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Toluen endiistride oldukg¢a yaygin olarak kullanilan ve saglik tizerine olumsuz etkileri olan
ucucu bir maddedir. Bu ¢alismada yiiksek dozda Toluen’in tavsan beyin korteksi iizerine akut
donemdeki histopatolojik ve biyokimyasal etkileri arastirildi. On yedi adet New Zelland cinsi
tavsan (Oryctolagus cuniculus) iki guruba bolindi. Grup 1 kontrol grubu (n=7) olarak
kullanilirken Grup 2’ye (n=10) yiiksek doz Toluen verildi (876 mg/kg/ip). Ug saatlik deneysel
maruziyetin sonunda dldiiriilen hayvanlardan biyokimyasal analizler ig¢in kan &rnekleri alind.
Histopatolojik analizler i¢in de beyin doku 6rnekleri %10’luk ndtral formaline alinip parafine
gomiildii ve (5 um) kalinliginda kesitler alindi. H&E ve Kristal viyolet boyamalar ile Bax ve
Kaspaz-3 immunhistokimyasal boyama yontemleri kullanilarak histolojik incelemeler yapildi.
Ayrica serum ve plazmalardan NGF, TNF alfa, Dopamine, GFAP, Na, K, GSH, MDA ve NO
testleri yapilip biyokimyasal hasarin diizeyi belirlendi. Toluen verilen tavsanlarda histopatolojik
olarak prefrontal ve entorinal beyin kortexinde fokal vakuoler dejenerasyon (abselesmeler),
gliozis, perivaskiiler demiyelinizasyon, ¢ok sayida piknotik hiicre ve nekroz alanlar izlendi.
Hipotalamus ve hippokampus alanlarinda kan damarlarinda asir1 genislemeler, hiicreler arasinda
kompenzasyonda dejenerasyon, dagilmis hiicre sinirlar1 ve amiloid plak olusumu goriilmektedir.
Toluen grubunda Na, K ve, MDA, seviyelerinde 6nemli 6lgiide artis, GSH ve NO seviyelerinde
ise anlamli derecede azalma izlendi. Caligmamizda prefrontal korteks, hippokampus,
hipotalamus, substantia nigra ve entorinal  korteks bolgelerinin  biyokimyasal
degerlendirmesinde, beyinde TNF alfa seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamli dlgiide artmig
oldugu saptandi. Substantia nigra bolgelerinden salgilanan dopamin, hippocampal néronlardan
gelisen NGF ve astrosit hiicrelerinden salinan GFAP serum seviyelerinin Toluen grubunda
kontrol grubuna gore anlamli derecede azaldig goriildii (p<0,05). Bunun yaninda Toluen beyin
korteksi hiicre sitoplazmalarinda siddetli derecede (3+) Bax ve Kaspaz 3 immiin reaktivitesinde
onemli oranda artis meydana geldigi tespit edildi. Bu ¢aligma sonucunda yiiksek doz Toluenin
beyinin farkli bélgelerinde akut donemde ciddi hasarlar olusturabilecegi gosterildi.

2017, 111 sayfa
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ABSTRACT

Ph. Dr. Thesis

IMMUNOHISTOCHEMICAL AND BIOCHEMICAL INVESTIGATION OF
EXPERIMENTAL ACUTE TOLUENE TOXICITY ON THE PREFRONTAL
CORTEX, HIPPOCAMPUS, ENTORHINAL CORTEX, HYPOTHALAMUS AND
SUBSTANTIA NIGRA REGIONS OF THE RABBIT BRAIN

Mustafa CICEK

Atatilirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Departmant of Biology
Discipline of General Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Turgay SISMAN

Toluene is a volatile substance that is widely used in the industry and has adverse health
effects. This study aimed to investigate the histopathological and biochemical effect of high
dose Toluene on brain cortex in acute period of treated rabbits. Seventeen adult female New
Zelland rabbits (Oryctolagus cuniculus) were divided into 2 groups. Group | was used as a
control group (n=7), while Group Il was administered to high dose of Toluene (876
mg/kg/ip) (n=10). After the 3 hours experimental exposure, blood samples for biochemistry
analyses and brain tissues for histopathological analyses were fined from sacrificed animals
and fixed in %10 neutral formalin, then, embedded in paraffin and sectioned (5 um).
Histological examinations were performed using H&E, Crystal violet staining Bax and
Caspase-3 immunohistochemical staining. In addition, NGF, TNF alpha, Dopamine, GFAP,
Na, K, GSH, MDA and NO tests were performed on serum and plasma to determine the
level of biochemical damage. Histopathologically, focal vacuolar degeneration (abscesses),
gliosis, perivascular demyelination, numerous picnic cells and necrosis areas were observed
in the prefrontal and entorinal brain cortex in toluene-administered rabbits. In the
hypothalamus and hippocampus regions, excessive dilatation of blood vessels, degeneration
in the compen- sation between cells, scattered cell boundaries and amyloid plaque
formation have been observed. There was a significant increase in Na, K, MDA levels in the
toluene group, but a significant decrease in GSH and NO levels was observed. In our study,
in the biochemical evaluation of the prefrontal cortex, hippocampus, hypothalamus,
substantia nigra and entorhinal cortex, the TNF alpha levels in the brain were found
significantly higher than the control group. Levels of dopamine, secreted from substantia
nigra, NGF developed from the hippocampal neurons, and GFAP, secreted from astrocyte
cells were detected significantly lower in the Toluene-receiving group than the control
group (p<0.05). Toluene group was found to show a serious invrease in immunreactivity
against Bax and Caspase-3. Furthermore, Toluene was found to cause a serious increase in
immunreactivity against Bax and caspase-3 in cell cytoplasms of brain cortex. As a result of
this study, it was shown that high doses of Toluene could cause serious damage in acute
phase in different regions of the brain.

2017, 111 pages
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ulL : Mikrolitre

pumol : Mikromol
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OSHA : The Occupational Safety and Health Agency

PFK : Prefrontal Korteks
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1. GIRIS

1.1. Toluen

1.1.1. Toluen’in kimyasal yapisi ve formiilii

Toluen berrak, rengi olmayan, keskin ve hos kokulu ugucu bir sivi hidrokarbondur
(OEHHA 1999, EPA 2005). 4,4°C fizerindeki sicakliklarda kolayca tutusabildiginden,
oda sicakliklarinda yanma tehlikesi yliksektir. Organik ¢oziiciilerle rahatga karisim

yapmasina ragmen suda ¢ok zayif bir sekilde ¢oziiniir. Yogunlugu suyun

yogunlugundan azdir ve bu yiizden de su yiizeyinde kalir (OEHHA 1999; EPA 2005).

Temel fiziksel ve kimyasal 6zellikleri asagida belirtilmistir (HPA 2007) (Sekil 1.1).

Cas no : 108-88-3

Gorlinlim : Berrak, renksiz sivi
Molekiil formiila : C6H5CH3

Molekiil agirlig : 92,13 gr/mol
Kaynama noktasi : 111°C (760 mm/Hg)
Donma noktasi :-139°C

Yogunluk 10,861 g/cm®

Erime sicakligi :-95°C

Buhar basinci : 28,1 mm/Hg
Parlama noktas1 :4°C

Spesifik agirlig : 0,87 (su=1)

Gaz yogunlugu : 3,2 (hava=1)
Coziintirliik : Organik solventlerle karisabilir
Koku esigi : 0,08-8 ppm

Konversiyon faktorii

Koku tanimlamast1

:1ppm=3,76 mg/m3 (25°C)
: Eksi ve yanik
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Sekil 1.1. Toluenin kimyasal yapisi

1.1.2. Toluenin iiretimi ve kullanim

Toluenin dogadaki kaynaklart ham petrol ve Tolu agacidir (Myroxylon peruiferum)
(ATSDR 1994). Ham petrolden benzin ve diger yakitlarin ayristirllmast ve kok
komiirtiniin yanmasi sirasinda ortaya ¢ikar (ATSDR 2000; ATSDR 2006).

Insanoglunun Toluen’e maruziyeti igcme sulari, yiyecekler, hava ve g¢esitli tiiketim
triinleri araciligiyla olur (ATSDR 1994). Toluen maruziyetinin temel kaynagi
benzindir. Benzinin ortalam %5-7 agirligint Toluen olusturur. Toluen’in atmosfere
salinmas1 benzinin iretilmesi, tasinmasi ve yanmasi sirasinda olur. Toluen
konsantrasyonunun en fazla oldugu alanlar rafineler, benzin istasyonlarina yakin yerler
ve trafigin yogun oldugu bdlgelerdir. Toprak ve su gibi atmosfer temelli olmayan
Toluen dogadaki mevcut Toluen saliniminin %1’inden daha azini olusturur (Faust
1994). Atmosfer kaynakli Toluen’in yarilanma siiresi ortalama 13 saattir ve hidroksil
radikaliyle tepkimeye girmesi yogunlugunda azalmaya neden olur. Toluen petrol
tiriinlerinden elde edilen atiklarindan dolay1 bazen i¢cme sularina da karisabilir (ATSDR
2006). Ev ortamindaki Toluen’in kaynagi, hane halkinin kullandigi tiriinler ve sigaradir.
Sigara kullanan bir kisi her bir sigarada 80-100 mikrogram (pg) Toluen’e maruz
kalmaktadir. Toluen ihtiva eden kimyasal {iriinlerin basinda; boyalar, boya incelticiler,
pas Onleyiciler, gomalak, yapistiricilar, vernik, solvent tabanli temizleyiciler ve bazi
temizlik {irtinleri gelir. Ayrica kozmetik tiriinlerde de ¢oziicii olarak kullanilir. Sanayi

ortaminda, daha fazla toksik etkisi olan benzenin yerine Toluen kullanimi giderek



artmaktadir. Bunlara ilaveten, derinin islenmesi ve bazi kimyasal islemler sirasinda da
Toluen kullanilmaktadir. Benzil kloriir, fenol, benzoik asit, krezol, TNT, vinil Toluen,
Toluen diizosiyanat yapiminda da Toluen kullanimi yaygindir (Faust 1994; Jones 1997).
Biitiin bu bilgiler dogrultusunda birgok insanin is hayatinda Toluen’e maruz Kkaldigi
sOylenebilir (OEHHA 1999; ATSDR 2006). Meslek gruplari igerisinde en ¢ok ayakkabi
is¢ileri, rafineri ve deri sanayisi c¢alisanlari, benzin istasyonu, matbaacilar, boyacilar,

kaportacilar, oto sanayi ¢alisanlari risk altinda bulunan ana gruplardir (ATSDR 2006).

1.1.3. Toluenin standartlari, kabul edilir simirlar: ve letal dozu

Toluen petrol tirtinlerinin oldugu her yerde belirli oranlarda bulunur. Toluenin ortamda
var oldugunu gésteren en dnemli isaret kokusudur. Insanin havadaki koku esik degeri 8
ppm oldugu bilinmektedir. Bu oran is ortamlarinda miisade edilen iist degerin 1/25°1
kadardir. Amerikan Cevre Koruma Orgiitii (Environmental Protection Agency - EPA)
icme sularinda litrede 1 mg Toluene izin vermistir (ATSDR 2000). Avrupa is Saghg ve
Giivenligi Ajanst (The Occupational Safety and Health Administration - OSHA) is
ortamlarinda 8 saatlik ¢alisma icin 200 ppm’e kadar izin vermistir. Ust sinir olarak 300
ppm’e miisade edilmistir (OEHHA 1999; ATSDR 2000). EPA i¢gme sularindan Toluen
maruziyetinde 1 giin i¢in 20 ppm, 10 giinden fazlas1 i¢in ise 3 ppm den fazlasina maruz
kalinmamasini1 6nermektedir (EPA 2005). Havadaki Toluen miktari, sanayi ve endiistri
alanlarina yakin olmayan sehir merkezi ve yakin ¢evresinde 1 ppm’in altinda bir degere
sahiptir. Sigara icmeyen ve Toluen igeren iirlinlerle ilgili bir iste ¢aligmayanlarin bile
giinde yaklasik 300 pg Toluene maruz kaldiklar1 tahmin edilmektedir. Giinde bir paket
sigara tliketenler bu degere ilave olarak yaklasik 1000 pg Toluene maruz kalirlar.
Calisma ortamimda 50 ppm oraninda Toluen bulunan bir is yerinde c¢alisanlar ise

yaklasik olarak giinde 1000 mg Toluene maruz kalirlar (ATSDR 1994).

Toluen maruziyetinin 10.000 ile 30.000 ppm arasindaki degerleri insanlarda koma ve
oliimle sonuglanir (Faust 1994). Yapilan hayvan deneylerinde Toluenin ortalama letal
dozu (LD50) rat, fare, tavsan ve kobaylarda farkli oranlarda belirlenmistir. Siganlarda,

oral LD50 (giinliik 3-5 saat igin) degeri 2600-7530 mg/kg arasinda degismektedir. Deri



ile alinnminda ise bu doz 1,5 ile 5 kat oraninda artmaktadir. Solunum yoluyla
alimmas1 durumunda ise letal konsantrasyon degeri (LC50); 20,299- 153,200 mg/m®
(5.300-40.000 ppm) arasinda bir degere sahiptir. Bu konsantrasyon degerlerinin
farklilig1 maruz kalma zamani ve tiir farkliligindan kaynaklanir (OEHHA 1999).

1.1.4. Toluenin viicuda alinima

Toluenin viicud i¢ine en ¢ok alinma sekli havada bulunan Toluen buharinin solunum
yoluyla alinmasidir. Bunun diginda sindirim ve deri yoluyla da Toluen viicuda alinabilir
(Uzun vd 2001). insanlarda Toluen, solunum yoluyla alindiktan 10 saniye sonra arter
kaninda tespit edilmistir (Faust 1994). Toluen solunum yoluyla alindiginda, 15 ile 30
dakikalik bir siire iginde, sindirim yoluyla alindiginda ise 1-3 saat gibi bir siire
icerisinde kanda en yiiksek seviyesine ulasir. Sindirim yoluyla alinan Toluen, solunum
yolu ile viicuda alinan Toluene nazaran daha yavas bir sekilde absorbe edilir, ancak
solunum yoluyla alindiginda Toluenin yaklagik yaris1 absorbe olurken sindirimle
alinmas1 durumunda ise tamamina yakini absorbe olur. Viicut dinlenme durumunda iken
alman Toluenin yaklasik %50’si akcigerler tarafindan absorbe edilir (Uzun vd 2001).
Toluenin deri yoluyla absorbsiyonu akcigerle olan absorbsiyonun yaklasik olarak %1°1
kadardir. Bununla birlikte sivi haldeki Toluenin deriyle temasi halinde absorbsiyon

miktar1 da artar (Faust 1994).

