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Formaldehyde-Induced Oxidative Damage in Prefrontal Cortex of Rats
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Ozet : Bu c¢alismada, formaldehitin  prefrontal
korteks iizerine olan norotoksik etkileri ve bu toksik
etkilere karsi melatonin hormonunun koruyucu etkisi
biyokimyasal diizeyde aragtirildi. Bu amagla, 21 adet
Wistar-Albino cinsi erkek sican ti¢ gruba ayrildi.
Grup I'deki si¢anlar kontrol olarak kullanmildi. Grup
Il'deki sicanlara giin asirt % 10°luk formaldehit
intraperitoneal olarak enjekte edildi. Grup III'deki
siganlara ise, formaldehit enjeksiyonu ile birlikte
glinliik  olarak 25 mg/kg dozunda melatonin
uygulandr. Ondort giinliik deney siiresi sonunda
biitiin si¢anlar dekapitasyon yéntemi ile oldiiriildii.
Daha sonra si¢anlarin  beyinleri ¢ikartilarak,
prefrontal korteks érneklerinde siiperoksit dismutaz
(SOD),  glutatyon  peroksidaz  (GSH-Px) ve
malondialdehit (MDA) enzim aktiviteleri
spektrofotometrik olarak belirlendi. Formaldehit
uygulanan sicanlarda SOD ve GSH-Px degerlerinin
kontrol grubuna gore anlaml bir sekilde azaldig,
MDA diizeylerinin ise yine istatistiksel olarak anlaml
bir sekilde arttigi tespit edildi. Formaldehit
maruziyeti ile birlikte melatonin enjekte edilen
sicanlarda, SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerinde bir
artig olurken, MDA degerlerinde istatistiksel olarak
anlamly  bir diisiis oldugu goriildii.  Siganlarda,
formaldehit maruziyeti sonucu prefrontal kortekste
oksidatif hasarin olustugu ve bu hasarin melatonin
uygulamas ile énlendigi tespit edildi.

Anahtar  kelimeler:  Formaldehit,  melatonin,
stiperoksit  dismutaz, glutatyon  peroksidaz,
malondialdehit.

Summary : In this study, neurotoxic effects of
formaldehyde on prefrontal cortex and protective
effects of melatonin hormone against these toxic
effects were investigated at biochemical level. For
this purpose, 21 adult male Wistar rats were
divided into three groups. Rats in group I were
used as control. Rats in group Il were injected
every other day with 10 % formaldehyde. Rats in
group Il were daily administered melatonin with
(25 mg/kg) injection of formaldehyde. At the end
of fourteen-days experimental period, all rats were
killed by decapitation. Then the brains of rats
were removed. The activites of superoxide
dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GSH-
Px) and malondialdehyde (MDA) were determined
in the prefrontal cortex specimens by using
spectrophotometric methods. The levels of SOD
and GSH-Px were significantly decreased, and
MDA levels were significantly increased in rats
treated with formaldehyde compared to control. It
was seen that increase of SOD and GSH-Px
enzyme activities, and decrease of MDA levels in
rats administered melatonin with exposure of
formaldehyde. It was determined that exposure of
formaldehyde caused oxidative damage in
prefrontal cortex of rats and this damage was
prevented by administration of melatonin.

Key words: Formaldehyde, melatonin, superoxide
dismutase, glutathione peroxidase,
malondialdehyde
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Prefrontal korteks, gyrus frontalis superior, gyrus
frontalis medius ve gyrus frontalis inferior’un
bliyik bir kismi ile gyri orbitales ve gyrus
cinguli’nin 6n yarisin1 kapsar. Brodmann’m 9. 10.
11. ve 12. alanlarini igine alacak sekilde premotor
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alanin oniinde bulunur (1, 2). Prefrontal korteks,
6grenme, hafiza, dikkatin siirdiiriilmesi, bilgilerin
analizi ve dislincelerin olgunlastirilmast gibi
kognitif fonksiyonlardan sorumludur. Ayrica
gelecegi  tahmin etme, motor hareketlerin
uygulanmadan sonucunun kestirilmesi, karmasgik
soyut problemlerin ¢oziilmesi ve davranislarin
toplumsal kurallara gore denetlenmesi gibi
islevlerde de gorev alir. Bu nedenle prefrontal
korteks’te meydana gelebilecek bir hasar, belirtilen
fonksiyonlarda bozukluklarin olugmasina yol
acacaktir (3-5).

