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ARASTIRMA

Deneysel Formaldehit Toksisitesi Sonucu Hipokampusta
Olusan Doku Hasarina Kargi Omega-3 Yag Asitlerinin
Antioksidan Etkileri

Bu galismada, formaldehitin hipokampus Uzerine olan nérotoksik etkileri ve bu toksik etkilere karsi
omega-3 (w-3) yag asitlerinin koruyucu etkisi biyokimyasal diizeyde arastirildi.

Bu amacla 21 adet Wistar-Albino cinsi erkek sican incelendi. Hayvanlar rastgele segcilerek t¢ gruba
ayrildi. Grup I'deki siganlar kontrol olarak kullanildi. Grup II'deki sigcanlara gin asir olarak ve
intraperitoneal (i.p) yolla formaldehit enjekte edildi. Grup llI'deki sicanlara ise, formaldehit
enjeksiyonuna ilaveten ginlik w-3 yag asiti verildi. Sicanlar ondoért ginlik deney suresi sonunda
dekapitasyon yontemi ile 6lduruldi. Daha sonra siganlarin beyinleri gikartilarak, hipokampus doku
orneklerinde malondialdehit (MDA) seviyeleri ile glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve siiperoksit
dismutaz (SOD) enzim aktiviteleri spektrofotometrik olarak tespit edildi.

Formaldehit uygulanan siganlarda MDA dizeylerinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi
tespit edildi. SOD ve GSH-Px enzim degerlerinin ise, yine kontrol grubuna gére anlaml bir sekilde
azaldig tespit edildi. Formaldehit uygulamasi ile birlikte w-3 yag asiti verilen siganlarda ise, SOD
ve GSH-Px enzim aktivitelerinde bir artis olurken, MDA degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir
disUs oldugu goraldi.

Formaldehit uygulamasinin sigan hipokampusunda oksidatif hasar olusturdugu, ancak bu hasarin
w-3 yag asiti uygulamasi ile 6nlendigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Formaldehit, w-3 yag asiti, hipokampus, oksidatif hasar, si¢an.

Antioxidant Effects Of Omega-3 Fatty Acids on Experimental Formaldehyde
Toxicity induced Injury of Hippocampus

In this study, neurotoxic effects of formaldehyde on hippocampus and protective effects of omega-3
(w-3) fatty acids against these toxic effects were investigated at biochemical level.

For this purpose, 21 adult male Wistar rats were randomly divided into three groups. Rats in group
| were used as control. Rats in group Il were injected every other day with formaldehyde
intraperitoneally. Rats in group Il were daily administered w-3 fatty acid with injection of
formaldehyde. At the end of a fourteen-day experimental period, all rats were capitated. Then the
brains of rats were removed. The activites of malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase
(SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px) were determined in the hippocampus specimens by
using spectrophotometric methods.

The levels of MDA were significantly increased, SOD and GSH-Px were significantly decreased in
rats treated with formaldehyde compared to control. There was a statistically significant decrease in
MDA levels and, increase in SOD and GSH-Px levels in rats administered w-3 fatty acids together
with formaldehyde.

It was determined that exposure of formaldehyde caused oxidative damage in hippocampus of rats
and this damage was prevented by administration of w-3 fatty acids.

Key Words: Formaldehyde, w-3 fatty acids, hippocampus, oxidative injury, rat.

Girig

Hipokampus lateral ventrikllin alt boynuzu boyunca uzanan serebral korteks
parcasidir. Yaklasik 5 cm uzunlugunda olan bu yapi kesitlerinde C harfine
benzemektedir (1). Limbik sistemin 6nemli bir pargasi olan hipokampus; duygulanim,
6grenme ve hafiza fonksiyonlari Gizerinde 6nemli role sahiptir. Bu yiizden beynin birgok
bdlgesinden hipokampus’a duyu lifleri gelmektedir. Bu duyular, miyelinli liflerden olusan
forniks araciligiyla talamus, hipotalamus ve septal sahaya ulastiriimaktadir. Ayrica
hipokampus subkortikal alanlarla olan baglantisi sayesinde, beyinde bircok bdlge ile