1.1.5. Toluenin viicutta dagilim

Toluen suda ¢ok az ¢oziinebilen aromatik bir hidrokarbondur. Toluen absorbsiyonundan
sonra tiim viicuda dagilmaktadir. Fakat yag ve yagdan zengin dokular ile kanlanma
miktar1 fazla olan dokularda bu dagilim daha fazla ve hizli1 gelismektedir (Faust 1994,
OEHHA 1999; ATSDR 2006). Absorbe edilen Toluen, sirasiyla azalan oranlarda yag
dokusu, mide, karaciger, bobrekler, kemik iligi, beyin ve dalakta tespit edilebilir.
Toluen alindiktan 5 saat sonra beyaz yag dokusunda en iist seviyesine ulasir ki, bu
seviye ayni zamanda kandaki oranin yaklasik 250 katidir. Tutkal soluyarak 6len

kisilerin karaciger ve beyninde yliksek oranda Toluene rastlanmistir. Yine sindirim



yoluyla Toluen aldiktan kisa bir siire sonra 6len kisilerin karacigerinde yiiksek oranda
Toluen bulunmustur . Ayn1 yogunlukta Toluene maruz kalan egzersiz yapan kisilerin
deri alt1 yag dokularinda dinlenme halindeki kisilere oranla 10 kat daha fazla Toluen
birikir. Kilolu insanlarda yag dokusu fazla oldugundan Toluen birikimi, kilosu diistik

kisilere nazaran 5 kat daha fazladir (Faust 1994; OEHHA 1999).

1.1.6. Toluenin viicuttaki metabolizmasi

Biiyiik bir kismu karacigerde metabolize edilen Toluen, ilk 6nce karacigerde bulunan
sitokrom P-450 enzimi yardimi ile yan zincir hidroksilasyonuyla benzil alkole
dontstiiriiliir. Daha sonra da alkol dehidrogenaz enzimiyle benzaldehide ve aldehit
dehidrojenaz enzimi tarafindan da benzoik aside doniistiiriiliir. Benzoik asit glisinle
birleserek, Toluenin idrardaki nihai ve baglica metaboliti olan hippiirik aside doniisiir
(Faust 1994; ATSDR 2000). Buna ek olarak kii¢iik bir miktar benzoik asit glisin yerine
glukronik asit ile konjuge olarak benzoil glukronid olarak atilir. Toluen %1’den daha az
bir oranda da orto krezol ya da para krezol formlarina hidroksillenip, glukronid ya da
stilfat ile birleserek, minor metabolik yolak olarak adlandirilan yol ile idrara gonderilir
(Dossing et al. 1983a) (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. insanda Toluen metabolizmasinin sematik gdsterimi

1.1.7. Toluen’in Viicuttan atilmasi

Viicuda alinan Toluen’in ortalama %18’1 akcigerlerden serbest Toluen olarak dis ortam
havasina, %2’lik kism1 ise Toluen metabolitleri halinde safra ile atilir. Yaklasik %80’
ise sitokrom P-450 oksidaz enzim sistemi yardimiyla iki ana metabolit halinde idrarla
atilir (Gucli 2004). Birincil metaboliti hippiirik asit olan Toluenin ikincil metaboliti ise
Orto Krezol’diir. Burada karisikliklara meydan verilmemesi igin, Orto Krezol’{in sigara
icen insanlarn idrarinda da tespit edilebilecegi bilinmesi gereken bir kondur (Giiglii
2004). Hippiirik asidin atilmasi, Toluenin viicuda alinimindan yaklasik 24 saat sonra

tamamlanir (Faust 1994).



1.1.8. Toluen’in toksik etkileri ve klinik belirtileri

Toluene maruziyetin olusturdugu klinik tablo madde miktar1 ve siireyle iliskili olarak
degisir. Toluenin bagimliligina sebep olan keyif verici etkisinin yanisira, uzun stireli ve
orta diizeyde Toluene maruz kalindiginda bas agrisi, konflizyon, yorgunluk, hafiza
zay1fligi, halsizlik, dengesiz hareketler, mide bulantis1 ve istahsizlik goriilebilir. Cok
kisa siirede yiiksek miktarda Toluene maruz kalinmasi durumunda bas donmesi
hissedilir. Maruziyet siiresi uzarsa, sersemlik, uyuklama hissi ve hatta 6lim meydana
gelebilir. Toluenin diizenli araliklarla inhalasyonu, kalici beyin hasari olusturabilir.
Ayni1 zamanda konusma, duyma, gérme ve isitme problemleriyle birlikte kas
hareketlerinde kontrol kaybi ve mental kabiliyette azalma meydana gelebilir (OEHHA
1999; ATSDR 1994, 2006). Kronik maruziyetin sonucu olarak karaciger, bobrek ve
sinir sisteminde hasar olusabilecegi gibi deride de kontak dermatit meydana gelebilir
(HPA 2007). Ugucu madde kullanimina bagli gelisen ani olim nedenleri
arastirildiginda, otopsi sonuglarinda ani 6liimii agiklayacak herhangi bir anatomik
bozukluk saptanamamistir. Bu nedenle 6liimlerin ventrikiil kokenli ritim bozukluklarina

bagli gelistigi diisiiniilmiistiir (Vural ve Ogel 2005).

1.1.8.a. Karaciger iizerine toksik etkileri

Toluenin karaciger iizerine toksik etkilerini gosterir bircok caligma bulunmaktadir.
Toluen iceren maddelere maruziyet sonrasinda olumsuz ydnde degisen karaciger
fonksiyon testlerinin yani sira (Sotaniemi et al. 1982; Tomei et al. 1999; Bae and Yoon
2001), antioksidan enzimlerde azalma (Ulakoglu vd 1998), karacigerde biiyiime, hepatik
parankimde ekojenite artis1 tespit edilmis, makrovezikiiler ve mikrovezikiiler
dejenerasyonun yami sira hepatosit nekrozu ve balon dejenerasyonu gozlenmistir (Park
et al. 2003). Toluen karacigerde yikildig1 i¢in karaciger hastaligi olan kisiler Toluene
kars1 daha duyarhdirlar. Ozellikle salisilat ve alkol gibi maddeler Toluen
metabolizmasini kompetitif olarak inhibe ettiklerinden dolay1 alkol ya da karacigerde
metabolize olan ilaglar1 kullanan kisiler Toluen’den daha fazla zarar goriirler. Yine

yiiksek miktarda Toluene maruz kalan madde bagimlilarinda, siddetli karaciger hasari



oldugunu gosterir ¢aligmalar mevcuttur. Organik solventlere diisiik dozda ve kronik
maruziyetin siroza yol agabilecegini gosterir caligmalar da bulunmaktadir (OEHHA

1999; ATSDR 2006).

1.1.8.b. Sinir sistemi wizerine toksik etkileri

Toluen lipofilik o6zelliginden dolay1 hiicre duvarindaki lipit yapisim1 degistirir ve
proteinlerle etkilesime girer. Akut dozlarda Na/K-ATPaz aktivitesini dnemli oranda
artirarak membran akigkanligini artirir (Calderon-Guzman et al. 2005a). Olusturdugu
bozukluklarin oraniyla doz cevap iliskisi tam olarak belirlenememistir. Toluene maruz
kalan insan ve hayvanlarda ilk etki santral sinir sistemi depresyonudur. Yiiksek
konsantrasyonlarda diger u¢ucu maddelerle benzer olarak psikomotor hasarlanma,
lokomotor aktivitelerde eksitasyon ve daha sonrada inhibisyon, ayakta durma
refleksinin kaybolmasi ve sedasyon gibi etkileri vardir (Uzun et al. 2001; Baydas et al.
2003; Coskun et al. 2006). Toluen bu etkileri gabaerjik, glutamaterjik, serotonerjik,
dopaminerjik yolaklari etkileyerek yapar (Balster 1998; Bowen et al. 2005). Toluen,
serebellum ve hippokampus’da apoptotik noérodejenerasyona yol acar (Ladefoged et al.
2004). Ayrica serebellar, piramidal bozukluklar, periferik néropati, optik atrofi, sinirsel
isitme kaybi, bilissel fonksiyonlar1 da iceren gegici ve kalic1 hasarlara da yol agar
(Uzun et al. 2001; Coskun et al. 2006). Kronik Toluen bagimlilarinin MRI
goriintiilemelerinde beyaz cevher atrofisi ve bununla iligkili olarak klinik bulgular vardir
(EPHC 2003). Ayrica Toluen periferik sinirlerde de hasara yol acar (Coskun et al. 2005,
2006).

1.1.8.c. Goz ve deri tizerine toksik etkileri

Toluen yagda ¢Ozilinebilir oldugundan, deride irritasyona ve hasara sebep olabilir.
Toluen bazli maddelere maruz kalan insanlarda bu hasarlar goriiliir. 750 mg/m® ve iizeri
konsantrasyonda Toluene maruz kalan insanlarda gozde irritasyon olusurken, 1500
mg/m? ve iizeri bir oranda ise lakrimasyona sebep olur. Direk kornea ile temas ettiginde

ise korneada hasar meydana gelir (HPA 2007).



1.1.8.d. Teratojenik etkileri

Toluen bagimlist annelerin degerlendirilmesiyle Toluen embriyo-patolojisi literatiirde
tanimlanmistir. Toluen bagimlis1 annelerin ¢ocuklarinda; embriyolojik donemde
intrauterin gelisme geriligi, mikrosefalik ve dismorfik o6zellikler (kisa palpebral yarik,
derin yerlesimli goz, kiiclik yliz, diisiik kulak, mikrognati, spatula seklinde parmaklar ve
kisa tirnak) tespit edilmistir. Yasla birlikte; gelisme geriligi, konusma problemi ve
serebellar disfonksiyon gibi gelisimsel gerilikler goriiliir (Jones 1997). Prenatal Toluen
maruziyetini gosteren bircok hayvansal calisma yapilmistir. Bunlarin birgogunda

gelisme geriligi ve iskelet anormallikleri saptanmistir (Bowen et al. 2005).

1.1.8.e. Karsinojenik etkileri

Toluene maruz kalmis insan ve hayvanlar ilizerinde yapilan c¢aligmalarda Toluenin
kansere neden olmadig1 gosterilmistir. Ayrica Uluslararast Kanser Arastirma Ajansi
(The International Agency for Research on Cancer-IARC) ve Amerika Birlesik
Devletleri Halk Sagligi Merkezi (U.S. Department of Health and Human Services-
DHHS) Tolueni kanserojenik maddeler arasinda saymamaktadir. Ayrica Toluenin

karsinojenik etkilerini degerlendirecek yeterli calisma bulunmamaktadir (IARC 1985).

1.1.9. Toluen’in toksik etkilerini arttiran faktorler

Toluen karacigerde metabolize edildigi i¢in karaciger hastaligi olan kisiler Toluen’in
akut etkilerine daha duyarhdirlar. Daha 6nceden nérolojik ve kalp rahatsizlig1 olanlarda
daha fazla risk altindadirlar. Salisilat ve alkol, kompetitif olarak Toluenin yikimin

durdurduklari i¢in Toluenin toksik etkilerini artirirlar (OEHHA 1999).

1.1.10. Toluen’in kétiiye kullanimi

Atmosferde belli bir oranda Toluen’in bulunmasi herkesin Toluene maruz kaldiginin bir
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gostergesi olmakla birlikte, meslegi geregi bu toksik maddeye daha yogun bir sekilde
maruz kalanlarin sayis1 azimsanmayacak kadar ¢oktur. Bunla birlikte kotiiye kullanim
da Toluen’in yeri olduk¢a 6nemlidir. Toluen ve benzeri ugucularin kétiiye kullanimi
Amerika Birlesik Devletleri gibi gelismis iilkelerin yani sira daha az gelismis iilkelerde
de 6nemli bir problemdir (Balster 1998; Beyer et al. 2001). Ugucu madde bagimliligi en
cok 14-15 yaslar1 arasindaki cocuklarda goriiliir. 17-19 yas diizeylerinde bazilar
bagimliliktan kurtulduklari icin bu yaslarda bagimlilik orani diiser. Ingiltere’de 15
yasina ulasmis g¢ocuklarin %3-5 kadarmin hayatinin herhangi bir déneminde ugucu
madde kokladig1 belirlenmis ve bu yas grubundaki 250 ¢ocuktan bir tanesinin yapistirici
madde bagimlilig1 nedeniyle iilke genelinde ¢esitli ihtisas hastanelerinde tedavi gordiigii
anlasilmistir (Vural and Ogel 2005). Bazi kullanicilarin eriskin dénemlerinde de ugucu
madde kullanmaya devam ettikleri goriilmiistiir (CPS 1998). Toluen bagimlilarinda
paranoid psikoz, parkinsonizm, bilissel bozukluklar (kognitif hasarlanma) ve serebeller

bozukluklar gibi nrolojik ve psikiyatrik birgok rahatsizliklar ortaya ¢ikar (Jones 1997).

Yapilan aragtirmalar ugucu madde bagimlilarinin %90 oraninda Toluen, %5 oraninda
klorlu hidrokarbonlar, %3 oraninda biitan ve %2 oraninda diger ugucu maddeleri
kullandiklarini gostermistir (Uzun et al. 2001). Ucuz ve kolay bulunabilir oldugundan
dolay1 Toluen bagimlilarinin tercihi siklikla tutkal (Park et al. 2003) ve tinerdir (Zengin
Ulakoglu et al. 1998). Istem dis1 maruziyet ise is dolayistyla olmaktadir ki en fazla
kaporta isgileri, boyacilar (Tsatsakis et al. 1997), ayakkabi isgileri (Dossing et al.
1983b; Tomei et al. 1999), matbaa iscilerinde (Guzelian et al. 1988) goriiliir.

1.2. Beyin (Telencephalon, Cerebrum)

Beyin, diistinme ve hafiza gibi fonksiyonlarin yanisira g¢evresel uyarilari almak ve
bunlar1 degerlendirmek, motor aktivite saglamak, somatik ve endokrin fonksiyonlar ve
organlarin diizenli ¢calismasin1 kontrol etme gibi gorevleri yerine getirmektedir (Arinct

ve Elhan 2001).

Beyin; Telensefalon, Diensefalon, Mezensefalon, Pons, Bulbus (medulla oblongata),
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Serebellum bdliimlerinden olusmaktadir (James 1995; Arincit ve Elhan 2001; Taner
2002; Gokmen 2003).

Telensefalon; iki hemisferden meydana gelmektedir ve beynin hacimsel olarak en genis
kismint olusturur. Fissura longitudinalis cerebri ile cerebral hemisferler birbirinden,
fissura transversa cerebri ile de cerebellumdan ayrilmaktayken orta hattan corpus
callosum ile baglanmaktadir. Cerebral hemisferde cerebral cortex adi verilen
milyarlarca aktif ndron iceren substantia grisea, ndron uzantilarimin bulundugu
substantia alba ve substantia alba’ya yerlesmis olan bazal ganglionlardan olugsmaktadir
(Kurt 2003). Cerebral hemisferlerin yiizeyinde ki ¢ikintili kivrimlara gyrus ve bunlarin
arasindaki yariklara sulcus denir. Bu yariklara gore hemisferleri frontal, parietal,
occipital, temporal, insular ve limbik lob olarak isimlendirilen boliimlere ayrilmaktadir

(Taner 2002).