Formaldehit (FA) kimyasal ozellikleri nedeniyle
cok yaygin olarak kullanilan, organizmanin dogal
yapisinda da yer alan kimyasal bir maddedir.
Kimyasal formiili CH,O olup, renksiz, keskin
kokulu ve suda ¢ok iyi ¢oziinen bir aldehidtir.
Kuvvetli elektrofilik 6zelligi nedeniyle oldukca
reaktif bir maddedir ve bulundugu her ortamdan
oda sicakliginda gaz haline gecebilir (6). FA
viicuda  alindiktan  sonra  karacigerde  ve
eritrositlerde formaldehit dehidrogenaz enzimi
(FDH) katalizorligiinde formik asite metabolize
olur. FDH enzimi bu reaksiyonu gergeklestirirken
kofaktor olarak glutatyona ihtiyag duyar. Viicutta
depo edilmeyen FA, ya formik asite doniiserek
idrar ve feges yoluyla ya da karbondioksite okside
olarak solunum yoluyla atilir (7).

Diisiik dozlarda duyusal irritasyona neden olan
formaldehit, yiiksek konsantrasyonlarda
salivasyon, dispne, konviilsiyon ve &liime neden
olmaktadir. Akut etkilenmelerde bag agrisi, bas
donmesi, keyifsizlik, uykusuzluk ve istahsizlik
goriiliirken, uzun siireli maruziyette ise, davranis
bozukluklari, epilepsi gibi kalici norotoksisite
belirtileri ortaya g¢ikar (8-10). FA’nin norotoksik
etkileri daha 6nce yapilan deneysel ¢aligsmalarda da
ortaya konmustur. Sistemik olarak FA uygulanan
siganlarda davranis bozukluklari, ruhsal
dengesizlik ve Ogrenme ile ilgili testlerde
bozukluklar goriilmistiir (11).

Melatonin pineal bez tarafindan sirkadiyan ritimde
ve karanlikta salgilanan bir hormondur. Viicutta
endokrin sistemin diizenlenmesi, immun
fonksiyonun arttirilmasi, diiz kas tonusunun

ayarlanmasi ve gonadal fonksiyonlarin baskilanmasi
gibi bir ¢ok fizyolojik islevlerde gorev alir (12-17).
Ayrica son yillarda yapilan calismalarda, melatonin
hormonunun gii¢lii bir antioksidan oldugu (18-21) ve
dokularda lipid peroksidasyon sonucu olusan oksidatif
hasar1 onledigi bildirilmistir (22-24). Melatonin hem
yagda hem de suda ¢oziinebilir 6zellige sahip oldugu
icin, niikkleus dahil hiicrenin her organeline ulagabilir.
Bu ozellik, DNA’nin oksidatif hasara karsi
korunmasinda, melatonine bir {istiinlilk saglamaktadir
(12, 13). Bunun yani swra, kan-beyin bariyerini
kolaylikla gegebilen, dolayisiyla beyin dokularinda da
antioksidan 6zelligi gosteren bir hormondur (25, 26).

Bu  ¢alismada, sistemik ~ olarak  uygulanan
formaldehitin kognitif fonksiyonlardan sorumlu olan
prefrontal korteks iizerindeki norotoksik etkileri ve bu
toksik etkilere karsi melatonin hormonunun koruyucu
etkisi biyokimyasal diizeyde arastirilmistir.

