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OZET

Giris: Bu ¢alisma, formaldehitin hipokampus tizerindeki nérotoksisitesinin ve bu toksisiteye karsi melatonin hormonunun koruyucu etkilerinin
arastirilmas1 amaciyla yapildi.

Gere¢ ve Yontem: 21 adet Wistar-Albino cinsi erkek sigan {i¢ esit gruba ayrildi. Grup I’deki siganlar kontrol olarak kullanildi. Grup II’deki
hayvanlara giin asir1 olarak formaldehit enjeksiyonu yapildi. Grup III’deki sicanlara ise, formaldehit uygulamast ile birlikte giinliik olarak melatonin
enjekte edildi. Iki haftalik deney siiresi sonunda biitiin siganlar dekapitasyon yontemi ile 6ldiiriildii. Daha sonra sicanlarin beyin dokular1 gikartilarak,
hipokampus doku drneklerinde siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim aktiviteleri ve malondialdehit (MDA) seviyeleri
spektrofotometrik olarak belirlendi.

Bulgular: Formaldehit enjeksiyonu yapilan siganlara ait hipokampus doku &rneklerindeki SOD ve GSH-Px aktivitelerinin kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlaml bir sekilde azaldigi, MDA diizeylerinin ise arttig1 tespit edildi. Formaldehit enjeksiyonu ile birlikte melatonin uygulanan
hayvanlarda, SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerinde bir artisin meydana geldigi, MDA degerlerinde ise anlaml1 bir diisiisiin oldugu gozlendi.

Sonug: Deneysel olarak yapilan bu ¢aliymada, formaldehitin hipokampus dokusunda oksidatif hasara neden oldugu ve bu hasarin melatonin
uygulamas ile baskilandig tespit edildi. ©2007, Firat Universitesi, Tip Fakiiltesi
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ABSTRACT

Hippocampal Oxidative Damage Due To Formaldehyde Neurotoxicity and Protective Effect of Melatonin Hormone: An
Experimental Study

Objectives: In this study, neurotoxicity of formaldehyde on hippocampus and protective effects of melatonin hormone against these toxic effects
were investigated.

Materials and Methods: Twenty one adult male Wistar-Albino rats were divided into three equal groups. Rats in group I were used as control. Rats
in group II were injected with formaldehyde every other day. Rats in group III were received melatonin daily with administration of formaldehyde. At
the end of two-week experimental period, all rats were killed by decapitation. Then the brain tissues of rats were removed. Superoxide dismutase
(SOD), glutathione peroxidase (GSH-Px) enzyme activities and malondialdehyde (MDA) levels were determined in the hippocampus specimens by
using spectrophotometric methods.

Results: The hippocampal tissue activities of SOD and GSH-Px were significantly decreased in formaldehyde-exposed rats compared to controls,
while MDA contents were significantly increased. It was observed an increase in activities of SOD and GSH-Px enzymes and a decrease of MDA
levels in animals treated with formaldehyde plus melatonin.

Conclusion: In this experimental study, it was determined that exposure of formaldehyde caused oxidative damage in hippocampus and this damage
was suppressed by administration of melatonin. ©2007, Firat University, Medical Faculty
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Filogenetik olarak en eski beyin kisimlarindan birisi olan role sahip olan hipokampus, yeni elde edilen bilgilerin

hipokampus, insanda lateral ventrikiil alt boynuzunun depolanmas1 ve anilarin kisa siireli hafizadan uzun siireli
tabaninda bulunur. Kesitlerde C harfi geklinde olan bu yap1 hafizaya gegcirilmesinde gorev alir. Bu nedenle hipokampusta
ortalama 5 cm uzunlugundadir. Goriiniimii itibariyle denizatina meydana gelebilecek bir hasar, belirtilen fonksiyonlarda
benzetildiginden hipokampus adi verilmistir (1,2). Algt ve bozukluklara  neden  olabilir. ~ Nitekim  hipokampus
bellek sistemleri arasinda baglanti kuran hipokampus, beynin lezyonlarinda, anilarin kisa siireli bellekten uzun siireli bellege
birgok bdlgesinden duyu lifleri almaktadir. Aldig1 bu duyulari, alinmasinda sorun oldugu gozlenmistir. Bunun yani sira, verbal
forniks aracilifiyla hipotalamus, talamus ve septal sahaya veya sembolik anilarin hafizada tutulmasimnin da miimkiin
iletmektedir. Bunun yani sira, hipokampus subkortikal alanlarla olamayacag ifade edilmistir (2, 3).