Diensefalon; beyin hemisferleri tarafindan sarilmistir ve epitalamus, metatalamus,
hipotalamus, talamus ve subtalamus adinda bes ayr1 boliimden meydana gelmektedir
(Dere 2000). Diensefalonun iistiiniin arkasinda ve talamusun arka-iist tarafinda bulunan
kism1 olan epitalamus trigonum habenulae, glandula pinealis, commisura posterior ve
stria medullaris thalami’den olusmaktadir (Taner 2002). Talamus; birgok nukleus
bulunduran ve diensefalonun en bilyik kisminit olusturmaktadir. Koku duyusu
impulslar1 disinda biitiin duyu impulslarinin cortex’e gitmeden 6nce toplandigi 6nemli
bir merkezdir (Arinct ve Elhan 2001). Diensefalonun ventralinde hipotalamus yer
almaktadir (Art 2003). Otonom sinir sistemi ile endokrin sistemi kontrol ederek
entegrasyonunu saglamaktadir (Arinci ve Elhan 2001). Mezensefalon’un tegmentumu
ile talamus arasinda uzanan gecis bolgesi subtalamus olarak isimlendirilmektedir (Taner
2002). Motor yollarin ara istasyonu olup ekstrapiramidal sistemde gorev yapmaktadir.
Talamus’un arka tarafinda bulunan corpus geniculatum medial ve corpus geniculatum
lateralenin olusturdugu alana metatalamus denilmektedir. Corpus geniculatum mediale
isitme, corpus geniculatum laterale de gorme ile ilgili impuls ileten lifler tasimaktadir

(Arinci ve Elhan 2001).

Mezensefalon; beynin en kiiciik parg¢asi olan mezensefalon pons ile diensefalon
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arasinda yer almaktadir. Ugiincii ve dérdiincii ventrikiilleri birbirine baglayan
aquaeductus  cerebri  mezensefalon’un ortasindan  gegmektedir (Ar1  2003).
Mesencephalon’un ventralinde sagda ve solda pedunculus cerebriler yerlesmistir (Taner
2002). Mezensefalonda dopaminerjik ndronlara sahip olan substantia nigra olarak
isimlendirilen gri cevher kitlesi mezensefalonun transvers kesitlerinde goriilmektedir.
Efferent lifler igeren crus cerebri’ler ve tegmentum mesencephali diger kisimlarimni
olusturmaktadir. Tegmentum mesencephali talamusa giden c¢esitli afferent lifleri ve IIL.,
IV. ve V. kranial sinirlerin nukleuslar1 ile nucleus ruber’i igermektedir (Ar1 2003).
Mezensefalonun arka tarafinda dort tane yuvarlak ¢ikintidan superiorda bulunanlarina
colliculus superior, inferiordankilere ise colliculus inferior denir. Colliculus superiorlar
daha biiytiktiir ve gorme refleks merkezi, colliculus inferiorlar ise daha kii¢iikk olup

1sitme refleks merkezlerini olusturmaktadirlar (Arinci ve Elhan 2001; Ar12003).

Pons; medulla oblongata ve mezensefalon arasinda kalan kisimda yer almaktadir. Pons,
V, VI, VII, VIII. Kkranial sinirlerin ¢ekirdekleri, formatio reticularis’in bir boliimiini ve
inen-gikan yollari igeren tegmentum pontisten olusan bir alan ve nuclei pontis, fibrae
pontis transversae ve fibrae pontis longitudinales’i i¢eren pars basilaris pontisten olusan

iki boliimden meydana gelmektedir (Taner 2002).

Medulla Oblongata; beyin sapmin en alt kisminda olup, medulla spinalis ve pons
arasinda yer almaktadir (Taner 2002). Medulla oblongata’nin ventral yiizeyinde
corticospinal yollar1 i¢ceren pyramis, nucleus olivaris inferior’u i¢eren oliva ile IX., X.,
XI. ve XII. kranial sinirler bulunur. Dorsal yiizeyinde ise tuberculum gracile,

tuberculum cuneatum ve fossa rhomboidea bulunmaktadir (James 1995).

Serebellum; fossa cranii posterior’da, pons ve medulla oblongata’nin superior-posterior
kisminda bulunur. Cerebellum beynin ikinci biiyiik kismidir. Pons ve medulla oblongata
ile birlikte 4. ventrikiil’ii ¢evreler. Lobus occipitalis ile aralarinda tentorium cerebelli
bulunur. Hemisferium cerebelli denen iki tane yan lob ile bunlar1 ortada biriblerine
baglayan vermis cerebelli’den olusur. Cerebellum, istegimiz disinda iskelet kaslarinin

tonusunu kontrol ve sinerjik hareketlerini koordine eder. Boylece kaslarin isbirligi
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icinde caligmasini saglayarak dengenin korunmasinda 6nemli bir rol oynar (Arinci ve

Elhan 2001).

Merkezi sinir sisteminde substantia griseada ¢ogunlukla néron govdeleri, substantia
albada aksonlar yer almaktadir. Aksonlar miyelin kilifi nedeniyle substantia alba agik
renkli goriilmektedir. Serebral hemisferler 6grenme bellek, bilginin analizi, motor
yanitlarin  baglatilmasi ve duyusal impulslarin entegrasyonunu olusturmaktadir.
Noronlarin  yogun yayilim gosterdigi yiizeyel bolgesi serebral korteks olarak
isimlendirilmektedir. Serebral kortekste farkli tabakalarda yerlesik bes morfolojik néron

tipi vardir. Serebral korteksteki ndron tipleri sunlardir;

a- Piramidal noronlar; hiicre govdeleri piramidal sekillidir, apeksleri korteks yiizeyine
dogrudur. Hiicrenin tabanindan ¢ikan akson alttaki beyaz cevhere dogru ilerler ve derin
tabakalarinda sinaps yapar. Apeksten ayrilan dendrit yilizeye dogru ilerler ve orada ince
dallara ayrilir. Ayrica hiicre tabaninin kdselerinden ¢ikan ve lateral olarak uzanan kisa
dendritleri de bulunmaktadir. Piramidal ndronlarin biiyiiklikleri degiskendir. Motor
korteksteki Betz hiicreleri olarak isimlendirilen noéronlar korteksteki en biiyiikk c¢apl
piramidal hiicrelerdir (Taner 2002; Young et al. 2007; Gartner and Hiatt 2007).

b- Stellat (graniiler) noronlar; kisa bir aksonu ve kisa, dallanan dendritleri nedeniyle
yildiz seklinde goriinen kiiciik noronlardir. Rutin histolojik metotlarla kiiciik graniiller
seklinde goriilebilmesi nedeniyle graniiler ndron olarak da isimlendirilmektedir (Taner
2002; Young et al. 2007; Gartner and Hiatt 2007).

C- Martinotti ndronlari; birkag kisa dendriti bulunan kiiciik poligonal sekilli
noronlardir. Aksonu yiizeye dogru uzanir ve korteksin en {ist tabakasinda horizontal
olarak ikiye ayrilir (Taner 2002; Young et al. 2007; Gartner and Hiatt 2007).

d- Fuziform noronlar; ig seklindeki noéronlardir. Aksonu yiizeye dogru ilerler,
dendritleri derin tabakalara dogru dallanarak ilerler (Taner 2002; Young et al. 2007,
Gartner and Hiatt 2007).

e- Cajal’m horizontal noronlari; kiiclik ve ig sekilli hiicelerdir, yiizeye paralel olarak
uzanirlar. Kortekste en az goriilen hiicrelerdir ve sadece en yiizeyel tabakada bulunurlar.

Aksonu piramidal noronlarin dendritleri ile sinaps yapar (Young et al. 2007; Gartner
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and Hiatt 2007).

1.2.1. Prefrontal korteks

Gelisimin erken evrelerinde meydana gelen olumsuz kosullarin, ndronal islevlerde ve
adaptif yanitlarin olusturulmasinda bozukluklara sebep olduguna isaret edilmektedir. Bu
caligmalarin ¢ogunlugu, eriskin dénemdeki ndérogenezisi, sinaptik plastisite kapasitesi
cok yiiksek olan, 6grenme ve hafiza fonksiyonlarinda kritik rol oynayan hippokampusta
incelenmeye ¢aligilmistir (Charil et al. 2010). Halbuki beynin yiiriitiicli ya da yonetsel
islevlerinden sorumlu boliimii kortekstir. Korteksin yaklasik %30’unu, prefrontal
korteks (PFK) olusturmaktadir. PFK’de olfaktor boliimler ile ortak kdkenden gelen
basoventral kisimlar ve corpus callosumdan baslaylp medial frontal lob cevresine
yayilan mediodorsal kisimlar filogenetik agidan olusan iki farkli bélgedir (Yeterian and
Pandya 1991; Ray and Zald 2012). PFK’deki néron 6nciil hiicreleri, diger kortikal
hiicreler gibi, embriyonun erken evresinde olusur ve postnatal evrelerde ve hatta
yetiskin donemde bile gelisimlerini siirdiirebilmektedirler. Yasamin erken evresinde
gereginden daha ¢ok noron ve ndronal baglanti goriilmektedir. Bunlar, noral aktivite
sayesinde yeniden sekillendirilebilmektedir. Cocukluk evresinde sinaps sayisi ile
orantili bir sekilde dendrit tizerindeki ¢ikintilarin konsantrasyonu eriskin evreye oranla 2
veya 3 kat fazla olmaktadir (Kolb et al. 2012). PFK’deki bu ¢ikintilar ergenlik ve geng
eriskinlik evrelerine kadar asir1 miktarda iiretilmeye ve es zamanl bir sekilde ortadan

kaldirilmaya devam etmektedir (Petanjek et al. 2011).

Bebeklik ve cocukluk caglarinda PFK’deki temel noral devrelerin olusumu biiytik
oranda tamamlanmakta ve nihai bilissel islevler olusmaya baslamaktadir (Tsujimoto
2008). PFK’deki sinaptik baglantilarin stabilizasyonu, beynin diger kortikal bolgelerinin
aksine daha ge¢ donemlerde goriilmektedir. Buda yasamin erken evrelerinde PFK
tizerindeki etkileri, yasam boyu devam edecek davranis yansimalarima neden
olabilmektedir. PFK, frontal loblarin anteriorunda bulunan ve bir ¢ok kortikal alanin
islevsel olarak birlesmesiyle meydana gelmistir (Yeterian et al. 2012). PFK medial,

lateral ve ventral olmak {izere ii¢ boliimde incelenmektedir. Medial PFK; precentral,
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anterior cingulate, prelimbik, infralimbik ve medial orbital korteks kisimlarindan
olugsmaktadir. Limbic sistemden gelen uyarilar1 baskilamaktadir. Lateral PFK; dorsal ve
ventral agranular insular ile lateral orbital alanlardan olugmaktadir. Bu kisim
stirdiirtilebilir dikkat, bilis ve eylem tireten bolgeler ile yogun bir sekilde baglantilidir.
Ventral PFK; ventral orbital ile ventral lateral orbital alanlardan olusmaktadir ve
duyular ile ilgili girdileri almaktadir (Usami et al. 2011; Uylings et al. 2003). Yapilan
spesifik boyama teknikleri sayesinde PFK’in ventral kisimlarinin gérmenin, somatik
duyularin ve isitmenin assosiasyon alanlar1 ve premotor alanlar ile, medial kisimlarinin
gormenin, somatik duyularin, isitmenin assosiasyon alanlari, temporal lob medial
kisimlari, talamus ve limbik alanlar ile karsilikli 1if aligverisinde bulundugu
gosterilmistir (Miller and Cohen 2001; Hoover and Vertes 2007; Yeterian et al. 2012;
Thiebaut de Schotten et al. 2012).

PFK’in medial b6limleri neostriatum’a, temporal neokortikal alanlara ve hipotalamusa
gondermis oldugu efferentleri araciligiyla; motor davranislari, viicudun duyusal,
norokimyasal ve hormonal dengesini etkileyebildigi izlenmistir (Heidbreder and
Groenwegen 2003). PFK en oOnemli girdilerini talamusta bulunan nukleus
mediodorsalisden aldigi bilinmektedir (Uylings et al. 2003; Kolb et al. 2012). PFK
kompleks biligsel ve sosyal davranislari olusturabilmek i¢in; beynin diger alanlarindan
gelen verileri toplamakta, denetlemekte, yargilamakta, biitlinlestirmekte, gerekli
degisiklik, diizenleme ve siralamalar1 yaptiktan sonra, ortaya ¢ikarilacak davranisa karar
verdigi bilinmektedir. Prefrontal korteksteki piramidal noronlar bazal ganglionlara
projeksiyon lifleri gonderirken, ipsilateral ve kontralateral kortikal baglantilardan da

sorumludurlar (Petanjek et al. 2008).

Stresli ortamlar gibi davranis degisikligi gerektiren uyarilar karsisinda, ventral
tegmental bolgeden PFK’ye uzanan dopaminerjik néronlarin aktive oldugu bu bolgeden
asetilkolin salinim1 oldugu da gosterilmistir (Laplante et al. 2004; Del Arco et al. 2007).
PFK gelisimi alti asamada olugmaktadir. Birinci ve ikinci asamada ndrogenezis ile ilgili
gelismeler prenatal doneme karsilik gelirken; iiclincli asamadan itibaren gelisim

postnatal donemde devam etmektedir. Dogumdan sonraki ilk yil i¢inde gergeklesen bu
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donemde, piramidal néronlarin dendritik uzantilar1 biiyliyerek olgunlasmakta, sonuncu
asama ise; yetiskin donemin sonunda ger¢eklesmekte ve eriskindekine benzer yapisal

organizasyon bu donemde kazanilmaktadir (Donkelaar et al. 2006) (Sekil 1.3.).

adf2e, abfi2e,
abdfi2e

4 = Dopaminerjik yolak
—p Glutamaterjik yolak
& GABAerjik yolak

Sekil 1.3. Prefrontal korteks ve hippokampus iletim yolagi (Anonim 2016a)

1.2.2. Hipotalamus

Hipotalamus limbik sistemin subkortikal yapilar1 tarafindan ¢evrelenmistir. Bu yapilar:
septum, paraolfaktor bolge, epitalamus, talamusun 6n niikleuslari, bazal ganglianin bir
kism1 ve amigdaladir. Hipotalamusun limbik sistemin tiim seviyeleriyle baglantisi
vardir. Hipotalamus beyin kitlesinin %]1’inden daha azini i¢ermesine ragmen limbik
sistemin tiim motor ¢ikis yolaklarindan en Onemlisidir. Vejetatif, noroendokrin
fonksiyonlarmin yaninda, duyusal durumun diizenlenmesinde de rol alir. Hipotalamus
on ve arka olmak flizere iki bolgeye ayrilir. Anterior boliimde paraventrikiiler niikleus
(PVN), medial preoptik bdlge, supraoptik niikleus, infundibulum, posterior preoptik va

anterior hipotalamik bolge bulunur. Posterior bolgede, PH, dorsomedial niikleus
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(DMH), perifornikal niikleus, ventromedial niikleus, mamillar cisim, arkuat niikleus,
periventrikiiler alan va lateral hipotalamik bélge yer alir. Hipotalamusun Islevleri: 1-
Kardiyovaskiiler ~diizenleme: Genellikle posterior ve lateral hipotalamusun
uyarilmasiyla kalp hizi artar, kan basinct yiikselir. Preoptik ¢ekirdegin uyarilmasi kalp
hizt ve kan basincim diisiiriir. 2- Anterior hipotalamus, 6zellikle preoptik niikleus
aracilifiyla viicut 1sisinin; lateral hipotalamusa yerlesmis susama merkezi ve suyun
renal yoldan atilimini kontrol eden supraoptik niikleus aracilifiyla viicut suyunun
diizenlenmesi gergeklestirilir. 3- Paraventrikiiler néronlar ile uterus kasilmasinin ve siit
salinimmin diizenlenmesi. 4- Lateral hipotalamusda bulunan aglik merkezi ve
ventromedial niikleuste yerlesmis bulunan doyma merkeziyle gastrointestinal ve
beslenme fonksiyonlarmin diizenlenmesi. 5- On hipofiz bezinin fonksiyonlarmin

diizenlenmesi (Olmos Jose 2004) (Sekil 1.4 ve 1.5).

