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OZET

FORMALDEHIT’IN GOKKUSAGI ALABALIGI (Oncorhyncus mykiss)’NDAN
IZOLE EDILEN HEPATOSITLER UZERINDEKI SITOTOKSIK
ETKILERININ ARASTIRILMASI

YILDIZ, Fatos
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Burak KAPTANER
Haziran 2023, 68 sayfa

Formaldehit sentetik resinlerin ve kimyasallarin {iretiminde yaygin olarak
kullanilan bir kimyasaldir. Bu kimyasal, su iiriinleri yetistiriciliginde, baliklarin dig
parazitik enfeksiyonlarinin kontrolii i¢in de kullanilir. Bu calismada, formaldehitin
gokkusagi alabaligi (Oncorhyncus mykiss)’ndan izole edilen hepatositler {izerindeki
olumsuz etkilerinin arastirilmasi amaglandi. Bu amag¢ dogrultusunda, primer olarak
kiiltirii yapilan hepatositler formaldehitin, 0, 12.5, 25, 50, 100, 200 ve 400 uM
konsantrasyonlarina 24 saat siire ile maruz birakildi. Formaldehit sitotoksitesi, kiiltiir
medyumuna salinan laktat dehidrogenazin 6lgtimiine dayali olarak belirlendi. Daha sonra,
formaldehitin hepatositlerde antioksidan savunma sistem indikatorleri tizerindeki etkisi
arastirildi. Elde edilen sonuglara gore, formaldehitin sitotoksisite yiizdesinde kii¢iik
artiglara sebebiyet verdigi ve bu artiglarm 50 puM ve daha st formaldehit
konsantrasyonlarinda, istatistiksel olarak anlamli olduklari, belirlendi. Bundan baska,
formaldehit maruziyeti sonras1 hepatositlerde, siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon-S-
transferaz aktiviteleri ile rediikte glutatyon iceriginde anlamli azaliglarin oldugu gozlendi.
Glutatyon peroksidaz aktivitesinin ise formaldehitin 200 ve 400 uM konsatrasyonlarinda
anlamli artiglar gosterdigi  belirlendi. Formaldehitin 100, 200 ve 400 uM
konsantrasyonlarinin hepatositlerdeki malondialdehit diizeylerinde anlamli artiglara
neden oldugu bulundu. Sonug olarak, ¢evresel bir kirletici olan formaldehitin, gokkusagi
alabalig1 hepatositlerinde antioksidan savunma {iizerinde sarsici etkiler olusturarak
oksidatif stresi tetikledigi ve hiicreler iizerinde sitotoksik etkiler gosterdigi belirlendi. Bu
zararl etkileri g6z 6niinde tutularak, bilingsizce kullanimindan sakinilmalidir.

Anahtar kelimeler: Antioksidan savunma indikatérleri, Formaldehit, Gokkusagi
alabaligi, Lipid peroksidasyonu, Oncorhyncus mykiss, Sitotoksisite.






ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE CYTOTOXIC EFFECTS OF FORMALDEHYDE
ON HEPATOCYTES ISOLATED FROM RAINBOW TROUT (Oncorhyncus
myKkiss)

YILDIZ, Fatos
Master Thesis, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Burak KAPTANER
June 2023, 68 pages

Formaldehyde is a chemical that is extensively used in the production of resins
and chemicals. It is also used to control external parasitic infections of fish in aquaculture.
In the present study, it was aimed to investigate the negative impacts of formaldehyde on
hepatocytes isolated from rainbow trout (Oncorhyncus mykiss). Toward this aim, primary
cultured hepatocytes were exposed to formaldehyde at concentrations of 0, 12.5, 25, 50,
100, 200, and 400 uM for 24 h. The cytotoxicity of formaldehyde was determined by
lactate dehydrogenase release into the culture medium. Then, the effects of the
formaldehyde on the antioxidant system indicators in the hepatocytes were investigated.
According to the obtained results, the formaldehyde caused small increases in the
percentage of cytotoxicity, and the increases were statistically significant at a
concentration of 50 uM and above. Moreover, significant decreases in the activities of
superoxide dismutase, catalase, and glutathione-S-tranferase and the reduced glutathione
content were observed in the hepatocytes after exposure. Meanwhile, the glutathione
peroxidase activity displayed significant increases with concentrations of 200 and 400
uM of formaldehyde. Formaldehyde at concentrations 100, 200, and 400 uM were caused
significant increases in the malondialdehyde levels of the hepatocytes. As a conclusion,
it was determined that environmental pollutant formaldehyde induced oxidative stress,
depressing antioxidant defense, and demonstrated cytotoxic impacts on the cells.
Considering those its harmful effects, its unconscious usage should be avoided.

Keywords: Antioxidant defense indicators, Cytotoxicity, Formaldehyde, Lipid
peroksidation, Oncorhynchus mykiss, Rainbow trout..
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1. GIRIS

Formaldehit, endiistriyel {iriinlerin ve tiiketici lirlinlerinin tiretiminde kullanilan,
renksiz, ucucu, alevlenebilir ve yiiksek derecede reaktif bir aldehittir. Zehirli bir gaz olan
formaldehit, bir¢cok i¢ ve dis ortamda belirlenmistir. Formaldehitin i¢ ortamlardaki
varligi, mobilyalar, sunta, yalittm malzemeleri, boyalar, cilalar gibi yap1 malzemeleri ve
tekstil tirtinlerinden kaynaklanir. Formaldehitin dis ¢evredeki kaynaklar1 ise motorlu
araclar, enerji santralleri, yakma firinlar1 ve rafinerilerdir (Leso vd., 2020). Troposferde,
hidrokarbonlarin oksidasyonu sirasinda, dogal olarak olusan bu gaz, topraktaki bitkisel
artiklarin ayrisma siireclerinin erken evrelerinde meydana gelen bilesiklerden biridir
(DSO, 2001). Giiglii bir koruyucu ve tespit edici (fiksatif) olan formaldehit, arastiricilar
ve Klinisyenler tarafindan bitkisel ve hayvansal doku orneklerinin saklanmasi igin
genellikle %10 konsantrasyonda tercih edilerek kullanilir (Musial vd., 2016).
Ameliyathanelerde ve yogun bakimlarda dezenfektan olarak (Ulger, 2005), peynir gibi
baz1 gidalarda ise bakteriyostatik ajan olarak kulanilir (DSO, 2001). Formaldehit, su
iiriinleri sektoriinde, balik hastaliklarinin 6nlenmesi i¢in yaygin olarak tercih edilen bir
dezenfektandir. Baliklarin dis ylizeylerindeki (deri, yiizgegler ve solungaclar) parazitik
enfeksiyonlarin ve balik yumurtalarindaki fungal (Saprolegnia spp.) infestasyonlarin
kontrol edilmesinde, banyo seklinde uygulanarak, kullanilir (Francis-Floyd, 1996).
Insanlar formaldehite, farkl: tiiketici {iriinlerini kullanirken ve bazi iiriinlerin iiretimleri
esnasinda maruz kalabilirler. Insanlarin formaldehite kisa siireli maruziyeti neticesinde,
konsantrasyona bagl rahatsizlik, hapsirma, oksilirme, bulanti, nefes darlig1 ile goézler,
burun ve bogazda tahris meydana gelebilir (DSO, 2001). Sigara dumaninda da bulunan
bu zehirli gazin, yapilan caligmalar sonucunda, insanlar i¢in kanserojen oldugu kabul
edilmistir (Norliana vd., 2009).

Atmosferik oksijen, temel halinde iki eslesmemis elektrona sahiptir, bu durum
oksijenin paramagnetik ozellik kazanmasini saglar. Bu ozellik ise oksijenin (aktive
edilmedigi miiddetce) organik molekiiller ile kolaylikla etkilesimini engeller. Oksijende
meydana gelen kismi rediiksiyon, siiperoksit radikali (O2* -), singlet oksijen (102),
hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali (OH*) gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS) nin
tiretimi ile sonuglanir. Akuatik canlilar da dahil olmak {izere aerobik organizmalarin hepsi

birgok metabolik siirec ile ilgili enerji tiretimi i¢in molekiiler oksijen (O2)’e ihtiyag



duyarlar ve metabolik siirecleri sirasinda, mitokondriyal elektron transport zincirleri
(kompleks I (NADH dehidrogenaz)’de ve ubikinon ile kompleks I11 arasinda) araciligiyla
ROS iiretirler. ROS iiretimi peroksizom ile plazma mebraninda da gergeklesebilir (Birnie-
Gauvin vd., 2017; Hoseinifar vd., 2020). Hiicrelerdeki diger endojen ROS kaynaklari,
O2* ~iireten triptofan deoksigenaz, ksantin oksidaz ve sitokrom p450 rediiktaz ile H202
iireten guanil siklaz ve glukoz oksidaz gibi oksidazlardir (Valavanidis vd., 2006). Normal
fizyolojik kosullarda ROS’larin, konak¢inin savunmasi (Ornegin  patojenik
mikroorganizmalara kars1), hiicre siklusunun diizenlenmesi ve hiicre sinyal yolaklari ile
iligkili farkli fonksiyonlarda rolleri vardir. ROS’lar diisiik ve orta konsantrasyonlarda
hasara neden olmazlar ancak yliksek konsantrasyonlarda DNA, protein ve lipidler gibi
hiicresel komponentlere zarar verirler. Ozellikle hiicre zarinm ¢ift tabakali lipid
diizenlenmesinde bozulmalar, doymamis yag asitlerinde lipid peroksidasyonunun
indiiklenmesi ve membran yapisi ile gecirgenligindeki degismenin bir sonucu olarak
meydana gelebilir. Bundan bagka, malondialdehit (MDA) ve doymamis aldehitler gibi
lipid peroksidasyon firiinleri, protein capraz baglantilarinin olusumunu uyaran bir¢ok
proteinin aktivitesini degistirebilirler. ROS’lar lipidlere ek olarak, protein yapi ve
fonksiyonunu degistiren protein karbonil olusumunu uyararak, proteinlerdeki
aminoasitleri direkt olarak modifiye edebilirler. Yaptiklar1 bu modifikasyon, spesifik
proteazlarin indirgemesi neticesinde, proteolizise hassasiyete ve peptid zincirinin
parcalanmasina neden olabilir. ROS’lar DNA’da bazlarin indirgenmesine, tek ve g¢ift
iplikli DNA kiriklarim1i meydana getirerek ve piirin, pirimidin ve seker bagh
modifikasyonlari olusturarak DNA’ya saldirabilirler. DNA’da meydana gelen bu
degisimler, mikroniikleus olusumu, kromozomal ve niikleer anomaliler, mutasyonlar,
delesyonlar, traslokasyonlar ve DNA protein ¢apraz baglantilart gibi genotoksik etkilere
yol acabilir (Hoseinifar vd., 2020). Aerobik organizmalar, evrimsel siirecler sirasinda,
ROS’larin olusturdugu hiicresel hasari1 engellemek igin, enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidan savunma mekanizmalar1 gelistirmiglerdir. Bir organizmada ROS olusumu ile
antioksidan mekanizmalar tarafindan meydana getirilen ROS’larin nétralizasyonu
arasindaki dengesizlik durumu, oksidatif stres olarak tanimlanir. Bazi zenobiyotiklere,
ozellikle de toksik kirletici kimyasallara maruz kalma, endojen ve eksojen ROS
tiretiminde dengesizlige sebep olur, bu da akabinde antioksidan savunmanin

zayiflamasina yol agar. Neticede biyolojik sistemlerde, dokularda hasar olusturan,



enflamasyon meydana getiren, dejeneratif hastaliklara neden olan ve yaslanmayi
hizlandiran oksidatif stres durumu ortaya ¢ikar (Valavanidis vd., 2006; Hoseinifar vd.,
2020). Birgok balik tiiriinde belirlenmis olan enzimatik antioksidan savunma, siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz ve
glutatyon-S-transferaz (GST) gibi enzimler ile temsil edilir. Siiperoksit anyon radikali
hiicrelerde ilk olarak tiretilen ROS’tur. SOD, siiperoksit anyon radikali (O2°*~)’ni daha az
reaktif bir tiir olan molekiiler oksijene ve hidrojen peroksite metabolize eder. Bu enzimin,
sitozolik (Cu?*-SOD ve Zn?*-SOD) ve mitokondriyal (Mn?*-SOD) formlar1 mevcuttur.
Olusan H202, CAT ve GPx tarafindan elimine edilir. Hem mitokondri hem de
peroksizomlarda aktif olarak bulunan CAT, ROS olusumu ve eliminasyonunun dengede
tutulabilmesi i¢in H202’yi, su ve O2’ye donistiriir. CAT’in modiilasyonu, hiicre
proliferasyonu, farklilasmasi, gocii ve apoptozis gibi bir¢ok siire¢ i¢in dnemlidir. H202
ve organik hidrojen peroksitler, sitozolik ve mitokondriyal GPx tarafindan, rediikte
glutatyon (GSH) varliginda, noétralize edilirler. Bu enzim lipid peroksidasyonunun
engellenmesinde ve hiicre membran hasarlarinin 6nlenmesinde 6nemli rol oynar.
Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi, daha dnce GPx tarafindan oksidize edilen rediikte
GSH’1n, yenilenmesi i¢in gereklidir. Bu bilesikleri suda daha ¢6ziiniir hale getirmek i¢in
GST, GSH’1n farkli substratlara konjugasyonunu katalizler. GST, en ¢0zliniir ve hiicre
kompartmanlarinda en yaygin olarak bulunan antioksidandir. Zenobiyotiklerin
detoksifikasyonunda rol oynayan GST, toksik etkilere yol agan ve yiiksek derecede
reaktif olan elektrofilik bilesiklerin, dokudaki niikleofilik bilesenlere baglanmasindan
once elimine edilmelerini gerceklestirir (Van der Oost vd., 2003; Monteiro vd., 2006;
Hoseinifar vd., 2020). Baliklarda bu enzimlere ek olarak, E, K, B ve C vitaminleri,
aminoasitler, peptidler (GSH) gibi diisik molekiil agirlikli enzimatik olmayan
antioksidanlar mevcuttur (Van der Oost vd., 2003; Hoseinifar vd., 2020). Ge¢miste
yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalar, 6nemli bir ¢evresel kirletici olan formaldehitin
antioksidan dengeyi bozarak, oksidatif stresi uyardigini ortaya koymustur (Gulec vd.,
2006; Bernardini vd., 2022).

Baliklardan izole edilen ve primer kiiltiirii yapilan hiicreler, Toksikoloji ve
Ekotoksikoloji alanlarinda, zenobiyotiklerin zamana ve doza bagh toksik etki
mekanizmalarinin aydinlatilmasinda siklikla kullanilan, énemli araglardir (Bols vd.,

2005). Toksikoloji ¢aligmalarinda deney organizmasi olarak kullanimi, Ekonomik



Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii (OECD) tarafindan tavsiye edilen gdkkusagi alabalig
(Oncorhyncus mykiss)’nin hepatositleri ise gegmisten bu yana bir¢ok deneysel ¢alismada,
bir kimyasal veya farkli kimyasal karisimlarinin olumsuz etkilerinin ortaya ¢ikartilmasi
icin tercih edilen hiicrelerdir (OECD, 2019; Segner, 1998; Tollefsen vd., 2008).
Formaldehitin in vitro’da balik hepatositleri iizerindeki toksik etkilerine iliskin
gecmiste yapilmis olan deneysel c¢alismalara rastlanilamamistir. Bu nedenle bu
calismada, balik ciftliklerinde ektoparazitik enfeksiyonlari kontrol etmek amaciyla
yaygin olarak kullanilan bu kimyasalin, diinyada ve iilkemizde {iretimi ve kiltiirii yaygin
olarak yapilan gokkusagi alabaliginin hepatositleri iizerindeki negatif etkisinin,

antioksidan sistem belirtegleri kullanilarak, arastirilmasi amaglanmustir.



2. KAYNAK BILDIiRiSLERI

2.1 Formaldehit ve Fizikokimyasal Ozellikleri

Kimyasallar igerisinde aldehit familyasinda yer alan formaldehit, 1859 yilinda
kesfedilmistir. Bu kimyasal, metanal, metaldehit, metilen oksit, oksimetilen, oksometan,
formik aldehit ve fannoform olarak da bilinir. Molekiiler formiilii CH20’dur. Kimyasal
Ozetler Servisi (CAS) Kayit Numarasi, 50-00-0’dir (Abdollahi ve Hosseini, 2014;
Norliana vd., 2009). Formaldehitin kimyasal yapis1 Sekil 2.1’de gosterilmistir.

P
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Sekil 2. 1 Formaldehitin kimyasal yapis1 (Norliana vd., 2009)

Formaldehit oda sicakliginda keskin kokulu renksiz bir gazdir. Yiiksek derecede
reaktif olan formaldehit, kolaylikla polimerizasyona ugrar. Formaldehit, yiiksek derecede
parlayici ve havada patlayici forma doniisebilir. Formaldehit 150 °C’nin tizerinde ayrisir.
Su, alkoller ve diger polar solventler icerisinde kolaylikla ¢6ziinebilirdir. Tahmini buhar
basinc1 25 °C’de 5176 hPa’dir. Formaldehitin 25 °C’deki partisyon katsayis1 (Log
Pow)’nin 0.35 oldugu belirlenmistir ki bu da formaldehitin diisiik bir biyobirikim
potansiyeline sahip oldugunu gosterir. Sivi formaldehitin —20 °C’deki yogunlugu, 0.8153
g/cm®tiir. Kaynama ve erime noktasi sirastyla, —19.2 °C ve —92 °C’dir. Formaldehitin
Henry yasas1 sabiti (3.4 x 10~" atm-cu m / mol) dikkate alindiginda su yiizeylerinden
buharlagmamasi1 beklenir ancak gaz olmasi nedeniyle kuru toprak yiizeylerinden
volatilizasyonu c¢evresel kosullar altinda gerceklesir (Abdollahi ve Hosseini, 2014;
Norliana vd., 2009). Formaldehitin fizikokimyasal o6zellikleri Cizelge 2.1°de

gosterilmistir.



Cizelge 2. 1 Formaldehitin fizikokimyasal 6zellikleri (Norliana vd., 2009; DSO, 2001)

Ozellik Rapor edilen deger aralig1
Molekiiler agirlik (Dalton) 30.03

Erime noktasi1 (°C) —118 °C ile =92 °C aralig1
Kaynama noktasi (°C, 101.3 kPa’da) —-21 °C ile —19 aralig1
Buhar basinci (25 °C’de Pa) 516000

Sudaki ¢oziiniirliigii (25 °C’de mg/L) 400000 — 550000
Henry yasasi sabiti (25 °C’de Pa. m® mol /L) 2.2x1072 - 3.4x1072
Log oktanol/su partisyon katsayisi (Log Kow) —0.751le 0.35

Log organik karbon/su partisyon katsayisi (Log Koc) 0.70 ile 1.57
Konversiyon faktorii 1ppm=12mgm?

Formaldehitin su icerisindeki ticari soliisyonlar1 genel olarak formalin olarak
isimlendirilir. Ticari formiilasyonu genellikle, su agirlig1 basina diisen formaldehit gaz
agirhiginin %37-40°dir. Formalinin paraformaldehite dontsiimiinii (beyaz ¢okelti)
onlemek icin karanlikta ve 4 °C’nin iizerindeki sicakliklarda saklanmasi gerekir.
Formaldehitin sulu soliisyonlarinda paraformaldehit olusumunu 6nlemek i¢in %10-15
metanol kullanilir, bdylece stabilizasyonu saglanir. Formalinin pH’s1 ise 2.8 ile 4.0

arasinda degisebilmektedir (Leal vd., 2018).