olan baglantis1 sayesinde, beynin bircok bélgesi ile iletisim
halindedir. Ogrenme ve hafiza fonksiyonlar {izerinde énemli
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Formaldehit, bircok endiistriyel alanlarda kullanilan
kimyasal bir maddedir. Bunun yani sira, tip alaninda da yaygin
olarak kullanildigr igin siklikla karsimiza cikmaktadir.
Uretildigi ve kullanildig1 endiistriyel alanlardaki meslek
gruplar1 ile ozellikle tip laboratuarlarinda calisan kisiler
formaldehite maruz kalmaktadir. Kimyasal formiilii CH,O olan
formaldehit; renksiz, keskin kokulu ve suda ¢ok iyi ¢oziinen
bir aldehittir. Kuvvetli bir elektrofilik 6zellige sahip olan bu
madde oda sicakliginda rahatlikla gaz haline gegebilir (4).
Formaldehit organizmaya disaridan alindigi  zaman,
formaldehit dehidrogenaz enzimi (FDH) katalizorligiinde
karacigerde ve eritrositlerde formik asite metabolize olur. FDH
enzimi bu reaksiyonu gergeklestirirken kofaktdr olarak
glutatyona ihtiya¢ duyar. Formaldehit viicut igerisinde depo
edilmez. Formik asite doniiserek idrar ve gaita yoluyla ya da
karbondioksite okside olarak solunum yoluyla atilir (5).

Akut olarak meydana gelen formaldehit maruziyetinde;
bas agrisi, bag donmesi, keyifsizlik, uykusuzluk ve istahsizlik
gibi semptomlar ortaya c¢ikarken, wuzun siireli maruz
kalmalarda; davranis bozukluklari ve epilepsi gibi kalict
norotoksisite  belirtileri ~ ortaya  ¢ikmaktadir.  Yiiksek
konsantrasyonlardaki formaldehit maruziyeti ise salivasyon,
dispne, konviilsiyon ve hatta 6lime neden olmaktadir (6-8).
Daha once, deneysel olarak gergeklestirilmis galismalarda da,
formaldehitin  norotoksik  etkileri ortaya konmusgtur.
Formaldehite maruz kalan siganlarda davranis bozukluklari,
ruhsal dengesizlik ve 6grenme ile ilgili testlerde bozukluklarin
oldugu tespit edilmistir (9).

Pineal bez tarafindan salgilanan melatonin (N-asetil-5-
metoksitriptamin) 232 molekiil agirliginda bir hormon olup,
endokrin  sistemin  diizenlenmesi, immun fonksiyonun
arttirtlmasi, diiz kas tonusunun ayarlanmasi ve gonadal
fonksiyonlarn baskilanmasi gibi bir ¢ok fizyolojik islevlierde
gorev alir (10-13). Aym1 zamanda melatoninin gii¢lii bir
antioksidan karakterde oldugu (14,15) ve dokularda lipid
peroksidasyon sonucu olusan oksidatif hasar1 Onledigi
bildirilmistir (16,17). Bu hormon hem yagda hem de suda
¢Oziinebilir ozellige sahiptir ve bu yilizden ¢ekirdek dahil
hiicrenin her organeline rahatlikla ulagabilir. Bu 6zellik,
DNA’nin oksidatif hasara karsi korunmasinda, melatonine bir
ustiinlik saglamaktadir (10). Bunun yani sira, kan-beyin
bariyerini kolaylikla gegebilen, dolayisiyla beyin dokularinda
da antioksidan 6zelligini gésteren bir hormondur (18,19).

