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Ozet:

Amag: Bu caliyjmada, formaldehitin akciger iizerine olan toksik etkileri ve bu toksik etkilere karsi melatoninin
koruyucu etkisi arastirildi.

Yontem: 21 adet Wistar cinsi erkek sican ii¢ gruba ayrildi. Grup D’deki sicanlar kontrol olarak kullanildi. Grup
II’deki sicanlara giin asir1 olarak formaldehit enjekte edildi. Grup III’deki si¢anlara ise, formaldehit enjeksiyonu ile
birlikte giinliik olarak melatonin verildi. 14 giinliik deney siiresi sonunda biitiin si¢canlar dekapitasyon yontemi ile
oldiiriildii. Hayvanlardan alman akciger doku ornekleri rutin histolojik prosediirlerden gecirilerek 151k
mikroskobunda incelendi. Ayrica doku drneklerinde siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), ksantin oksidaz
(XO0) ve malondialdehit (MDA) aktiviteleri spektrofotometrik olarak tayin edildi.

Bulgular: Formaldehit uygulanan sicanlarda SOD, XO ve MDA diizeylerinde kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamh bir artisin oldugu tespit edildi. CAT degerlerlerinde ise, anlamh bir azalma goriildii. Bu grubun 151k
mikroskobik incelemesinde, terminal brongiollerde kanama ve epiteliyal hiicre dokiilmelerinin oldugu gozlendi.
Ayrica, pulmoner interstisyummda kanama alanlarinin oldugu ve hemosiderin yiiklii makrofajlarin yaygin olarak
bulundugu tespit edildi. Formaldehit maruziyeti ile birlikte melatonin verilen si¢canlarda ise, formaldehitin neden
oldugu histolojik degisikliklerin azaldig: tespit edildi. Ayrica SOD, XO ve MDA diizeylerinde anlamh bir azalma
goriildii.

Sonug: Sicanlarda formaldehit maruziyeti sonucu akciger dokusunda hasarin olustugu ve bu hasarin melatonin ile
onlendigi tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Formaldehit, melatonin, akciger, sican, stk mikroskop

Formaldehit (FA) suda ¢ok iyi ¢oziinen, renksiz, Endistriyel alanda kontraplak, sunta, yalitim
keskin kokulu, kimyasal formiili CH,O olan bir malzemeleri, boya ve plastik malzemelerin
aldehittir. Kuvvetli elektrofilik dzelligi nedeniyle yapiminda kulanilmaktadir. Tip alaninda ise,

oldukga reaktif bir maddedir ve oda sicakliginda gaz
haline gegebilir (1). FA viicuda alindiktan sonra
karacigerde ve eritrositlerde formaldehit
dehidrogenaz enzimi (FDH) katalizorliigiinde formik
asite metabolize olur. Viicutta depo edilmeyen FA,
ya formik asite doniiserek idrar ve feces yoluyla ya
da karbondioksite okside olarak solunum yoluyla
atilir (2). Formaldehit kimyasal 6zellikleri nedeniyle
¢ok yaygin olarak kullanilan, organizmanm dogal
yapisinda da yer alan kimyasal bir = maddedir.
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anatomi, histoloji ve patoloji laboratuvarlarinda tespit
soliisyonu olarak ve klinikte dezenfeksiyon amagh
kullanilmaktadir. ~ Ozellikle  anatomistler  ve
diseksiyon dersindeki tip 6grencileri FA gazindan
cok sik etkilenirler. Ayrica, giinliik hayatta FA
iceren Uriinlerin ev ve isyerinde kullanilmas: (duvar
boyasi, mobilyalar, cila kaplamalar, deotorantlar,
temizlik riinleri v.b), yine ¢evresel etkenlerle
maruziyet (fuel-oil ve odunun yanmasi ile, ekzos gaz1
ve sigara dumani gibi) etkilenmeyi daha da
artirmaktadir (1, 2).