1.2.3. Substantia nigra

Substantia nigra; mezensefalon’da crus cerebri ile tegmentum arasinda yer alir ve
kendisini olusturan ndronlarda bulunan melanin pigmenti nedeniyle cevresindeki
yapilara gore daha koyu renkte goriiliir. Mezensefalon’un tiim kesitlerinde yarim ay
seklinde goriiliir. Ventral yerlesimli, daha agik renkli, sitolojik olarak globus pallidus’a
benzeyen boliimiine pars reticulata; dorsal yerlesimli, daha koyu renkli boliimiine ise
pars compacta adi verilmektedir (Taner 2002; Gokmen 2003). Substanstia nigra pars
kompakta’dan striyatuma gelen dopamin, normalde direkt yolun aktivitesini D1
reseptorleri iizerinden artirirken, indirekt yolun aktivitesini D2 reseptorleri lizerinden

azaltir.

Nigrostriatal yol dejenerasyona bagli olarak striyatumda dopamin azalmas: striatal
interndronlar arasinda kolinerjik aktivitede artisa neden olur. Dopamin eksikligi
direkt/indirekt yol arasindaki dengeyi, indirekt yolda aktivite artis1 lehine cevirir.
Boylece talamokortikal yolun inhibisyonu artar ve kortekse uyarici bilgi gitmesi
engellenir. Bu da korteksten kortikospinal projeksiyonlarin uyarilmasinit engeller ki

Parkinson hastaliginin temel bulgularindan hareket ve tonus bozukluklarinin ortaya
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¢ikmasina neden olur ( Albin et al. 1989; Smith et al. 1998) (Sekil 1.4.).

Frontal
Korteks

Striatum

Substantia

Prefronal
Korteks

Hipotalamus

Ventral Tegmental Alan \

Sekil 1.4. Substantia nigra ve Dopamine metobolizmasi (Anonymous 2016a)
1.2.4. Entorinal korteks

Parahipokampal girusun 6n kisminda ve Broadman’in 28. alaninda bulunmaktadir. Bu
bolgenin neokortikal sensorial ve multimodal asosiasyon bdolgeleriyle ve subkortikal
yapilarla da baglantis1 vardir (Amaral et al. 1987). Hipokampusun en gii¢lii kortikal
afferentlerinin kaynagi entorinal kortekstir ve amigdaladan Onemli baglantilar
almaktadir (Insausti et al. 1987). Anatomik olarak neokorteksin genis bir kismu,
entorinal korteks ve bu yapinin arka komsulugundaki peririnal Kortekse dogrudan
projekte olur. Hipokampus kortikal bilgilerin 6nemli bir kismini1 bu iki yapidan alir.
Entorinal kortekse gelen on projeksiyonlar Ozellikle orbitofrontal ve infralimbik
korteksten gelmektedirler ve fonksiyonlar: 6diil, ceza ve diger hedefle iliskili yanitlarin

olusturulmasidir (Carmichael et al. 1994). Posterior projeksiyonlar dnce orbitofrontal
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korteksten insuler kortekse gelir ve burada tat duyusu ile ilgili bilgi ile islemlendikten
sonra peririnal kortekse aktarilir. Bu iki alan entorinal korteksi yogun sekilde innerve
eder. Singulat korteks te entorinal korteksi yogun sekilde innerve eder ve bu
innervasyonun kaybi hafizayi, ozelliklede gecikmis yanitli gorevleri etkiler (Zola-

Morgan et al. 1993).

Entorhinal kortekse ¢ok sayida subkortikal input ulagsmaktadir. Birgok olfaktor yapi
ozellikle de olfaktor bulbdan gelenler olfaktor ve piriform korteksten gelen yogun
projeksiyonlarla birlikte entorinal korteksin yiizeysel tabakasini innerve eder (Haberly
1985). Entorinal korteksin olfaktor bilgilerle olan iligkisi nettir. Medial septumun
kolinerjik liflerinin de entorinal kortekse gii¢lii projeksiyonlar:t mevcuttur. Bu kolinerjik
hiicrelerin hipokampustaki bellek depolanmasi ile iliskili ritmik teta aktivitesini
diizenlemesi nedeniyle entorinal aktivitenin bu islemde onemli fonksiyonunun oldugu
diistiniilmektedir (Alonso and Llinas 1989). Kortikal nukleuslardan kaynaklanan ve
amigdalada duyusal olarak renklendirilmis bilgiler, medial, lateral entorinal kortekse ve
bazolateral ve lateral amigdalar nukleuslara projekte olur (Beckstead 1978). Beyin
sapindaki rafe nukleusundan serotoninerjik, lokus seroleus ve retikiiler tegmental
alandan noradrenerjik inputlar gelmektedir. Ayrica anterior talamik nukleuslardan
kaynaklanan afferentler de entorinal kortekste sonlanir (Bayer 1985). Entorinal bolge
hem kortikal hem de subkortikal yapilar tarafindan yaygin sekilde innerve edilmesine

ragmen Ozellikle 6grenme ve hafiza ile iliskili davranislardaki rolii agiktir (Sekil 1.5).

1.2.5. Hipokampus

Hipokampus, c¢ift tarafli, temporal Kkorteksin medialinde lateral ventrikiiliin cornu
inferius’unun taban1 boyunca uzanmis, C harfi seklinde, anteriorden posteriore yerlesim
gostermis, gri cevher kabartisidir. C harfinin konveks yiizli ventrikiil bosluguna, konkav
ylzii ise hemisferin alt yliziine dogru yonelim gostermistir. Altta mediale dogru
subiculum ve gyrus parahippocampalis ile devam eder. Parahippocampalis’in 6ne dogru

uzanan kismina uncus ad1 verilir (Blaskstad 1956). Hippocampus’un arterial kanlanmasi
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arteria cerebralis posterior tarafindan saglanir. Anteriordaki kiigiik bir boliimii ise arteria

coroidea anterior tarafindan kanlanir (Duvernoy 2005) (Sekil 1.5).

Cornu ammonis (CA); Korteks bandi; Hipokampus’un genisligine, hiicre yogunluguna

ve hiicre biiyiikliigiine gore dort bolgeye ayrilir.

Kuyruk kismi, CA1,

Kuyruga yakin gévde kismi, CA2,

Bas bolgesine yakin olan govde kismi, CA3,
Bas bolgesi CA4 olarak isimlendirilir.

CA1l: Insanda en biiyiikk olan kisimdir. En fazla oksijen bu kisimda kullanilir ve
hipoksiye duyarli piramidal noéronlarca zengin oldugundan hipoksiye karsi oldukga
hassastir.

CAZ2: Biiyiik piramidal noronlart sayesinde hipoksiye karsi en direngli kisimdir. Gyrus
dentatus’ta bulunan graniiler hiicrelerin aksonlarindan olan mossy liflerinden uyari
almazlar.

CA3: Hipoksiye karst hafif duyarlidir. Ammon boynuzunda bulunan en biiyiik
piramidal néronlar burada yerlesim gdstermektedir. Piramidal hiicrelerin dendritleri ile
mossy lifleri arasinda olusan ve stratum lucidum tabakasinda bulunan sinapslar en
belirgin 6zelligidir. CA3’iin bir kism1 gyrus dentatus’taki graniiler hiicreleri tarafindan
sartlmustir.

CA4: Piramidal hiicreleri olmadigindan hipoksiye karsi orta seviyede bir duyarlilik
gosterir. Bu bolgeye hilus bolgesi de denir (Blaskstad 1956; Duvernoy 2005).

Gyrus Dentatus; Gyrus parahippocampalis ve fimbria hippocampi arasinda disli ve dar
substantia grisea tabakasidir. Hippocampus formasyonu’nu olusturan yapilardan gyrus
dentatus, lizerinde corpus callosum’un splenium’una kadar fimbria hipocampi ile
seyreder ve indusium griseum ile devam eder. Gyrus dentatus Once uncus’a karigir
(Brodal 1981; Duplus et al. 2000). CA1, CA3’ten sulcus hippocampalis ile ayrilir.

Gyrus dentatus’taki temel hiicre tipi olan graniil hiicrelerinin unipolar dendritleri



21

afferent projeksiyonlar seklinde stratum moleculare’ye uzanmis hiicrelerdir. Gyrus
dentatus’un hilusu, graniiler hiicre tabakasinin kollar1 arasinda, polimorfik hiicrelerden

olusan bolgedir.

Subiculum; Subiculum, gyrus parahipocampalis’in superior pargasini olusturur.
Subiculum’un bir ucu hippocampus ile diger ucu ise gyrus parahippocampalis’in

korteksiyle seyreder. Subiculum’un 6n tarafinda area entorhinalis vardir (Brodal 1981).

Alveus; Hippocampus’un superior veya ventrikiiler yiiziinde uzanan ince bir tabaka
substantia alba ihtiva eder. Hippocampus’ta myelin lifler igeren ndronlarin aksonlari
alveus’u olusturmaktadir. Bu lifler, hippocampus’un medial kenarma dogru uzanarak

fimbria hippocampi’yi olustururlar. Fimbria hipocampi arkada crus fornix olarak devam
eder (Brodal 1981).

Sekil 1.5. Beyin yapilarinin gosterimi (Anonim 2016b)
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1.3. Oksidatif Stres ve Antioksidanlar

Dis orbitallerinde ortaklanmamis elektron tasiyan ve diger biyolojik materyallerle
reaksiyona girme egilimine sahip atom veya molekiillere serbest radikal adi verilir
(Uzun et al. 2001; Akyol 2004). Molekiiler oksijen insan viicudunda biitiin hiicrelere
girerek dokularda ¢ok fazla tiiketilme Ozelligine sahiptir. Yapis1 geregi de radikal
olmaya c¢ok uygun oldugu i¢in serbest radikal denilince aslinda serbest oksijen
radikalleri, ya da reaktif oksijen tiirleri (ROS) akla gelmektedir (Akyol 2004). Serbest
oksijen radikalleri hidroksil, siiperoksit, nitrik oksit (NO) ve hidrojen peroksit
radikalleri gibi degisik kimyasal yapilara sahiptir. Basta mitokondriyal elektron taginimi
olmak {izere ksenobiyotik metabolizmasi, fagositik aktivasyon, cesitli sentez ve
degradasyon reaksiyonlar1 gibi oksijen gerektiren durumlarda ROS olusmaktadir (Mates
2000; Burg¢ak and Andican 2004). Ayrica kisilerin maruz kaldigi; stres, radyasyon,
antineoplastik ajanlar, bagisiklig1 artirict baz1 maddeler, pestisitler, anestetik maddeler,
sigara dumani ve aromatik hidrokarbonlar gibi bazi eksojen ajanlar da viicutta ROS
olusumuna neden olmaktadir (Akyol 2004). Toluen de bir aromatik hidrokarbondur ve
oksidatif stres olusturdugunu kanitlayan ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (Dossing et al.
1983a; Guzelian et al. 1988; Mattia et al. 1993a; Park et al. 2003; Coskun et al. 2005,
2006).

Serbest radikallerin artmasi veya antioksidan enzimlerin azalmasiyla, serbest
radikallerle antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin bozulmasi sonucu
oksidatif stres ve oksidatif hasar olusur. Oksijen, siiperoksit radikaline bazi demir-
kiikiirt igeren ylikseltgenme-indirgenme enzimleri ve flavoproteinlerin etkisiyle
indirgenir. Son derece toksik olan ve hiicre hasaria yol agan superoksit radikali, bakirl
bir enzim olan siliperoksit dismutaz (SOD) vasitasiyla hidrojen peroksit ve oksijene
dontstiiriiliir. Stiperoksit grubundan daha zayif etkili olan hidrojen peroksit, dokularda
bulunan katalaz (CAT), peroksidaz ve glutatyon peroksidaz (GSH- Px) gibi enzimlerle
su ve oksijen gibi daha zayif etkili iiriinlere donistiiriilerek etkisiz hale getirilir

(Halliwell 1984; Mates 2000).
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Glutatyon (GSH), hayvan hiicrelerinin hemen hemen hepsinde yiiksek
konsantrasyonlarda bulunmaktadir (0,1 — 10 mM). Organizmanin bir¢ok hiicresinde
bulunan ve hiicrenin fonksiyonel proteinlerini oksidan ajanlara karsi koruyan bir
tripeptitdir (Champe ve ark., 1997). Glutatyon disiilfid (GSSG), GSH’daki sisteinin tiol
grubunun oksidasyonu ile olusmaktadir. Hiicrede bulunan GSH’ un 1/3” i distlfid
seklinde ve tiol grubu iceren sistein, koenzim A gibi bilesikler ile beraber
bulunmaktadir (Luberda 2005). DNA sentezinde, hasarli DNA pargalarinin
onarilmasinda, metabolik fonksiyonlarin yerine getirilmesinde, zehirli maddelerin
inaktif hale donistiriilmesinde ve serbest radikallerin olas1 hasarlarinin 6nlenmesinde
gorev yapmaktadir (Chavan ve ark., 2005). Icerigindeki en aktif grup tiol grubudur.
GSH’daki tiol grubunun oksitlenmesi ile olusan GSSG, antioksidan o6zelligini
kaybetmektedir. GSH, glutatyon peroksidazin ve dehidroaskorbat rediiktazin 6n
maddesi ve glutatyon rediiktaz tarafindan katalizlenen reaksiyonun da {irliniini

olusturmaktadir (Luberda, 2005).

Memeli organizmalarinda NO’in varligt 1916 yilinda gosterilmistir. Aktiflesmis
makrofajlarin NO salgiladigr 1985 yilinda kesfedilmistir. NO’in 6ncii maddesi L-
arginindir. Ayrica endotel kaynakli vazodilator faktoriin NO oldugu tespit edilmis ve bu
molekiiliin beyin hiicre ve dokusu ile bir ¢ok organ sisteminde tiretildigi rapor edilmistir
(Bicker, 2001). NO molekiilii, molekiiler oksijen varliginda L-argininin L-sitriiline
dontisiimiinde iiriin olarak olusur. Nitrik oksit sentetaz (NOS) enzimi bu reaksiyonu
katalize etmekte ve ko-substrat olarak NADPH ve oksijen kullanilmaktadir (Sarkar,
2001). NO, fizyolojik ve patofizyolojik olaylarda vazoregiilasyon ve hiicresel toksiteyi
gosteren bir biyoregiilator molekiil olarak goérev yapmakta, ayn1 zamanda damar
basincinin ayarlanmasindan ve kan hiicreleriyle endotel arasindaki etkilesimin
diizenlenmesinden sorumlu olmaktadir (Kuyumcu ve ark., 2004). NO iiretildikten
hemen sonra néron disina saliverilmekte ve lipofilik 6zellligi nedeniyle saliverildigi
hiicrenin ¢evresinde genis bir alana yayilmaktadir. Hiicre ve sinir uclarinin igine
kolaylikla girebilmektedir. Hedef hiicrelerde suda eriyen guanilat siklaz/cGMP
sistemini aktive ederek hiicresel bir etki olusturmaktadir (Kennedy, 1994; Rand ve Li,
1995). NO’in insan viicudunda koruyucu ve diizenleme etkilerinin yani sira zararl

etkileri de bulunmaktadir. Bunlar enzim fonksiyonlarini bozmak, DNA hasari
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olusturmak, lipid peroksidasyonu ve antioksidan tiiketimi olarak sayilabilmektedir

(Matthew, 1999).