GEREC VE YONTEM

Caligmamizda 310-320 gr agirliginda toplam 21 adet
Wistar-Albino cinsi erkek sigan kullanildi. Hayvanlar
ic gruba ayrildi. Grup I (n=7)’deki kontrol siganlara
giin asir1 olarak ve intraperitoneal (i.p) yolla sadece
serum fizyolojik enjekte edildi. Grup II (n=7)’deki
sicanlara ise, yine giin asir1 olarak ve serum fizyolojik
ile 1/10 oraninda sulandirilmis 10 mg/kg dozundaki
formaldehit i.p olarak uygulandi. Grup III (n=7)’deki
sicanlara da giin asir1 olarak uygulanan FA’nin yan
sira, serum fizyolojik ile 1/10 oraninda sulandirilmig
25 mg/kg dozundaki melatonin (Sigma Chemical Co.)
yine intraperitoneal yolla giinlik olarak enjekte
edildi. Ayrica biitiin siganlar endojen melatonin
sekresyonunun diizenli olmasi igin uygulamalar
boyunca 12 saat 151k — 12 saat karanlik periyodunda
tutuldu. Ondort gilinlik deney siiresi sonunda
dekapitasyon  yontemiyle  Oldiiriilen  si¢anlarin
beyinleri hizla ¢ikartilarak prefrontal korteks doku
ornekleri soguk (+4 °C) 0.15 M’lik potasyum kloriir
(KCI) ile yikandi ve kurutma kagidi ile kurutuldu.
Daha sonra dokular homojenizatér ile (Ultra Turrax
Type T25-B, IKA Labortechnic, Germany) 0.15
M’lik KCI ¢ozeltisi iginde 16000 rpm’de 3 dakika
homojenize edildi. Homojenizasyon bir buz kabmin
icerisinde gerceklestirildi. Homojenat 5000xg’de 1
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saat (+4°C’de) santrifiijlenerek siipernatan elde
edildi ve analiz zamanma kadar (1 hafta) —40°C’de
bekletildi. Siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ve malondialdehit (MDA)
aktiviteleri siipernatanda spektrofotometrik olarak
tayin edildi.

SOD tayini: Siiperoksit dismutaz enzim degerleri
Sun ve ark. (27)’'nin modifiye ettigi metotla
belirlendi. Bu metodun prensibi  nitroblue
tetrazolium’un (NBT) siiperoksit {ireticisi olan
ksantin-ksantinoksidaz sistemi tarafindan
indirgenmesi esasina dayanmaktadir.
Calisgmamizda SOD aktivitesi {inite/miligram
(U/mg) doku proteini olarak ifade edildi.

GSH-Px tayini: Glutatyon peroksidaz aktivitesi
Paglia ve ark. (28)’'nin metoduna gore c¢aligildi.
GSH-Px hidrojen peroksit varliginda rediikte
glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG)
yiikseltgenmesini  katalize  eder.  Hidrojen
peroksidin  bulundugu ortamda  GSH-Px’in
olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz ve NADPH
yardimi ile GSH’a indirgenir. GSH-Px aktivitesi,
NADPH’in NADP+’ya yiikseltgenmesi sirasindaki
absorbans azalmasmin 340 nm’de okunmasiyla
hesaplandi ve {inite/gram (U/g) doku proteini
seklinde belirtildi.

MDA tayini: Lipid peroksidasyon dl¢iim metodu
olan Esterbauer metodu uygulanarak yapildi (29).
Tiyobarbutirik asit ile 90-95 °C’de reaksiyona

giren malondialdehit, pembe renkli kromojen
olusturmaktadir. On bes dakika sonra hizla
sogutulan numunelerin absorbanslart 532 nm’de
spektrofotometrik olarak okundu. Sonuglar nmol/g
doku proteini olarak ifade edildi.