Formaldehitin solunum sistemi toksisitesi diisiik
konsantrasyonlarda (0.5 ppm) bile ortaya
cikmaktadir. Akut etkilenmelerde burun ve bogazda
yanma hissi, nefes darligi, oksiiriik, hirtltilt solunum
gibi klinik semptomlara neden olmaktadir. Daha
yiikksek konsantrasyonlarda ise, pulmoner 6dem,
inflamasyon ve pndmoni gelismektedir (3-6). Dogal
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Tablo I: Gruplara ait siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), ksantin oksidaz (XO) ve malondialdehit (MDA) degerlerinin
karsilastirilmasi. n: denek sayisi, degerler ortalama + SS seklinde verildi. * p<0.05 (Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda); **

p<0.05 (FA grubu ile karsilastirildiginda).

Biyokimyasal Kontrol FA FA + Melatonin
Parametreler (n=7) (n=7) (n=7)
SOD (U/mg) 0.141 +0.01 0.176 £0.02 " 0.130+£0.02 "
CAT (k/g) 0.898 + 0.07 0.620 = 0.09 0.684 +0.12
MDA (nmol/g) 1.320 + 0.24 4577+029" 1.329 +0.08
XO (Ulg) 0.718 £0.11 2.768 +0.14 " 1.746 £0.12

ortamlarda maruz kalman FA’nin, eriskinlerde ve
ozellikle cocuklarda solunum yolu hastaliklariyla
iligkili oldugu bulunmustur. Bu bulgular1 olusturan
spesifik mekanizmalar heniiz belirlenmemis olmasina
ragmen formaldehitin indirekt olarak solunum
epitelini etkileyerek inflamatuar reaksiyona neden
oldugu  bildirilmistir  (7-9). Mesleki  olarak
formaldehite maruz kalan iggiler arasinda akciger
kanserinden oliim oraninin %30 daha fazla oldugu
belirtilmistir (10, 11).

Melatonin pineal bezden karanlikta ve sirkadiyan
ritimde salgilanan bir hormon olup, endokrin
sistemin  diizenlenmesi, immun  fonksiyonun
arttirilmasi, diiz kas tonusunun ayarlanmasi ve
gonadal fonksiyonlarin baskilanmasi gibi bir g¢ok
fonksiyonu vardir (12-16). Melatonin hem yagda
hem de suda ¢dziinebilir 6zellige sahip oldugu igin
niikleus dahil hiicrenin her organeline ulasabilir. Bu
Ozellik DNA’nin oksidatif hasara kars1 korunmasinda
melatonine bir istlinlik saglamaktadir (12, 13).
Melatonin  giiclii  bir antioksidandir ve lipid
peroksidasyonu sonucu olusan oksidatif hasar
Onledigi bildirilmistir (17, 18). Yapilan deneysel
calismalarda, melatonin hormonunun akcigerleri
pulmoner fibrosis ve iskemi sonrasi reperfiizyon
hasarindan korudugu gosterilmistir (19, 20). Yapmis
oldugumuz bu ¢alismada, sistemik olarak uygulanan
formaldehitin akciger lizerine toksik etkileri ve bu
toksik etkilere karsi melatoninin koruyucu etkisi
histolojik ve biyokimyasal diizeylerde arastirmak
amagclandi.