Lipid peroksidasyonu, hiicre zarindaki fosfolipidlerin ¢oklu doymamis yag asitlerinin
oksidasyonuna neden olan ve bdylece hiicre zar lipid yapisini degistirerek hiicre yap1
ve fonksiyonlarini bozmaktadir (Thomas, 1999). Serbest radikallerin hiicre zarindaki
doymamis yag asitlerini etkilemesi ile baslamaktadir. Bir zincir tepkimesi seklinde
baslayip, daha ileri peroksidasyonu baslatacak serbest radikaller i¢in kesintisiz bir
kaynak olusturmaktadir. Kendi kendini devam ettiren bu zincir reaksiyonlarmin hiicre

membranina hasar1 geri doniisiimsiiz olmaktadir (Canorug ve ark., 2000).

Lipit peroksidasyonun en 6nemli {irlinii olan malondialdehit (MDA), 3 ya da daha fazla
cift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu meydana gelir. MDA, hiicre
membranlarindan iyon aligverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin ¢apraz
baglanmasina yol acar ve iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi
olumsuz sonuglara neden olur. MDA, DNA’nin nitrojen bazlar1 ile reaksiyona
girdiginden mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢cin genotoksik ve karsinojeniktir (Mercan
2004). MDA, hiicre zar1 akiskanhiginin azalmasina, hiicre zar1 fonksiyonlarinin
yavaslamasina, hiicre zar1 reseptor ve enzimlerinin inaktive olmasina ve Ca +2
iyonlarinin hiicre zarindan gecislerinin artmasina neden olmaktadir (Canorug ve ark.,

2000; Rio ve ark., 2005).

Giiniimiizde yapilan bir ¢ok ¢aligma sonrasinda oksidatif stresin apoptozisin baslamasini
tetikleyen en Onemli faktorlerden biri oldugu kabul edilmektedir. Oksidatif stres
kalsiyum dengelerini ve mitokondri membran potansiyelini degistirerek mitokondride
hasara yol acar. Hem mitokondri hemde DNA hasarina yol agan oksidatif stres, hiicreyi

apoptozise siiriikler (Edelfors et al. 2002; Burg¢ak and Andican 2004).

1.4. Apoptozis

Hiicre populasyonunun geri kalaninin sagiliginin bozulmasini gerektiren durumlarda,
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hiicrelerin genetik olarak biinyelerinde mevcut bulunan intihar programi devreye
sokularak, hiicrenin programl bir sekilde ve ¢evresine hig¢ bir zarar vermeden 6lmesine
apoptozis denir (Woo et al. 1999; Ergin and Alkan 2002). Apoptozisin morfolojik
degisiklikleri kaspaz aktivasyonu sonucu meydana geldigi kabul edilmektedir (Erdogan
and Uzaslan 2003). Kaspazlar ekstrensek (reseptor aracili) yol, ya da intrensek
(mitokondri aracili) yollarin tetiklenmesi sonucunda aktif olmaktadir. Ekstrensek
apoptozisin tetiklenmesinde sorumlu iki esas faktor; Fas ligant ve Tiimor Nekroz Faktor
(TNF) oldugu bilinmektedir. Fas ligant’in reseptorii olan Fas tip-1, membran proteini ve
TNF reseptor ailesinin bir {iyesi sayilmaktadir. Fas ligant, sitotoksik T lenfositlerde,
Natural Killer (NK) hiicrelerinde bulunmakta ve hedef hiicrede bulunan fas reseptorii ile
baglandig1 zaman apoptozisi aktive etmektedir. TNF ise hedef hiicredeki TNF reseptor
ailesinin tyeleri olan TNF-alfa ve TNF-beta reseptorleri ile baglandiginda apoptozisi
baslatmaktadir (Erdogan and Uzaslan, 2003). Bu reseptorlerin uyarilmasi ile baslatici
kaspaz olan kaspaz-8 aktive olarak aktivasyon sinyalini kaspaz-3 gibi efektor kaspazlara
iletmektedir. Aktiflesmis kaspazlar (kaspaz-3) DNA’nin pargalanmasi ve membran
proteinlerinin yikilmasi gibi morfolojik degisikliklerin ortaya ¢ikmasiyla kesin oliimii
meydana getirmektedirler (Ramachandran et al. 2000). Ciddi DNA hasarina cevap
olarak aktive olan p53 geni ve reaktif oksijen radikalleri apoptozisi baslatabilmektedir
(Erdogan and Uzaslan 2003). Kaspaz ailesinin ise su ana kadar 14 iiyesinden 11 tanesi
insanda bulunmaktadir. Kaspazlar igerisinde ¢esitli hiicresel proteinleri parcalayan ve
kiiciik bir baglanma bdlgeleri olanlarina sonuglandirict (effektor) kaspazlar da
denilmektedir. Bunlar; Kaspaz-3, Kaspaz-6 ve Kaspaz-7 dir (Eastman 1995). Nerve
Growth Factor (NGF) hiicre membraninda yerlesim gdsteren reseptor tirozin kinaz
ailesinin iiyeleri arasinda yer almaktadir. Ayrica hiicreler ¢evre hiicrelerden ve hiicre
dis1 matriksden gelen yasam sinyallerine ve biiylime faktorlerine ihtiya¢ duymaktadirlar.
Bu sinyaller diizenli bir sekilde ve yeterli miktarda olmazsa hiicreler apoptoza
gitmektedirler. Noronlar aksonlarini hedef hiicreye kadar uzatmakta, hedef hiicreler ise
sinirli miktarda norotrofik faktor salgilamaktadirlar. Norotrofik faktorler 6zel hiicre
reseptorlerine baglanmakta ve yeterli miktarda norotrofik faktor alamayan noronlar
apoptoza ugramaktadir. (Luberda 2005). NGF’nin, reseptorii olan tirozin kinaz A’ya
baglanmasi Bcl-2 adi verilen bir molekiilii aktif hale gecirmektedir. Bu sekilde

apoptotik yolakta bir sonraki molekiil olan Apaf 1 baskilanmakta ve apoptoza yol
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acacak olan kaspazlar inaktif halde kalmaktadir. Ancak yeterli NGF’nin olmadigi
durumlarda bu sinyal alinmayacagindan Bcl-2 aktif hale gecemez ve Apaf 1
baskilanamamaktadir. Boylece aktif kalan Apaf 1 tarafindan kesilen kaspazlar aktif hale
gegerek apoptoz gerceklesmektedir (Jessel ve Sanes, 2000).

1.4.1. Apoptozis diizenleyicileri

Apoptozisin diizenlenmesinin merkezinde mitokondri bulunmaktadir. Apoptozis
sirasinda mitokondri membran potansiyelinin azalmasi ve membran gecirgenliginin
artmas1 gibi degisiklikler meydana gelmektedir. Oksidatif stresin eslik ettigi bu
degisiklikler neticesinde mitokondrinin membranlar arasi boslukta yer alan ve solunum
zincirinin bir pargasi olan sitokrom c, sitozoliin i¢ine salinmaktadir. Bu salinim Bcl-2
ailesinin mitokondri, endoplazmik retikulum ve ¢ekirdek zarinda bulunan anti-apoptotik
tiyeleri tarafindan durdurulmaktadir. Apoptozis esnasinda mitokondriye gecen Bax
mitokondride delikler agmakta ve sitokrom c salinimini artirmaya caligmaktadirlar.
Ozetle Bcl-2 ailesinin pro- apoptotik iiyeleri (Bax) baskin oldugunda apoptozis artarken,
anti-apoptotik tiyeleri baskin oldugunda apoptozis azalmaktadir (Nagata 1997,
Ramachandran et al. 2000; Wang 2001; Hoijman et al. 2004). Bcl-2 anti-apoptotikken
Bax pro-apoptotiktir. Bcl-2/Bax oranindaki degisiklikler bazi malign hastaliklarin
teshisinde onem tagirmaktadir (Ramachandran et al. 2000; Ergin and Alkan 2002).

1.4.2. Apoptozis morfolojisi

Apoptozisin asamalarmin bir kismi ¢esitli goriintiileme yontemleriyle tespit

edilebilmektedir. Hiicrede yapisal olarak su degisiklikler meydana gelmektedir;

Iceriden veya disaridan indiikleyici bir faktdrle apoptozis baslatilmaktadir.

Hiicre igerisinde bulunan proteazlar aktiflesmektedir.
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Hiicre biiziiserek, mikrovillus ve baglanti yerlerini kaybederek komsu hiicrelerden

ayrilmaktadir.

Cekirdek kromatini yogunlasarak c¢ekirdek zari altinda toplanir. Endoniikleaz DNA’y1
parcalara boler. Endoplazmik retikulumda dilatasyon ve mitokondride ise sisme

meydana gelmektedir.

Plazma zarinda tomurcuklanmalar meydana gelir ve hiicre sitoplazmasi ile ¢evrelenmis
DNA pargalanir ve hiicre organellerden meydana gelen apoptotik cisimciklere kadar

parcalmaktadir (Abbasoglu and Hosal 2001).

Hiicre yiizeyindeki bir¢ok molekiiliin degisiminden dolay1 apoptotik yapilar komsu
hiicreler veya fagositler tarafindan kolaylikla taninarak inflamasyona neden olmadan
imha edilmektedirler (Oktem et al. 2001; Ergin and Alkan 2002; Kiiltiirsay and
Kayik¢ioglu 2002; Bjelakovic et al. 2005) (Sekil 1.6).
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Sekil 1.6. Asama asama apoptozis ve morfolojisi

A) Hiicrenin iskeletini meydana getiren proteinler boliinlir ve hiicre kiigiiliir. B) Daha sonar hiicre
nukleusunda ki kromatin bozulur ve nucleus yogunlasir ve at nali seklini alir. C) Bu sayede diizenli ve
temiz bir sekilde paketlenen hiicre atiklar1 makrofajlar tarafindan ortadan kaldirilir. D) Son asamada ise
zar kabarciklar1 ve bazen ufak vezikiiller goriiliir (Anonymous 2016b)

1.5. Nekroz

Hiicre oliimiiniin bir baska cesidi ise nekrozdur. Hipertermi, fiziksel hasar, hipoksi,
kompleman aktivasyonu, oksijen radikalleri ve UV 1s1k gibi zararli uyaricilar nedeni ile
meydana gelen &lim seklidir (Oktem et al. 2001). Organellerin sismesi, hiicre

siirlarinin diizensiz bir hale gelmesi ve bunlarin sonucunda hiicrenin biitiinligiiniin
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kimyasal ve fiziksel olarak bozuldugu gorilmektedir. Sisme ve plazma zarmin
yirtilmast sonucunda sitoplazma igerigini disaridaki doku araligma birakarak bazi
hiicrelerin oraya akin etmesine ve dolayisiyla da inflamasyona neden olmaktadir.
Meydana gelen bu inflamatuar cevap komsu hiicreleri de etkilemektedir (Oktem et al.
2001; Friedlander 2003).

Koagulasyon nekrozun en sik goriilen seklidir. Bu tip nekrozda hiicre sismesi,
sitoplazmik proteinlerin niteliklerinin degismesi ve hiicre organellerinin yikimiyla
karakterize olmaktadir. Nekroz sonucunda hiicrenin morfolojik goriinimii takiben
meydana gelen hiicrenin enzimatik sindirimi ve proteinlerin niteliklerinin degismesi
olmak iizere bu olaylarin sonucudur. Histolojik kesitlerde nekrozlu alanlarda Eozinle
boyanan o6lii hiicre sayisinda bir arti, hematoksilenle boyanan hiicre sayisinda ise

azalma goriilmektedir (Wanda et al. 2002) (Sekil 1.7).
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Sekil 1.7. Apotozis ve nekrozun morfolojik farkliligi (Tas 2011)

1.6. Immunohistokimya

Organizmaya yabanci olarak taninan her maddeye antijen, antijenin antikor tarafindan
taninmasini saglayan 6zgiin diziye ise antijenik belirleyici veya epitop denilmektedir.

Immunohistokimyasal yontemlerin temel prensibi, isaretlenmis antikorlar ile doku veya
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hiicredeki spesifik antijenler arasinda antijen-antikor kompleksi olusturmaktir. Antijen-
antikor kompleksi olustuktan sonra bu kompleks bir renklendiriciyle goriiniir hale
getirilerek mikroskop altinda incelenebilir. Bu islem esnasinda antijeni baglamak icin
en fazla kullanilan antikor IgG’dir.  IgM ise daha az oranda kullanilir (Ramos-Vara
2005).

1.6.1. Immunoglobulinlerin yapisi

limmunoglobulinler Y harfi seklinde, iki hafif (L) ve iki agir (H) polipeptid
zincirinden yapilmig glikoproteinlerdir. Hafif ve agir terimleri molekiil agirligini ifade
etmek i¢cin kullanilir. Hem hafif hem de agir zincirleri degisebilen amino uclara (N-
terminallere) ve sabit karboksil uglara (C-terminallere) sahiptir. Agir zincilrlerdeki
antijenik ve yapisal ozelliklerine gore farklilik gdsterir, molekiiliin sinifin1 ve alt siifini

belirlemektedir (Abbas and Lichtman 2007).

1.6.2. Monoklonal ve Poliklonal Antikorlar

Poliklonal antikorlar tavsan, at, keci, tavuk gibi bir¢ok hayvan cinsinden elde
edilmektedir. Bunlar farkli hiicreler tarafindan iiretildiklerinden immunohistokimyasal
olarak da farkli antikorlardir. Onlar1 olusturan antikorun iizerindeki c¢esitli epitoplarala
reaksiyon vermektedirler. Poliklonal antikorlar monoklonal olanlara kiyasla daha fazla
reaksiyona girme istek ve yetenegindedirler. Ayrica poliklonal olan bir anti serumun
kros-reaktifligi absorbe edilebilmekteyken, monoklonal antikorlarin reaktifligi absorbe
edilememektedir. Monoklonal antikorlar ise daha spesifiktirler ve poliklonal antikorlar
ile kiyaslandiginda yiiksek homojenlik, nonspesifik antikorlarin  olmaysi,

tanimlanmanin kolay olmasi gibi avantajlara sahiptirler (Ramos-Vara 2005).

Yaptigimiz bu ¢alismada genelde kronik olarak maruz kalinan Toluen’in prefrontal
korteks, entorinal korteks, hipotalamus, hippokampus ve substansiya nigra tizerine akut

etkilerini histopatpolojik, immiinohistokimyasal ve biyokimyasal metotlarla arastirmay1
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amacladik. Tavsanlar {izerinde ve akut yiiksek dozlarda bu konularda sinirli sayida
calisma bulunmasi bizim ¢aligmamizin 6nemini artirmaktadir. Toluen’in hem sanayide
yogun kullanilan bir madde olmasi hem de 6zellikle ¢ocuk ve genglerde olmak iizere
kasith ve 6zellikle intihar vakalarinda sik kullanimi nedeniyle saglik {izerine etkisi son
derece dnemlidir. Bu prensip dogrultusunda yapilan ¢alismada Toulen kullanimina bagh
biyokimyasal dejenerasyonun, immunohistokimyasal degisikliklerin ve histopatolojinin
organizma saglhigi acisindan onemli ve ciddi derecede degisiklikler gosterdigi

belirtilmistir.