’ XI. Ulusal Anatomi Kongresi, 26-29 Ekim 2007 Denizli.
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iletisim halindedir (1, 2). Hipokampus yeni elde edilen
bilgilerin depolanmasi ve anilarin kisa sureli hafizadan
uzun sureli hafizaya geciriimesinde  fonksiyon
gormektedir. Kisa sireli bellegin uzun sureli bellege
dondstirilebilmesi icin pekistiriimesi gerekir.
Hipokampus bilginin hafizada pekistiriimesini saglar.
Hipokampus’u ¢ikariimis kisiler, anilari kisa sureli
bellekten uzun sireli bellege gecirme yeteneklerini
kaybederler. Hatta orta sureli bellek depolama
fonksiyonlari bile kaybolur. Bu kisiler, hem zekanin
temelini olusturacak yeni ve uzun sireli bellekler
olusturamazlar, hem de gecmise ait anilarin orada
olduklarinin bilinmesine ragmen hatirlama yetenegini
kaybederler (3).

Formaldehit (FA) bulundugu her ortamdan oda
sicakhdinda gaz haline gegebilen, suda ¢ok iyi ¢ézlinen
reaktif bir maddedir. Aldehit ailesinin basit bir Uyesi olan
FA (CH20O) renksiz, keskin kokulu ve mukoz membranlar
icin irritandir (4). Sivi olarak metanoliin oksidasyonundan
elde edilir. FA vicuda alindiktan sonra karaciger ve
eritrositlerde formaldehit dehidrogenaz enzimi (FDH)
katalizorliginde formik aside metabolize olur. FDH
enzimi bu reaksiyonu gergeklestirirken kofaktor olarak
glutatyona ihtiya¢ duyar. Dolayisiyla bir antioksidan olan
glutatyonun azalmasi FA toksisitesini artirmaktadir (4, 5).

Endlstriyel sahada FA yaygin  bir sekilde
kullaniimaktadir. Boya ve plastik sanayi, yapi izolasyon
malzemeleri, tekstil enddustrisinde, kontaplak
sanayisinde, hali, mobilya, duvar kaplamalarinda ve ev
temizlik Grtinlerinde kullaniimaktadir (6). Tip alaninda ise,
FA'nin  kullanimi laboratuvarlarda yogunlagsmaktadir.
Anatomide kadavra ve organlarin tespiti, bozulmadan
uzun sire saklanmasi FA havuzlarinda yapilmaktadir.
Yine diseksiyon yapan anatomistler ve tip fakiltesi
ogrencileri FA’dan etkilenmektedir. Histoloji ve patoloji
labaratuvarlarinda dokularin  fiksasyon asamasinda
kullaniimaktadir (7). Dis hekimliginde kaplamalarin
yapisinda, klinikte inatgl sistit tedavisinde ve bazi
ilaglarda da koruyucu madde olarak FA’dan
faydalaniimaktadir. Ayrica hemodiyaliz soliisyonlari da
formalin icermektedir. Sigara dumaninin da formaldehit
icerdigi bilinmekte ve her pakette ortalama olarak 0.38
mg kadar alinmaktadir. Dizel araglarin eksoz dumaninda,
fuel-oil, benzin ve dogal gazda, ada¢ ve odunun
yanmasiyla ortaya c¢ikan FA, hava Kirliliginin sebepleri
arasinda gosterilmektedir (8, 9).