Gere¢ ve Yontem

Calismamizda 310-320 gr agirhiginda toplam 21
adet Wistar-Albino cinsi erkek si¢an kullanildi.
Hayvanlar {i¢ 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 siganlara ise yine giin asir1 olarak
ve serum fizyolojik ile 1/10 oraninda sulandirilmig 10
mg/kg dozundaki formaldehit (FA) ip olarak
uygulandi. Grup III (n=7)’deki si¢anlara da giin asir1
olarak uygulanan FA’nin yan: sira serum fizyolojik
ile 1/10 oraninda sulandirilmis 25 mg/kg dozundaki
melatonin (Sigma Chemical Co.) yine i.p yolla
giinliik olarak enjekte edildi. 14 giinliik deney siiresi
sonunda, tiim siganlar dekapitasyon yontemiyle
oldirildi. Hayvanlardan alinan akciger doku
orneklerinin bir kism1 %10’luk formaldehit ile fikse
edildi. Normal histolojik takip serilerinden
gecirilerek parafine gomiildii. Parafin bloklardan
alman kesitler Hematoksilen-eosin ile boyandi ve
preparatlar Olympus BH-2 arastirma mikroskobunda
incelendi. Biyokimyasal degerlendirmeler i¢in alinan
akciger doku ornekleri 0.15 M’lik soguk (+4°C)
potasyum kloriir (KCI) ile yikandi ve kurutma kagidi
ile kurutuldu. Daha sonra dokular homojenizator 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 kabinin igerisinde gergeklestirildi. Homojenat
5000xg’de 1 saat (+4°C’de) santrifiijlenerek
stipernatan elde edildi ve analiz zamanina kadar (1
hafta) -40 °C’de bekletildi. Siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), ksantin oksidaz (XO) enzim
aktiviteleri siipernatanda ve malondialdehit (MDA)
seviyeleri homojenatta spektrofotometrik olarak tayin
edildi.

SOD Tayini: Siiperoksit dismutaz enzimi Sun ve
arkadaslarmin (21) modifiye ettigi metotla tayin
edildi. Bu metodun prensibi nitroblue tetrazolium’un
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Resim 2: FA verilen siganlarda, terminal brongiolde kanama (y1ldiz), epitelyal hiicre dokiilmeleri (ince ok) ve makrofajlar (kalin ok)

gozlenmekte. H.E X20.

(NBT)  stiperoksit  iireticisi ~ olan  ksantin-
ksantinoksidaz sistemi tarafindan  indirgenmesi
esasina dayanmaktadir. SOD aktivitesi iinite/mg
doku proteini olarak ifade edildi.

CAT Tayini: Katalaz aktivitesi Aebi metoduna gore
calisildi (22). pH 9.7 glisin tamponunda bakir (Cu)
kapli kadmiyum graniilleri deproteinize numune
stipernatanti ile 90 dakikalik inkiibasyona birakilarak

nitratin  rediiksiyonu  saglandi.  Uretilen  nitrit;
stilfanilamid ve buna bagli N-naftiletilen diamin
(NNDA) diazotizasyonuyla reaksiyon sonu olusan
pembe rengin 545nm dalga boyunda
spektrofotometrede okunmast ile (k/g protein) olarak
belirlendi.

XO Tayini: Doku XO aktivitesi Prajda ve Weber’in
(23) metoduna gore ksantinden olusan {irik asit
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Resim 3: Formaldehite maruz kalan siganlarda, pulmoner interstisyumda kanama alanlar1 (y1ldiz) géze ¢carpmakta. H.E X20.
L

Resim 5: FA maruziyeti ile birlikte melatonin verilen siganlarda, terminal bronsioldeki kanama (y1ldiz) ve epitelyal hiicre dokiilmeleri (ok)
disinda doku yapisinin kontrol grubuna benzedigi goze ¢arpmakta. H.E X20.
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absorbasmnin 293 nm dalga boyunda okunmasiyla
spektrofotometrik olarak tayin edildi pH 7.5 ve 37
%C’de olusan 1 umol iirik asit bir {inite aktivite olarak
belirlendi. Sonuglar {inite/gram protein (U/g protein)
olarak ifade edildi.