Istatistiksel analiz: Biyokimyasal parametre
sonuglarinin (SOD, GSH-Px, MDA) analizi i¢in
“SPSS 9.05 for windows” istatistik programi
kullanildi. Gruplar normal dagilim gosterdiginden
degerlerin kargilastirilmasinda parametrik testlerden
one-way ANOVA ve Post Hoc testlerden LSD
kullamild. Istatistiksel anlamlilik igin p<0.05 olan
degerler anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Oksidatif antioksidan enzimler olan siiperoksit
dismutaz ve glutatyon peroksidaz degerlerinin
formaldehit uygulanan siganlarda kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldig
gorilldi  (p<0.05). Ayrica oksidatif hasarn
belirlemede 6nemli bir parametre olarak alman ve
dokuda lipid peroksidasyonun bir gdstergesi olan
malondialdehit diizeylerinin de, FA uygulanan
grupta yine istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
arttign  tespit  edildi  (p<0.05). Formaldehit
maruziyeti ile birlikte melatonin uygulanan
sicanlarda ise, siiperoksit dismutaz ve glutatyon
peroksidaz enzim diizeylerinin arttigi,
malondialdehit seviyelerinin de azaldigi goriildii
(Tablo I).

Tablo 1. Calisma gruplarma ait SOD, GSH-Px ve MDA degerleri

Gruplar n SOD (U/mg protein) GSH-Px (U/g protein) MDA (nmol/g protein)
Kontrol 7 0.249 + 0.03 239+ 19 11.2 +0.8

FA 7 0.138+ 0.03* 53+ 2% 17.9 £0.9*
FA+Melatonin 7 0.253 £ 0.02%* 168 + 11** 11.6 £0.5%*

* : p<0.05 (Kontrol grubu ile karsilastirildiginda)
*% : p<0.05 (FA grubu ile karsidastirildiginda)
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TARTISMA

Miikéz membranlarda irritasyona yol agan
formaldehitin solunum yollar1 (akciger, burun),
gastrointestinal sistem, goz, deri, testis ve
menstriiel fonksiyonlar iizerinde toksik etkilere
sahip oldugu bildirilmistir (30-33). FA
nonenzimatik yolla protein, DNA, RNA ve
doymamis yag asitleri ile giiclii bir sekilde birlesme
egilimindedir. Bu birlesme, allerjik reaksiyon,
sitotoksisite, genotoksisite, mutajenik ve
kanserojenik etkilerin  gdriilmesine neden
olmaktadir (6, 7).

Merkezi sinir sistemi formaldehitten etkilenen en
6nemli sistemlerden biridir. Histoloji, patoloji ve
kadavra tahniti teknisyenleri, diseksiyon yapan
Ogrenciler ve  diyaliz  initesinde c¢alisan
hemgirelerde mesleki olarak FA’dan
etkilenmektedirler. Bu etkilenme sonucu halsizlik,
bas agrisi, hazimsizlik, denge ve uyku bozuklugu
ile ruhsal durum ve hafiza bozukluklarinin
goriildiigii ifade edilmistir (8, 30, 34). Ayrica
FA’nin kullanildg1 endiistriyel alanda c¢alisan
kisilerde, asir1 yorgunluk ve susuzluk hissi,
irritabilite, letarji, davramig ve duygu-durum
bozuklugu gibi semptomlarin olmasi
norotoksisiteyi diisiindiirmektedir (8, 9).

Organizmada normal fizyolojik sartlarda veya
herhangi bir patolojik olay sonucunda olusan
serbest radikaller ile bunlarin koruyucusu olan
antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin
serbest radikaller lehine kaymasi oksidatif stresi
gosterir. Canlilar oksidatif hasara karsi enzimatik
ve nonenzimatik  antioksidan  sistem  ve
molekiillerle korunur. Hiicre seviyesinde etkili olan
enzimatik  antioksidan  sistemler  igerisinde
stiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz yer
alir (35).