Biyokimyasal diizeyde yapmis oldugumuz bu ¢alismada,
formaldehit maruziyetinin hipokampus tizerindeki nérotoksik
etkileri ve ayn1 zamanda bu toksik etkilere karst melatonin
hormonunun koruyucu rolii arastirilmistir.

GEREC VE YONTEM

Bu calismada, 21 adet Wistar-Albino cinsi erkek sigcan ii¢
gruba ayrildi. Grup I (n=7)’deki kontrol si¢anlara giin asir
olarak ve intraperitoneal (i.p) yolla sadece serum fizyolojik
enjekte edildi. Grup II (n=7)’deki si¢anlara ise, yine giin asir
olarak ve serum fizyolojik ile 1/10 oraninda sulandirilmis 10
mg/kg dozundaki formaldehit i.p olarak uygulandi. Grup III
(n=7)’deki siganlara da giin asi1 olarak uygulanan
formaldehitin yani sira, serum fizyolojik ile 1/10 oraninda
sulandirilmis 25 mg/kg dozundaki melatonin (Sigma Chemical
Co.) yine intraperitoneal yolla giinliik olarak enjekte edildi. Tki
haftalik deney siiresi sonunda tiim sicanlar dekapitasyon
yontemiyle Oldiiriildii. Siganlarin  beyin dokular1 hizla
¢ikartilarak hipokampus doku 6rnekleri soguk (+4 °C) 0.15
M’lik potasyum kloriir (KCI) ile yikand1 ve kurutma kagidi ile
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kurutuldu. Daha sonra dokular homojenizatér ile (Ultra Turrax
Type T25-B, IKA Labortechnic, Germany) 0.15 M’lik KCI
cozeltisi i¢inde 16000 rpm’de 3 dakika homojenize edildi.
Homojenizasyon bir buz kabmin igerisinde gerceklestirildi.
Homojenat 5000 g’de 1 saat (+4°C’de) santrifiijlenerek
stipernatant elde edildi ve analiz zamanina kadar (1 hafta) 40
°C’de bekletildi. Siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) enzim aktiviteleri siipernatanda, malon-
dialdehit (MDA) aktiviteleri ise homojenatta spektrofotometrik
olarak tayin edildi.

SOD tayini: Siiperoksit dismutaz enzim degerleri Sun ve
ark. (20)’nin modifiye ettigi metotla belirlendi. Bu metodun
prensibi nitroblue tetrazolium’un (NBT) siiperoksit iireticisi
olan ksantin-ksantinoksidaz sistemi tarafindan indirgenmesi
esasina dayanmaktadir. Calismamizda SOD  aktivitesi
iinite/gram (U/g) doku proteini olarak ifade edildi.

GSH-Px tayini: Glutatyon peroksidaz aktivitesi Paglia ve
ark. (21)’nin metoduna gore calisildi. 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
hesapland1 ve tinite/gram (U/g) doku proteini seklinde belir-
tildi.

MDA tayini: Lipid peroksidasyon 6l¢iim metodu olan
Esterbauer metodu uygulanarak yapildi (22). Tiyobarbutirik
asit ile 90-95°C’de reaksiyona giren malondialdehit, pembe
renkli kromojen olusturmaktadir. On bes dakika sonra hizla
sogutulan  numunelerin  absorbanslar1 532 nm’de
spektrofotometrik olarak okundu. Sonuglar nmol/g doku
proteini olarak ifade edildi. Doku protein tayini: Doku
orneklerine ait homojenatlardaki protein diizeyi Lowry ve ark.
(23)’nin belirlemis oldugu yontemle gerceklestirildi.