FA toksik etkilerini nonenzimatik yolla DNA, RNA,
protein ve doymamis yag asitleri ile gugclu bir sekilde
birleserek gerceklestirme egilimindedir (10). FA’nin
norotoksik etkileri erken dbénemde bas agdrisi, bas
doénmesi, keyifsizlik, uykusuzluk ve istahsizlik seklinde
kendini gostermektedir. Daha uzun sureli etkilenmelerde
ise, duygu-durum bozukluklari, davranis bozukluklari ve
epilepsi belirtileri ortaya ¢ikabilmektedir. Yine yapilan
deneysel calismalarda sistemik uygulanan FA’nin motor
hareketlerde yavaslama, davranis bozuklugu, égrenme
testlerinde bozukluk ve ruhsal dengesizlik yaptig
bildiriimigtir (11, 12).
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Eikozapentaenoik asit (EPA), dokozaheksanoik asit
(DHA) ve a-linolenik acid (ALA) omega-3 (w-3) yag asiti
olarak siniflandiriimaktadir. DHA ve EPA poliansatiire
yag asidi (PUFA) bilesenidirler ve balik yaginda bol
miktarda bulunurlar. ALA ise, bitkisel kaynakli yag asidi
olup, soya, ceviz, keten tohumu ve yesil yaprakl
sebzelerle alinir (13, 14). Birkag enzimatik reaksiyon
sonucunda ALA'dan EPA Uretilebilmektedir. EPA’dan da,
DHA sentezlenebilmektedir. Fakat ALA’nin sadece % 5’i
yukarida bahsedilen metabolik enzim zincirine girebilir.
ALA diyet ile alindiginda DHA seviyesi degismedigi halde
dokudaki EPA seviyesi artar (15). DHA, 6zellikle beyin,
retina ve diger néral dokularda yogun olarak bulunan ve
hiicre membraninin yapisina katilan bir yag asitidir. Sinir
sisteminin gelisiminde énemli role sahip DHA, serebral
korteks yag igeriginin % 15-20’sini olugturur. Ayrica DHA

aksonal yapilyr  koruyarak elektriksel uyarilarin
iletiimesine katkida bulunur (16).
Gereg ve Yontem

Yapilan bu deneysel ¢alismada, 310-320 gr

agirhginda 21 adet Wistar-Albino cinsi erkek sigan
kullanildi. Hayvanlar her bir grupta yedi (n=7) hayvan
olmak Uzere u¢ gruba ayrildi. Grup I'deki kontrol
siganlara gun asiri intraperitoneal (i.p) serum fizyolojik
enjekte edildi. Grup II'deki sicanlara ise, yine guin asiri
serum fizyolojik ile 1/10 oraninda sulandiriimig 10 mg/kg
dozundaki formaldehit (FA) i.p olarak uygulandi. Grup
lIldeki sigcanlara da gin asir olarak uygulanan FA'ya
ilave olarak 400 mg/kg dozundaki omega-3 (w-3) yag
asiti (Marincap kaps(]l®) intragastrik gavaj yoluyla gunlik
olarak verildi. Siganlarin tamami ondort ginlik deney
suresi sonunda dekapitasyon ydntemiyle oélduralda.
Biyokimyasal degerlendirmeler icin hizla ¢ikartilan
hipokampus doku 6érnekleri, 0.15 Mk soguk (+4°C)
potasyum klorir (KCl) ile yikandi ve kurutma kagidi ile
kurutuldu. Dokular tartilarak degerler kaydedildi. Daha
sonra dokular homojenizator ile (Ultra Turrax Type T25-
B, IKA Labortechnic, Germany) 0.15 M'hk 4 ml KCI
icerisinde 16000 rpm’de 3 dakika homojenize edildi.
Homojenizasyon bir buz kabinin icerisinde
gergeklestirildi. Homojenat 5000xg’de 1 saat (+4°C'de)
santrifijlenerek siUpernatan elde edildi ve analiz
zamanina kadar (1 hafta) —40 °C’de bekletildi. Siiperoksit
dismutaz (SOD), glutathione peroxidase (GSH-Px)
suUpernatantta ve malondialdehit (MDA) seviyeleri
homojenatta spektrofotometrik olarak tayin edildi.

GSH-Px tayini: Glutatyon peroksidaz aktivitesi
Paglia ve ark.’nin (17) metoduna gore galisildi. GSH-Px
hidrojen peroksit varliginda redikte glutatyonun (GSH)
okside glutatyona (GSSG) yukseltgenmesini katalize
eder. Hidrojen peroksidin bulundugu ortamda GSH-Px'in
olusturdugu GSSG, glutatyon rediktaz ve NADPH

yardimi ile GSHa indirgenir. GSH-Px aktivitesi,
NADPH'In  NADP+ya yiikseltgenmesi  sirasindaki
absorbans azalmasinin 340 nm’de okunmasiyla

hesaplandi ve Unite/gram (U/g) doku proteini seklinde
belirtildi.