2.2  Formaldehitin Kullanim Alanlar:

Ticari formaldehitin ¢ogu metanolden iiretilir. Formaldehit, farkli alanlarda,
oldukea yaygin olarak kullanilir. Kimya endiistrisinde 6nemli bir solvent olarak kullanilir.
Fenol ile formaldehitin yogunlasmasi ile sentezlenen fenolik polimerlerin iiretimi i¢in bir
hammaddedir. Formaldehit agirlikli olarak resinlerin (iire-formaldehit resinleri, fenolik-
formaldehit resinler, pentaeritritol vd) sentezinde kullanilir. Bir¢ok alanda farkli amaglar
dogrultusunda, koruyucu ve dezenfektan olarak kullanilir. Ahsap fiksatiflerinde, kuru
temizleme soliisyonlarinda, solventlerde, briilor kullaniminda, kimyasal tiretiminde,
petrol flriinlerinde, kagit ve kagit hamuru {iretiminde, tekstil endiistrisinde, mobilya
tiretiminde kullanilan kontrplak yapistiricilarinda, sentetik fiberlerde, boyalarda ve

yalitim kopiikleri gibi ham materyallerde, hali malzemesi, doseme kumaslar1 ve giinliik



olarak kullanilan ev igi triinlerde yer almakta ve kullanilmaktadir. Formaldehit
hastanelerde dezenfektan olarak, arastirma/egitim laboratuvarlarinda ise biyolojik
orneklerin saklanabilmesi igin bir koruyucu olarak kullanilir. Antimikrobiyal
ozelliginden dolayi, kozmetiklerin, sampuanlarin, giines losyonlarinin, tirag kremlerinin
iretiminde kullanilabilmektedir. Ziraat endistrisinde bir dezenfektan gaz olarak
kullaniminin yanisira, jermisit, fungusit ve insektisit olarak kullanilir. Gida endiistrisinde
antibakteriyel ajan olarak ve gidalarin islenmesinde koruyucu olarak kullanilir. Su
riinleri yetistiriciliginde, baliklarda dis parazit enfeksiyonlarinin kontrolii i¢in kullanilir.
Deniz mahsullerinin bozulmasini engellemek ve raf 6mriiniin uzamasini saglamak igin de
formaldehit kullanim1 s6z konusudur. Yaygin olarak kullanimindan dolay1, milyonlarca
insan formaldehite gilinliik olarak maruz kalabilmekte ve bu bilesik insanlar iizerinde
olumsuz etkilere sebebiyet verebilmektedir (Norliana vd., 2009; Bernardini vd., 2022;
Abdollahi ve Hosseini, 2014; Leal vd., 2018).

2.3 Formaldehitin insan Saghg Uzerindeki Etkileri

Insanlar formaldehite farkli yollar ile maruz kalabilmektedir. Formaldehitin
atmosfere saliniminin ana kaynaklarmi, 6zellikle otomobil egzoz gazi emisyonlar: ile
otomobil emisyonlarindaki hidrokarbonlarin fotooksidasyonu gibi yanma siiregleri
meydana getirir. Formaldehit emisyonlarina maruziyetin diger yollar1 ise dezenfektan ve
steril edici olarak kullanimi ile anatomi laboratuvarlarinda ve morglarda tahnit sivisi
olarak kullammindan kaynaklanir. Insanlarda formaldehite maruz kalimm bir baska
onemli kaynagi da sigara dumanidir. Formaldehite mesleki olarak maruz kalma temel
olarak, iiretim, isleme ve formaldehit igeren iirlinlerin isletilmesi sirasinda, soluma ve
dermal yol ile meydana gelmektedir (Abdollahi ve Hosseini, 2014).

Formaldehitin akut inhalasyonu neticesinde meydana gelen predominant etkiler,
agiz, burun ve st solunum yollar1 miik6z membranlarinda, irritasyon ve yanmadir.
Biiyiik miktarlardaki formaldehite akut olarak inhalasyon ile maruz kalma, halsizlik, mide
bulantisi, kusma, akciger iltihabi, bas agrisi, solunum giicliigii, 6kstiriik, hiriltil1 soluma,
laringeal ve pulmonar 6dem, laringeal spazm, bronko spazm, solunum bozuklugu,
obstriiktif trakeobronsit, merkezi sinir sistemi depresyonu, konvulziyon ve komaya yol

acabilir. Formaldehitin daha da ciddi miktarlarin1 soluma ile maruziyet sonucunda ise



pulmonar 6demin ortaya ¢ikmasi veya 6liimciil olabilen solunum yetmezliginin meydana
gelmesi soz konusudur. Formaldehitin yutulmasi veya agiz yolu ile alinmasi (¢ogunlukla
intihar girisimleri neticesinde meydana gelir) neticesinde, agiz ile bogazda yanma ve
irritasyon, gastrointestinal yolda yanma ve lilserasyon, gogiis veya karin agrisi, bulanti,
kusma, diyare, gastrointestinal hemoraji, metabolik asidoz, ¢ok hizli soluma, sarilik,
proteiniiri, hematiiri ve bobrek yetmezligi gozlenebilir. Gaz halindeki formaldehite veya
formaldehit iceren soliisyonlara sigrama ile maruz kalma korozif etkiye neden olur ve
ciltte yanma ile irritasyon meydana gelebilir, gozlerde ise gormede kalic1 degisikliklere
ve korliige neden olan irrite edici etkiler gozlenebilir (Abdollahi ve Hosseini, 2014).

Insanlarda yapilan deneysel calismalarda formaldehite kronik olarak inhalasyon
yolu ile maruz kalma, iist solunum yollari, agiz, g6z ve burun mukozalarinda irritasyona
neden olur ancak solunum yolunda hassaslagsmaya neden olmaz. Bununla birlikte, hassas
kigilerde solunum yolundaki irritasyondan dolayi, astim belirtilerine yol agabilir.
Formaldehit buharina mesleki olarak maruz kalma, akciger fonksiyonunda, gecici ve
geriye doniistimlii diisiislere neden olabilmektedir (Norliana vd., 2009; Abdollahi ve
Hosseini, 2014).

Formaldehite mesleki olarak maruz birakilan bireylerin bukkal ile nazal mukoza
hiicreleri ve periferal lenfositleri lizerinde bazi genetik etkiler gosterdigi gozlenmistir
ancak bazi ¢aligmalarda ise formaldehitin periferal lenfositler lizerinde genetik etkileri
belirlenememistir. Ote yandan formaldehite mesleki olarak maruz kalan kisilerde,
mikroniikleuslu bukkal ve nazal hiicrelerin insidansinda artislar oldugu rapor edilmistir.
Formaldehit buharina maruz kalan kisilerden alinan periferal lenfositlerde ise,
kromozomal aberasyonlar ve kardes kromatid degisiklikleri gibi genetik etkiler
belirlenmistir. Bu nedenlerden dolayi, formaldehitin temas alaninda, mutajenik
potansiyele sahip oldugu diistiniilmektedir (Norliana vd., 2009). Formaldehitin insanlarda
olusturdugu genotoksik etkiye dair bazi deliller de mevcuttur. Ornegin, formaldehite
mesleki olarak maruz kalan isgilerde, DNA-protein ¢apraz baglantilarinda artislar oldugu
ve kromozomal aberasyonlar ile kromozom parca kiriklarinda anlamli yiikselmelerin
meydana geldigi bildirilmistir (Abdollahi ve Hosseini, 2014). Formaldehite maruz kalan
is¢ilerin brons hiicrelerinde DNA global metilasyon degisiklikleri, akciger hiicrelerinde
histon degisiklikleri ve burunda mikro RNA ekspresyonunun diizensizligi gibi

olumsuzluklarin meydana geldigi bildirilmistir (Leso vd., 2020).



Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajansi, formaldehitin insanlardaki ve deney
hayvanlarindaki karsinojen etkisine dair yeterli delillerin oldugunu bildirmistir. Ajans,
formaldehiti bir insan kanserojeni olarak siniflandirarak (grup 1), bu kimyasalin
insanlarda nazofaringeal kansere, sinonazal kansere ve 16semiye neden olduguna dair

yeterli delilin oldugunu rapor etmistir (Norliana vd., 2009; Abdollahi ve Hosseini, 2014).

2.4 Formaldehitin Metabolizmasi

Cevresel bir kirletici olarak, ayn1 anda bir¢cok yerde bulunan ve eksojen olarak
maruz kalinan formaldehit, insan viicudundaki enzimler ile katalizlenen reaksiyonlar
tarafindan endojen olarak da azimsanmayacak diizeylerde tiretilir. Bununla birlikte,
formaldehitin hiicresel enzimler ile detoksifikasyonundan dolayi, formaldehit {iretim ve
bozulum siiregleri arasinda kararli bir denge saglanmistir ki bu da normal kan formaldehit
konsantrasyonunun 0.1 M civarinda olmasini saglar (Tulpule vd., 2013). Formaldehitin
insan viicudundaki biyosentetik kaynagina, bir ara tiriin olarak meydana geldigi, metanol
metabolizmas1 6rnek olarak verilebilir. Formaldehitin endojen kaynaklar1 arasinda, L-
metionin, histamin ve metilalanin metabolizmas1 yer alir ve bu metabolizma
formaldehitin, piirinlerin ve diger aminoasitlerin biyosentezi i¢in anahtar bir araci
olmasii saglar. Formaldehit bundan baska, DNA, RNA ve proteinlerin enzimatik
oksidatif demetilasyonu ve aktiflesmis notrofil ve monositlerin miyeloperoksidasyon
reaksiyonu sirasinda da meydana gelir (Bernardini vd., 2022). Biitiin hiicrelerde esansiyel
bir arac1 olan ve zenobiyotikler ile aminoasitlerin metabolizmasi sirasinda endojen bir
araci olarak olusan formaldehit, hizli bir seklide metabolize edilir ve kanda ortalama 1.5
dk. yarilanma 6mriine sahiptir (Abdollahi ve Hosseini, 2014).

Formaldehit  diretim  siiregleri,  metanol  oksidasyonunu,  metilamin
deaminasyonunu ve histon demetilasyonunu kapsar. Bozulum siirecleri ise sitozolik alkol
dehidrogenaz 1 (ADH1) aracilig1 ile metanole indirgenmesini ve formata oksidasyonunu
icerir. Formaldehitin oksidasyonu, sitozolik glutatyon (GSH) bagimli alkol dehidrogenaz
3 (ADH3) (formaldehit dehidrogenaz = FDH) veya mitokondriyal aldehit dehidrogenaz
2 (ALDH2) ile katalizlenir. Formaldehit emildikten sonra hidroksimetil glutatyonu
(HMGSH) olusturmak iizere glutatyon (GSH) ile spontan bir sekilde reaksiyona girer.
ADH3, HMGSH’1 S-formilglutatyon (FGSH)’a oksidize eder. FGSH, S-formilglutatyon



hidrolaz ile metabolize edilerek, format ve rediikte GSH olusturulur. ALDH2 formaldehit
iizerinde direkt etki géstermesine karsin ADH3 i¢in substrat, enzimatik bir reaksiyona
bagimli olmayan formaldehit-GSH birligidir (Sekil 2.2) (Tulpule vd., 2013; Bernardini
vd., 2022). Formaldehit tiirevi olan format, hem gama-amino biitirik asit reseptorleri hem
de monokarboksilat tasiyici 1 ile hiicrelerden disariya atilir. Format bundan baska, CO2’yi
olusturmak {izere daha fazla oksidasyona wugrayabilir. Formatin oksidasyonu,
tetrahidrofolat (THF) bagimli, iki basamakli bir siiregten olusur. Format oncelikle,
sitozolik metilen THF dehidrogenaz 1 (MTHFD1) veya mitokondriyal MTHFDI1L
tarafindan katalizlenen ATP bagimli enzimatik bir reaksiyonda, 10-formil THF’yi
olusturmak tizere THF ile reaksiyona girer. Daha sonra sitozolik ALDHILI ve bunun
mitokondriyal izoformu ALDH1L2, 10-formil THF’yi CO2’yi olusturmak iizere oksidize
eder (Sekil 2.2a). Katalaz da formatin oksidasyonuna, daha az bir 6lgiide ve THF ye
bagimsiz bir tarzda, katki saglayabilir (Tulpule vd., 2013). Formaldehit endoplazmik
retikulumda, CYP2E1’i kapsayan sitokrom oksidaz CYP450 izoenzimleri tarafindan da
oksidize edilebilir (Sekil 2.2b) (Teng vd., 2001; Bernardini vd., 2022).

2.5 Formaldehitin Toksik Etki Mekanizmasi

Karbonil atomu formaldehitin elektrofilik bolgesidir. Bu bolge formaldehitin,
hiicre membranlarindaki, viicut sivilarindaki ve dokularda yer alan DNA ile proteinlerin
amino gruplar1 gibi niikleofilik bolgeler ile kolaylikla reaksiyona girmesini saglar.
Formaldehitin yiliksek konsantrasyonlar1 proteinlerin ¢dkmesine sebep olur. Hiicre ici
seviyeleri alkol dehidrogenaz 3 (formaldehit dehidrogenaz) (ADH3) aktivitesini
doyurdugu diizeye ulastiginda, formaldehit toksisitesi meydana gelebilir. Bu da
metabolize edilmemis saglam molekiile, etkisini lokal olarak gosterme olanagi verir.
Formaldehit ¢ok diisiik konsantrasyon araliginda bile ¢ok giiclii bir ¢apraz bag yapici
ajandir. Bu ajanin reaksiyon mekanizmasi, formaldehitin baslangigta, bir hidroksimetil
ara lirlinli olusturmak tizere, hem aminoasit hem de DNA baz1 iizerindeki primer amine
eklenmesi ile gergeklesir. Daha sonra hidroksimetil grubu, bir metilen kopriisii

olusturmak tizere ikinci bir primer amine kondanse olur (Abdollahi ve Hosseini, 2014).
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Sekil 2. 2 Insanda formaldehitin metabolizmasi (a: Tulpule vd., 2013; b: Bernardini vd.,
2022), (Sito: sitoplazma; Mito: mitokondri; ADH1: alkol dehidrogenaz 1,
ADH3: alkol dehidrogenaz 3 = FDH: formaldehit dehidrogenaz; ALDH2: aldehit
dehidrogenaz 2; THF: tetrahidrofolat; MTHFD1: metilen THF dehidrogenaz 1)
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2.6 Formaldehitin Hiicre Proliferasyonu ve Oliimii Uzerindeki Etkisi

S-adenosil-L-metiyonin, N-hidroksimetil-L-arjinin, 1’-metil askorbijen, metanol,
E-N-trimetil lizin ve metilamin gibi formaldehidojenik bilesikler, formaldehitin 6zel
eksojen kaynaklaridir. Endojen formaldehit, enzimatik metilasyon ve demetilasyon
prosesleri sirasinda, hidroksimetil gruplarindan olusabilmektedir. Cok yiiksek derecede
reaktif bir bilesik olan formaldehitin apoptozisin uyarimi, dolayisiyla da aterosklerozis ve
norodejeneratif siireglerin patogenezisi ile iligkili oldugu distinilir. Formaldehitin
biyolojik etkisi, doza bagimlidir. Tiimor hiicreleri ve endotelyal hiicre kiiltiirleri tizerinde
yapilan in vitro calismalar, formaldehitin 10.0 M konsantrasyonunun nekrotik hiicre
Oliimiine yol actigini, 1.0 M konstrasyonunun apoptozisi artirdigini ve mitotik aktiviteyi
azalttigini, 0.5 ile 1.0 M araliginda ise hiicre proliferasyonunu artirdigini ve apoptotik
aktiviteyi azalttigini, gostermislerdir. Formaldehidojenik bilesiklerden N-hidroksimetil-
L-arjinin ve 1’-metil askorbijen ile formaldehit donérii resveratroliin, hiicre
proliferasyonunun potansiyel inhibitorleri olduklar1 diistintilmektedir. Bitkilerdeki
endojen formaldehitin apoptozis ve hiicre proliferasyonunun diizenlenmesinde, goriiniir
bir sekilde rolii mevcuttur. Formaldehitin genotoksik ve karsinojen etkileri DNA-protein
capraz baglarmi olusturmasindan kaynaklanir. Dolayisiyla, apoptotik aktiviteyi azaltic
etkiye sahip olan formaldehitin diisik dozlari, ¢apraz baga sahip olan hiicrelerin

artmasina neden olabilir (Szende ve Tyihak, 2010).

2.7 Formaldehitin Su Uriinleri Yetistiriciligindeki Kullanimi

Formaldehit, su friinleri yetistiriciliginde en g¢ok kullanilan kimyasal
dezenfektanlardan birisidir. Profilaktik 6nlem ve terapotik amacglar dogrultusunda
kullanilabilmektedir. Bir ¢ok protozoon parazite (lchthyophthirius spp., Costia spp.,
Epistylis spp., Chilodonella spp., Scyphidia spp., Trichodina spp.) ve monogenetik
trematoda karst son derece etkilidir (Leal vd., 2018) ancak bakteriyel ve fungal dis
enfeksiyonlarin tedavisinde tercih edilmez. Bununla birlikte, formaldehitin yiiksek
konsantrasyonlari, balik yumurtalarindaki mantarlarin kontrolii i¢in kullanilir (Francis-

Floyd, 1996).
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Siklikla suya eklenilerek kullanilan formaldehitin tedavide uygulanan
konsantrasyonu, balig1 tehlikeye sokmayacak sekilde ve enfeksiyoz ajani 6ldiirmek igin
yeterli diizeyde olmalidir. Bununla birlikte, enfeksiydz ajan1 6ldiirmek i¢in gerekli olan
konsantrasyon ile balik iizerinde negatif etkiye sebep olabilecek konsantrasyon arasindaki
sinir, dar olabilir. Dolayisiyla uygulama dikkatli bir sekilde ve sadece gercekten gerekli
oldugunda yapilmalidir. Uygun bir uygulama i¢in, su akis hizi, tankin islem hacmi,
sicaklik (en diisiik seviyede olmalidir) ve oksijen seviyeleri géz oniinde tutulmali ve daha
onceden degerlendirme yapilmalidir (Leal vd., 2018). Uygulamaya iligkin olarak 2 tip
siniflandirma mevcuttur; kisa siireli banyo ve uzun siireli daldirma (banyo). Kisa stireli
banyo uygulamasi icin en genel formaldehit dozaji, parazit ile enfekte olmus baliklarin
tedavisinde, maksimum konsantrasyon diizeyine karsilik gelen ve 1 saate (genellikle 30
ile 60 dk. arasinda degisir) kadar kullanilan, 250 mg/L’dir. Bununla birlikte, 6zel olarak
dikkat edilmesi gereken bazi durumlar mevcuttur. Ornegin, tank ve kanallardaki salmon
ve alabaliklar i¢in 250 mg/L’lik konsantrasyon, su sicakliginin sadece 10 °C’nin altindaki
durumlar i¢in uygundur. Su sicakligmin 10 °C’nin dstiindeki durumlarda ise
formaldehitin en diisiik konsantrasyonu (170 mg/L’ye kadar), daha uygundur. Su
sicakliginin 21 °C’nin lizerindeki kosullarda, formaldehit konsantrasyonu 150 mg/L’yi
agsmamalidir. Uzun siireli banyo uygulamalarinda ise formaldehitin yaklasik
konsantrasyon araligi, 12 saat igin, 15 ile 25 mg/L arasindadir (Leal vd., 2018).