Istatistiksel analiz: Biyokimyasal parametre sonuglarmin
analizi ig¢in “SPSS 11.0 for Windows” istatistik programi
kullanildi. Gruplarin dagilimlari, non-parametrik testlerden
one-sample Kolmogorov-Smirnov Test ile degerlendirildi.
Gruplar normal  dagilim  gosterdiginden  degerlerin
karsilastirilmasinda parametrik testlerden one-way ANOVA ve
Post Hoc testlerden LSD kullanildi. Istatistiksel anlamlilik igin
p<0.05 olan degerler anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Caligmamizda, antioksidan enzimlerden olan siiperoksit
dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri
ile oksidatif hasarin ortaya konmasinda dnemli bir parametre
olarak kullamilan ve aym zamanda dokudaki lipid
peroksidasyonun bir gostergesi olan malondialdehit (MDA)
diizeyleri spektrofotometrik olarak belirlendi.

Formaldehit  enjeksiyonu  yapilan sicanlara  ait
hipokampus doku Orneklerindeki SOD ve GSH-Px
degerlerinin kontrol grubuna goére istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde azalmis oldugu gorildii (p<0.05). Bu gruba ait
MDA diizeylerinin ise yine kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlaml bir sekilde arttig1 tespit edildi (p<0.05). Diger
taraftan, formaldehit enjeksiyonu ile birlikte melatonin verilen
siganlarda, SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerinin arttigs,
MDA seviyelerinin de azaldig1 goriildii (p<0.05) (Sekil 1, 2,
3).
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Sekil 1. Kontrol, formaldehit (FA) ve formaldehit + melatonin (FA
+MEL) uygulanan gruplara ait siperoksit dismutaz enzim
aktivasyon degerleri. *:  p<0.001 (Kontrol grubu ile
kargilastiriidiginda); **: p<0.01 (kontrol ve FA gruplarn ile
kargilastiriidiginda).
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Sekil 2. Kontrol ve deney gruplarina ait hipokampus doku
orneklerindeki glutatyon peroksidaz enzim seviyeleri. FA:
formaldehit, MEL: melatonin. *: p<0.001 (Kontrol grubu ile
kargilastiriidiginda); **: p<0.01 (kontrol ve FA gruplar ile
karsilastiriidiginda).
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Sekil 3. Formaldehit (FA) hipokampustaki malondialdehit
seviyesini anlamli sekilde yUkseltirken, melatonin (MEL) bu
degeri kontrol seviyesine disurdl. *: p<0.001 (Diger gruplar ile
kargilastiriidiginda).
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TARTISMA

Deneysel olarak mutajenik ve kanserojenik oldugu belirlenen
formaldehit, solunum sistemi, gastrointestinal sistem, goz, deri,
testis ve menstriiel fonksiyonlar gibi birgok sistem {izerinde
olumsuz etkilere sahiptir (24-27). Formaldehit nonenzimatik
yolla protein, DNA, RNA ve doymanus yag asitleri ile giicli
bir sekilde birlesme egilimindedir. Bu birlesme sonucunda ise
formaldehitin toksik etkileri ortaya ¢cikmaktadir (4,5).

Formaldehit toksisitesinden etkilenen sistemlerden birisi
de merkezi sinir sistemi boliimleridir. Mesleki olarak
formaldehite maruz kalanlarda; Thalsizlik, bas agrisi,
hazimsizlik, denge ve uyku bozuklugu ile ruhsal durum ve
hafiza bozukluklarinin goriildiigii ifade edilmistir (6,24,28).
Ayrica formaldehitin kullanildig1 endiistriyel alanlarda galisan
kisilerde, asir1 yorgunluk ve susuzluk hissi, irritabilite, letarji,
davranig ve duygu-durum bozuklugu gibi belirtilerin olmast
norotoksisiteyi diisiindiirmektedir (6,7).