Cilt : 22, Sayi : 2

SOD Tayini: Superoksit dismutaz enzimi Sun ve
ark.’nin (18) modifiye ettigi metotla tayin edildi. Bu
metodun prensibi nitroblue tetrazolium’un (NBT)
sUiperoksit Ureticisi olan ksantin-ksantinoksidaz sistemi
tarafindan indirgenmesi esasina dayanmaktadir. SOD
aktivitesi Unite/g (U/g) doku proteini olarak ifade edildi.

MDA Tayini: Lipid peroksidasyon 6lgim metodu olan
Esterbauer = metodu  uygulanarak  yapildi  (19).
Tiyobarbutirik asit ile 90-95 °C'de reaksiyona giren
malondialdehit, pembe renkli kromojen olusturmaktadir.
Onbes dakika sonra hizla sogutulan numunelerin
absorbanslari 532 nm'de spektrofotometrik olarak
okundu. Elde edilen degerler nmol/g protein cinsinden
belirtildi.

Protein Tayini: Doku protein miktari Lowry ve
ark.’nin metoduna gére dokudan homojenatta olguldi
(20).

istatistik Analizi: PC ortaminda “SPSS 11.0 for
windows” istatistik programi  kullanildi.  Gruplarin
dagiimlari  Non-parametrik  testlerden one-sample
Kolmogorov-Smirnov Test ile degerlendirildi. Gruplarin
karsilastirilmasinda parametrik testlerden one-way
ANOVA testi ve Post Hoc testlerden LSD kullanildi.
istatistiksel anlamlilik igin p<0.05 olan degerler anlamli
kabul edildi.

Bulgular

Hipokampus doku o&rneklerinde spektrofotometrik
olarak superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) ve malondialdehit (MDA) degerleri belirlendi.
Formaldehit (FA) uygulanan siganlarda, oksidatif
antioksidan enzimler olan SOD ve GSH-Px degerlerinin
kontrol grubuna gére istatistiksel olarak anlaml bir
sekilde azaldigi goriuldiu (p<0.05). Ayrica dokuda lipid
peroksidasyonun bir gdstergesi olan ve oksidatif hasari
belirlemede 6nemli bir parametre olarak alinan MDA
diizeylerinin de, yine bu grupta istatistiksel olarak anlamh
bir sekilde arttigi tespit edildi (p<0.05). Formaldehit
injeksiyonu ile birlikte omega-3 (w-3) yag asitleri
uygulanan siganlarda ise, SOD ve GSH-Px enzim
diizeylerinin anlamh bir sekilde arttigi (p<0.05), MDA
seviyelerinin de yine anlamli bir sekilde azaldigi goérildi
(p<0.05) (Tablo 1).

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

Deneysel Formaldehit Toksisitesi Sonucu Hipokampusta ...

Gruplar n SOD GSH-Px MDA
(U/g protein) (U/g protein) (nmol/g protein)

Kontrol 7 2763+151 81.2+94 226+2.0
FA 7 89.6 + 8.3 28.8+4.2" 446+2.6
FA+ 7 2047+42° 895+32°  201+17"
Omega-3

Degerler ortalama + SS seklinde verildi. n: denek sayisi; *:
p<0.05 (Kontrol grubu ile karsilastirildiginda); **: p<0.05 (FA

grubu ile karsilastinildiginda).

Mart 2008

Tartigsma

Sinir sistemi Gzerine formaldehitin (FA) toksik etkileri
yapilan c¢alismalarla ortaya konmustur. Calisma
ortamlarinda FA’ya maruz kalan kigilerde bas agrisi,
irritabilite, uyku dizensizlikleri, duygu durum bozuklugu
ve hafiza bozukluklarinin ortaya ciktigi tespit edilmistir
(8, 11). Gurel ve ark. (21) yapmis olduklari ¢calismada,
ksilen ve FA'nin hipokampus ve frontal korteks Uzerinde
toksik etkilerinin oldugunu goéstermislerdir. Her iki beyin
bblgesinde noéronal dejenerasyon ve piknotik hiicre
olusumu tespit etmislerdir. Benzer sekilde Songur ve ark.
(12) neonatal ratlar Gzerinde yapmis olduklar ¢alismada,
FA'nin hipokampus dokusunda; dokuda bir stresin
gostergesi olan HSP-70 (i1s1 soku proteini) varhgini
gOstermiglerdir. Ayrica FA’dan etkilenme sonucu
néronlarda piknotik hiicre olusumunda artis oldugunu
bildirmiglerdir.