Uygulama sirasinda formaldehit, balik tanklarimin igerisindeki suyun oksijen
diizeyini sarsar, su aritma sistemindeki biyofiltrasyon prosesleri ile etkilesir ve cevreye
karisir. Dolayisiyla formaldehit su kalitesini olumsuz olarak etkileyebilir. Formaldehitin
inaktivasyonu i¢in, atik formaldehit su ile diliite edilmeli veya formaldehitin ¢evreye
desarjindan Once konsantrasyonunu azaltmak amaciyla spesifik aritma yontemleri
gerceklestirilmelidir. Cevredeki formaldehit, oksidasyon, biyodegradasyon ve indirekt
fotodegradasyon (direkt fotodegradasyon gergeklesmez) gibi reaksiyonlar ile
etkisizlestirilebilir. Formaldehitin, literatiirde ileri siiriilen akuakiiltiir suyundan
uzaklastirma yontemleri (havalandirma, biyodegradasyon, biyofiltrasyon, nétralizasyon
gibi), tam anlamiyla etkili degildir ancak ileri oksidasyon aritim ydntemlerinin iyi ve

etkili alternatifler olabilecekleri ifade edilmistir (Leal vd., 2018).
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2.8 Formaldehitin Baliklar Uzerindeki Etkileri

Formaldehit/formalin uygulamalarinin baliklar tizerindeki etkilerini ele alan
caligmalarda elde edilen sonugclar tartismali olsa bile bir ¢ok ¢alismada negatif etkilerin
meydana geldigi bildirilmistir (Leal vd., 2018).

Formaldehitin 200 ppm konsantrasyonuna 2, 4 ve 6 saatlik siireler ile maruz
birakilan juvenil gokkusagi alabaligi ve Coho salmonu (Oncorhynchus kisutch)’nda
solunga¢ fonksiyonunda, asit-baz dengesinde ve hipofiz aktivitesindeki degisimler
arastirilmistir. Gokkusagi alabaliginda plazma, C1-, Ca?*, total CO2 ve interrenal vitamin
C diizeylerinin devamli bir sekilde ve uygulama siiresi ile dogru orantili olarak, diistisler
gosterdigi belirlenmistir. Ote yandan Coho salmonunun bu metabolik parametrelerin,
baslangi¢ seviyelerine yakin bir sekilde, devamliliklarinin saglanabildigi gézlenmistir.
Coho salmonunda kan pH’simin ve alkali rezerv diizenlenmesinin de, 6zellikle uzun stireli
uygulamalar sonrasinda daha az etkilendigi bildirilmistir. Oksijen tiiketiminin her iki
tirde sarsildig1 ancak gokkusagi alabaliginda salmondakinden daha fazla diisiis gosterdigi
belirlenmistir. Her iki tiirde hemoliz belirlenmesine ragmen, biluribineminin alabalikta
daha fazla meydana geldigi gozlenmistir. Sonug olarak, formaldehit uygulamalarinin,
gokkusagi alabaliginda daha fazla strese yol agtig1 ifade edilmistir (Wedemeyer, 1971).

Formalinin 200 ppm konsantrasyonuna 1 saat siire ile maruz birakilan gékkusagi
alabaliginda, hematokrit degerlerinin ve plazma glutamat oksaloasetik transaminaz
aktivitesinin arttig1 gézlenmistir. Formalinin 24 saat sonra tekrar uygulamasi sonrasinda
ise kan glukoz diizeyinin anlaml bir seklide yiikseldigi bildirilmistir. Bir saatlik banyo
uygulamasi1 sonrasinda karacigerde, bazi hepatositlerde biiziisme ile sitoplazmik
dejenerasyon gibi histopatolojik degisimler belirlenmistir. Ikinci kez yapilan formalin
uygulamasi (24 saat) sonrasinda hepatositlerde vakuolizasyon, iigiincii kez yapilan
uygulamadan sonra ise hepatositlerdeki normal siralanmanin ortadan kalktigi ve
sitoplazmik dejenerasyonun arttig1 ifade edilmistir (Williams ve Wooten, 1981).

Formalinin 25, 50 ve 75 mg/L konsantrasyonlarina 8 hafta boyunca siirekli olarak
maruz birakilan sazan baligi (Cyprinus carpio)’nda (0.8 g), karaciger, solungag, bobrek,
dalak, bagirsak, kas ve deri dokularinda histolojik degisimlerin meydana gelmedigi
gbzlenmistir. Bununla birlikte biiyiimede diislis oldugu belirtilmistir. Arastiricilar sazan

icin formalinin 25-50 mg/L konsantrasyonlarinin, 4 haftadan fazla ve siirekli olarak
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maruz kalmadigi takdirde, giivenli oldugunu bildirmislerdir. Ote yandan sazanda
biiyiimenin, formalinin 75 mg/L konsantrasyonuna 2 haftadan daha fazla maruz kalinmasi
durumunda, hafif olarak etkilendigi belirtilmistir. Yapilan akut toksisite ¢caligmalarinda
ise formalinin 96 saatlik LC 50 konsantrasyonlarinin, sazan balig1 ve yilan kafali baligin
(Channa striatus) dokularinda histolojik degisimler meydana getirmedigi ancak giimiis
barbusu (Puntius gonionotus)’nun formaline kars1 (¢alisilan tiirler arasinda) en hassas tiir
oldugu ve 96 saatlik LC 50 konsantrasyonunun (83.0 mg/L) bu baligin solungag sekonder
lamellerinde hiperplaziye ve karacigerinde ise yagli dejenerasyona neden oldugu ifade
edilmistir (Chinabut vd., 1988).

Formalinin 25 pL/L konsantrasyonuna giinliik 4 saat siire ile haftanin 4 ardisik
giinli ve 28 hafta boyunca maruz birakilan kanal kedibaligi (Icialurus punctatus)’nda
solunga¢ morfometrisinde anlamli farkliliklarin meydana gelmedigi gozlenmistir.
Formaline periyodik olarak maruz kalan baliklarda, kondisyon katsayisinin 28 hafta
sonrasinda daha yiiksek oldugu ve formaline atfedilebilecek ters etkilerin
gerceklesmedigi bildirilmistir (Bodensteiner vd., 1993).

Powell vd. (1996), formalinin 2 farkli konsantrasyonuna (167 ve 250 mg/L) her 2
haftada bir 12 hafta boyunca maruz biraktiklari, iki farkli biiyiiklikteki (<16 cm ve
>16¢cm) juvenil atlantik salmonu (Salmo salar)’nda, biiylime, hayatta kalma, plazma
elekrolit diizeyi ve hematokrit gibi parametrelerde anlamli degisimlerin meydana
gelmedigini bildirmislerdir.

Formaline haftada 2 kez (200 mg/L konsantrasyonda, statik banyo igerisinde 1
saat) maruz birakilan juvenil gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)’nda biiylime
oraninda, istahta, yem c¢evriminde ve kondisyon indeksinde, uygulamadan 6 ile 12 hafta
sonra, anlamli degisimlerin meydana gelmedigi bildirilmistir. Formalin uygulanan
bireylerde, uygulanmayanlara kiyasla, daha iyi yiizge¢ kondisyonu ve daha diisiik korneal
opasite insidansi belirlenmistir. Dolayisiyla, haftada 2 kez tekrarli 200 mg/L formalin
uygulamasinin, biiyiime iizerinde herhangi bir negatif etki olmadan, hastaliktan koruma
rejimi olarak gergeklestirilebilecegi ileri siirtilmiistiir (Speare ve Macnair, 1996).

Formalinin 167 ve 250 mg/L konsantrasyonlarina, 2 haftada bir 90 dk. siireyle,
toplam 12 hafta maruz birakilan juvenil atlantik salmonu (Salmo salar)’nda lamellar
fiizyon frekansinda ve lamellar mukus hiicresi sayilarinda hafif ancak istatistiksel olarak

anlam1 olmayan artiglarin meydana geldigi ve Trichophyra piscium indeksinde
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uygulamadan 6 ile 12 hafta sonrasinda anlamli olmayan artislarin meydana geldigi
bildirilmistir. Formalinin 200 mg/L konsantrasyonuna, 2 haftada bir 60 dk. siireyle,
toplam 12 hafta maruz birakilan juvenil gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)’nda
ise solungac¢ lamellalarinda bulunan mukus hiicre sayisindaki artisa yonelik anlamli
etkilerin sinirli oldugu bildirilmistir. Her iki deneyde de lamellar epitel hiicrelerinde,
lamellar 6dem ve nekroz belirlenmemistir (Speare vd., 1997).

Jung vd. (2003), Paralichthys olivaceus’un eritrositlerini in vitro’da formaldehitin
seri konsantrasyonlarina maruz (31.3 — 2000 ppm) birakarak, hemoliz ve methemoglobin
olusumunu arastirmiglardir. Arastiricilar ek olarak, formaline (0, 100, 212 ve 300 ppm) 3
saat siiresince banyo yontemi ile maruz biraktiklari balikta meydana gelen kisa siireli
toksik etkileri, klinik testler kullanarak belirlemeye calismislardir. /n vitro’da uygulanan

formaldehit konsantrasyonlarmin (31.3 — 2000 ppm) eritrositlerde hemolize neden
olmadig1 ancak 500 ppm ve tstiindeki formaldehit konsantrasyonlarinin, methemoglobin
formasyonunu uyardig1 gézlenmistir. Formaline maruz birakilan biitiin balik gruplarinda
ise eritrosit sayis1, hemoglobin, hematokrit, ortalama kiire hemoglobin konsantrasyonu
ve ortalama immatiir eritrosit yiizdesi degerlerinin yiikseldigi bildirilmistir. Formalinin
serum alkalin fosfataz, aspartat aminotransferaz, laktat dehidrogenaz (LDH), potasyum,

klor, magnezyum ve inorganik fosfor diizeylerinde anlamli artiglara neden oldugu
belirlenmistir. Bununla birlikte total protein diizeyinin anlamli olarak azaldig: ifade
edilmistir. Ote yandan, 16kosit sayisi, ortalama kiire hacmi, ortalama kiire hemoglobin,

albumin, glukoz, total kolesterol, yiiksek dansiteli lipoprotein kolesterol, serbest
kolesterol, alanin aminotransferaz, kalsiyum, kreatinin ve total bilirubin degerlerinde ise
formalin maruziyeti sonrasinda anlamli degisimlerin meydana gelmedigi rapor edilmistir.

Buchmann vd. (2004), yumurta agildiktan 2 ay sonra formaline maruz birakilan
gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) yavrularinda formaline smirli maruziyetin,
(50 ppm, 1 saat) kuyruk yiizgeci epidermisinde, mukus hiicrelerinin ¢ogalmasina sebep
oldugunu gozlemlemislerdir. Tam tersine, yiiksek (200 — 300 ppm; 1 saat) veya uzun

stireli diisiik (24 saat) konsantrasyonlarda formaline maruziyetin, mukus hiicre
yogunlugunda azalmaya sebep oldugu belirlenmistir. Formalinin epitel hiicre
membranlarinda bleb (sisme)’lere, mukus salgisinin arttigini isaret eden mukus hiicre
acikliklarinda genislemeye Ve yiizgecin farkli kisimlarinda bolgesel farkliliklara sahip

olan diizensiz hiicre organizasyonuna sebep oldugu, ayrica ifade edilmistir.
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Formalinin 150 ppm konsantrasyonuna 60 dakika siireyle maruz birakilan ¢ipura
(Sparus aurata) ve levrek (Dicentrarchus labrax)’te, maruziyetten ve iyilesme
periyodundan (24 ile 48 saat) sonra kandaki bazi stres indikatorlerinin degisimi
arastirtlmistir. Plazma kortizol seviyesinin hem ¢ipura hem de levrekte, formaline
maruziyet sonrasinda arttig1 ancak levrekte plazma kortizol seviyesinin 48 saat iginde
azaldig1 bildirilmistir. Plazma glukoz seviyesinin arttigi ve 48 saat boyunca yiiksek
kaldig1 ifade edilmistir. Plazma elektrolit degerlerinin, formalin uygulamasinin ardindan
ve iyilesme periyodu sonrasinda, balik tiirline bagl olarak, dalgalanmalar gosterdigi
gozlenmistir. Cipurada plazma P, Mg ve Cl degerlerinin formalin uygulamasindan
etkilenmedigi, levrekte ise plazma Na ve CI degerlerinin, formalin uygulamasimnin
ardindan, degisimler gostermedigi bildirilmistir. Hematokrit degerlerinin her iki balik
tirinde anlamli olarak degismedigi gozlenmistir. C-reaktif protein (CRP) seviyesinin
¢ipurada formalin uygulamasindan sonra azaldigi ve 48 saatlik iyilesme periyodu
sonrasinda ylikselmedigi bildirilmistir. CRP diizeyinin levrekte ise, formalin
uygulamasindan sonra arttigi ve 48 saat icinde kontrol degerlerine dondigi
belirlenmigtir.  Seruloplazmin seviyesinin  her iki balik tiirinde de formalin
maruziyetinden sonra azaldigi ve 48 saatlik iyilesme peryodunda normal degerlere
donmedigi gozlenmistir. Dolayisiyla, formalin uygulamasinin hem ¢ipura hem de levrek
icin potansiyel olarak stres kaynagi bir uygulama oldugu ifade edilmistir (Yildiz ve
Ergonul, 2010).

Formaldehitin 40 ve 120 ppm’lik konsantrasyonlarina 4 giin boyunca 30 dakika
sireyle banyo yontemi ile maruz birakilan gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss)’'nda, son uygulamadan 24 saat sonra baliklardan alinan kan orneklerinde,
hematokrit seviyesinin, eritrosit ve lokosit sayisinin, hemoglobin diizeyinin ve eritrosit
indeksinin azaldig: belirlenmistir. Ote yandan, alman doku &rneklerinde (karaciger,
bobrek ve solungag) MDA diizeyinin anlamli bir sekilde yiikseldigi, GPx ve GST
aktivitelerinin arttig1 ve rediikte GSH diizeylerinin ise azaldig: bildirilmistir (Yonar vd.,
2014).

Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) nin formaldehite, 250 mg/L (1 saat)
ve 500 mg/L (45 dk) konsantrasyonlarda maruziyeti sonrasinda, solungag lameli epitel ve

pilar hiicrelerinde dejenerasyon, lenfoid infiltrasyon, interlamellar nekroz, kas dokusu
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dejenerasyonu, karacigerde dilatasyon, damarlarda tikaniklik, hepatositlerde
dejenerasyon ve kan damarlarinda hasar meydana geldigi bildirilmistir (Bulut vd., 2015).
Formalinin gokkusag alabaligi (Oncorhynchus mykiss) kalp dokusunda lipid
peroksidasyon diizeyini ve oksidatif olarak modifiye protein (aldehit ve ketonik)
seviyelerini artirdig1, belirlenmistir. EK olarak, kalp dokusunda LDH ve laktat diizeylerini
yiikselttigi, dolayisiyla oksidatif stresi tetikledigi goézlemlenmistir (Tkachenko ve
Grudniewska, 2016).

Formaline 0.17 ml/L konsantrasyonda ve 20 °C’de su banyosu seklinde maruz
birakilan sazan (Cyprinus carpio)’da, banyodan hemen sonra, 24 saat sonra, 48 saat sonra
ve 10 giin sonra, hematolojik ve biyokimyasal degerlerde degisimlerin meydana geldigi
bildirilmistir. Formalinin derideki miisinéz birimlerde ¢ogalmaya ve solungag
lamellalarinda yapisal harabiyet ile miisinéz hiicrelerde artisa neden oldugu
gozlemlenmistir (Chmelova vd., 2016).

Ispir vd. (2017), gokkusag: alabalig1 (Oncorhynchus mykiss) yavrularini (0.38 +
0.07 g) formaline 50, 100 ve 200 ppm dozlarda 1 saat maruz biraktiktan sonra baliklari 1
giinligiine temiz ve formalinsiz suya aktarmislardir. Arastiricilar, tim viicut
homojenatlarinda yaptiklar1 analizler sonucunda MDA diizeyinin yiikseldigini, CAT ile
GPx aktivitelerinin ve GSH seviyesinin ise azaldigim gozlemlemislerdir. Iyilesme
peryodu ardindan ise, CAT aktivitesinin halen diisiik oldugunu, GPx aktivitesi ile GSH
diizeyinin ise kontrol degerlerine dondiiglinii bildirmislerdir. Dolayisiyla akut formalin
inhalasyonunun tiim viicutta, oksidatif strese yol agabilecegini ve bazi sekonder toksik
etkiler meydana getirebilecegini ifade etmislerdir.

Formaldehitin 0, 20, 30, 40 mg/L konsantrasyonlarina, 15, 30 ve 60 giinliik siireler
ile maruz birakilan sazan (Cyprinus carpio) baliginda, solunga¢ primer lamellerinin
ylizey epitel hiicrelerinde ¢cogalma, solungac sekonder lamellerinin epitel tabakasinda
ayrilma ve hepatositlerde vakuolizasyon gibi histopatolojik degisimlerin meydana
geldigi, bildirilmistir. Formaldehitin, bu olumsuz etkilerin yanisira, karacigerde GST ve
SOD aktivitelerini diistirdiigii, karaciger ve solungaglarda CAT aktivitesinde degisimlere
yol actigi gosterilmistir.  Sonug olarak, formaldehitin kontrolsiiz ve gereksiz
kullanimindan kaginilmasinin, olusturabilecegi olumsuz biyolojik etkileri azaltacagi,

ifade edilmistir (Kankaya ve Kaptaner, 2017).
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Mersin baligi (Huso huso x Acipenser ruthenus) ve gokkusagi alabaligi
(Oncorhynchus mykiss)’nda, formalinin akut toksisitesini arastiran ve kimyasal kalinti
analizlerini gergeklestiren Hung vd. (2019), bu balik tiirlerinde 48 saatlik LC50
degerlerinin, sirastyla 216 ppm ve 211 ppm oldugunu bildirmislerdir. Calismada, 50 ppm
konsantrasyonda formaline banyo yolu ile maruz birakilmanin, solungag lameli epitelinde
ayrilmaya, hipertrofiye ve nekroza sebep oldugu ancak bu lezyonlarin maruziyetten 96
saat sonra iyilesme gosterdigi belirtilmistir. 25 ppm banyo uygulamasi sonrasinda mersin
baligimin karacigerinde kalint1 diizeylerinin 48. ve 96. saatlerde, kas dokusunda ise 1.
saatte belirlenemedigi bildirilmistir. 50 ppm’lik uygulama sonrasinda ise karacigerde 96.
saatte ve kasta 1. saate formalin kalintisinin belirlenemedigi ifade edilmistir. Gokkusagi
alabaliginda, 25 ppm banyo uygulamasi sonrasinda, karacigerde formalin kalinti
diizeylerinin 96. 168. ve 240. saatlerde belirlenemedigi, kas dokusunda ise 8. saatten
itibaren belirlenemedigi gozlemlenmistir. Calismada, 50 ppm’lik uygulama sonrasinda
ise karacigerde 240. saatte ve kasta 24. saatten itibaren formalin kalintisinin
belirlenemedigi gosterilmistir.

Formaldehite bes giin boyunca (150 ppm/30dk/giin) maruz birakilan, sazan baligi
(Cyprinus carpio)’nda, eritrosit miktari, hemoglobin, hematokrit ve eritrosit indeks
degerlerinde azalmalarin oldugu belirlenmistir. Ayrica, lenfosit, monosit, notrofil hiicre
ylzdeleri ve 16kosit miktarlar1 ile serum glikoz ve kortizol seviyelerinde istatistiksel
olarak anlamli yiikselmelerin oldugu tespit edilmistir. Ek olarak kan hiicre

biiyiikliiklerinde, anlamli artislar gézlenmistir (Sahan, 2020).