MDA Tayini: Lipid peroksidasyon 6l¢iim metodu
olan Esterbauer metodu uygulanarak yapildi (24).
Tiyobarbutirik asit ile 90-95 °C’de reaksiyona giren
malondialdehit, pembe renkli kromojen
olusturmaktadir. Onbes dakika sonra hizla sogutulan
numunelerin absorbanslart 532 nm’de
spektrofotometrik  olarak okundu. FElde edilen
degerler nmol/gr protein cinsinden belirtildi.
Istatistik Analizi: PC ortaminda “SPSS 9.05 for
windows” istatistik programi kullanildi. Gruplarin
dagilimlart non-parametrik testlerden one-sample
Kolmogorov-Smirnov  Test ile degerlendirildi.
Gruplarin karsilastirilmasinda parametrik testlerden
one-way ANOVA testi ve Post Hoc testlerden LSD
kullanild1. Istatistiksel anlamlilik icin p<0.05 olan
degerler anlamli kabul edildi.

Bulgular

Calismamizda, FA uygulanan siganlarda oksidatif
antioksidan  enzimlerden olan CAT enzim
degerlerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde distiigii (p<0.05), SOD enzim
seviyelerinin ise arttigi gorildii (p<0.05). Ayrica
oksidatif hasar1t belirlemede 6nemli bir parametre
olarak aliman MDA ve XO degerlerinin istatistiksel
olarak anlaml bir sekilde artis gosterdigi tespit edildi
(p<0.05). FA maruziyeti ile birlikte melatonin verilen
sicanlarda ise, SOD degerlerinde anlamli (p<0.05) bir
azalma, CAT enzim diizeylerinde anlamli olmayan
bir artis gozlendi. Aym1 grubun MDA ve XO
miktarlarinin ise, istatistiksel olarak anlamli (p<0.05)
bir sekilde azaldig1 tespit edildi (Tablo 1).

Calismamizin 151k mikroskobik incelemelerinde
hematoksilen-eosin ile boyanan kontrol grubuna ait
akciger doku kesitlerinin normal gériinimde oldugu
tespit edildi. Brons, bronsiol ve alveoller normal
yapida gozlendi (Sekil 1). FA uygulanan siganlarda
ise, terminal bronsiollerde kanama ve epiteliyal hiicre
dokiilmelerinin oldugu goézlendi. Ayrica, pulmoner
interstisyumda ~ kanama  alanlarmin  oldugu,
hemosiderin yiiklii makrofajlarin yaygin olarak
bulundugu ayirt edildi (Sekil 2, 3, 4). Formaldehit
maruziyeti ile birlikte melatonin verilen sicanlarda
ise, terminal bronsioldeki epitelyal hiicre dokiilmeleri
ve  kanama alanlarmin diginda doku yapisinin
kontrole benzedigi tespit edildi (Sekil 5).

Tartisma

Formaldehitin (FA) deri, gdz, santral sinir sistemi,
gastrointestinal ~ sistem, testis ve  menstriiel
fonksiyonlar tizerinde toksik etkilere sahip oldugu

Melatinin Akciger Koruyucu Etkisi

bildirilmistir (25-28). FA nonenzimatik yolla protein,
DNA, RNA ve doymamis yag asitleri ile giiglii bir
sekilde birlesme egilimindedir. Bu birlesme allerjik
reaksiyon, sitotoksisite, genotoksisite, mutajenik ve
kanserojenik etkilerin goriilmesine neden olmaktadir
1,2).

Akut olarak diisik doz FA solunmasi insanlarin
¢ogunda ve hayvanlarda st solunum yollarinda
inflamatuar hiicre degisikliklerine yol agmaktadir.
Formaldehit 10-20 ppm seviyelerinde oksiiriik, nefes
darlig1, hiriltili solunum gibi pulmoner etkilere neden
olmakta, ayrica yiiksek konsantrasyonlarda ise,
larynx’te 6dem ve spazm goriilmektedir. Pulmoner
inflamasyon, 6dem ve pnoémoni ise 50-100 ppm
dozlarinda gelismektedir (4-6). Formaldehite mesleki
olarak maruz kalan iscilerde akciger kanseri insidansi
artmaktadir (29).