Organizmalar oksidatif hasara karsi enzimatik ve
nonenzimatik antioksidan sistem ve molekullerle korunur.
Hiicre seviyesinde etkili olan enzimatik antioksidan
sistemler icerisinde SOD ve GSH-Px yer alir (22). Yine
Gurel ve ark. yapmis olduklar ¢alismada SOD ve CAT
gibi antioksidan enzim degerlerinde anlamh bir
azalmanin oldugunu bildirmislerdir (21). Izole sigan
hepatositlerinde Teng ve ark.’nin (23) yaptiklari deneysel
galismada da, FA’nin disik konsantrasyonlarinin bile
oksidatif hasara yol agtigini tespit edilmistir. Bizde, daha
once yapmis oldugumuz deneysel ¢alismalarda, i.p yolla
FA enjekte ettigimiz siganlara ait prefrontal korteks
dokusunda SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerinin kontrol
grubu ile kiyaslandidinda anlamli bir sekilde dustuguna
ortaya koyduk (8, 24). Yapmis oldugumuz bu ¢alismada
da, FA uygulanan siganlardan alinan hipokampus doku
orneklerinde SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerinde
istatistiksel olarak anlamli azalma oldugunu tespit ettik.
Antioksidan enzim aktivitelerinde meydana gelen bu
azalma, FA’nin hipokampus dokusunda oksidatif hasara
neden oldugunu géstermektedir.

Dokuda olugsan oksidatif hasari géstermede yaygin
olarak  kullanilan  parametrelerden biriside MDA
degerleridir. MDA lipid peroksidasyonu sonucu olusan
drinlerden biridir (25). Teng ve ark. (23), siganlar
Uzerinde yaptiklari galismalarinda formaldehit
uygulamasinin lipid peroksidasyona neden oldugunu
bildirmiglerdir. Benzer sekilde Giirel ve ark. (21) da
yapmis olduklari ¢aligmada, ksilen ve FA’'ya maruz
kalma sonucu hipokampus ve frontal korteksten alinan
doku O&rneklerinde, MDA duzeylerinde anlamh artis
oldugunu goézlemlemiglerdir. Bizim ¢alismamizda da, FA
uyguladigimiz grupta hipokampus doku &rneklerinde
MDA seviyelerinin kontrol grubuna goére anlamh bir
sekilde arttigi gortimistir. MDA dlzeyindeki bu artis,
formaldehitin hipokampusta lipid peroksidasyonuna ve
oksidatif hasara yol agtigini gostermektedir.

Omega-3 yagd (w-3) asitleri hicre membraninin
yapisina katilan esansiyel yad asitleridir ve hucrenin
normal fonksiyonlarini slrdirebilmesi igin gereklidir.
Ozellikle beyin, retina ve diger néral dokularda yogun
olarak bulunan ve hiicre membraninin yapisina katilan
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DHA, sinir sisteminin gelisiminde énemli rol oynar. DHA,
aksonal yapiyr koruyarak elektriksel uyarilarin diizgln
olarak iletiimesine de katkida bulunur (16, 26- 28).

Yapilan ¢alismalarda, w-3 yag asitlerinin antioksidan,
antienflamatuar, antihipertansif ézellikler icerdigini ve bu
nedenle organizma igin koruyucu ozellik gdésterdigi
bildirilmistir (15). Martin ve ark. (28) yapmis olduklari
calismalarinda, radyasyon ve yasa bagh beyinde
apoptotik degisikliklerin meydana geldigi ve bu hasarin
EPA wuygulamasiyla anlamh bir dizelme meydana
geldigini bildirmiglerdir. Yine Lonergan ve ark. (29),
EPA’nin hipokampusta gama radyasyon maruziyeti ile
olusan néronal hasar Uzerine koruyucu etki gosterdigini
bildirmiglerdir. w-3 yag asitlerinin néronal hasara kargi
olan koruyucu etkisinin mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir. Ancak w-3 yagd asitlerinin, oksidatif
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