2.9 Formaldehitin 7n Vitro’da Belirlenen Toksik Etkileri

Farkli hiicre hatlarinin kiiltiirii kullanilarak yapilan bircok deneysel toksikoloji
calismasinda, formaldehitin sitotoksik etkisi degerlendirilmistir. Yapilan in vitro
calismalarda, formaldehit maruziyeti sonrasinda, hiicre canliliginda degisimlerin,
oksidatif stresin ve apoptozisin meydana geldigi rapor edilmistir (Sekil 2.3). Asagida

formaldehitin toksik etki mekanizmasini ele alan bazi ¢alismalara yer verilmistir.
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Sekil 2. 3 Formaldehitin muhtemel toksik etki mekanizmalarinin sematik gosterimi (ROS:
reaktif oksijen tiirleri) (Bernardini vd., 2022)

Formaldehitin, ratdan izole edilen hepatositlerde, reaktif oksijen tiirlerindeki artis
ile birlikte, mitokondriyal membran potansiyelinde diigiise ve mitokondriyal solunumda
inhibisyona neden oldugu, bu etkilerin formaldehitin disiik konsantrasyonlarinda (2 ve 4
mM) doza bagiml bir sekilde meydana geldigi bildirilmistir. Ote yandan, hiicrelerdeki
GSH igeriginin doz artis1 ile birlikte azaldigi, ifade edilmistir. Yiiksek formaldehit
konsantrasyonlarinda lipid peroksidasyon diizeyinin yiikseldigi ve buna paralel olarak
hiicre o6liimiiniin meydana geldigi gosterilmistir. Hiicrelerin, formaldehiti metabolize
eden enzimlerin inhibitérlerine maruz birakilmast durumunda ise formaldehit
sitotoksisitesinin arttig1 belirtilmistir. Alkol dehidrogenaz ve aldehit dehidrogenaz inhibe
edildiginde, formaldehit sitotoksisitesinde belirgin bir artis oldugu bildirilmistir. GSH’1n
azalmasi ile birlikte meydana gelen GSH bagimli formaldehit dehidrogenaz
inhibisyonunun, hepatositlerin formaldehite olan hassasiyetini artirdigi belirlenmistir.
Antioksidanlarin ve demir selatorlerinin, formaldehit sitotoksisitesine karsi koruyucu
oldugu gozlenmistir. Mitokondriyal permeabilite gecis porunun agilmasini engellemek

icin ortama, siklosporin ve karnitin eklendiginde ise sitotoksisitenin engellendigi
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belirlenmistir. Dolayisiyla formaldehitin toksik etkisini, mitokondri araciligiyla,
gerceklestirdigi ifade edilmistir (Teng vd., 2001).

Formaldehitin farkli dozlar1 (0.1 — 10 mM)’na, 24, 48 ve 72 saatlik siireler ile
maruz birakilan, insan kolon karsinoma hiicreleri (HT29) ile insan endoteliyal hiicreleri
(HUV-EC-C)’nde, 10 mM formaldehit konsantrasyonunun, hiicrelere yiiksek derecede
hasar verdigi ve kiiltiire alinan hiicreleri eradike ettigi gézlenmistir. Formaldehitin 1 mM
konsantrasyonunun, her iki hiicre tipinde apoptozisi artirdigi ve mitozu azalttig
belirlenmistir. Diistik doz (0.1 mM) formaldehitin ise hiicre proliferasyonunu artirdig: ve
apoptotik aktiviteyi azalttigi bildirilmistir (Tyihak vd., 2001).

Lin vd. (2005), formaldehit, hidrojen peroksit ve formaldehit ile hidrojen
peroksitin esit molar konsantrasyonlarina maruz birakilan rat aort endoteliyal
hiicrelerinde DNA-protein ¢apraz baglantilari (DPCB)’nin olusumunu incelemislerdir.
Hiicrelerin 0.05 ile 2 mM konsantrasyon araliginda, formaldehit, hidrojen peroksit ve
formaldehit ile hidrojen peroksit’e 1.5 saat maruziyeti sonrasinda, DPCB olusumunda,
konsantrasyona bagimli artislarin gozlendigi bildirilmistir. Hiicrelerin 0.5 ile 4 saat
arasindaki farkli zaman dilimlerinde, formaldehitin 0.05 ile 0.1 mM konsantrasyonlarina
ve formaldehit ile hidrojen peroksitin 0.1 mM konsantrasyonuna maruz kalmasi
sonucunda ise DPCB olusumunun zamana bagli olarak arttigi belirlenmistir.
Formaldehitin 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1 ve 2 mM konstrasyonlarina 1.5 saat maruz birakilan
hiicrelerde medyuma salinan LDH yiizdesinin, 2 mM formaldehit konsantrasyonunda,
0.05 — 2 mM arasindaki hidrojen peroksit konsantrasyonunda ve formaldehit ile hidrojen
peroksitin biitin konsantrasyonlarinda (0.01 — 2 mM) anlamli artislar gosterdigi
bildirilmistir. Hiicrelerin farkli zaman araliklarinda (0.5 — 4 saat), formaldehitin 0.05 mM
ve 0.1 mM konsantrasyonlarina maruziyet sonrasinda ise medyuma salinan LDH
diizeylerinde anlamli degisimler tespit edilmemistir ancak hidrojen peroksit ve
formaldehit ile hidrojen peroksitin 0.05 ve 0.1 mM’lik konsantrasyonlarinin farkli zaman
dilimlerinde LDH salinimini artirdiklart gozlenmistir. Dolayisiyla, formaldehit ve
hidrojen peroksitin rat aort endoteliyal hiicrelerine sinerjistik olarak hasar verebilecegi ve
formaldehitin diisiik konsantrasyonlarinin (0.0 — 0.1 mM) yaslanma sirasinda viicuttaki
endotel hasarinda pay1 olabilecegi belirtilmistir.

Insan embriyonik boébrek hiicre hattinda (HEK293), formaldehitin farkli

konsantrasyonlarinin hiicre proliferasyonu ve hiicre siklusu tizerindeki etkisini arastiran
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Qian vd. (2007), disiik doz (60 umol/L) formaldehite 12 saat maruz birakilan hiicrelerde
proliferasyonun uyarildigin1 ancak yiiksek formaldehit dozunda (240 pumol/L) hiicre
proliferasyonunun inhibe oldugunu (G1 fazindaki hiicre yilizdesi artarken, S fazindaki
hiicre yiizdesinin azaldig1), belirlemislerdir. Paralel olarak, yapilan morfolojik analizlerde
hiicre gelisiminin ve yogunlugunun, formaldehitin 60 pmol/L konsantrasyonunda,
kontrol grubuna kiyasla, daha iyi ve yogun oldugunu ancak formaldehitin 240 umol/L
konsantrasyonunda hiicrelerin gruplar halinde toplandigin1 ve dejenere olduklarin
gbzlemlemislerdir.

Insan viicudunda endojen olarak fiiretilen formaldehitin, nérodejenaratif
hastaliklarda beyindeki seviyesi yiikselmektedir. Formaldehitin norotoksik etkisinin
altinda yatan molekiiler mekanizmalart ve ndronlarin formaldehiti metabolize etme
yeteneklerini belirlemek amaciyla serebral graniiler néronlar1 formaldehite maruz birakan
arastiricilar, formaldehit metabolizmasi ile ilgili farkli enzimlerin mRNA’larmnin,
kiiltiirde eksprese edildiklerini gdzlemlemislerdir. Elde edilen verilere gore, néronlarin
formaldehiti yaklagik olarak 200 nmol/(saat x mg) civarinda, sellular ve ektrasellular
format konsantrasyonlarindaki anlamli artiglar ile birlikte metabolize ettikleri
bildirilmistir. Diger taraftan, formaldehit uygulamasinin noronlarda glukoz tiiketimini
anlamli olarak artirdigi, canli noronlarda laktat salinim oranini neredeyse iki misli
yiikselttigi ve noronlardan disartya verilen antioksidan GSH miktarini giiclii bir sekilde
uyardig, ifade edilmistir (Tulpule vd., 2013).

Formaldehitin diisiik konsantrasyonlarina (10 pmol/L) maruz birakilan HelLa
hiicrelerinde hiicre gelisiminin uyarildigi, yiiksek konsantrasyonlarda (> 62.5 umol/L) ise
hiicre gelisiminin inhibe oldugu belirlenmistir. Hiicrelerdeki, reaktif oksijen tiirii
iceriginin, maruziyet konsantrasyonunun artis1 ile birlikte yiikseldigi ve endojen
formaldehit seviyesinin, yiiksek formaldehit konsantrasyonlarinda (125, 250, 500 ve 1000
pumol/L) arttig1 ifade edilmistir. Formaldehit dehidrogenaz ekspresyonunun ise 10 umol/L
konsantrasyonda yiikseldigi gdzlenmistir. Ote yandan, formaldehitin hiicresel aktiviteyi
etkiledigi ve hiicrelere giris yaptig1 ifade edilmistir. Formaldehit maruziyetinin,
hiicrelerdeki endojen formaldehit icerigini 24 saat igerisinde degistirdigi ve formaldehit
dehidrogenaz ekspresyonunu uyardigi belirlenmistir. Formaldehit toksisitesinin, aldehit,
hidroksil ve karboksil gruplarindaki karbon atomlar tarafindan meydana getirilmedigi

ifade edilmistir. Sonug olarak, formaldehitin hiicre gelisimi ve endojen formaldehit

22



seviyesinin devamliliginin saglanmasi i¢in 6nemli bir sinyal molekiilii oldugu ileri
stirilmustiir (Ke vd., 2014).

Formaldehitin farkli konsantrasyonlarma (3200, 1600, 800, 400, 200, 100, 50 ve
0 uM) 1 saat siire ile maruz birakilan insan dogal katil (NK) hiicrelerinde, 400 uM’dan
yliksek olan konsantrasyonlarda, morfolojik degisimler (hiicrelerde biiziisme ile hiicre
kolonilerinde bozulma) meydana geldigi gézlenmistir. Hiicre canliliginin 3200 ile 800
uM konsantrasyon araliginda, konsantrasyona bagimli bir sekilde ve anlamli olarak
azaldig1 ancak 800 pM’dan daha diisiik formaldehit konsantrasyonlarda, istatistiksel
olarak anlamli azalmalarin meydana gelmedigi bildirilmistir. Formaldehit uygulamasinin
apoptotik/nekrotik hiicreleri, 1600 ile 800 uM konsantrasyonlarda, anlamli olarak
artirdig1 belirlenmistir. NK hiicrelerinden salgilanan perforin miktarinda, formaldehit
maruziyeti sonrasinda, konsantrasyona bagimli olarak anlamli diisiisler gézlenirken, IFN-
v sekresyonunun formaldehitin sadece 3200 uM konsantrasyonunda anlamli olarak
azaldigi, granzim-B’nin ise anlamli degisimler gostermedigi belirlenmistir. Dolayisiyla,
insan NK hiicrelerinin formaldehite duyarli oldugu ve 800 uM’lik formaldehit
konsantrasyonunun, hiicrelerin aktivitesini inhibe etmek igin kritik bir konsantrasyon
olabilecegi ifade edilmistir (Li vd., 2013).

Formaldehitin 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 ve 200 uM konsantrasyonlarina 12
saat silire ile maruz birakilan, fare kemik iligi mezensimal kok hiicreleri (BM-MSC)’nde,
hiicre canliligmin 75 puM ve iizerindeki konsantrasyonlarda azaldigi belirlenmistir.
Formaldehitin DNA-protein ¢apraz baglantilarinin olusumunu, 125 uM ve tizerindeki
konsantrasyonlarda uyardigir gozlenmistir. DNA iplik kirigmin, yapilan proteinaz K
modifiyeli komet dl¢timiinde, 75 ile 200 uM konsantrasyon araliginda doza bagimli bir
sekilde artt1g1, standart alkali komet 6l¢iimiinde ise 125 uM tizerindeki dozlarda azaldig:
gosterilmistir. Kardes kromatid degisiminin 125 uM iizerindeki dozlarda uyarildigi,
mikroniikleus frekasinin ise 125 pM iizerindeki dozlarda arttig1 belirlenmistir. DPCB
olusumu ile canlilik orani arasinda negatif dogrusal bir korelasyon gdzlenirken, DPCB
olusumu ile kardes kromatid degisimi ve mikroniikleus frekansi arasinda pozitif dogrusal
iligkiler tespit edilmistir. Formaldehitin DNA hasar1 yanit genlerinin ekpresyonunda ise
degisimlere yol ac¢tig1, bildirilmistir (She vd., 2013).

Shi vd. (2014), adenokarsinomik insan alveolar bazal epitel hiicreleri (A549)’ni

formaldehite maruz birakmadan 6nce, bu hiicreleri bir antioksidan olan selenyumun farkl
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konsantrasyonlar1 (1.25, 2.5, 5.0 ve 10.0 mg/L) ile 12 saat boyunca muamele etmislerdir.
Daha sonra, selenyum ile 6n muameleye tabi tutulan A549 hiicreleri ile hic muamele
edilmeyen hiicreleri, formaldehitin 100 pM konsantrasyonuna 4 saat siire ile maruz
birakip, herhangi bir uygulamaya tabi tutulmayan kontrol hiicreleri ile
karsilastirmiglardir. Elde ettikleri verilere gore, formaldehitin hiicrelerde kontrol
hiicrelerine kiyasla, DPCB olusumunu uyardigini gézlemlemislerdir. Formaldehit
maruziyetinden sonra hiicrelerde MDA igeriginin anlaml olarak yiikseldigini, SOD ve
GPx aktivitelerinin ise azaldigim1 belirlemiglerdir. Ek olarak, nekroz faktor-kB
aktivasyonu ile aktivator protein-I"in formaldehit etkisi ile uyarildiklar1 gézlemlenmistir.
Sonug olarak arastiricilar, selenyum 6n muamelesinin A549 hiicrelerinde formaldehitin
olusturdugu negatif etkileri azalttigini ifade etmislerdir.

Formaldehitin 0, 12.5, 25, 50, 100, 200, 400 ve 800 uM konsantrasyonlarina 24
saat siire ile maruz birakilan, insan beyin néroblastoma (SK-N-SH), insan hepatosellular
karaciger karsinom (HepG2), insan akciger karsinom (A549) ve insan retinal pigment
epitel (ARPE-19) hiicrelerinde, canliligin dereceli olarak azaldigi belirlenmistir. Hiicre
canliligindaki anlamli azalmalarin, SK-N-SH ile ARPE-19 hiicrelerinde, 200 puM
konsantrasyonda basladigi ve bu durumun konsantrasyon artis1 ile birlikte devam ettigi
gozlenmigtir. A549 hiicrelerinde canliliktaki anlamli azalmanin ilk olarak, 400 uM
formaldehit konsantrasyonunda gozlendigi, HepG1 hiicrelerinde ise 800 pM formaldehit
konsantrasyonunda meydana geldigi bildirilmistir. Reaktif oksijen tiiri olusumunun SK-
N-SH hiicrelerinde, formaldehite (200 puM) maruziyetten 2 saat sonra basladigi
belirlenmistir. Formaldehitin 100 — 400 pM konsantrasyonlarinin, SK-N-SH
hiicrelerinde, ATP seviyesini anlamli olarak disiirdiigii bildirilmistir. EK olarak
mitokondriyal membran potansiyelinin, formaldehite (50 — 200 uM) 24 saatlik maruziyet
sonrasinda, konsantrasyona bagli olarak anlamli azalmalar gosterdigi belirlenmistir.
Formaldehitin SK-N-SH hiicrelerinde mitokondriyal solunum enzimlerinin (NADH
dehidrogenaz, sitokrom c oksidaz ve akonitaz) inhibisyonuna sebebiyet verdigi ve
konsantrasyona bagli olarak pargali ¢ekirdekli hiicre sayisini, apoptozu ve kaspaz 9 ile
kazpaz3/7aktivitelerini artirdig1 belirlenmistir (Zerin vd., 2015).

Formaldehite (0, 50, 150, 250 ve 450 uM) ve melatonine (0, 10, 50, 150 ve 250

uM) 24 saat maruz birakilan fare noroblastoma (N2a) hiicrelerinde canliligin doza
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bagimli olarak azaldigi ve formaldehitin melatonini in vitro’da inaktive ettigi
gbzlenmistir (Mei vd., 2016).

Insan melanom hiicreleri olan A375P ve SK-MEL-28 hiicreleri, formaldehitin 0,
10, 25 ve 50 uM konsantrasyonlarina sirasiyla 24 ve 72 saatlik siireler ile maruz
birakildiktan sonra hiicre proliferasyonundaki degisimler arastirilmistir. Formaldehitin 10
ile 25 uM konsantrasyonlarinin hem A375P hem de SK-MEL-28 hiicrelerinde
proliferasyonu, anlamli bir seklide artirdigi goézlenmistir. Formaldehitin 50 pM
konsantrasyonunun ise A375P hiicre proliferasyonunu anlamli olarak azalttig1 fakat SK-
MEL-28 hiicre proliferasyonunda anlamli bir degisime sebep olmadigi belirlenmistir
(Rizzi vd., 2014).

Rizzi vd. (2016), normal insan keratinositleri (HaCaT) ni formaldehitin 10 ile 50
uM konsantrasyon araligmma 2 giin maruz birakmislardir. Maruziyet sonrasinda,
formaldehitin 50 uM konsantrasyonunun, asidik pH (5.5)’da hiicre proliferasyonunu
azalttig1 belirlenmistir. Bazik pH (8.0)’da ise formaldehitin hem 25 hem de 50 pM
konsantrasyonlarinin canliligi anlaml olarak azalttigi gézlenmistir. Formaldehite ayni
konsantrasyon araliginda 3 giin siire ile maruz birakilan insan melanoma hiicreleri (SK-
MEL-28)’nde ise, 10 uM formaldehit konsantrasyonunun hem asidik (5.5) hem de bazik
(8.0) pH’da hiicre proliferasyonunu artirdig1 ancak diger konsantrasyonlarin (25 ve 50
uM) hem asidik hem de bazik pH’da hiicre proliferasyonunu etkilemedigi bildirilmistir.

Formaldehite (0, 50, 100 ve 200 uM) 48 saat maruz birakilan fare hipokampal
noronal hiicrelerinde (HT22), hiicre canliliginin 100 ile 200 konsantrasyonlarda sirasiyla,
%40 ve %85 oraninda azaldig belirlenmistir. Apoptozisin ise 100 pM konsantrasyonda
yaklasik %12 oraninda yiikseldigi bildirilmistir. Dolayisyla, formaldehitin bu hiicreler
iizerinde nérotoksik etkiler gosterdigi ifade edilmistir. Ote yandan, formaldehitin HT22
hiicrelerinde, senesens iliskili B-galaktosidaz, p16™<% jle p21°"™! ekspresyonlarini
artirdig1 ve hiicre gelisimini baskiladigi belirlenmistir (Zhan vd., 2016).