Teng ve ark. (36) izole sigan hepatositlerinde
yaptiklart deneysel c¢alismada, FA’nin diisik
konsantrasyonlarinin bile oksidatif hasara yol
actigimi bildirmislerdir. Biz de yapmis oldugumuz
bu c¢aligmada, FA’ya maruz kalmig prefrontal
korteks doku orneklerinde SOD ve GSH-Px
aktivitelerinin istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azaldigini tespit ettik. SOD ve GSH-Px

enzimlerindeki bu azalma, FA’nin prefrontal
korteksteki antioksidan defans mekanizmasin
bozarak oksidatif hasara neden oldugunu
gostermektedir.

MDA lipid peroksidasyonu sonucu olusan
iiriinlerden biridir ve oksidatif hasar1 gostermede
yaygin olarak kullanilan bir parametredir (37).
Calismamizda da, formaldehit uygulanan grupta
MDA diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamh
bir sekilde arttig1r goriilmiistir. MDA diizeyindeki
bu artis, FA’nin prefrontal kortekste lipid
peroksidasyonuna ve dogal olarak oksidatif hasara
yol actigimi ortaya koymustur. Benzer sekilde,
Teng ve arkadaglar1 da siganlar iizerinde yaptiklar
calismalarinda FA uygulamasinin lipid
peroksidasyona neden oldugunu bildirmislerdir
(36).

Pineal bez tarafindan salgilanan melatonin viicutta
bir ¢ok fizyolojik fonksiyonlarin diizenlenmesinde
gorev alir. Ayrica giiglii bir antioksidan oldugu
(18-21) ve dokularda lipid peroksidasyon sonucu
olusan oksidastif hasar1 dnledigi bildirilmistir (22-
24). Melatonin gii¢lii antioksidan etkisinin yani
sira, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve
glutatyon rediiktaz gibi antioksidan enzimlerin
aktivitesini de stimiile eder (25).

Sinir sistemine ait dokular iizerinde yapilan
aragtirmalarda da melatoninin antioksidan 6zelligi
vurgulanmig ve melatonin hormonunun oksidatif
strese bagli olarak olusan ndronal hasara karsi
koruyucu etkisinin oldugu bildirilmistir (25, 26,
38-42). Kabuto ve ark. (38) sig¢anlar iizerinde
yapmis olduklart in vitro caligmalarinda, beyin
korteksinde demirle indiiklenmis oksidatif hasarin
melatonin uygulamasi ile engellendigini tespit
etmislerdir. Benzer sekilde Tan ve ark. (39), sican
hipokampiisiinde siyanik asitle olusturulmus
noronal hasara karsi melatoninin koruyucu etki
gosterdigini bildirmislerdir. Mason ve ark. (40) ise,
sicanlarda yaptiklart ¢alismalarinda, cerebellum
granulosa hiicrelerinde oksidatif strese bagli olarak
olusan apoptozisin melatonin uygulamasi ile inhibe
oldugunu ifade etmislerdir. Skaper ve ark. (26) da,
yaglanmaya bagli olarak meydana gelen ndronal
hasarin melatonin ile engellendigini
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gostermislerdir. Yine sicanlar iizerinde deneysel
olarak yapilan bagka bir arastirmada, beyin
korteksinde gama-radyasyona bagli olarak gelisen
MDA diizeylerindeki artigin, melatonin uygulamasi
ile azaldigin1 ve lipid peroksidasyonun engellendigi
gosterilmistir (42).

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada da, FA maruziyeti
ile birlikte melatonin uygulanan siganlarda SOD ve
GSH-Px enzim diizeylerinin arttigi, MDA
seviyelerinin ise azaldigi gorildii. Bu baglamda
prefrontal kortekste formaldehit maruziyetine bagh
olarak olusan oksidatif hasarin melatonin tarafindan
Onlendigi sonucuna varildi.
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