Formaldehitin ndrotoksik etkileri yapilan deneysel
calismalarla da ortaya konmustur. Formaldehit uygulanan
sicanlarda davranig bozukluklari, ruhsal dengesizlik ve
ogrenme ile ilgili testlerde bozukluklarin olustugu goriilmiis ve
formaldehitin beyin kanseri (astrositoma -glioblastoma
multiforme) olusturma potansiyelinin de mevcut oldugu
bildirilmistir (8). Yine siganlarda formaldehit maruziyeti
sonucu motor aktivitede yavaslamanin oldugu ifade edilmistir.
Ayrica, formaldehitin 2.6-4.6 ppm dozlarinin siganlarda
O0grenmeyi inhibe ettigi ve norotoksisite olusturdugu ortaya
konmustur (5,9,29-31).

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 siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz yer alir
(32).

Daha o6nce yapmis oldugumuz deneysel caligmalarda,
formaldehite maruz kalmis siganlara ait prefrontal korteks
doku 6rneklerinde oksidatif hasarin meydana geldigini ve doku
antioksidan enzim seviyelerinin diistiiglinii tespit ettik (33,34).
Benzer sekilde, Teng ve ark. (35) da izole sigan
hepatositlerinde yaptiklar1 deneysel c¢alismada, formaldehit
maruziyetinin oksidatif hasara yol agtigini bildirmislerdir.
Yapmis oldugumuz bu ¢aligmada da, formaldehit enjeksiyonu
yapilan siganlarda hipokampus doku orneklerindeki SOD ve
GSH-Px aktivitelerinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azaldigin1 ortaya koyduk. SOD ve GSH-Px enzimlerindeki bu
azalma, formaldehitin hipokampus dokusundaki antioksidan
defans mekanizmasini bozarak oksidatif hasara neden
oldugunu gostermektedir.

MDA, lipid peroksidasyonu sonucu olusan {iriinlerden
biridir ve oksidatif hasar1 gdstermede yaygin olarak kullanilan
bir parametredir (36). Calismamizda da, formaldehit uygulanan
grupta MDA diizeylerinin kontrol grubuna goére anlamli bir
sekilde arttigi goriilmiistir. MDA diizeyindeki bu artis,
formaldehitin hipokampusta lipid peroksidasyonuna ve dogal
olarak oksidatif hasara yol agtigini ortaya koymustur. Benzer
sekilde, Teng ve arkadaglar1 da sicanlar iizerinde yaptiklar
caligmalarinda formaldehit uygulamasinin lipid
peroksidasyona neden oldugunu bildirmislerdir (35).
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Viicutta birgok fizyolojik fonksiyonlarin
diizenlenmesinde gorev alan melatonin hormonunun gii¢lii bir
antioksidan oldugu (14, 15) ve dokularda lipid peroksidasyon
sonucu olusan oksidastif hasart 6nledigi ifade edilmistir (16,
17). Bu hormonun giiglii antioksidan etkisinin yani sira,
stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon
rediiktaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini de stimiile
ettigi bildirilmistir (18).

Melatonin  hormonunun antioksidan 6zelligi  sinir
sistemine ait dokular iizerinde yapilan arastirmalarda da
belirtilmis ve melatoninin oksidatif strese bagl olarak gelisen
ndronal hasara kargi koruyucu etkisinin oldugu gosterilmistir
(18,19,37-41). Kabuto ve ark. (37) deneysel olarak yapmuis
olduklart  ¢alismalarinda, beyin korteksinde  demirle
indiiklenmis oksidatif hasarin melatonin uygulamasi ile
engellendigini ifade etmiglerdir. Benzer sekilde Tan ve ark.
(38), sican hipokampiisiinde siyanik asitle olusturulmus
ndronal hasara kars1 melatoninin koruyucu etki gosterdigini
bildirmislerdir. Mason ve ark. (39) ise, si¢anlar {izerinde
gergeklestirmis olduklari ¢alismalarinda, cerebellum granulosa
hiicrelerinde oksidatif strese bagli olarak olusan apoptozisin
melatonin uygulamasi ile inhibe oldugunu ifade etmislerdir.
Skaper ve ark. (19) da, yaslanmaya bagli olarak meydana gelen
ndronal hasarin melatonin ile engellendigini gostermislerdir.
Yine siganlar iizerinde deneysel olarak yapilan bagka bir
aragtirmada, beyin korteksinde gama-radyasyona bagli olarak