Bai vd. (2017), formaldehitin hepatosellular karsinom hiicreleri (HepG2)'nde
trigliserit metabolizmas1 tzerindeki etkilerini arastirmislardir. Formaldehitin 0.004
mmol/L ile 12.5 mmol/L konsantrasyon araligina 24 ile 48 saatlik siireler boyunca maruz
birakilan hiicrelerde, canliligin doza bagimli olarak azalmalar gosterdigi belirlenmistir.
Hiicrelerdeki ekstrasellular trigliserit seviyelerinin, 24 saatlik maruziyetin 0.004 mmol/L

ile 0.1 mmol/L konsantrasyon araliginda, anlamli artiglar gosterdigi gozlenmistir. Sterol
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diizenleyici element baglanma proteini-1c, asetil-Coa karboksilaz, yag asiti sentaz,
mikrozomal trigliserit transfer proteini ve sn-1,2-diagilgliserolagil diizeylerinin,
formaldehit uygulamasindan 24 saat sonra anlamli yiikselisler gosterdigi belirlenmistir.
Intrasellular trigliserit diizeyinin formaldehit uygulamasindan 48 saat sonra ise azaldig1
bildirilmistir. Fosfo-AMP-aktiveli protein kinaz o’nin, biitiin test edilen gruplarda,
anlaml artiglar gosterdigi, AMP aktiveli protein kinazin ise 48 saatlik uygulamanin 0.1
mM konsantrasyonunda anlamli olarak arttig1 belirlenmistir. Elde edilen veriler, kisa
stireli formaldehit uygulamasinin, hepatosellular trigliserit sentezini ve ¢ok diisiik
dansiteli lipoprotein sekresyonunu uyararak trigliserit metabolizmasini1 dengeledigi ancak
uzun siireli formaldehit uygulamasinin hepatositlerdeki trigliserit metabolizmasini
bozdugu, bildirilmistir.
Insan bronsiyal epitel hiicreleri (BEAS-2B) ile insan nazal hiicreleri (RPM12650)
formaldehite birakildiklarinda (0 — 500 uM; 6 saat) hiicre canliliginin doza bagimli olarak
azaldig1 gozlenmistir. Formaldehitin histon proteinleri ile eklentiler olusturdugu ve
spesifik olarak sitozolik H3 ile H4 histonlarin kovalent modifikasyonlarini inhibe ettigi
belirlenmistir. Bunun da BEAS-2B hiicrelerinde kromatinlerin bir araya gelmesinde
aberasyonlara neden oldugu ifade edilmistir. Defektli kromatin montajinin
(asemblesinin), kanser ile iligkili birka¢ genin ekspresyonunda degisimler meydana
getirdigi bildirilmistir. Kromatin montajindaki inhibisyonunun ise formaldehit ile
uyarilan karsinogeneziste énemli rol oynayabilecegi ileri siiriilmiistiir (Chen vd., 2017a).
Formadehitin 60, 120 ve 240 uM konsantrasyonlarina 24 saat siire ile maruz
birakilan rat faekromositoma tiirevi hiicre (PC12) hattinda, aldehit dehidrogenaz-2
ekspresyonu ile aktivitesinin yiikseldigi belirlenmistir. Apoptoziste, intrasellular reaktif
oksijen tiirti diizeyinde ve 4-hidroksi-2-trans-nonenal ile MDA seviyelerinde de artiglarin
oldugu gozlenmistir. Hiicrelerin, formaldehit uygulamasi yapilmadan 6nce bir aldehit
dehidrogenaz-2 inhibitérii olan daidzin (10 uM) ile 30 dk muamele edilmesinin,
formaldehitin hiicrelerde olusturdugu sitotoksisiteyi ve oksidatif stresi antagonize ettigi
belirlenmistir. Daidzinin formaldehitin uyardigir apoptozisi ise azalttigi gozlenmistir.
Diger taraftan, formaldehit norotoksisitesini engelleyici 6zelligi olan hidrojen siilfit
(H2S)’in, formaldehitin aldehit dehidrogenaz-2 ekspresyonu ile aktivitesi tizerindeki

artirict etkisini tersine ¢evirdigi bildirilmistir (Chen vd., 2017Db).
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Formaldehite maruz birakilan (20 ppm; 4 saat) insan deri keratinositlerinde
canliligin azaldig1 ve apoptozisin arttigi belirlenmistir. Bes farkli ugucu organik bilesigin
(hekzan, toluen, asetaldehit, formaldehit ve aseton) karisimina maruziyetin (her biri 20
ppm; 4 saat) ise hiicrelerde DNA hasar1 neticesinde meydana gelen apoptozisin
tetikleyicisi olan serbest radikal tiretimini, mitokondri potansiyel ¢okiisiini, lipid
peroksidasyonunu ve proteazom inaktivasyonunu uyardigi bildirilmistir (Dezest vd.,
2017).

Formaldehitin 100 ile 900 pM konsantrasyon araligina, 24 saat siire ile maruz
birakilan fare noroblastoma (N2a) hiicrelerinde canliligin doza bagli olarak azaldigi
belirlenmistir. EK olarak, formaldehitin hiicrelerde apoptozu ve Tau proteininin
hiperfosforilasyonunu artirdigi  gosterilmistir.  Antioksidan bir  polifenol olan
resveratroliin ise formaldehitin hiicrelerde olusturdugu negatif etkileri azalttig
bildirilmistir (He vd., 2017).

Formaldehite maruz birakilan (0.01 ve 10 uM; 9 giin) insan plasenta

karyokarsinom (JEG-3) hiicrelerinde proliferasyonun, doza bagli olarak arttigi
gbzlenmistir. Maruziyet sonrasinda, hiicrelerdeki siklin D1 ile siklin E1 protein
ekspresyonu artarken, p21 ile p27 seviyelerinin azaldigi belirlenmistir. Formaldehitin
hiicre gogtinii artirdig1 ve bir epitelyal belirte¢ olan E-kaderin ekspresyonunu azalttigi,
Ote yandan mezensimal hiicre belirteci olan N-kaderin ekspresyonunu ise artirdigi
bildirilmistir. Formaldehit maruziyetinden sonra hiicrelerde, epitelyal mezensimal
transisyon iligkili transkripsiyonel faktorlerinin regiilasyonunda artiglarin oldugu
belirlenmistir. Formaldehitin, ROS iiretimini ve bir antioksidan belirte¢ olan Nrf-2
ekspresyonunu artirdigi ancak endoplazmik retikulum stres-apoptozis iligkili genin (p-
elF2) ekpresyonunu azalttigi gdzlenmistir. Sonu¢ olarak, formaldehitin JEG-3
hiicrelerinin gelisimini ve gogiinii uyardigi, bunu da endoplazmik retikulum stresini
inhibe ederek ve Nrf-2 aktivitesini artirarak gergeklestirdigi bildirilmistir (Lee vd., 2017).
Formaldehite maruz birakilan (0, 5, 25 ve 50 uM; 24 ile 48 saat) fare kardiyak
ventrikiiler miyositleri (HL-1)’nde canliligin doza bagh olarak azaldigi belirlenmistir.
Formaldehitin hiicrelerde apoptozisi uyardigi ve apoptozis ile iliskili genlerin (Livin ve
kaspaz-3) ekpresyonunu artirdig1 gézlenmistir. Hiicrelerde, formaldehite maruziyet
sonrasinda, SOD aktivitesinin ve GSH seviyesinin diistiigi, MDA igeriginin ise

yiikseldigi tespit edilmistir. Dolayisiyla formaldehitin HL-1 hiicrelerinde oksidatif stresi
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tetikledigi bildirilmistir. Diger taraftan vitamin E’nin ortama eklenmesi ile birlikte
formaldehitin olusturdugu negatif etkilerin azaldig: rapor edilmistir (Wu vd., 2017).

Formaldehite maruz birakilan (0, 0.5, 1, 2mM; 4 ile 24 saat) insan orta kulak epitel
hiicreleri (HMEEC)’nde, canliliginin doza ve zamana bagh distisler gosterdigi
gozlenmistir. Formaldehit maruziyetinden sonra hiicrelerde enflamatuar genlerin (tiimor
nekroz alfa ile musin) ekspresyonlarinin uyarildigi belirlenmistir. Apoptozis yolakinin ise
mitokondriyal membran potansiyeli ve sitokrom oksidaz aktivitesindeki azalmalar ve
kaspaz -9 ile kaspaz 3/7 aktivitelerindeki artiglar sonucunda, aktive oldugu bildirilmistir
(Kimvd., 2018).

Insan konjuktivita tiirevi epiteliyal hiicreleri formaldahite 100 ile 1200 pg/m?®
konsantrasyonlarda, 15 ve 30 dk’lik siireler boyunca maruz birakilmis, daha sonra 1 ile
24 saatlik iyilesme peryotlarinin ardindan hiicrelerde canlilik, sitotoksisite ve enflamatuar
yanitlardaki degisimler arastirilmistir. Formaldehitin hiicre canlilifinda zamana baglh
olarak anlamli azalmalar ve sitotoksik etkiler maydana getirdigi bildirilmistir. Diger
taraftan formaldehitin hiicrelerde, immun hiicre koordinasyonu ve aktivasyonu ile iliskili
olan interlokin (IL)-6, makrofaj gé¢ inhibitor faktorii ve kemokin ligand 8/IL-8 gibi
sitokinlerin gen ekspresyonlarinda artiglara sebep oldugu bildirilmistir (Vitoux vd.,
2018).

Formaldehitin, 50, 100, 200 pmol/L konsantrasyonlarina 12, 24 ve 48 saatlik
stireler ile maruz birakilan fare (BALB/c) kemik iligi hiicrelerinde, canliligin doza ve
zamana bagl olarak, anlamli azalmalar gosterdigi belirlenmistir. Yirmidort saatlik
maruziyet sonrasinda hiicre canliligindaki azalmalara ek olarak, peroksiredoksin II gen
ekspresyonlarinin  azaldigi ancak ROS seviyelerinin  yiikseldigi  bildirilmistir.
Peroksiredoksin Il gen ekspresyonu inhibe edildiginde, formaldehit ile uyarilan olaylarin
artt1g1 gosterilmistir. Peroksiredoksin II geninin ekspresyonunu inhibe etmek i¢in kiiciik
bir engelleyici RNA (siRNA) kullanildiginda, hiicre biiylimesi ile gelisimindeki
inhibisyonun arttigt ve formaldehit tarafindan uyarilan apoptozisin indiiklendigi
belirlenmistir. Sonug olarak, antioksidan savunma, apoptozis ve hiicre proliferasyonu ile
iliskili olan peroksiredoksin II geninin, formaldehit ile uyarilan kemik iligi toksisitesi ile
iliskili oldugu ve bu genin inhibisyonunun formaldehitin olusturdugu toksik siireci
hizlandirdig1 bildirilmistir (Yu vd., 2019).
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2.10 Calismanin Amaci

Bu tez calismasinda, ¢evrede farkli kompartmanlarda varligi tespit edilmis olan
ve endiistriyel alanlar ile su iiriinleri sektoriinde farkli amaglar dogrultusunda kullanilan
formaldehitin, gokkusagi alabaligindan izole edilen ve kiiltiirii yapilan hepatositler
tizerindeki toksik etkilerinin arastirilmasi amaclanmistir. Bu amag¢ i¢in ¢alisma

kapsaminda;

1. Formaldehitin hiicreler tzerindeki sitotoksik etkisinin belirlenmesi, kultir
medyumuna salinan LDH’1n 6l¢timii ile arastirildi.

2. Formaldehitin hiicrelerdeki antioksidan savunma sistemi ftizerindeki etkisinin
ogrenilmesi, SOD, CAT, GPx, GST aktivitelerinin ve rediikte GSH diizeyinin
Olgtimleri ile gergeklestirildi.

3. Formaldehitin hiicrelerde oksidatif stres ftizerine olan etkisi ise bir lipid

peroksidasyon iiriinii olan MDA 6l¢iimii ile belirlendi.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Balik Temini

Calismada toplam 4 adet juvenil gokkusagi alabaligi (Oncorhycus mykiss) (catal
boy: 19.5 — 25.5 cm; total agirlik: 90 — 203 g) kullanildi. Baliklar yerel bir alabalik tiretim

ciftliginden (Sifa Alabalik Uretim Ciftligi, Giirpinar, Van) temin edildi. Bu tez ¢calismas1
Van Yiiziincii Y1l Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (VAN YUHADYEK)
tarafindan onaylanmistir (Karar no: 2023/05-39, protokol no: E-353485). Calisma

sirasinda VAN YUHADYEK Yonergesi’nde yer alan etik ilkelere riayet edilmistir.

3.2 Cahsmada Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

Bu ¢alismada kullanilan cihazlar ve kimyasallar sirasiyla, Cizelge 3.1 ve Cizelge

3.2’de sunulmustur.

Cizelge 3. 1 Calismada kullanilan cihazlarin listesi

Cihaz Marka Model

Buzdolabi Beko BK 9330 NF

Derin dondurucu Beko BK 7971 DF

Hassas terazi Sartorius ED 224S

Inkiibator BINDER KB 115

Invert mikroskop Leica DMI 6100 B

Manyetik karistirict Heidolph MR 3001

Mikroplaka okuyucu Thermo Scientific Multiskan GO 51119300
Mikroskop Leica DM500

pH metre Sartorius PB-11

Sogutmali Mikrosantrifiij Thermo Fisher Scientific  Micro CL 17R 75002455
Spektrofotometre Shimadzu UV-VIS 1201
Spektrofotometre Shimadzu UV-VIS 1800

Steril laminar akis kabini ESCO AC2-4E1

Sterilizator Sanyo MOQOV-212S

Su banyosu - -

Ultrasonik homojenizator Jencons LU7 B8UA

Vorteks Heidolph Reax Top QO4




Cizelge 3. 2 Calismada kullanilan kit ve kimyasallarin listesi

Kimyasal/Sarf Marka Katalog numarasi
Formaldehit Sigma-Aldrich F8775
Antibiyotik- antimikotik soliisyon Sigma A5955
2-Fenoksietanol Fluka 77699
CaCl2.2H:0 Merck 1.02382
CDNB (1-kloro-2,4-dinitrobenzen) Fluka 24440
DTNB (5,5’-ditiyobis-2nitrobenzoik asit) Sigma D8130
EGTA (Etilen glikol tetraasedik asit) Fluka 03777
Etanol (% 99.9) Merck 1.00983
Fosfat tuz tamponu (PBS) Sigma P4417
Laktat dehidrogenaz sitotoksisite 6l¢iim Kiti Abcam ab65393
Glutatyon peroksidaz Kiti Randox-Ransel RS505
Stiperoksit dismutaz Kiti Randox-Ransod SD125
GSH (Rediikte Glutatyon) Sigma-Aldrich G4251
H>0, Merck 1.08597
KCI Merck 1.04936
KH2PO4 Merck 1.04873
Kollajenaz Sigma-Aldrich C5138
Leibovitz’s 15 (L-15) Medyum Gibco 11415-149
Kollajen-I kapli hiicre kiiltiir plakasi (24 kuyulu) — Stemcell Tech. CellAdhere™
100-0364
MgS0..7H,0 Merck 1.05886
Na;HPO, Sigma-Aldrich 71640
NaCl Merck 1.06404
NaH2PO4 Fluka 71496
NaHCO3 Merck 1.06329
Sodyum sitrat tribazik dihidrat Sigma S4641
Tripan mavisi Sigma T8154

3.3 Hepatosit izolasyonu ve Kiiltiirii

Hepatosit izolasyonu, Mortensen vd. (2006)’den baz1 modifikasyonlar yapilarak

gerceklestirildi. Izolasyon &ncesinde, biitiin cam malzemeler ve cerrahi aletler kuru hava
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sterilizatoriinde, steril edildi (120 °C’de ve 2 saat). Hiicre izolasyonu sirasinda gerekli
olan medyum (L-15) ve soliisyonlar ise 0.22 um por agikligina sahip olan siringa
filtresinden (Isolab Pes, Almanya) gegirilerek steril edildi. Caligmada kullanilan baliklar,
2-fenoksietanol kullanilarak (320 pL/L) anestezi edildi. Baliklar anestezi edildikten
sonra, etil alkol ile spreylendi ve steril kosullarda karinlar1 agilarak karacigerleri dikkatli
bir sekilde ¢ikartildi. Cikartilan karacigerler, kalsiyum igermeyen soliisyon-1 [NaCl (7.41
g/L), KCI (0.36 g/L), MgSO4 (0.15 g/L), Na2HPO4 (1.6 g/L), NaH2PO4 (0.4 g/L),
NaHCOs (0.31 g/L) ve EGTA (20 mg/L)] igerisine alindi ve bu soliisyon igerisinde,
bistiiri ve pens yardimi ile kiigiik pargalara ayrildi. Dokudaki kanin iyice uzaklagsmasi igin
pargalar sivri uc¢lu pens yardimiyla iyice kiigiiltiildii. Kiigiiltillen pargalar oda sicakliginda
10 dk. siire ile yikandi ayn1 zamanda damar ve bag dokusu gibi kaba doku kisimlar1 ince
uclu pensler yardimi ile uzaklastirildi. Bu soliisyon igerisinde kani uzaklasana kadar
bekletilen pargalar, bu kez soliisyon-I ile ayni igerige sahip olan ancak EGTA yerine
CaCl2 (0.11 g/L) ve kollajenaz (Type 1V, 0.05 mg/mL) i¢eren soliisyon-l igerisine alindi.
Karaciger dokular1 bu soliisyon i¢inde yaklasik 15 dk. triturasyon islemine tabi tutuldu.
Triturasyon islemi, 6nce kesik u¢lu mavi pipet ucu ile daha sonra mavi ve sari pipet uglar
ile yapildi. Iyice ayrigan doku pargalari, bu kez steril bir enjektoriin ignesinden,
sonrasinda da steril bir insiilin enjektdriiniin ignesinden gegcirilerek dokuya ait hiicrelerin
lyice ayrismasi saglandi. Bu islemler tamamlandiktan sonra, elde edilen slispansiyon, 90
g’de 5 dk. boyunca santrifiij edildi ve silipernatant pipetlenerek uzaklastirildi. Pellet
lizerine, antibiyotik-antimikotik (v/v, % 1), NaHCOs3 (0.38 g/L) ve glutamin igeren
serumsuz L-15 eklendi. Hiicreler bu medyum ile tekrar siispanse edildikten sonra 90 g’de
5 dk. santrifiij edildi. Bu islem bir 6nceki basamaktan kalan enzimin uzaklagmasi i¢in
toplam ti¢ kez tekrar edildi. En son yikamadan sonra medyum ile tekrar siispanse edilen
hiicreler bu defa 90 g’de 5 dk santriflij edildikten sonra siipernatant alind1 ve ¢oken
hiicrelerin iizerine L-15 eklenerek tekrar siispanse olmalar1 saglandi. Siispansiyon
icindeki hiicrelerin canliligi, tripan mavisi eksklizyon metodu ile Thoma lami
kullanilarak test edildi ve hiicre canliliginin % 90’dan fazla oldugu belirlendi. Hiicre
slispansiyonunda mL’deki hiicre sayist da belirlendikten sonra hiicreler, kollajen-I kapli
24 kuyulu mikroplakanin (CellAdhere™) her kuyusuna 5x10°mL olacak sekilde ekildi.

Kimyasal uygulamasindan 6nce hiicreler, kuyu tabanina iyice baglanabilmeleri i¢in, 12
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°C’de 24 saatligine O2/COz2’siz steril inkiibator i¢inde ve nemli hava atmosferde

inkiibasyona birakildi. Hiicreler daha sonra invert mikroskop ile incelendi.