Calismamiz igin literatiir taramasi yapildigr zaman diisiik dozlarda kronik maruziyetin
etkilerini inceleyen ¢ok sayida rat ¢aligmasi olmasina ragmen akut ve yliksek dozlarda
ve daha kompleks bir organizma 6zelligi tasiyan bir deney hayvani olan tavsan iizerinde
Toliien hasarim1 inceleyen ¢ok az sayida calisma bulunmaktadir. Bu amacgla biz bu
calismamizda New Zelland cinsi tavsanlarin prefrontal korteks, hippokampus, entorinal
korteks, hipotalamus ve substantia nigra bolgeleri lizerinde yiiksek doz toliienin akut
toksik etkilerini apopitotik, histopatolojik ve biyokimyasal parametreler agisindan

organizmada meydana gelebilecek anormallikleri incelemeyi amagladik.
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2. KAYNAK OZETLERI

Kulling and Pronczuk 1985'te Swensson ve Andersson'un yaptig1 arastirmayi1 baz alarak,
3.6 mg/m3 (miligram/metrekiip) ya da 0.5 ppm Toluen-2,4-diisosiyanat’in insanlarin
tamaminda g6z ve burunda tahrisler olusturdugunu, 0.2-0.5 mg/m3 ya da 0.03-0.07 ppm
diizeylerinde ise biitlin insanlarda orta derecede solunum sorununa neden oldugunu, 5

ppm'de ise hayati oneme haiz toksisitenin meydana geldigini bildirmislerdir.

Guzelian et al. (1988) bir Toluen rat calismasinda, karacigerin ilaglar ve diger
maddelerin metabolizmasinda ve detoksifikasyonunda onemli bir rol aldigni ayni
zamanda karacigerin kendisinin de toksik etkilere karsi risk altinda bulunan bir doku
oldugunu sdylemislerdir. Bu calismalarinda Toluen ve bazi metabolitlerinin karaciger
dokusunda oksidatif hasar yoluyla karaciger hepatositleri lizerine sitotoksik etki
yaptigini, bu durumun da karaciger hasari olusturup karacigerdeki enzimlerinin

seviyelerini artirdigini gérmiislerdir.

Mattia et al. (1993b) intraperitoneal yolla Toluen verdikleri ratlarda, Tolueni parcalayan
aldehit dehidrojenaz enziminin aktivasyonu sirasinda, siiperoksit anyonlarinda ki
artistan kaynaklanan, karaciger ve beyin dokusunda reaktif oksijen radikallerinin
olusumunda artis meydana geldigini gostermislerdir. Toliien maruziyeti sonucu
karaciger hasarmin arastirildigi bagka bir ¢alismada Toluenin, olusturdugu oksidatif
stres etkisiyle dokuda antioksidanlarin seviyelerini ve etkinliklerini azalttigi ve bu
nedenle lipit peroksidasyon {iriinlerinin dokudaki seviyelerinin arttigini1 tespit

etmislerdir.

Flanagan et al. (1994)’te elde ettikleri degerlere gore, hastalarin %50'sinde 5-10 mg/It
arasindaki kanda ki Toluen konsantrasyonlarinin belirgin sekilde toksik etki gosterdigini
belirtmislerdir. Hemen hemen biitiin hastalarda Toluen’in kanda 10 mg/It tizerindeki

konsantrasyonlarinda ise koma ya da 6liime sebep oldugunu rapor etmislerdir.
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Lee et al. (1999) c¢inko gibi endojen metallerin b-amiloid (Ab) agregasyonuna ve
dolayistyla plak olusmuna katkida bulunabildiklerini transgenik farelere verilen reaktif
cinko calismasinda gostermislerdir. Bu calismada transgenik farelerin plaklarindaki
reaktif ¢inko, ancak preamiloid Ab c¢okeltileri degil, preamiloid Ab birikimlerinin,
kongofilik olarak gelisememesi nedeniyle sinaptik vezikiil ¢inko eksikligi bulunan
serebellum plakalari, sinaptik ¢inko plak olusumunda gerekli bir element olabilecegini

rapor etmislerdir.

Son zamanlarda petrokimya ve baglantili endiistrilerdeki gelismeler sonucu, kullanim
alanalar1 oldukg¢a yaygin olan organik ugucu maddelerin kotiiye kullanimi tiim diinya
genclerinde artan bir toplum ve halk sagligi sorunu haline gelmistir. Yapistiricilar,
incelticiler, boya c¢oziiciiler, aeresoller, oda ve sa¢ spreyleri, yag ve leke ¢ikaricilari,
deodorantlar, kozmetik tirinlerde kullanilan organik ugcucu maddeler genis bir kimyasal
kullanim alanina sahiptir (Uzun vd 2001). Organik u¢ucu maddeler kendi ig¢inde bir ¢ok
gruba ayrilirlar. Alifatikler iginde biitan, asetilen, heksan; alisiklik grupta toluen, ksilen;
miks grupta petrol, halojenizelerden halotan, karbon tetrakloriir, kloroform, trikloretilen

sayilabilir (Flanagan and Ives 1994; VSAGO 1999).

Toluen-2,4-diisosiyanat, toluen-2, 6-diisosiyanat isomerik maddelerinden olusan,
isosiyanat madde grubuna giren, molekiiler yapisi CgHgN20, olan bir kimyasal
bilesendir. Toluen aromatik bir hidrokarbondur ve toplumda kotiiye kullanim
potansiyeli ¢ok yiiksektir. Yapilan arastirmalarda, ugucu madde bagimlilarinin %90
toluen, %5 Klorlu hidrokarbonlar, %3 biitan ve %2 diger ugucu maddeleri kullandiklari
gosterilmistir. Incelticiler, %40-60 oraninda toluen ve farkli markalarda ve degisik
oranlarda n-heksan, metanol, benzen ve ksilen icermektedir. Ulkemizde tiner icin
standardize edilmis oranlar %90 toluen, %9 etil asetat, %]1'den az benzol karigimidir
(Uzun et al. 2001). Toluen, benzene oranla daha narkotik ve toksik bir maddedir
(Dokmeci 1999).

Akut entoksikasyonda Oncelikli olarak santral sinir sistemi (SSS) belirtileri meydana

gelmektedir. Ofori, konfiizyon, bas donmesi, santral sinir sistemi depresyonu, bas agrist,
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halusinasyonlar, vertigo, konviilsiyon, optik noropati, ataksi, kulak ¢inlamasi, stupor,
periferik noropati, koma gibi belirtilere rastlanabilir (Martin 2001). Halojenli
hidrokarbon bilesiklerine maruziyet sonucu meydana gelen akut zehirlenmelerinde,
miyokardiyal eksitabilite, periferik 6demler ve hipertansiyon goriilebilirken; ytiksek
dozda benzen buharlar1 gozleri ve solunum yollarini tahris edebilmektedir. S1v1 halde ki
benzen, deri ve mukozalarda koroziv etki ile kostik pulmoner 6dem ve digestif
hemorajiler olusturabilir. 30 dakika siireyle 7500 ppm benzene maruz kalinmasi

tehlikelidir (D6kmeci 1999).

Halifeoglu et al. (2000) sitokrom P450'ye bagimli monooksigenaz ile asamali olarak
oksitlenen ve sonugta serbest radikal iireten boya tineri ile yaptiklar1 ¢alismada bir grup
insanin eritrositlerinde antioksidan enzim glutatyon peroksidaz (GSH-Px), siiperoksit
dismutaz (SOD) ve plazma malondialdehit diizeylerini 6l¢miislerdir. Boya inceltici ile
calisan insanlarda MDA ve GSH-Px aktivite diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml
(p<0.001) bir artis oldugu ve SOD plazma seviyelerinde ise tiner soluyan insanlarda
kontrol grubuna gore anlamli bir azalma meydana geldigini rapor etmislerdir. Sonug
olarak, boya tiner inhalasyonunun lipid peroksidasyonunu artirabilecegi ve dolayisiyla

antioksidan enzimlere neden olabilecegi sonucuna varmiglardir.

Amerikan Is¢i Sagligi ve Is Giivenligi Dairesi (OSHA) Toluene maruziyet i¢in kabul
edilebilir diizeyleri saptamis ve buna gdére 100 ppm seviyesini igyeri i¢in giivenli
goriirken, 8 saatten az olmak kaydiyla 150 ppm diizeyinde bir maruziyetin kabul
edilebilir oldugunu bildirmislerdir. Aancak 2000 ppm diizeyinde bir maruziyetin
yagsamsal tehlike bulundurdugunu bildirmislerdir. Kanda ki Toluen seviyesinin 2,5
mcg/ml olmasi hastalik olusumuyla iliskili iken, 50 pg/ml diizeylerinde bulunmasi
oliimle sonuglanmaktadir (Martin 2001). Bu konuyla ilgili farkli oranlar bulunmaktadir

(Hoffman and Mclellan 1993; Gehle 2001).

Uzun et al. (2001) bir c¢alismalarinda norotoksik oldugu bilinen farkli organik
hidrokarbon tiirevlerine (toluen / metil benzen ve n-heksan) kronik maruz kalma

nedeniyle noropatinin elektrofizyolojik o6zelliklerini sunmuslardir. Toluene koklama
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yoluyla maruz kalan 25 denek ve inhalasyon ve cilt temasi yoluyla n-heksan’a maruz
birakilmis 29 denekle bir ¢alisma yapmislardir. Toluen grubundaki hastalarin %12'sinde
hafif sensori motor polindropati, asemptomatik n-hekzan grubundaki hastalarin%60'inda
tespit etmislerdir. Norolojik muayene sonucunda, Toluene maruz kalanlarda baskin
santral sinir sistemi tutulumunu bildirmislerdir. Semptomatik n-hekzan grubundaki
hastalarin hepsinde motor ve daha siddetli derecede duyusal polindropati orta ila siddetli
derecede saptamislardir. Sonug olarak n-heksanin agirlikli olarak periferik sinir sistemi
hasarina yol agtigini, bununla birlikte toluenin merkezi sinir sistemi tutulumuna yol

actigii onermislerdir.

Karagozler et al. (2002) galismalarinda, ev boyacilarinda, kan sitokin diizeyleri,
antioksidan enzim aktiviteleri ve malondialdehit (MDA) konsantrasyonu {izerine
solventle iligkili etkilerini incelemislerdir. Eritrositler ve serumda iz element (Cu ve Zn)
ve nitrit ve nitrat diizeyleri ile protein konsantrasyonlar1 tespit etmislerdir. Calisma
otuzarl iki gruptan olusmaktadir. Her grupta 13 sigara i¢cen ve 17 sigara icmeyenden
olugmustur. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda ev boyacilarinin kaninda hemoglobin
konsantrasyonlar1 belirgin olarak daha fazla digmistir. Ev boyacilarinda eritrosit
protein konsantrasyonlari (hemoglobin hari¢) anlamli derecede yiiksek olmus, serum
protein seviyeleri arasinda ise anlamli bir fark bulunmamistir. Timor nekroz faktorii-a
ve interlokin-8 gibi proinflamatuvar sitokin diizeyleri, ev boyacilarinin serumlarinda
anlamli  sekilde artmistir. Interlokin-1b ve sitokin reseptdrii interlokin 2R
konsantrasyonlart 6nemli 6l¢iide etkilenmistir. Ayrica, ev boyacilarinin serumunda nitrit
ve nitrat konsantrasyonlarinin ii¢ kat ila dort kat arttigi goriilmiistiir. Serum siiperoksit
dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri, ev boyacilarinda
kontrollerden daha fazla diigmiistiir. Lidit peroksidasyonunun bir Olgiiti olan
malondialdehit (MDA) konsantrasyonunun anlamli olarak yiiksek oldugu bulunmustur.
Ev boyacilarinda, eritrosit karbonik anhidraz ve katalaz aktiviteleri sirasiyla yaklasik 11

kat ve 2 kat artmustir.

Baydas et al. (2003) yaptiklar1 deneysel rat caligmasinda %60-%70 Toluen ihtiva eden

tiner inhalasyonunda melatoninin serbest radikal hasarina kars1 noroprotektif etkilerini
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kapsamli olarak incelemislerdir. Bu {iriinlin merkezi sinir sisteminde islevsel ve yapisal
degisikliklere neden oldugunu goéstermislerdir. Calismalarinda siganlari 45 giin boyunca
Toluen buharina (3000 ppm) maruz birakmislardir. Western blot analizleri sonucunda
kortekste, hippokampuste ve serebellumda astrositler i¢in spesifik bir belirte¢ olan
GFAP boyanma miktarinda belirgin bir sekilde aris gozlemlemislerdir. Bu ¢alismada,
fareler toluen buharina 45 giin maruz birakildiktan sonra, hipokampus, korteks ve
serebellumdaki glial reaktiviteyi ve glial fibriler asidik protein (GFAP) ekspresyonu
arastirilmistir. Melatonin uygulamasi, tiner inhalasyonuyla indiiklenen toplam GFAP
artisin1  engelledigini  gérmislerdir. Tim beyin bolgelerinde lipid peroksidasyon
tirtinlerinde belirgin bir artig tespit etmislerdir. Melatonin uygulanan ratlarda ise bu

artisin engellendigini izlemislerdir.

Ilgazli et al. (2004) gen¢ kusagin ge¢mis yillarda uyusturucu olarak tineri
kullanmasinda ve tinerin sanayide ki yaygin kullanim1 nedeniyle de kolay ulasilabildigi
icin toplumda ciddi bir sorun olan bu durumla ilgili bir ¢alisma yapmislardir.
Calismalarinda 46 rat kullanmisladir. Akut ve subakut donemde MDA degerlerinde bir
artis gozlemislerdir. Kronik dénemde, lipit peroksidasyon {irlinlerinin tiiketilmesi ile
MDA degerleri azalmis ve oksidatif stress devam ettikce MDA degerleri tekrar
artmistir. Antioksidan 6zellige sahip GSH degerlerinin, lipid peroksidasyon iiriinlerini
telafi etmek i¢in azaldigin1 gbzlemlemislerdir. Lipid peroksidasyonunun tiiketildigi
donemde degerler sabitlesmis ve daha sonra bu degerler artmistir. MDA ve SOD d
Wilfong and Dey (2004)’e gore Toluen diizosiyanat (TDI) maruziyeti, rinit ve burun
tahrisi olusturmukta ve hava yolu duyu sinirlerinden P maddesinin sentezini ve
salmimini arttirmaktadir. NGF, duyu sinir terminallerinde bulunan TrkA reseptorlerini
baglamaktadir. TrkA reseptorlerinin aktivasyonu, kinaz-sinyalleme kaskadlarini
baslatmakta ve sonugta p maddesini artirabilmektedir. Bu c¢alismada, burun
boslugundaki NGF diizeyleri her iki burun bosluguna %10 TDI damlatilarak
incelenmislerdir. NGF, TDI maruziyetinden 2, 6, 12 ve 24 saat sonra kontrollerle
karsilastirildiginda belirgin sekilde arttigint gozlemlemislerdir. NGF'deki artisin, P
maddesindeki noronal ve mukozal artislardan once geldigini gormiislerdir. NGF, TrkA

tirozinekinaz reseptorlerine baglandigindan, TDI maruziyeti sirasinda salinan NGF,
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burun boslugunu innerve eden hava yolu duyu néronlarinda P maddesi upregiilasyonuna

aracilik edebilecegini ileri stirmiislerdir.