Organizmada herhangi bir patolojik olay veya
fizyolojik sartlarda olusan serbest radikaller ile
bunlarin siipiiriiclisii  olan antioksidan savunma
sistemi arasinda bir denge vardir. Bu dengenin
serbest radikaller lehine kaymasi oksidatif stresi
gosterir. Canlilar oksidatif hasara karsi antioksidan
sistem ve molekiillerle korunur. Hiicre seviyesinde
etkili olan enzimatik antioksidan sistemler igerisinde
katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD) yer alir
(30).

Teng ve ark. (31) izole sigan hepatositlerinde
yaptiklart deneysel calismada formaldehitin diisiik
konsantrasyonlariin bile oksidatif hasara yol agtigini
bildirmislerdir. Sarsilmaz ve ark. (32) siganlara
solunum yoluyla FA uygulayarak karaciger
dokusunda CAT aktivitesinin azaldigini ve SOD
aktivitesinin arttigini tespit etmislerdir. Benzer
sekilde biz de yapmis oldugumuz bu calismada,
formaldehite maruz kalan sicanlarin  akciger
dokusunda CAT enzim diizeylerinin azaldigini, SOD
enzim aktivitelerinin ise arttigini tespit ettik. SOD,
stiperoksit radikallerini hidrojen peroksite (H,O,) ve
molekiiler oksijene cevirir. Calismamizda
formaldehit  uygulamasindan  dolay1  akciger
dokusunda siiperoksit radikalleri artmis olabilir.
Buna bagli olarak SOD enziminin aktivitesinde de
artig olabilir. SOD enzim aktivitesinin artmasiyla da
ortamda H,0, miktar1 artacaktir. H,O, CAT ve
glutatyon peroksit (GSH-Px) enzimleri tarafindan
suya gevrilerek ortamdan uzaklagtirilir.
Calismamizda CAT enzim aktivitesindeki azalma,
FA etkisiyle CAT enzim proteinin yapisindaki
degisiklik ya da sentezinin azalmasindan dolay:
olabilir. Ayrica ortamda artan H,0, fenton
reaksiyonu ile giicli bir oksidan olan hidroksil
radikaline (OH) c¢evrilmis olabilir. Bu radikal de
membran lipidlerinden olan esansiyel c¢oklu
doymamis yag asitlerinin oksidasyonu nedeniyle
MDA diizeyinde artisa neden olmus olabilir.
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MDA ve XO oksidatif stresi gostermede yaygin
olarak kullanilan parametrelerdir ve dokuda
herhangi bir hasar meydana geldigi zaman seviyeleri
artmaktadir (30). Topal ve ark. (33) siganlar {izerinde
yaptiklari caligmada, hiperbarik oksijen
uygulamasmin akciger dokusunda oksidatif hasar
olusturdugunu ve MDA miktarlarinin yiikseldigini
tespit etmislerdir. Yine Kamal ve ark. (34) yaptiklar
caligmada silica ve asbeste maruz kalan iscilerde
MDA diizeylerinin anlamli bir sekilde arttigim
bildirmislerdir. Yapmis oldugumuz bu c¢alismada,
formaldehite maruz kalmig akciger dokusunda XO ve
MDA aktivitelerinin istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde arttigr goriildi. MDA diizeyindeki bu artig
FA’nin akciger dokusunda lipid peroksidasyonuna ve
dogal olarak oksidatif hasara yol agtigini ortaya
koymustur. Ayrica calismamizin 1s1k mikroskobik
incelemelerinde, FA maruziyeti sonucu akciger
dokusunda meydana gelen hasar histolojik olarak da
gosterilmistir.

Melatonin hormonu pineal bez tarafindan salgilanir
ve vicutta bir c¢ok fizyolojik fonksiyonlarin
diizenlenmesinde gorev alir. Giiglii bir antioksidan
olan melatonin (35) SOD, GSH-Px ve glutatyon
rediiktaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini
stimille ederek (36) dokularda lipid peroksidasyon
sonucu olusan oksidastif hasar1 6nler (37).