3.4 Hiicre Kiiltiirii Kimyasal Uygulama

Test kimyasal1 olan formaldehit (CH20; MA: 30.03; %36.5 — 38, yogunluk: 1.09
g/ml (25 °C’de), katalog no: F8775, Sigma-Aldrich) soliisyonu, L-15 iginde ¢oziilerek
stok soliisyonu (0.1 M) hazirlandi. Hiicrelerin 24 saatlik inkiibasyonunun
tamamlanmasinin ardindan, Formaldehitin 0, 12.5, 25, 50, 100, 200 ve 400 uM
konsantrasyonlar1 hiicrelere, 24 saat siire ile uygulandi. Calismada segilen formaldehit
konsantrasyonlar1 ve uygulama siiresi Zerin vd. (2015), He vd. (2017) ve Yu vd. (2019)’ne
gore belirlendi. Her konsantrasyon i¢in 4 tekerriir yapildi. Kontrol grubuna ait kuyudan
alinan medyum ise sadece L-15 ile degistirildi. Uygulama, O2/COz2’siz steril inkiibator
icinde nemli hava atmosferinde ve 12 °C’de gergeklestirildi.

3.5 Biyokimyasal Analizler

3.5.1 Laktat Dehidrogenaz Sitotoksisite Testi

Biitlin hiicrelerde stabil bir enzim olarak bulunan LDH, plazma membraninda
hasar meydana gelmesi durumunda kiiltiir medyumu igine salinir. Bu nedenle medyum
icinde LDH ol¢timii, sitotoksisite calismalarinda, bir indikator olarak kullanilir.
Formaldehitin hepatositlerde olusturdugu hasarin belirlenmesi, yukarida sézii edilen
prensibe dayali olarak dizayn edilmis olan ticari bir kit kullanilarak ve bu Kitin
protokoliine uyularak, 6l¢iildii. Kitin ¢aligma prensibine gore, hasarli hiicrelerden kiiltiir
medyumuna salinan LDH, laktati1 oksidize ederek NADH olusturur ve olusan NADH,
WST (suda ¢oziiniir tetrazolyum) ile reaksiyon vererek sar1 renk meydana getirir (Sekil
3.1). Olusan sar1 rengin yogunlugu, lizise ugrayan hiicre sayisi ile direkt olarak iliskilidir
(Abcam LDH-sitotoksisite 6l¢iim Kiti kitap¢igi, katalog no.: ab65393). Kit igerigi Cizelge
3.3’te belirtilmistir.

Formaldehit uygulamalar1 tamamlandiktan sonra hiicrelerin bulundugu medyum

nazik¢e pipetlenerek ependorf tiiplere alindi. Tiipler, 600 x g’de 10 dk santrifiij edildi.
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Elde edilen siipernatantlardan 10 uL alinarak, ELISA plaka (96 kuyulu) kuyularina

yiiklemeler yapildi. Daha sonraki asamalar, Kit protokollerine uyularak gergeklestirildi.

Cizelge 3. 3 LDH sitotoksisite 6lgtim Kiti igerigi

Kit igerigi

1.

ok wn

WST substrat karigimi
LDH 6l¢tim tamponu
Hiicre lizis soliisyonu
Durdurma soliisyonu
LDH

LDH LDH

Laktat NAD* WST formazan

P LDH Med

) Pirlivat /\ NADH ./\ WST

Sekil 3. 1 LDH-sitotoksisite 6l¢iim Kiti ¢alisma prensibi (Anonim, 2023)

Doksan alt1 kuyulu ELISA mikroplakasina, 4 farkli tipte ornek yiiklendi.

Mikroplakaya yiiklenen 6rnekler, agagida belirtilmistir:

1.

Arka plan kontrol (AK) kuyusu: iginde hiicre bulunmayan sadece kiiltiir
medyumunun bulundugu kuyu.

Diisiik kontrol (DK) kuyusu: Kontrol grubuna ait hiicrelerin bulundugu kuyulardan
alinan medyumu igeren kuyu.

Yiiksek kontrol (YK) kuyusu: igerisine lizis soliisyonu eklenerek hiicrelerin hasar
verildigi kuyuya ait medyumu iceren kuyu.

Test 6rnegi (TO): Formaldehit uygulamasi yapilan gruplardan alinan medyumu igeren
kuyular.

Tiim ornekler mikroplakaya yiiklendikten sonra, daha once kit prosediiriinde

belirtildigi sekilde hazirlanmis olan LDH reaksiyon karigimi (200 pl WST substrat

karigtm: + 10 mL LDH &lgiim tamponu), her kuyuya 100 pl miktarinda eklendi.

Sonrasinda mikroplaka hafifce ¢alkalanarak Kuyular igerisindeki sivinin karismasi

sagland1 ve ornekler oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Son asamada, 6rneklerin

optik dansite (OD) degerleri 450 nm dalga boyunda, mikroplaka okuyucu kullanilarak,
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belirlendi. Her konsantrasyon ve kontrol grubu icin 4 6l¢iim yapildi. Olgiimler 2
tekerriirlii olarak gercgeklestirildi. Yiizde sitotoksisite degerleri, kit prosediiriinde verilen

formiile (esitlik 3.1) gore hesaplandi. Sonuglar “% sitotoksisite” olarak ifade edildi.

(TO absorbans degeri — DK absorbans degeri) 100 (3.1)

Sitotoksisite (%)= ‘ .
(YK absorbans degeri — DK absorbans degeri)

3.5.2 Homojenizasyon islemi

Hiicrelere formaldehitin 24 saatlik uygulanmasimin sona ermesinin ardindan,
yukarida belirtildigi sekilde, medyum nazik¢e pipetlenerek alindi. Kuyu tabaninda
bulunan hiicreler, 1 mL soguk PBS (pH: 7.4) ile slispanse edildi. Siispansiyon halindeki
hiicreler (5 x 10° hiicre/mL), ultrasonik parcalayici kullanilarak, 60 sn siire ile 20 W’da
lizise maruz birakildi. Olusan homojenat, 15000 x g ve 4 °C’de 20 dk boyunca, santrifiij
edildikten sonra siipernatantlar alinarak, tiiplere aktarildi. Siipernatantlar, antioksidan

savunma sistemi parametrelerinin analizi i¢in —20 °C’de saklandi.

3.5.3 Total Protein Tayini

Antioksidan savunma sistemi belirteglerinin mg protein cinsinden ifade
edilebilmesi i¢in, her 6rnege ait slipernatantta, total protein tayini yapildi. Total protein
konsantrasyonu, Bradford, (1976) metoduna gore, BSA’ nin standart olarak kullanilmasi
ile belirlendi.

Prensip: Bradford metodu, proteine baglanan Coomasie Blue G boya reaktifinin,
595 nm dalga boyundaki maksimum absorpsiyonunun, spektrofotometrik olarak
Ol¢iilmesine dayanur.

Ayiraglar:

1. Konsantre Bradford soliisyonu (5x): 100 mg Coomasie Blue G, 50 mL absolii
etanol ve 100 mL ortofosforik asit (%85) igerisinde ¢6ziiliir. Soliisyon distile su ile 200
mL’ye tamamlanir ve filtre edilir.

2. Bradford soliisyonu (1x): Yukarida hazirlanan soliisyonun, distile su ile 1:5

oraninda sulandirilmasi ile hazirlanir.
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Yontem: Standartlar hazirlanmadan 6nce 10 mg/mL stok BSA hazirlandi. Stoktan
seri sulandirmalar yapilarak 0.0125 ile 0.400 mg/100 pL araliginda toplam 6 adet standart
olusturuldu. Standartlar, kor ve 6rnekler Bradford soliisyonu ile muamele edildikten
sonra, 20 dk boyunca karanlik ortamda inkiibe edildi. Spektrofotometre kore karsi
sifirlandiktan sonra, 6rnek ve standartlarin absorbansi, 595 nm dalga boyunda 6l¢tildii.
Standartlara karsilik gelen absorbans degerlerine dayali olarak standart egri olusturuldu
(Sekil 3.2). Orneklerdeki total protein konsantrasyonu egriye ait fonksiyon kullanilarak

belirlendi. Sonuglar mg/mL protein olarak ifade edildi.

045 -
04 y =0,35x +0,0026
035 - R2=0,9977

03
0,25
02
0,15
0,1
0,05

0 -
0 0,5 1 1,5

Absorbans (nm 1)

Total Protein (mg/ 100 uL)

Sekil 3. 2 Protein standart egrisi

3.5.4 Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Tayini

Prensip: SOD, oksidatif enerji basamaginda iiretilen siiperoksit anyon radikalinin
(O2°"), hidrojen peroksit (H202) ve molekiiler oksijene (O2) dismutasyonunu katalizler.
Olgiim yonteminde, ksantin ve ksantin oksidaz kullanilarak olusturulan siiperoksit
radikali, 2-(-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolyum kloriir (INT) ile reaksiyona
girer ve kirmizi formazan boya formu olusur. SOD aktivitesi, bu reaksiyonun inhibisyon
derecesinin, 505 nm’de spektrofotometrik olarak Slciilmesi ile belirlenir. Olgiimde bir
tinite SOD, INT’nin indirgenmesinin %50’lik inhibisyonunu gergeklestirir (esitlik 3.2,
3.3 ve 3.4) (Suttle ve McMurray, 1983).
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Ksantin ~ _KsantinOksidaz__ {Jrik Asit + O2° - (3.2)

INT 02~ . Formazan boyas1 veya (3.3)

O2* "+ 02" +2H" — S0 H;0, + 0z (3.4)
Yoéntem: SOD aktivite dl¢iimii Ransod kit (Randox Lab., Ingiltere) kullanilarak
ve kit protokollerine uyularak gerceklestirildi. Kit icerigi ve sollisyonlarin baslangi¢

konsantrasyonlar1 Cizelge 3.4 te gosterilmistir.

Cizelge 3. 4 SOD kit igerigi ve soliisyonlarin baslangi¢ konsantrasyonlari

Soliisyonlarin basglangi¢

Kit Icerigi Ierik bileseni konsantrasyonlar
Substrat karigimi Ksantin 0.05 mmol/L
INT 0.025 mmol/L
Tampon CAPS 40 mmol/L, pH 10.2
EDTA 0.94 mmol/L
Ksantin oksidaz 80 U/L
Standart 4.6 U/mL

Kor (S1) olarak, 0.01 mol fosfat tamponu (pH: 7.0) kullanildi. Kalibrasyon stok
soliisyonu, 10 mL distile su igerisinde hazirlandi (4.6 U/mL). Standartlar (S2—-S6), Kitte
belirtildigi sekilde, 0.01 mol fosfat tamponu ile kalibrasyon stok soliisyonundan
seyreltilerek hazirlandi. Olgiim yapilirken, siipernatant (25 pL) kiivet igerisine
pipetlendikten sonra tizerine 850 pL substrat karisimi eklendi. Kiivet iyice galkalandiktan
sonra, bu karisimin iizerine 125 pL ksantin oksidaz ilave edildi (6l¢lim sirasinda kiivet
icine pipetlenen bilesenler Cizelge 3.5’te belirtilmistir). Kiivetteki karisimin baglangig
absorbans1 (A1), 505 nm’de 37 °C’de, 30 sn sonra dl¢iidii ve kaydedildi. Olgiime 3 dk
boyunca devam edildi ve son absorbans degeri (A2), 3. dk’nin sonunda kaydedildi. Kor
ve standartlarin absorbans degerlerinin olgiimleri de yukarida belirtildigi gibi
gerceklestirildi. Her konsantrasyon ve kontrol grubu igin 4 6l¢tim yapildu.

Hesaplama: Standart ve 6rneklere ait dakika basina diisen absorbans degeri (AA
= (A2—A1)/3) hesaplandiktan sonra biitiin standartlar ve ornekler i¢in % inhibisyon

degerleri Kitte verilen ve asagida belirtilen formiillerden (esitlik 3.5 ve 3.6) yararlanilarak
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hesaplandi (S1 igin reaksiyon inhibisyonu gergeklestirilmedigi i¢in % inhibisyon degeri
100°diir).

(AAS tan dart / dk X].OO)

100 - = %Inhibisyon (3.5)
(AAG, o)
AA, 1 .
100 _ ( ornek | dk X 00) — %[nhlblsyon (3 6)
(AAG, o) '

Standartlarin  U/mL olarak bilinen konsantrasyonlarina karsilik gelen %
inhibisyon degerleri kullamlarak bir standart egri olusturuldu. Orneklerdeki SOD
aktivitesi, bu egriden elde edilen denklem kullanilarak, “U/mL” olarak belirlendi. Elde
edilen sonuglar daha sonra her 6rnekte belirlenen total protein miktarina oranlanarak,

spesifik aktivite hesaplandi. Sonuglar “U/mg protein” olarak ifade edildi.

Cizelge 3. 5 SOD aktivitesi 6lgiimiinde kiivete pipetlenen bilesenler ve miktarlart

Kiivete pipetlenen bilesenler S1 (uL) S2-S6 (uL) Ornek (pL)
Ornek A
Standart 25 e
Omek sulandirict ™ eeeeeee e 25
Substrat karigimi 850 850 850
Ksantin oksidaz 125 125 125

3.5.5 Katalaz Aktivitesi Tayini

Prensip: CAT, H202’nin suya ve oksijene ayrismasini katalizler (esitlik 3.7).

2H,0, — AT, 2H,0+ O (3.7)

H202, 15181 240 nm dalga boyunda absorbe eder. H202’in CAT tarafindan dekompoze
olma orani, spektrofotometrik olarak 240 nm dalga boyunda, tespit edilir.
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Yontem: Siipernatantlarda CAT aktivitesinin dl¢imii, H202’nin tiiketilme esasina
dayali olan ve Aebi (1974), tarafindan gelistirilen yonteme gére gerceklestirildi. Olgiimler
240 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak yapildi.

Kullanilan soliisyonlarin hazirlanisi:

a. CAT fosfat tamponun hazirlanisi: Cizelge 3.6.’da belirtilmis olan A (KH2POa)
ve B (Na2HPO4) soliisyonlari, 50 mM konsantrasyon i¢in verilen miktarlarda tartilarak
hazirlanir. Hazirlanan A ve B soliisyonlar1 daha sonra Cizelge 3.7°de belirtilen

miktarlarda karigtirilir. Bu sekilde CAT fosfat tamponun hazirlanmis olur (pH: 7.5).

Cizelge 3. 6 CAT fosfat tamponu (pH:7.5)’nun hazirlanmasi i¢in gerekli olan soliisyonlar

Kimyasal Molekiil 50 mM i¢in  Son Hacim (distile su)  Soliisyon
Agirhig Adi

KH2PO4 136.09 g/mol  6.805¢ 1000 mL A

NazHPOs (susuz)  141.96 g/mol 7.098 g 1000 mL B

Cizelge 3. 7 CAT fosfat tamponunun hazirlanmast igin gerekli olan A ve B soliisyonlarinin
karistirilma miktarlar

50 mM Fosfat tamponu (1 L) A Soliisyonu (mL) B Soliisyonu (mL)

(pH 7.5) 160 840

b. H202 soliisyonu: Absorbanst 0.500 nm’ye ayarlanmis olan H202’1i fosfat
tamponudur. Yaklasik 300 mL fosfat tamponu (pH 7.5, 50 mM) koyu renkli bir cam siseye
aktarilir. Spektrofotometre 240 nm’de fosfat tamponuna gore sifirlandiktan sonra renkli
sisedeki tampona 10-20 puL miktarinda H202 ilave edilir ve absorbans 0.500 nm oluncaya
kadar bu isleme devam edilir. H202 ilavesi yapilirken sige ara ara karistirilir.

Deneyin yapilisi: Ornek ve tampon kuvartz kiivet igerisine Cizelge 3.8’de
belirtilen miktarlarda birakildiktan sonra kiivetin agz1 bekletilmeden kapatilir ve kiivet
hizlica alt-list edilerek absorbansi okunur. Absorbans azalmasi, her 15 sn’de bir defa
olmak iizere 5 dakika siire ile kaydedilir (aktivite hizli ilerliyorsa 10 sn’de bir kayit yapilir
ve lineer azalma tespit edilirse okuma sonlandirilabilir). Hesaplamada 1 dakikalik lineer

absorbans azalmasinin en yiiksek (A1) ve en diisiik (A2) degerleri esas alinir.
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Cizelge 3. 8 CAT aktivitesi dl¢timiinde kiivete pipetlenen bilesenlenler ve miktarlar

Tampon Koér (mL) Ornek (mL)
Fosfat Tamponu 2.99 -
H202 sollisyonu 0.01 -
H202’1i fosfat tamponu - 2.99
Stipernatant - 0.01

Hesaplama: AA= ¢ x ¢ x L, [(A: absorbans/dk, &: ekstinksiyon katsayisi, C:
konsantrasyon, L: 11k yolu (1 cm)]

H202’nin 240 nm’deki milimolar ekstinksiyon katsayisi: 0.0436 mM*cm?

(0.0436 mM = 0.0436 mmol/L= 0.0000436 mmol/mL= 0.436 umol/mL = 43.6 nmol/mL)

Her konsantrasyon ve kontrol grubu i¢in 4 6l¢iim yapildi. Siipernatantta

“nmol/dk/mL” olarak hesaplanan sonuglar, daha sonra her 6rnekte belirlenen total protein

miktarma oranlanarak, CAT’in spesifik aktivitesi hesapland: (esitlik 3.8). Sonuglar,

“tiiketilen H202 (nmol)/dk/gr protein” olarak ifade edildi.

AA Vit (3.8)
136 xKiivet i¢i sulandirma ( V_é)x SO :

CAT aktivitesi (nmol/dk/mL)=

AA: Absorbansin 240 nm dalga boyunda dk basina degisimi
Vt: Toplam hacim
V6: Ornek hacmi

SO: Siipernatant sulandirma orani
3.5.6 Rediikte Glutatyon Tayini
Prensip: Rediikte GSH igerigi tayininde siipernatanttaki siilfidril gruplarinin,
fosfat tamponu kullanilarak, 5,5’-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) ile reaksiyonu

sonucu olusan sar1 rengin absorbansi, 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak

olgiiliir (Beutler, 1984).

41



Ayrraclar:
1. Fosfat tamponu: 0.3 M NaH2POQq distile su ile hazirland: (pH: 6.8).
2. DTNB (Ellman Ayiraci): 40 mg DTNB’nin, % 1°lik 100 mL sodyum sitrat ¢ozeltisi
icerisinde ¢oziinmesi ile hazirlandi.

Yontem: Tiiplerin igerisine 200 pL siipernatantlardan alindiktan sonra iizerine 1
mL fosfat tamponu eklendi. VVortekslenen tiipler, sicak su banyosunda 60 °C’de 10 dakika
bekletildi. Tiipler oda sicakligina getirildikten sonra her tiipe 200 pL DTNB ayiraci
eklenerek Shimadzu UV/VIS-1800 marka spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda,
kore karst okuma yapildi. Standartlar i¢in 100 uM GSH stok ¢ozeltisi fosfat tamponu
icerisinde taze olarak hazirlandi. Daha sonra stok c¢ozeltisi seyreltilerek 200 pL’de 100
uM ile 1.563 uM konsantrasyon araliginda 7 adet standart hazirlandi. GSH standartlarina
karsilik gelen absorbans degerlerinden olusturulan standart egri (Sekil 3.3)’ye gore
orneklerdeki GSH konsantrasyonu hesaplandi. Her konsantrasyon ve kontrol grubu i¢in

4 dlgtim yapildi. Sonuglar “umol GSH / mg protein” olarak ifade edildi.