Filley et al. (2004) son yillarda en ¢ok ¢alisilan nevrotoksinlerden biri olarak ortaya
cikan organik solvent olan Toluen ¢alismalarinda sprey boya ve ilgili maddeleri istismar
eden insanlarda Toluen buharina uzun siireli ve yogun sekilde maruz kalma, Toluenin,
merkezi sinir sistemi miyelininde ciddi bir etkiye sahip oldugunun farkina varilmasina

neden olmustur.

Park et al. (2006) solunum giicligii ve kas giigsiizliigii sikayetleri ile acil servise
getirilen kronik Toluen bagimlisi olan 32 yasindaki geng¢ bir erkek hastanin kan
tetkikleri sonrasinda, siddetli hipokalemik hiperkloremik asidoz bulgularina
rastlamiglardir.  Arastirmacilar Toluen zehirlenmesinin renal tiibiiler asidozla

sonuglanabilecegini bildirmislerdir.

Karabulut (2007) yaptigi invivo ve invitro insan g¢alismasinda Toluenin eritrosit zar
stabilitesine etkisini incelemistir. Toluen’in eritrositlerin zarlarina olan maruziyeti ile
oksdatif stres parametrelerinin 6nemli Olgiide arttigi ve antioksidan enzimlerin
tiikketilerek aktivitelerinin biiyiik Olgiide azalmasina yol agtigini izlemistir. Sonug
itibariyle toluenin eritrositlerde lipit peroksidasyonuna ve protein hasarina neden

oldugunu goérmiistiir.

Gordon et al. (2007), oral Toluen uygulanan siganlarda Toluen’in kalp hizi, kan basinci,
viicut sicakligi ve motor aktivite ilizerine etkisini aragtirmiglardir. Ortalama 2 aylik olan
erkek sicanlar radiotelemetry yontemi ile monitorize edilmis ve daha sonra 0.4, 0.8 ve
1.2 mg/kg dozlarinda 45 giin boyunca 10’ ar dakikalik periyotlar ile oral Toluen
uygulanmigtir. Toluen’in 0,8 ve 1,2 mg. dozlarinda kalp hizi ve kan basincini

artirdigitig1 izlenmistir.

Tumer et al. (2007) c¢alismalarinda histopatolojik, biyokimyasal ve davranis

parametrelerini kullanarak siganlarda Toluen kaynakli beyin hasarinda reaktif oksijen
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hasarina karst E vitamininin koruyucu etkilerini belirlemeyi amaclamislardir. Bu
calisma kontrol grubu, sadece Toluene grubu, hem Toluen hem de Tolueni E vitamini
ile tedavi edilen grup ve sadece E vitamini grubundan olusmaktadir. Tiim gruplarda
noropil hiicrelerinde, 6zellikle piamaterin altindaki ve tikanmis kan damarlarindaki
O0demleri farkli siddetlerde olsa da gormiislerdir. Toluen grubunda infiltrative hiicrelere
ilaveten piknotik noronlar ile birlikte E vitamin verilen gruba gore azalma goriilmiistiir.
Her gruptaki malondialdehit seviyeleri, bu histopatolojik bulgulari dogrulamistir. Agik
alan testinde gruplar arasinda da Onemli farkliliklar bulmuslardir. Sonug¢ olarak
biyokimyasal, histolojik ve davranigsal incelemelerde Toluen ve vitamin E gruplar
arasindaki farkliliklar, Toluenin beyindeki zararli etkisine kars1 vitamin E'nin

antioksidan koruyucu roliinii desteklemistir.

Riegel et al. (2007) yetiskinlerde yapmis olduklar1 Toluen’in kotiiye kullanimi ile ilgili
bir ¢alismada siklikla ergenler tarafindan kullanilan ve Toluen i¢eren ugucu maddelerin
rekreasiyonal istismarinin énemli bir halk sagligi problem oldugunu vurgulamiglardir.
In vivo mikrodiyalizde ikili prob kullanarak Toluen'in dogrudan ventral tegmental
bolgeye perfiizyonunun ventral tegmental bolgedeki dopamin konsantrasyonlarini ve
nukleus akkumbensin terminal projeksiyon alanini arttirdigini gostermislerdir. Bu
sonuglar Toluene kisa siireli maruz kalmanin bile mezoakumbal ventral tegmental
bolgede dopamin nodronlarinin hareket potansiyelini arttirdigint ve bodylece nukleus
akkumbensde dopamin salimini arttirdigini ileri siirmiislerdir. Toluen’in, ventral
tegmental bolgede dopamin néronlarimi aktive ederek mezoakumbal sinir iletimini
uyardig1 bulgusu, Toluen’in koétiiye kullaniminin baslatilmasina ve patofizyolojisine
katkida bulunabilecek sinirsel substratlar hakkinda dogrudan bilgi verdigini ileri

stirmuslerdir.

Comunoglu et al. (2009) yaptiklar1 bir bir olgu ¢alismasinda Toluene maruz kalmis dort
otopside merkezi sinir sisteminde gliozis, néron kaybi ve demiyelinizasyonu
degerlendirmek icin GFAP, Neu-N ve Luksol fast blue boyamalar1 yapmuslardir.
Yapilan degerlendirmelerde beyinde fokal abselesmeler ve nekroz alanlari, fokal

alanlarda yogun gliozis boyanmalari, Neu-N boyamas1 ile de noéronlarda kayip ve
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vakuolizasyon izlemislerdir. Ayni ¢alismanin serebellum boélgesinde GFAP boyamasi
ile astorsitlerde belirgin bir pozitif GFAP artis1 ve purkinje hiicreleri disinda kalan

noronlarda Neu-N pozitif boyanmasi saptamislardir.

Tas et al. (2009) yaptiklar1 Toluen ¢alismasinda karacigerde bulunan ve aglik hormonu
olan Ghrelin tlizerine olan etkisi arastirilmistir. Bu ¢alisma igin 14 rat iki gruba ayrilarak
incelenmistir. Caligmanin sonucunda toluenin karaciger dokusunda bulunan Ghrelin

ekspresyonunu azaltmis oldugunu gézlemlemislerdir.

Can ve Demird6gen (2010) muhteviyatinda Toluen bulunan pestisitlerden kaynaklanan
zehirlenmelerde serum paraoksanaz 1 seviyelerinin organofosfat metabolizmasindaki
Oonemi ilizerine yaptigi bir derleme calismasinda organofosfatlarin asetilkolinesteraz
enzimini baskilayarak norotoksisiteye yol agtigimi gormiistiir. Yaptiklart bu calismada
diisiik serum paraoksanaz 1 aktivitesine sahip olmanin organofosfatli bilesiklerin akut
etkilerine karst duyarlihigi arttirdigimi ortaya koymuslardir. Son zamanlarda gelisen
protein miihendisligi yontemleri ile paraoksanaz 1’in bazi amino asitlerinde
degisiklikler yapilip, paraoksanaz 1 ¢esitlerinin bakteri sistemlerinde yeterli miktarda
ifade edilebilecegini ve bazi organofosfatlara karsi enzim aktivitesinde artiglar

saglayabilecegini 6n goérmiislerdir.

Chang et al. (2010), yaptiklar1 ¢alismada organik solventler (N-dymetylformamide ve
Toluen) ve giiriiltiiye maruz kalan sentetik deri fabrikasi ¢alisanlarinda bu maddelerin
kan basinci tizerine etkisini arastirmiglardir. Sonug olarak, hipertansiyon prevelansini en
fazla olarak organik soventlerle giiriiltiiye beraber maruz kalan iscilerde bulmuslardir.

Organik solvent maruziyeti de ikinci en fazla prevelansa sahip grup olarak bulunmustur.

Win-shwe et al. (2012) yaptiklar1 rat galismasinda gelisme evresinde Toluen’in
toksisitesini belirlemek igin gebeliklerinin 14. haftasinda, dogum sonrasi 2. ve 8. giinde
olan farelerde bir aragtirma yapmislardir. 50 ppm Toluene maruz birakilan farelerde,
sinir biiylime faktorii (NGF) ve tiimor nekroz faktorii (TNF) -a mRNA diizeylerinde

belirgin olarak artmis oranlar gostermistir. Bu ¢alisma sonuglari, dogum sonrasi geg
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donem sirasinda diistik seviyedeki Toluen maruziyetinin, farelerin hipokampusunda
TLR4'e baglh NF-kB yolu yoluyla néroinflamatuvar mediyatorleri indiikleyebilecegini

gostermislerdir.

Juliana and Seth (2012) bir vaka ¢alismasinda Toluen inhalasyonunun, elektrolit ve asit-
baz bozulmalariyla sonuglanabilecegini ve agiklanamayan hipokalemi ve normal anyon
boslugu metabolik asidozu olan gen¢ hastalarin ayirict tanilarinda  diistintilmesi
gerektigini sOylemiglerdir. Bu vakada anormallikleri gostermek ve ekstremite
gligsiizliigliniin nedenlerini degerlendirirken laboratuar bulgular1 olamayan vakalarda

acil hekimleri arasinda farkindaligi artirmay1 amacglamiglardir.

Yiicesan et al. (2013) organofosfat tiirii Toluen igeren pestisitlerin, kronik maruziyetinin
oldugu tarim ve ilaglama sirketlerinde ki isciler ile pestisit kaynakli zehirlenme goriilen
hastalarin kolinesteraz seviyeleri iizerine bir ¢calisma yapmislardir. Bu ¢alismalarinda
1136 denegin 367’ sini ilaglama sektoriinde, 769 unu ise zehirlenme tanist konan
kisiler olusturmustur. Zehirlenenlerin 222’sinde serum kolinesteraz enzim seviyesinin
diisiik oldugunu rapor etmislerdir. Bu kisilerin 119’unun kadin oldugu goriiliirken en sik
goriilen gruptakilerin 56’sin1 ve 10-19 yas grubunu olusturmustur. {laglama sektdriinden
gelen deneklerin 347’sinin degerlerinin normal sinirlarda oldugu tespit edilmistir.
[laglama iscilerinin sadece 20’sinde kolinesteraz enzim seviyeleri zehirlenme sinirinda
saptamislardir. Kolinesteraz enzim diizeyi diisiik olan is¢ilerin ¢ogunun 30-39 yas

grubunda bulundugunu gérmiislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Gaziosmanpasa Universitesi Deneysel T1p hayvan deneyleri yerel ettik kurulu tarafinda
alinan (HADYEK-51) karar ile ¢calismaya baslanmistir. Bu ¢alismada Gaziosmanpasa
Universitesi Deneysel Tip Arastirmalari Laboratuarlarindan temin edilen bir tanesi
yaklasik 4-6 kg agirliginda toplam 17 erkek New Zelland cinsi tavsan (Oryctolagus
cuniculus) kullanilmistir. Deney hayvanlari Gaziosmanpasa iiniversitesi DETAB
laboratuarlarinda steril ameliyathanelerinden birinde bulunduklari1 kafeslerden alinarak
tim hayvanlara ayni sartlar1 saglayacak sekilde deney protokolii baslatilmistir. Deney
hayvanlar1 iki ana gruba ayrildi. Birinci gruptaki 10 adet deney hayvanina Toluen
(Sigma-Aldrich  Toluen %99,9 solution irma) verilip deney grubu olarak
adlandirilmustir. ikinci gruptaki hayvanlar ise her hangi bir isleme maruz birakilmayan
sayilar1 7 adet olan kontrol grubu olarak adlandirilmigstir. Toluen grubundaki deneklere
tek doz 876 mg/kg intraperitoneal (ip) Toluen verilmistir. Bu doz miktar1 belirlenirken
OEHHA (1999) verileri kullanilmigtir. Deney hayvanlari doz verildikten 3 saat sonra
ketamin ve xylazin (Rompunenj; Bayer Turk Chemistry Industry. Ltd. Corp., Istanbul,
Turkey) anestezisi altinda bazal kan alinarak eksanguinasyon ile oldiriildii. Alinan
kanlar santrifiij edildikten sonra serumlar1 ayrilarak —80°C’de saklandi. Beyin dokular1

¢ikarilarak bir kismi bovin soliisyonu igerisine alindi (Sekil 3.1. ve 3.2).

Sekil 3.1. Deney protokoliinde kullanilan deneklerin 6rnek gosterimi



Sekil 3.2. Deney hayvanlarindan ¢ikarilan beyin dokusunun 6rnek gosterimi

3.1.1. Cahsmada kullanilan kimyasal maddeler

Periyodik asit (Merck, Deutsch)

Sodyum tiyosiilfat pentahidrat (Na,S;03.5 H,0)

Tiyobarbiitirik asit (Merck, Deutsch)
Biitan-1-ol (Carlo Erba)

Hidroklorik asit (Carlo Erba)
N-asetilnéraminik asit (Sigma, USA)
Sodyum hidroksit (Merck, Deutsch)
Trikloroasetik asit (Sigma, USA)
Kadmiyum graniilleri (Merck, Deutsch)
Glisin (Sigma, USA)

Cinko stilfat (Sigma, USA)
Siilfanilamid (Sigma, USA)

Sodyum nitrit (Sigma, USA)
Sodyum klortiir (Sigma, USA)
Etilendiamin tetra asetik asit

Monosodyum fosfat dihidrat (Merck, Deutsch)
Disodyum fosfat dihidrat (Merck, Deutsch)

Sodyum sitrat (Merck, Deutsch)

5,5-ditiyo-bis-2-nitrobenzoik asit (Sigma, USA)
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3.1.2. Cahismada kullanilan cihazlar

Spektrofotometre (UV-160-A, Shimadzu, China)
Elektronik terazi (HR120, AND)

Vorteks (NM 110, Niive, Tiirkiye)

Santrifiij (CN 180, Niive, Tiirkiye)

Santrifiij (Niive, Tiirkiye)

Derin dondurucu (Vestel, Tiirkiye)

Otomatik pipetler

3.2. Yontem

3.2.1. Doku takip islemleri ve dokularin bloklanmasi

Deney protokolii gergeklestirildikten sonra bovin solusyonuna alinan beyin dokulari
(ortalama 19-21 gram arasi) histolojik islemlerin gergeklestirilmesi i¢in 7 giin boyunca
bu solusyonda bekletilmis ve 7. giin sonunda tiim dokular 24 saat boyunca akansuda
bekletilmistir. Boylece dokularda bulunan bovin solusyonu dokulardan uzaklastirildi.
Akansuda bekleme siiresi bittikten sonra dokular sirasiyla 12 saat %70, 12 saat %80, 6
saat %90 ve 6 saat %100’lik alkol serisine alinmis ve dokularda bulunan su dokulardan
uzaklastirilmigtir. Alkol serilerinden sonra 15 er dakikalik ii¢ ayr1 xylen serisi
uygulamasi yapilarak dokulardan alkol tamamen uzaklastirilmistir. Daha sonrasinda ise
birer saatlik {i¢ ayr1 sicak parafin serisinden gegirilen dokulardan bu islem sayesinde
xylen uzaklagtirllmigtir. Son olarak 60 derece sabit sicaklikta temiz parafin kullanilarak
dokular L blok demirler kullanilarak parafin bloklama islemi gergeklestirilmistir
(Kanter 2011a).