KAYNAKLAR

1.  Arnnct K, Elhan A. Anatomi. 3. Baski, Ankara: Giines Kitabevi,
2001: 318-321.

2. Songur A, Ozen OA, Sarsilmaz M. Hipocampus. J Med Sci 2001;
21:427-431.

3. Guyton AC, Hall JE. Tibbi Fizyoloji. Cavusoglu H (Cev. Ed.). 1.
Baski, Istanbul: Nobel, 2001.

4. Smith AE. Formaldehyde. Occup Med 1992; 42: 83-88.

5. Usanmaz SE, Akarsu ES, Vural N. Neurotoxic effects of acute
and subacute formaldehyde exposures in mice. Envir Toxicol
Pharmacol 2002; 11: 93-100.

6. Kilburn KH, Warshaw R, Thornton JC. Formaldehyde impairs
memory, equilibrium, and dexterity in histology technicians:
effects which persist for days after exposure. Arch Environ
Health 1987; 42: 117-120.

7. Kilburn KH. Neurobehavioral impairment and seizures from
formaldehyde. Arch Environ Health 1994; 49: 37- 44.

8. Stroup NE, Blair A, Erikson GE. Brain cancer and other causes of
deaths in anatomists. J Natl Cancer Inst 1986; 77: 1217-1224.

9. Pitten FA, Kramer A, Herrmann K, Bremer J, Koch S.
Formaldehyde neurotoxicity in animal experiments. Pathol Res
Pract 2000; 196: 193-198.

10. Kus I, Sarsilmaz M. Pineal bezin morfolojik yapisi ve
fonksiyonlar1. T Klin J Med Sci 2002; 22: 221-226.

11. Kus I, Akpolat N, Ozen OA, et al. Effects of melatonin on Leydig
cells in pinealectomized rat: an immunohistochemical study. Acta
Histochem 2002; 104: 93-97.

12.  Guerrero JM, Reiter RJ. A brief survey of pineal gland-immune
system interrelationships. Endocr Res 1992; 18: 91-113.

13. Ayar A, Kutlu S, Yilmaz B, Kelestimur H. Melatonin inhibits
spontaneous and  oxytocin-induced contractions of rat
myometrium in vitro. Neuroendocrinol Lett 2001; 22: 301-306.

Kus ve Ark

gelisen MDA diizeylerindeki artigin, melatonin uygulamasi ile
azaldigin1 ve lipid peroksidasyonun engellendigi gosterilmistir
(41).

Biyokimyasal diizeyde gergeklestirmis oldugumuz bu
arastirmada da, formaldehit enjeksiyonuna bagli olarak
hipokampusta meydana gelen oksidatif hasarin melatonin
uygulamasiyla baskilandigini gdsteren sonuglar elde edilmistir.
Bir baska ifadeyle, formaldehit uygulamasiyla birlikte
melatonin hormonu enjekte edilen sicanlarda, hipokampus
doku orneklerine ait SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerinin
arttigr, MDA diizeylerinin ise azaldig1 tespit edilmistir.

Sistemik olarak sicanlara vermis oldugumuz formaldehit,
serbest oksijen radikallerini (SOR) asir1 derecede artirmustir.
SOR’daki bu artis1 kompanse etmek i¢in antioksidan enzimler
asir1 derecede kullanilmis ve yikilmis olabilir. Yani, sadece
formaldehit enjekte edilen gruptaki SOD ve GSH-Px enzim
aktivitelerindeki azalmanin muhtemel sebebi bu olabilir. Diger
yandan, formaldehit maruziyetinin yani sira uyguladigimiz
melatonin, ya direkt olarak SOR iizerinde siipiiriicii etki
gostererek ya da indirekt bir sekilde antioksidan enzimlerin
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