120 -
3 R2=0,9993
S 80
o
S 60 -
a 40
&)

20 +

0 - - . - - ‘
0 0,05 0.1 0,15 0,2 0,25
Absorbans (412 nm A)

Sekil 3. 3 GSH standart egrisi

3.5.7 Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi Tayini

Prensip: GPx, GSH’1n kiimen hidroperoksit (ROOH) ile oksidasyonunu katalizler
(esitlik 3.9). Olusan oksidize glutatyon (GSSG), glutatyon rediiktaz varliginda NADPH
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kullanilarak, NADP" ye GSH’a doniistiiriiliir (esitlik 3.10). Absorbanstaki diisiis 340

nm’de spektrofotometrik olarak olgiiliir (Paglia ve Valentine, 1967).

2GSH + ROOH _SPx ROH + GSSG + H20 (3.9)
GSSG + NADPH + H* Glutatyon Rediiktaz > NADP* + 2GSH (310)

Yéntem: Glutatyon peroksidaz aktivitesi, Ransel kit (Randox Lab., ingiltere)
kullanilarak ve kit protokollerine uyularak gerceklestirildi. Kit igerigi ve soliisyonlarin
baslangic konsantrasyonlar1 Cizelge 3.9’da, olglim sirasinda kiivet igine pipetlenen
bilesenler ise Cizelge 3.10’da gosterilmistir. Kiivet igerisine siipernatanttan 20 uL
birakildi ve lizerine 1000 puL reajan eklendi. Daha sonra bu karigima 40 puL kiimen
hidroperoksit eklendi. Kiivet iyice ¢alkalandiktan sonra, 6rnegin ve koriin baslangi¢
absorbansi, 340 nm dalga boyunda 37 °C’de, 1 dk sonra spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.

Absorbans okumasi 1 ve 2 dk sonra tekrar edildi.

Cizelge 3. 9 GPx kit igerigi ve soliisyonlarin baslangi¢ konsantrasyonlari

Kit igerigi Icerik bileseni Soliisyonlarn baslangig
konsantrasyonlari
Reajan GSH 4 mmol/L
GR >0.05 U/L
NADPH 0.34 mmol/L
Tampon Fosfat Tamponu 0.05 mol/L, pH: 7.2
EDTA 4.3 mmol/L
Kiimen hidroperoksit 0.18 mmol/L

Cizelge 3. 10 GPx aktivitesi 6l¢iimiinde kiivete pipetlenen bilesenlenler ve miktarlar

Kiivete pipetlenen bilesenlenler Ornek (pL) Kor (uL)
Ornek 0 e
Distilesu 20
Reajan 1000 1000
Kiimen hidroperoksit 40 40
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Hesaplama: GPx konsantrasyonu, Kkitte onerilen formiilden (U/L =
8412xAAsz40/dk) yararlanilarak hesaplandi. Her konsantrasyon ve kontrol grubu i¢in 4
ol¢tim yapildi. Sonuglar “U/ mg protein” olarak ifade edildi.

3.5.8 Glutatyon-S-Transferaz Aktivitesi Tayini

Prensip: GST, elektrofilik bilesiklerin detoksifikasyonunu, GSH’in —SH grubu ile
tepkime vermelerini katalizleyerek gergeklestirir (esitlik 3.11). Enzimin aktivite tayini, 1-
kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB)’in GSH ile konjugasyonu sirasinda meydana gelen
absorbans artisinin, 340 nm dalga boyunda ve 25 °C’de spektrofotometrik olarak

6lgtimiine dayanir (Habig vd., 1974).

ROOH +2GSH ___ ST | GSSG + ROH + H:0 (3.11)

Yontem: Cizelge 3.11°de ¢ozeltiler sirasiyla belirtilen miktarlarda kiivete

eklendikten sonra, kiivet iyice calkalandi. Daha sonra absorbanstaki artis 340 nm’de, 3

dk boyunca her 30 sn’de bir kaydedildi.

Cizelge 3. 11 GST aktivitesi 6l¢iimiinde kiivete pipetlenen bilesenlerin miktar ve
konsantrasyonlari

Kiivete pipetlenen bilesen Kor (mL) Ornek (ML)  Son Konstrasyon (mM)

PBS (0.11 M) 2.7 2.7 100 mM
Distile su 0.1 - -
CDNB (30 mM) 0.1 0.1 1 mM
GSH (30 mM) 0.1 0.1 1 mM
Stipernatant - 0.1 -

Her 6rnegin absorbansindaki dk basina degisim (AA) belirlendikten sonra asagida
verilen formiile gore, GST’nin molar ekstinksiyon katsayis1 (9.6 mmol/L/cm ) ve
kiivetteki sulandirma oran1 hesaba katilarak, enzimin mL’deki aktivitesi belirlendi (esitlik
3.12). Her konsantrasyon ve kontrol grubu igin 4 6l¢iim yapildi. Sonuglar, “nmol CDNB-
glutatyon konjugati/dk/mg protein” olarak ifade edildi.
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Hesaplama:

AA Vit

GST aktivitesi (mmol/dk/L)= g = = xSO (3.12)

AA: Absorbansin 340 nm’de, dk basina degisimi
Vt: Toplam hacim
V&: Ornek hacmi

SO: Siipernatant sulandirma orani

3.5.9 Malondialdehit I¢erigi Tayini

Prensip: Yag asitlerinin, serbest radikallerle reaksiyonu sonucu olusan
peroksidasyon iirlinlerinden MDA, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile pembe renkli forma
girmesi prensibine dayanir (Buege ve Aust, 1978).

Yontem: MDA igerigi, Buege ve Aust, (1978)’a gore spektrofotometrik olarak
ol¢iildii. Ozet olarak; 0.05 mL 150 mM Tris-HCI tamponu (pH: 7.1), 0.05 mL siipernatant
iizerine eklendi. Daha sonra bu karisima, 0.05 mL 1.5 mM askorbik asit ve 0.05 mL 1
MM FeSOsilave edildi. Bu karisimin total hacmi, distile su ile 0.5 mL’ye tamamlandi.
Bu bilesenlerin oldugu tiipler vortekslendikten sonra, 37 °C’de 15 dk boyunca inkiibe
edildi. Daha sonra tiiplere 0.5 mL trikloroasedik asit (%10) ve 1 mL TBA (%0.375)
eklendi. Tiipler vortekslendikten sonra kaynar suda 15 dk’ligina inkiibasyona birakildi.
Tiipler oda sicakligina getirildikten sonra, 3000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi. Son olarak,
elde edilen siipernatantlar kullanilarak, 532 nm dalga boyunda, spektrofotometrik
olgiimler gergeklestirildi (Cizelge 3.12). Orneklerdeki MDA konsantrasyonu, eksternal
1,1,3,3-tetraetoksipropan standartlarindan (50 pL.’de 0.3125 nmol ile 20 nmol araliginda,
toplam 7 adet) tiiretilen standart egri kullanilarak hesaplandi (Sekil 3.4). Sonuglar,

“nmol/mg protein” olarak sunuldu.
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y =140,39x - 0,1664
R2=0,9979

MDA (nmol/ 50 pL)
=

0 0,05 0,1 0,15 0,2
Absorbans (532 nm 1)

Sekil 3. 4 1,1,3,3-tetraetoksipropan standartlarindan tiiretilen standart egri

Cizelge 3. 12 MDA 6l¢timiinde kiivete pipetlenen bilesenler, miktarlari ve 6lgiim prosediirii

Ayiraglar Numune (mL)  Standart (mL)  Kor (mL)
Numune 0.1
Kor 0.1
Standart 0.1
Tris-HCI tamponu (150 mM) 0.1 0.1 0.1
Askorbik asit ¢ozeltisi (1.5 mM) 0.1 0.1 0.1
FeS04.7H20 (1 mM) 0.1 0.1 0.1
Distile Su 0.6 0.6 0.6

-Tiplere yukarida verilen bilesenler eklendikten sonra, tiipler karistirilir ve tiipler 37
°C’de 15 dk inkiibe edilir.

-Inkiibasyon tamamlandiktan sonra tiiplere asagidaki bilesenler eklenir ve vortekslenir.
Tiipler vortekslendikten sonra kaynar su banyosunda (95 °C) 15 dk bekletilir.

TCA (%10) 1 1 1
TBA Cézeltisi (%0,375) 2 2 2

-Tiipler 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edilir. Siipernatantlar alinarak, 532 nm dalga boyunda
spektrofotometrik okuma yapilir. Sonuglar standart grafikten elde edilen denklem (S$ekil
3.4) kullanilarak degerlendirilir.
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3.5.10 istatistiksel Analizler

Calismadan elde edilen veriler, SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)
20.0 istatistik paket programi (IBM SPSS Statistics)’nda, varyans analizi (ANOVA) ile
analiz edildi. Gruplar arasindaki farkliliklarin belirlenmesi i¢in post-hoc Duncan ¢oklu
karsilastirma testi kullanildi. Analizler sonucunda elde edilen veriler, “ortalama + standart

hata” olarak ifade edildi. Istatistiksel nem derecesi P< 0.05 seviyesinde kabul edildi.
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4. BULGULAR

Formaldehite 24 saat siire ile maruz birakilan gokkusagi alabaligi hepatositlerinde
sitotoksisite yiizdesi degerlerinin, formaldehitin 0, 12.5, 25, 50, 100, 200 ve 400 uM’lik
konsantrasyonlarinda sirasiyla, %0, % 0.625 + 0.003, % 0.665 + 0.1, % 2.93 + 0.777, %
3.580 = 0.711, % 4.022 + 0.822 ve % 4.835 + 0.566 oldugu belirlendi. Elde edilen
sonuglara gore formaldehite maruz kalma sonucu sitotoksisite yiizdesinde kii¢lik de olsa
artiglar meydana geldigi ve bu artislarin  formaldehitin 50 uM ve {sti
konsantrasyonlarinda, kontrol grubuna kiyasla, istatistiksel olarak anlamli olduklari
gozlendi (P < 0.05) (Sekil 4.1).
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Sekil 4. 1 Formaldehite 24 saat siire ile maruz birakilan gokkusagi alabaligi hepatositlerinde,
“% sitotoksisite” degerleri. Siitunlar tizerindeki farkli harfler, Duncan post hoc
coklu kargilagtirma testine gore, gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamli olan
farkliliklar1 ifade etmektedir (P < 0.05)

Formaldehite 24 saat maruziyet sonrasinda hepatosit SOD aktivitesi (U/mg
protein)’nin kontrol grubunda 1.435 + 0.074, formaldehitin 12.5, 25, 50, 100, 200 ve 400
uM konsantrasyonlarinin uygulandigi gruplarda ise sirasiyla, 1.397 + 0.212, 0.968 =+
0.125, 0.640 + 0.277, 0.278 = 0.007, 0.263 + 0.061 ve 0.316 + 0.113 oldugu belirlendi.
Bu sonuclara gére SOD aktivitesinin, kontrol grubuna kiyasla, 25 uM ve tizerindeki

konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli azalmalar gdsterdigi tespit edildi (P <

0.05) (Sekil 4.2).
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Sekil 4. 2 Formaldehite 24 saat siire ile maruz birakilan gokkusagi alabaligi hepatositlerinde,
SOD aktivitesindeki degisimler. Siitunlar tizerindeki farkli harfler, Duncan ¢oklu
karsilagtirma testine gore, gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamli olan
farkliliklar1 ifade etmektedir (P < 0.05)

CAT aktivitesi (tiikketilen H202 (nmol) /dk/ g protein)’nin kontrol grubunda 37.064
+ 1.901 oldugu belirlendi. CAT aktivitesi, formaldehitin 12.5, 25, 50, 100, 200 ve 400
uM konsantrasyonlarinin uygulandigi gruplarda ise sirasiyla, 35.958 + 3.852, 31.284 +
2.374,30.642 + 3.116, 28.404 + 1.139, 24.641 + 2.393 ve 25.143 + 1.658 olarak ol¢iildii.
Buna gore CAT aktivitesinin biitiin gruplarda azalmalar gosterdigi ve bu azalmalarin
formaldehitin 100 puM ve tlizerindeki konsantrasyonlarinda, kontrol grubuna kiyasla,

istatistiksel olarak anlamli olduklar1 belirlendi (P < 0.05) (Sekil 4.3).
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Sekil 4. 3 Formaldehite 24 saat siire ile maruz birakilan gokkusagi alabaligi hepatositlerinde,
CAT aktivitesindeki degisimler. Siitunlar tizerindeki farkli harfler, Duncan goklu
karsilagtirma testine gore, gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamli olan
farkliliklar1 ifade etmektedir (P < 0.05)
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GPx aktivitesi (U/mg protein)’nin kontrol grubunda 0.288 + 0.004, formaldehitin
12.5, 25, 50, 100, 200 ve 400 uM konsantrasyonlarmmin uygulandigi gruplarda ise
strastyla, 0.292 + 0.141, 0.299 + 0.010, 0.269 + 0.007, 0.290 + 0.008, 0.327 + 0.202 ve
0.329 + 0.103 oldugu belirlendi. Buna gore GPx aktivitesinin, formaldehitin 200 ve 400

uM konsantrasyonlarinda, kontrol grubuna kiyasla, istatistiksel olarak anlamli artiglar

gosterdigi gozlendi (P < 0.05) (Sekil 4.4).
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Sekil 4. 4 Formaldehite 24 saat siire ile maruz birakilan gokkusagi alabaligi hepatositlerinde,
GPx aktivitesindeki degisimler. Siitunlar iizerindeki farkli harfler, Duncan ¢oklu
karsilagtirma testine gore, gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamli olan

farkliliklar1 ifade etmektedir (P < 0.05)

Rediikte GSH igerigi (umol /mg protein) kontrol grubunda 105.098 + 3.464,
formaldehitin 12.5, 25, 50, 100, 200 ve 400 puM konsantrasyonlarinin uygulandigi
gruplarda ise sirasiyla, 74.822 + 8.566, 80.677 + 11.027, 98.546 + 5.036, 99.310 + 7.395,
62.795 £+ 3.142 ve 97.096 + 8.043 olarak o6l¢iildii. Buna gore formaldehitin rediikte GSH
diizeyini, 12.5, 25 ve 200 uM’lik konsantrasyonlarda, kontrol grubuna kiyasla,

istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diistirdiigii belirlendi (P < 0.05) (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Formaldehite 24 saat siire ile maruz birakilan gokkusagi alabaligi hepatositlerinde,
GSH diizeyindeki degisimler. Siitunlar lizerindeki farkli harfler, Duncan ¢oklu
karsilagtirma testine gore, gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamli olan
farkliliklar1 ifade etmektedir (P < 0.05)

GST aktivitesi (nmol CDNB-glutatyon konjugati/dk/mg protein) kontrol
grubunda 33.194 + 0.962, formaldehitin 12.5, 25, 50, 100, 200 ve 400 uM
konsantrasyonlarinin uygulandigi gruplarda ise sirasiyla, 30.082 + 1.705, 24.215 + 1.740,
31.101+1.781, 26.996 + 1.048, 25.191 + 1.316 ve 26.323 + 1.187 olarak, 6l¢iildi. Buna
gore formaldehitin GST aktivitesinde, 25, 100, 200 ve 400 uM’lik konsantrasyonlarda,
kontrol grubuna kiyasla, istatistiksel olarak anlamli azalmalara neden oldugu belirlendi

(P < 0.05) (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 Formaldehite 24 saat siire ile maruz birakilan gokkusagi alabalig1 hepatositlerinde,
GST aktivitesindeki degisimler. Siitunlar tizerindeki farkli harfler, Duncan ¢oklu
karsilagtirma testine gore, gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamli olan
farkliliklar1 ifade etmektedir (P < 0.05)
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MDA diizeyi (nmol /mg protein) kontrol grubunda 151.628 + 1.201 olarak
olgtildi. Formaldehitin 12.5, 25, 50, 100, 200 ve 400 puM konsantrasyonlarinin
uygulandigi gruplarda ise sirasiyla, 172.971 + 12.173, 175.354 + 17.927, 165.178 +
5.939, 200.966 + 7.352, 193.035 + 9.257, ve 188.800 + 7.794 olarak, belirlendi. Buna
MDA diizeyinin, 100, 200 ve 400 uM formaldehit konsantrasyonlarinda, kontrol grubuna
kiyasla, istatistiksel olarak anlamli artislar gosterdigi belirlendi (P < 0.05) (Sekil 4.7).
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Sekil 4. 7 Formaldehite 24 saat siire ile maruz birakilan gokkusagi alabaligi hepatositlerinde,
MDA diizeyindeki degisimler. Siitunlar tizerindeki farkli harfler, Duncan ¢oklu
kargilastirma testine gore, gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamli olan
farkliliklar1 ifade etmektedir (P < 0.05)
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5. TARTISMA VE SONUC

Formaldehit, tiiketici triinlerinin ve endiistriyel iriinlerin liretiminde yaygin
olarak kullanilan bir kimyasaldir. Varligi, giinliik olarak kullanilan ev gereclerinde ve
yapt materyallerinde belirlenmis olan bu kimyasala akut olarak maruz kalma, insanlarda
iist solunum yolu rahatsizliklari, alerji, nérotoksisite, nazofaringeal kanser ve 16semi gibi
saglik problemlerine yol agabilmektedir (Swenberg vd., 2013; He vd., 2017; Bernardini
vd., 2022). Formaldehit, hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu artirarak, lipid,
protein, karbohidrat ve niikleik asitler gibi makromolekiiller {izerinde hasar olusturma
potansiyeline sahip olan reaktif bir aldehittir. Bu ¢evresel Kirleticinin hiicrelerde canlilig
azalttig1, apoptozisi uyardigi, oksidatif stresi tetikledigi ve DNA eklentileri ile DNA-
protein ¢apraz baglantilarini artirarak genotoksik etkiler meydana getirdigi, gegmiste
yapilan ¢ok sayida in vivo ve in vitro calisma ile ortaya konulmustur (Bernardini vd.,
2022). Balik ciftliklerinde ektoparazitik enfeksiyonlarin kontroliiniin saglanabilmesi i¢in
yaygin bir dezenfektan olarak kullanilan formaldehit, gokkusagi alabaligi da dahil olmak
iizere, baliklar iizerinde toksik etkiler meydana getirebilmektedir (Buchmann vd., 2004;
Leal vd., 2018). Formaldehitin in vitro’daki toksik etki mekanizmasi, insan ve memelilere
ait farkli hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan ¢ok sayida calisma ile aydmnlatilmaya
calisgitlmistir ancak su dirtinleri sektoriinde farkli amaglar dogrultusunda kullanilan
formaldehitin balik hiicreleri {izerinde olusturdugu toksik etkileri konu alan, in vitro’da
yapilmig, herhangi bir c¢alisma ile karsilasilmamistir. Bu nedenle bu c¢alismada
formaldehitin, gokkusagi alabaligindan izole edilen hepatositler tizerindeki negatif
etkilerinin belirlenmesi ve literatiirdeki bu eksikligin giderilmesi amaglanmustir.