Son zamanlarda yapilan aragtirmalarda melatoninin
antioksidan 6zelligi vurgulanmis ve melatonin
hormonunun oksidatif strese bagli olarak olusan
akciger hasarina karst koruyucu etkisinin oldugu
ortaya konmustur (20, 33, 38). Arslan ve ark. (20),
melatonin hormonunun sigan akcigerinde bleomisinle
olusturulmus  pulmoner  fibrozisi  Onledigini
bildirmiglerdir. Yine Topal ve ark. (33) yaptiklari
calismada, hiperbarik oksijen maruziyeti ile sigcan
akcigerinde olugan oksidatif strese karsi melatonin
uygulamasinin ~ koruyucu  etki  olusturdugunu
gostermiglerdir. Benzer sekilde Sener ve ark. (38)
yapmig olduklar1 ¢alismada, sican akcigerinde civa
ile indiiklenmis oksidatif hasarin  melatonin
uygulamasi ile engellendigini tespit etmislerdir.

Calismamizda, akciger dokusunda FA
maruziyetine bagli olarak olusan hasarin melatonin
tarafindan onlendigini gosteren bulgular tespit edildi.
Yani, FA maruziyeti ile birlikte melatonin verilen
sicanlarda, MDA ve XO seviyelerinin azaldigi, SOD
enzim diizeylerinin azalarak kontrol grubu seviyesine
geldigi tespit edildi. FA maruziyetine bagli olarak
SOD enzim aktivitesindeki artisin, melatonin tedavisi
sonucu azalmasi, melatoninin stiperoksit
radikallerinin  {retimini azaltict  etkisi ile
agiklanabilir. Ayrica bu gruba ait akciger dokusunun
histolojik incelenmesinde, terminal bronsioldeki
epitelyal hiicre dokiilmeleri ve kanama alanlarinin
disinda doku yapismin  diizeldigi saptandi.

Sonug olarak, FA maruziyetinin akciger dokusunda
hasara yol agtigi ve bu hasara karst melatonin
hormonunun koruyucu etki gosterdigi tespit edildi.

Protective Effects of Melatonin Hormone
Against Exposure of Formaldehyde-
Induced Oxidative Damage in Lung of
Rats: Light Microscopic and Biochemical
Study.

Abstract:

Aim: The toxic effects of formaldehyde on lung and
protective effects of melatonin against these toxic effects
were investigated in this study.

Method: 21 adult male Wistar rats were divided into three
groups. Rats in group 1 were used as control. Rats in
group II were injected with formaldehyde every other
day. Rats in group III daily received melatonin with
injection of formaldehyde. At the end of 14-days
experimental period, all rats were killed by decapitation.
The lung tissue specimens which were taken from the rats
were examined in light microscope with passing on the
routine histological procedures. The activites of
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), xanthine
oxidase (XO) and malondialdehyde (MDA) were
determined in the Ilung specimens by using
spectrophotometric methods.

Resuts: In our study in rats which were performed
formaldehyde, it was determined that there is a significant
increase in the levels of SOD, XO and MDA compared to
control group statistically. It was observed that there was
a significant decrease in the level of CAT. In the light
microscopic examination of this group, it was observed
blooding and ephitelial spilths on terminal bronchiales.
Furthermore hemosiderin loaded macrophages and
blooding areas in interstitium. It was determined that the
histological changes were decreased which caused by
formaldehyde exposure in rats that were received
melatonin. Additionally, it was seen that a significantly
decrease in the levels of SOD, XO, MDA in this group.
Conclusion: It was determined that the damage was

occurd in lung tissue of rats exposed to formaldehyde and
this damage was prevented by melatonin.

Key words: Formaldehyde, melatonin, lung, rat, light
microscopy.
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