Caligmamizda formaldehitin hepatositler itizerinde gosterdigi sitotoksik etki,
hiicrelerden kiiltiir medyumuna salinan LDH’1n 6l¢iimiine dayanilarak belirlendi. Buna
gore; formaldehite 24 saatlik maruziyet sonrasinda, hiicrelerde belirlenen sitotoksisite
yiizdesinin doz artis1 ile birlikte kii¢iik artiglar gosterdigi ve bu artiglarin 50, 100, 200 ve
400 uM’lik formaldehit konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli olduklar
gozlendi. Benzer olarak Lin vd. (2005), formaldehite 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1 ve 2 mM
konsantrasyonlarda 1.5 saat maruz birakilan rat aort endoteliyal hiicrelerinde medyuma
salinan LDH yiizdesinin doz artis1 ile birlikte arttigini ve 2 mM’lik formaldehit

konsantrasyonunda meydana gelen artisin istatistiksel olarak anlamli oldugunu



bildirmislerdir. Bu ¢alisma ile uyumlu olarak, farkli canlilik testleri [MTT (3-(4, 5-
dimetiltiaksol-2-yl)-2, 5-difenil tetrazolyum bromid) 6l¢timii, tripan mavisi ve CCK-8
(hiicre sayim kiti) 6l¢timii gibi]’nin kullanildig1 bir¢ok in vitro calismada, formaldehitin
hiicre canliligini, doza ve zamana bagh olarak, azalttig1 bildirilmistir (Bernardini vd.,
2022). Ornegin, formaldehitin 2.0, 4.0 ve 10 mM konsantrasyonlarma 60, 120 ve 180
dk’lik siireler boyunca maruz birakilan rat hepatositlerinde sitotoksisite yiizdesinin doza
ve zamana bagimli artislar gosterdigi belirlenmistir (Teng vd., 2001). Ote yandan, timor
hiicreleri ve endotelyal hiicre kiiltiirleri lizerinde yapilan in vitro ¢aligmalar, formaldehitin
10.0 M konsantrasyonunun nekrotik hiicre 6limiine yol agtigini, 1.0 M
konsantrasyonunun apoptozisi artirdigini ve mitotik aktiviteyi azalttigini, 0.5 ile 1.0 M
araligindaki konsantrasyonun ise hiicre proliferasyonunu artirdigint ve apoptotik
aktiviteyi azalttigini, gdstermislerdir. Dolayisiyla formaldehitin biyolojik etkisinin doza
bagimli olarak gerceklestigi rapor edilmistir (Szende ve Tyihdk, 2010). Bu ¢alismadaki
formaldehit konsantrasyonu ve uygulama stiresi ile benzer olarak, formaldehitin 0, 12.5,
25, 50, 100, 200, 400 ve 800 uM konsantrasyonlarina 24 saat siire ile maruz birakilan,
insan beyin noroblastoma (SK-N-SH), insan hepatosellular karaciger karsinom (HepG2),
insan akciger karsinom (A549) ve insan retinal pigment epitel (ARPE-19) hiicrelerinde,
canlilifin dereceli olarak azaldig: belirlenmistir. Yapilan ¢alismada hiicre canliligindaki
istatistiksel olarak anlamli azaliglarin, SK-N-SH ile ARPE-19 hiicrelerinde 200 uM,
A549 hiicrelerinde 400 uM, HepGl hiicrelerinde ise 800 uM formaldehit
konsantrasyonlarinda basladigi ifade edilmistir (Zerin vd., 2015). Dolayisiyla
formaldehitin hiicreler {izerinde olusturdugu sitotoksik etki, doza, uygulama siiresine ve
hiicre tipine bagli olarak degisebilmektedir. Gegmiste yapilan ¢alismalara benzer olarak
calismamizdan elde edilen sonuglar, uygulanan formaldehit konsantrasyonlarinin 24
saatlik siire icerisinde gokkusagi alabaligi hepatositleri iizerinde sitotoksik etki
potansiyeline sahip olduklarini gostermektedir.

Formaldehit toksik etkisini, serbest radikal iireten enzimleri aktive ederek, serbest
radikalleri siiptiren sistemleri inhibe ederek ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu
artirarak meydana getirir (Sogiit vd., 2004; Saito vd., 2005; Gulec vd., 2006).
Formaldehitin karacigerde ve farkli dokularda antioksidan enzimleri ve detoksifiye edici
sistemleri etkileyerek oksidatif hasara yol actigi, bircok deneysel c¢alismada,
gosterilmistir (Teng vd., 2001; Sogiit vd., 2004; Mei vd., 2016; Bakar vd., 2014). SOD,
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stiperoksit anyon radikallerinin eliminasyonunda ilk savunma hattin1 olusturur ve
stiperoksit anyon radikali (O2® 7)’ni molekiiler oksijene ve hidrojen peroksite metabolize
eder. SOD fonksiyonunun gergeklesmemesi durumunda, bu serbest radikal oldukga
reaktif ve zararl olan hidroksil radikallerinin meydana gelmesine neden olur (Halliwell
ve Gutteridge 2015; Hoseinifar vd., 2020). Bu ¢alismada, formaldehitin hepatosit SOD
aktivitesinde belirgin diisiislere neden oldugu tespit edildi. Calismamiz ile uyumlu olarak,
daha 6nce yapilmis olan ¢alismalarda, formaldehitin ratlarin karaciger (Gulec vd., 2006),
bobrek (Zararsiz vd., 2006a; Zararsiz vd., 2007a; Bakar vd., 2014), akciger (Lino-dos-
Santos-Franco vd., 2011) ve prefrontal korteks (Zararsiz vd., 2006b; Zararsiz vd., 2007b)
dokularinda, SOD aktivitesini anlamli olarak disiirdiigii bildirilmistir. Formaldehite
maruz birakilan sazan baligi (Cyprinus carpio)’nin karacigerinde de SOD aktivitesinin
anlaml diisiisler gosterdigi gézlemlenmistir (Kankaya ve Kaptaner, 2017). Benzer olarak,
formadehite maruz birakilan A549 hiicreleri (Shi vd., 2014) ile HL-1 hiicrelerinde de (Wu
vd., 2017) SOD aktivitesinde diisiislerin meydana geldigi belirtilmistir. SOD aktivitesi
sonucunda meydana gelen ve bir hidroksil radikali (OH®) onciisii olan H202, CAT
tarafindan indirgenerek H20’ya ve O2’ye doniistiiriliir. Formaldehit uygulamasinin,
hepatosit SOD aktivitesindeki azalmalara paralel olarak, CAT aktivitesinde de anlaml
disiislere yol actig1 gozlendi. Bu calismada elde edilen bulgular ile uyumlu olarak, SOD
ile CAT aktivitesindeki es zamanli diisiisler, formaldehite maruz birakilan ratlarin
karacigerinde de belirlenmistir (Gulec vd., 2006). Antioksidan enzimlerin ¢ogu asiri
oksidan artig1 veya oksidan olan kendi substrati tarafindan inaktive edilebilir (Modesto ve
Martinez, 2010). SOD ve CAT, oksidatif olarak reaktif olan molekiillere kars1 hassas olan
enzimlerdir. Ornegin SOD’un H20: tarafindan, CAT’m ise hidroksil ve siiperoksit anyon
radikalleri tarafindan inaktif hale getirildigi belirlenmistir (Pigeolet vd., 1990). SOD
aktivitesindeki diisiisler, artan oksijen radikalleri veya bunlarin doniisiimii ile olusan
H202’nin, enzimdeki sisteinin oksidasyonuna yol agmasi neticesinde, meydana gelmis
olabilir (Dimitrova vd., 1994; Abhijith vd., 2016). Diger taraftan asir1 artan ROS’lar da
boyle bir etkiyi ortaya g¢ikarmis olabilir (Abhijith vd., 2016). CAT aktivitesinin
inhibisyonu ise toksik maddelerin, enzimin —SH grubuna baglanmasi ile iligkilidir (Ruas
vd., 2008). SOD ile fonksiyonel olarak baglantili olan CAT’1n aktivitesindeki diisiis,
formaldehit maruziyeti neticesinde artan O2* - radikali veya H202 radikalinden
kaynaklanabilir (Asagba vd., 2008; Ruas vd., 2008; Modesto ve Martinez, 2010; Abhijith
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vd., 2016). Bu ¢alismadaki bulgular ile paralel olarak, Ispir vd. (2017), formaldehite
banyo yontemi ile maruz birakilan gokkusagi alabaligi yavrularinin tiim viicut
homojenatlarinda, CAT aktivitesinin distigiinii ve bu disiisiin iyilesme peryodu
stiresince tekrar geriye donmedigini bildirmislerdir. Uyumlu olarak CAT aktivitesindeki
azalmalar, formaldehite maruz birakilan ratlarin trakesinde ve diyafram kasinda
belirlenmistir (Lima vd., 2015).

Baliklardaki baslica peroksidaz, GSH’1 bir kofaktor olarak kullanan ve selenyuma
bagimli tetramerik bir sitozolik enzim olan, GPx’dir. Bu enzim, H202’nin suya
metabolize edilmesini katalizler ve membranlarin lipid peroksidasyon hasarindan
korunmasinda, 6nemli rol oynar (Van der Oost vd., 2003). Bu calismada, hepatositlerin
formaldehite (200 ve 400 pM) maruz birakilmasi sonucunda, GPx aktivitesinde anlamli
artislar meydana geldigi gozlendi. Benzer olarak, formaldehite maruz birakilan ratlarin
karaciger (Zararsiz vd., 2005), bobrek (Bakar vd., 2014) ve nazal epitel (Cassee vd., 1996)
dokularinda, GPx aktivitesinde artislar meydana geldigi bildirilmistir. GPx
aktivitesindeki ylikselmeler, formaldehite banyo yontemi ile maruz birakilan gokkusagi
alabaligimin karaciger, borek ve solunga¢ dokularinda da belirlenmistir (Yonar vd., 2014).
Hepatosit GPx aktivitesindeki artiglar, H2O2’nin tiretimindeki artigsa bagli olarak, enzimin
membran hasarimni onleyici rolii neticesinde meydana gelmis olabilir.

G-glutamin, sistein ve glisin igeren bir tripeptid olan GSH, hiicrelerdeki baslica
tiyol bilesigidir. Enzimatik olmayan bir antioksidan olan GSH, ROS’lara ve elektrofilik
bilesiklere kars1 gergeklestirilen antioksidan savunma mekanizmasinin temelini
olusturur. ROS’lar ile direkt veya indirekt olarak reaksiyona girebilen bu molekiiliin
stilfidril grubu, serbest radikal siipiiriicii fonksiyonunu meydana getirdigi esnada,
oksidize olmus disiilfit GSH (GSSG)’a doniisiir. Hiicredeki diger enzimler veya enzim
sistemleri de (6rnegin GPx ve peroksiredoksinler) c¢esitli peroksitlerin ve
hidroperoksitlerin  indirgenmeleri i¢gin GSH’1 kullanirlar. GST’ler elektrofilik
zenobiyotiklerin  GSH ile konjugasyonunu Kkatalizleyerek detoksifikasyonlarini
gergeklestirirler (Van der Oost vd., 2003; Ribas vd., 2014; Vaskova vd., 2023). Bu
calismada, formaldehit maruziyeti sonucunda bazi gruplarda hepatosit GSH diizeylerinde
anlamli azalmalarin meydana geldigi belirlendi. Bu durum hiicrelerde oksidatif stresin
meydana geldigini gosterir. Rediikte GSH, formaldehit ve GSH’1 S-formil-GSH’a

dontistiiren formaldehit dehidrogenaz i¢in bir substrat fonksiyonu goriir (Teng vd., 2001;
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Wu vd., 2004) ayrica rediikte GSH 1n siilfidril grubu, formaldehit ile enzimatik olmayan
reaksiyon gergeklestirir (Wlodek, 1988; Teng vd., 2001). Dolayisiyla, formaldehit
maruziyeti sonrasinda hepatosit redilkte GSH diizeyindeki azalmalar, bu nedenlerden
dolay1r meydana gelmis olabilir (Huang vd., 2019). Diger taraftan GSH’1 bir kofaktor
olarak kullanan GPx’in aktivitesindeki artislar da GSH diizeyindeki azalmalarin sebebi
olabilir. Bu c¢alisma ile uyumlu olarak, formaldehite maruz birakilan ratlarin karaciger,
bobrek, akciger ve beyin GSH diizeylerinde anlamli azalmalarin oldugu belirlenmistir
(Farooqui vd., 1986; Ségiit vd., 2004; Mei vd., 2016; Huang vd., 2019). Ispir vd. (2017)
ise formaldehite banyo yontemi ile maruz biraktiklar1 gokkusag: alabaligi yavrularinin
tiim viicut homojenatlarinda, GSH diizeyinin anlamli olarak diistiigiinii ve bu diislisiin
iyilesme periyodu sonrasinda, tekrar eski seviyesine donmedigini bildirmislerdir. Yapilan
in vitro ¢alismalarda da, formaldehitin rat hepaositlerinde (Teng vd., 2001), Jurkat
hiicrelerinde (Saito vd., 2005) ve fare kardiyak ventrikiiler miyositleri (HL-1)’nde (Wu
vd., 2017) GSH seviyelerini dramatik olarak diisiirdiigii belirlenmistir.

Faz II metabolize edici enzim familyasinin bir boliimiinii olusturan GST’ler,
hiicrelerin reaktif oksijen metabolitlerine kars1 korunmasi da dahil olmak iizere, hiicresel
detoksifikasyon sisteminde anahtar fonksiyonlara sahiptirler ve zenobiyotikler ile
karsinojenlerin biyotransformasyonunda rol oynarlar. GST’nin GSH’1 elektrofilik
bilesiklere konjuge etmesi neticesinde, zararli ilaglarin ve g¢evresel kimyasallarin
detoksifikasyonu saglanir. Bu nedenle GST’ler, toksikolojik olarak énemli enzimlerdir
(Allocati vd., 2018; Dasari vd., 2018; Ghelli vd., 2021). Yapilan bir g¢alismada,
formaldehite maruz kalan ve GSTT1 ile GSTM1 polimorfizmi gosteren hastane
calisanlarinda, iirin oksidatif stres diizeylerinde ytlikselmelerin oldugu tespit edilmistir
(Ghelli vd., 2021). Calismamizda formaldehitin GST aktivitesinde anlamli azalislar
meydana getirdigi belirlendi. GST aktivitesinde gozlenen azalmalar, substrati olan GSH
miktarindaki diistislere bagli olarak meydana gelmis olabilir (Goto vd., 1992; Nair vd.,
2006). Bu calismaya benzer olarak Dey vd. (2016), formaldehit ile muamele edilen insan
rekombinant GST aktivitesinin ve insan plazmasi ile eritrositlerindeki GST aktivitesinin
anlamli azalislar gosterdigini, bildirmislerdir. Ay arastiricilar TH-1 monositler ile
yaptiklari in vitro ¢alismada da, formaldehitin GST aktivitesini GSH igerigindeki diisiis

ile birlikte azalttigin1 belirlemislerdir.
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Serbest radikaller ve ROS’larin doymamis yag asitlerinde olusturduklar
oksidasyon sonucunda, glikolipid, fosfolipid ve kolesterol gibi hedef lipid tiplerinde, bir
karbondan hidrojenin uzaklastirilmasi ve yerine oksijenin eklenmesini kapsayan, bir dizi
degisiklik meydana gelir. Olusan lipid peroksil radikalleri ve hidroperoksiller, membran
fonksiyonunda bozulmaya sebep olur ve hiicrelerin apoptoza gitmesine yol agar (Yin vd.,
2011). Lipid peroksidasyonunun major endojen son iiriinii olan MDA, oldukga
mutajeniktir ve hiicrelerde serbest radikal atagindan sonra meydana gelen lipid
peroksidasyonunun faydali bir indikatoriidiir (Ayala vd., 2014). Gerek ratlarda gerekse
baliklarda yapilan bir¢ok in vivo ¢alismada (So6giit vd., 2004; Gulec vd., 2006; Zararsiz
vd., 2007a; Bakar vd., 2014; Yonar vd., 2014; Ispir vd., 2017; Zhang vd., 2018; Huang
vd., 2019) ve farkli hiicre hatlarinin kullanildig in vitro (Teng vd., 2001; Zhang vd., 2013;
Shi vd., 2014; Chen vd., 2017b; Wu vd., 2017) ¢alismalarda formaldehitin, ROS artisina
sebep olarak, hiicre ve dokulardaki MDA seviyesini yiikselttigi, bildirilmistir. Yukarida
refere edilen calismalar ile uyumlu olarak, bu calismada da formaldehitin gokkusagi
alabaligi hepatositlerinde MDA diizeyini yiikselttigi belirlendi. Dolayisiyla,
formaldehitin bu hiicreler iizerinde olusturdugu toksik etkiyi, oksidatif stresi uyararak
meydana getirdigi sdylenilebilir.

Sonug olarak bu ¢aligmada, su tiriinleri sektoriinde ektoparazitik enfeksiyonlarin
onlenmesi ile tedavisinde bir dezenfektan olarak kullanilan formaldehitin, diinyada ve
iilkemizde kiiltiirii yaygin olarak yapilan ve 6nemli bir besin kaynagi olan gokkusagi
alabalig1 hepatositleri iizerinde, sitotoksik etkiler gosterdigi belirlendi. Formaldehitin
hepatosit antioksidan enzim aktivitelerinde baskilanma (SOD, CAT, GST) ile uyarima
(GPx) yol agtig1 ve bir antioksidan molekiil olan GSH diizeyinde azalmalara sebep oldugu
gozlendi. Dolayisiyla formaldehitin, antioksidan savunma mekanizmasinda sarsici etkiler
olusturarak ve lipid peroksidasyonunu uyararak, hiicrelerde oksidatif stres meydana
getirdigi tespit edildi. Elde edilen bulgular gz oniinde tutuldugunda, farkli cevresel
kompartmanlarda varlig tespit edilen bu kirleticinin toksik etkilerinden korunmak i¢in
oldukca bilin¢li davranilmasi ve g¢evreye bulaginin onlenmesi icin yeterli tedbirlerin

alinmasi, insan ve ¢evre sagligi acisindan, olduk¢a elzemdir.
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VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
_ FENBILIMLERI ENSTITUSU
LISANSUSTU TEZ ORIiJINALLIK RAPORU

Tarih: 26/05/2023

Tez Basligi: Formaldehit’in Gokkusag Alabahg (Oncorhyncus mykiss)’ndan
Izole Edilen Hepatositler Uzerindeki Sitotoksik Etkilerinin Arastiriimasi

Yukarida bashgi belirtilen tez calismamin, kapak sayfasi, giris, ana boliimler ve sonug
boliimlerinden olusan toplam 48 (kirksekiz) sayfalik kismina iligkin, 26/05/2023
tarthinde sahsim/tez danigmanim tarafindan Turnitin adli intihal tespit programindan
asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna goére
tezimin benzerlik oran1 %6 (yiizde alt1) dir.

Uygulanan filtreler asagida verilmistir:

- Kabul ve onay sayfasi harig,

- Tesekkiir harig,

- Icindekiler haric,

- Simge ve kisaltmalar harig,

- Gereg Ve yontemler haric,

- Kaynakea harig,

- Alintilar harig,

- Tezden ¢ikan yayinlar harig,

- 7 kelimeden daha az 6rtiisme i¢eren metin kisimlar hari¢ (Limit match size to 7 words)

Van Yiiziincii Y1l Universitesi Lisansiistii Tez Orijinallik Raporu Alinmasi ve
Kullanilmasina Iliskin Yénergeyi inceledim ve bu yonergede belirtilen azami benzerlik
oranlarma gore tez calismamin herhangi bir intihal i¢ermedigini; aksinin tespit
edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul ettigimi
ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini bilgilerinize arz ederim.

26/05/2023

Ad1 Soyadi: Fatos YILDIZ Fatos YILDIZ
Ogrenci No: 20910001168
Anabilim Dal1: Biyoloji
Programi: Tezli Yiiksek Lisans
Statiisii: (%) Yiiksek lisans ( ) Doktora
DANISMAN ONAYI ENSTITU ONAYI
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Prof. Dr. Burak KAPTANER