3.2.2. Histopatolojik yontemler

Deney hayvanlarindan alinan beyin dokularinin rutin doku takipleri yapilarak parafin

bloklara gomiilmesi saglandiktan sonra bloklardan mikrotom yardimi ile Sum
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kalinliginda kesitler alind1 ve asagida 6zetlenen yontem ile boyamalar1 gergeklestirildi.
Boyanan preperatlar Olympus BX-50 arastirma mikroskobunda incelendi ve Leica
DM750 dijital kamera destekli arastirma mikroskobunda (Atatiirk Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Hayvan Fizyolojisi ve Histolojisi Arastirma Laboratuvari)

preperatlarin fotograflari ¢ekildi

3.2.2.a. Hematoksilen-eozin metodu

. Ksilol I’de (20 dak.) bekletildi.

. Ksilol 11 ve Ksilol 111’ de (10 dak.) bekletildi.

. %80’lik Alkolde (10 dak.) bekletildi.

. ki ayr1 %96’ lik Alkol serisinde (5 dak.) bekletildi.

. Kesitler ¢cesme suyunda yikandi.

. Hematoksilen boyasinda 1 dak. bekletildi.

. Asit-Alkol karisimina batirilip ¢ikarildi.

. Eozin soliisyonunda (1 dak.) bekletildi.

. Suda (1 dak.) yikandi.

10. %80’lik Alkolde (10 dak.) bekletildi.

11. Iki ayr1 %96°lik Alkol serisinde (10 dak.) bekletildi.
12. Ksilol I, Ksilol 11 ve Ksilol 111 serilerinde (20 dak.) bekletildi.

© 00 N O O A~ w N e

13. Entellan ile kapatma islemi gerceklestirildi.

3.2.2.b. Bax ve Kaspaz-3 i¢in boyama metodu

Doku takipleri yapilip parafin bloklara gomiilen doku 6rneklerinden 5 pm kalinliginda
histopatolojik kesitler alinmis ve immunohistokimyasal boyama i¢in asagidaki islemler

sirastyla uygulanmistir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. Bax ve Kaspaz-3 i¢in immun boyama teknigi

Alnan kesitler, bir gece 60°C bekletilir.

Alinan kesitler soguduktan sonra iki kere 30 dk ksilende tutulur.

Alnan kesitler sirastyla; %96, %80, %70 ve %60’lik etil alkolde ikiser dk
tutulur.

Kesitler saf sudal0 dk yikanir.

Kesitlerin ¢evreleri pabpen ile ¢izilir.

PBS soliisyonu ile ii¢ kez bes dk yikanir.

Kullanilacak antikora has antijen ile “retrival” yontemi uygulanir.

PBS soliisyonu ile ii¢ kez bes dk yikanir

Kesitlere bes dakika endojen peroksit blokaji yapilir (%3 H,05).

PBS soliisyonu ile ii¢ kez bes dk yikanir

Kesitler iizerine Blok soliisyonu damlatilarak 60 dakika beklenir.

Blok soliisyonu yikamadan uzaklastirilarak diliisyonu yapilmis 50 pl primer
antikor damlatilir, kapali nemli kutuda 60 dakika 20 derecede bekletilir.

PBS soliisyonu ile ii¢ kez bes dk yikanir

Primer antikor ile uyumlu biyotinlenmis sekonder antikor damlatilir, kapali

nemli kutuda yarim saat oda 1sisinda bekletilir.

PBS soliisyonu ile ii¢ kez bes dk yikanir

Hazirlanan streptavidinle isaretli sekonder antikor damlatilir, kapali nemli

kutuda yarim saat 20 dercede bekletilir.

PBS soliisyonu ile ii¢ kez bes dk yikanir

DAB soliisyonu damlatilir, on- onbes dakika kapali nemli kutuda bekletilir.

PBS soliisyonu ile ii¢ kez bes dk yikanir

Saf su ile yikanir.

Hematoksilen ile ¢ekirdek boyanmasi kontrol edilerek bir-bes dakika boyama

yapilir.

Saf su ile yikanir.

Kesitler %70, %80, %96 ve %100'lik etil alkolde birer dakika bekletilir.

Kesitler kuruduktan sonra iki kez beser dk. ksilende seffaflastirilir.

Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kesitler kapatilir.
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Proapoptotik Bax proteini;

Bcl-2 yani antiapoptotik protein ailesi apoptotik kaskadin kontroliinde en dnemli grup
olmakta ve bunlardan Bax proteininin apoptotik aktivitenin Onciileri oldugu
goriilmektedir (Lu et al. 2000). Saglikli hiicrelerde Bax proteini sitozolde
bulunmaktadir. Apoptotik uyarim ile sitozolik Bax proteini hiicre mitokondrisine
yonelmektedir. Bazi degisimler sonucunda Bax proteininin hidrofobik olan C terminal
ucu ac¢1g1 ¢cikmakta ve sitokrom-c salinimina neden olmaktadir. Kalpain tarafindan Bax
proteininin salinimi ile uyarilmasiyla sitokrom-c agi1g1 ¢ikmaktadir. Apoptozis sirasinda
Bax proteini degisime ugramakta ve N terminal ucu agiga ¢ikmaktadir (Miyashita et al.
1994). Bax proteininin seviyeleri hiicrenin Olecegine veya yasayacagina karar
vermektedir. Bax proteini etkisini diger bir protein ailesi olan kaspazlar iizerinden

gerceklestirmektedir (Newton and Starsser 1998).

Kaspaz-3 proteini;

Hiicre organellerinden mitokondri normal sartlar altinda ATP olusturmak {izere
sitokrom-c” yi muhteviyatinda bulundurmaktadir. Mitokondrilerdeki stres durumlarinda
serbestlesen sitokrom-c apoptotik hiicre 6liimiinde Kaspaz-3 aktivasyonu igin biiytik bir
onem arz etmektedir (Crowe et al. 1997; Li et al. 2000). Bu yolakta mitokondrinin
kontrol ettigi apoptotik proteaz aktive edici faktor (Apaf-1) ve kaspaz-9 bulunmaktadir.
Ko-faktor niikleotid olarak ATP ile aktiflestirilen Sitokrom-c ve Apaf-1 birleserek
prokaspaz-9’ u aktive etmektedir. Aktif Kaspaz-9 da Kaspaz-3’ i aktiflestirmek
suretiyle diger kaspaz kaskadinin tetiklenmesini saglamaktadir (Hu et al. 1999; Liu et
al. 1997; Krajewski et al. 1999; Keane et al. 2001). Normal bir hiicrenin
mitokondrisinin dis membraninda Bcl-2 proteini yer almaktadir. Bcl-2, Apaf-1
proteininin bir molekiiliinii baglamaktadir. Bcl-2 nin sebep oldugu internal hasarla
mitokondride catlaklar olusturmak suretiyle Apaf-1 ve Sitokrom-c salinimma neden
olmaktadir (Newton and Strasser 1998; Choi et al. 2001). Bu iki protein Kaspaz-9

molekiiliine baglanmaktadir. Protealitik bu aktivitenin kaskadi kan pihtilasmasi ve
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kompleman aktivasyonuna benzemektedir. Burada terminal u¢ Kaspaz-3 olmaktadir. Bu
protealitik aktivite sayesinde sitoplazmada yapisal proteinlerin sindirimi, kromozamal
DNA’ nin degredasyonu ve hiicrenin fagositozu saglanmaktadir (Kerr 1992; Choi et al.
2001),

3.2.2.c. Histopatolojik, immunohistokimyasal analiz ve degerlendirme

Preperatlarin boyama islemleri bittikten sonra kontrol (n=7) ve Toluen (n=10) grubunda
bulunan deney hayvanlarindan hematoksilen eosin, Kristal viyolet, BAX
immunreaktivitesi ve Kaspaz-3 immunreaktivitesini gostermek i¢in her bir parameter ve
her bir deney hayvani icin ikiser adet preperat boyamasi yapildi. Her preperatta
prefrontal korteks, entorinal korteks, hipotalamus, hipokampus ve substantia nigra
boliimleri 151k mikroskobu altinda incelenip degisiklikler gézlemlendikten sonra uygun
alanlar ~ fotograflanmistir. Bu  durum  histopatolojik  parametreler  ve

immunohistokimyasal parametreler i¢in ayr1 ayri yapildi.

Semikantitatif Histopatolojik analizlerin skorlamasinin yapilmasi i¢in tabloda gosterilen
degerlendirme parametreleri kullanilmistir. Kontrol ve Toluen gruplarinda; Prefrontal
Korteks, Entorinal Korteks, Hipotalamus, Hipokampus ve Substantia Nigra bolgelerinde
her hayvan ayr1 ayr1 degerlendirilip skorlanmigtir (Cizelge 3.2). Tiim hayvanlar ayr1 ayri
degerlendirildikten sonra (bolgesel olarakta) grubun ortalama skoru bulunmustur

(Kanter 2011b).
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Cizelge 3.2. Hematoksilen-Eozin boyama ile histopatolojik semikantitatif analiz
degerlendirme parametreleri

Skor Fokal Deienerasvon Perivaskular Inflamatuar Kan Damar1  Piknotik
Vakualizasyon J Y Demiyelinizasyon hiicre Hasari Hiicre
0 Yok Yok Yok Yok Yok Yok
1 az az az az 3 ten az damar az
2 Orta derecede | Orta derecede Orta derece Orta derece 4-8 damar d(e)rretge
3 Bol miktarda Bol miktarda Bol miktarda .BOI 8 den fazla .BOI
miktarda damar miktarda

Bax ve Kaspaz-3 proteini imminohistokimyasal boyamalar1 immunreaktivite ve Senil
plak (Amiloid plak) olusumunu gdstermek i¢in yapilan semikantitatif analizlerinin

degerlendirilmesi tablodaki parametrelere gore yapilmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Bax, Kaspaz-3 ve Kristal Viyolet boyamalari semikantitatif analiz
degerlendirme parametreleri

Skor
- 0+ 1+ 2+ 3+
Bolgeler
Boyama Zayif ama Orta veya belirgin Yogun
Prefrontal Korteks Y saptanabilir Y g o8
Olmayan b boyama boyama
oyama
Boyama Zayif ama Orta veya belirgin Yogun
Entorinal Korteks Y saptanabilir Y g gu
Olmayan b boyama boyama
oyama
Boyama Zayif ama Orta veya belirgin Yogun
Hipotalamus y saptanabilir Y g £
Olmayan b boyama boyama
oyama
Boyama Zayif ama Orta veya belirgin Yogun
Hipokampus Y saptanabilir Y g &
Olmayan b boyama boyama
oyama
Boyama Zayif ama Orta veya belirgin Yogun
Substantia Nigra Y saptanabilir Y g o8
Olmayan boyama boyama boyama

3.2.4. Biyokimyasal yontemler

Deney hayvanlarindan alinan serum ve plazmalardan NGF, TNF alfa, Dopamin ve

GFAP seviyelerinin tespiti i¢in ELISA yontemi ile (enzym-linked immunosorbant
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assay) (ELISA), (Abbott AXSYM system, USA), Na ve K serumdan kemoluminisans
yontemi ile otoanalizéorde (MINDRAY Perfect Plus 400, CHINA) ve MDA, GSH ve
NO serbest radikallerinin seviyelerinin tayini i¢in spektrofotometrik yontem (UV-160—

A, Shimadzu) kullanilmastir.

3.2.4.a. ELISA

ELISA, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay testinin Ingilizce kisaltmasidir. Antijen-
antikor iliskisini, antikora baglanmigs bir enzimin aktivitesini arastirmak temeline
dayanan kantitatif 6l¢tim yontemidir. Antijene kars1 antikor ya da antikora kars1 antijen

aramak mumkundir.

Tiim reaktifler oda sicakligina getirilmis dl¢timler oda sicakliginda yapilmistir. Uygun
kuyucuklara 50 pL standard veya numune eklenmis, kuyucuklar kaplanmis ve 1 saat
inkiibasyona birakilmistir. 200 uL Wash Buffer ile 5 kez yikanmis, plate ters ¢evrilmis

ve s1vi kismi1 dokmek i¢in Kagit bir havluya 4-5 kez vurulmustur.

Bu itibarla her bir kuyucuga 50 pL. NGF, TNF-alpha, Dopamine ve GFAP Antikoru
eklenmis ve 1 saat inkiibasyona birakilmistir (Bu islemler tiim parametreler i¢in ayri

ayr1 yapilmustir).

200 uL Wash Buffer ile 5 kez yikanmis, her bir kuyucuga 50 pL Streptavidin-
Peroksidaz Conjugate eklenmis ve 30 dakika inkiibe edilmistir.

200 pL Wash Buffer ile 5 kez yikanmustir.

Her bir kuyucuga 50 uL. Kromojen substrat eklenmis ve 8 dakika inkiibe edilmistir.

Her bir kuyucuga 50 uL Stop Soliisyon eklenmis ve renk maviden sariya doniismiistiir.
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450 nm dalga boyunda bir mikroplate okuyucu iizerinde absorbanslar okunmustur.

3.2.4.b. Serum orneklerinde MDA tayini

Lipit peroksidasyon oOl¢iim metodu olan Esterbauer metoduna gore yapilmistir
(Esterbauer 1990) ve sonuglar nmol/gr doku proteini olarak ifade edilmistir. Numune ve
kor tiipleri hazirlanip vortex ile karistirildiktan sonra yarim saat kaynar su banyosunda
kapatilip bekletilmistir. Sonrasinda akan su altinda sogutulmasimnin ardindan 2mL n-
biitanol eklenir ve karigtirtlmistir. 3000 rpm devirde on dakika santrifiij edildikten sonra

532 nm’de n-biitanola kars1 okunmustur (Yagi 1984).

3.2.4.c. Serum orneklerinde nitrik oksit tayini

Viicudumuzda endojen olarak ortaya ¢ikan nitrik oksit yogunlugu toplam nitrit ve nitrat
tirlinden  hesaplanmistir.  Uretilen nitrik oksit 6nce nitrite sonra nitrata
doniistiirilmiistiir.  Ortamdaki proteinler deproteinizasyon islemi ile ortamdan
uzaklastirilmistir. Daha sonrasinda nitrit ve nitrat 6l¢timleri yapilmistir (Somogy 1930).
Deproteinizasyon i¢in 500 mL numunenin iizerine 2 mL ¢inko siilfat eklenip vortex
yardimiyla karistirllmigtir. Karigima 2,5 mL sodium hidroksit ¢ozeltisi ilave edilmis ve
tekrar vortex ile karistirilmistir. 3500 rpm’de on dakika boyunca santrifiij yapildiktan
sonra elde edilen numune supernatant olarak kullanilmistir. Bakir ile kaplanmis
kadmiyum graniilleri iizerine ImL glisin tamponu eklendikten sonra siipernatanttan
ImL ve 2mL de distile su ilave edilmistir. 90 dakika inkiibasyona birakilmis ve
inkiibasyon sonunda 2mL alinmis ve iizerine 2,5mL distile su ve 2mL renklendirici
ilave edildikten sonra oda 1sisinda 60 dakika inkiibasyona birakilmis ve 545 nm’de kore

kars1 okutulmustur (Fairbanks et al. 1999).

3.2.4.d. Serum érneklerinde GSH tayini

Eritrositlerin hemen hemen hepsinde non-protein siilfidril gruplarinda indirgenmis GSH

bulunmaktadir. Sart renkli anyon olusturan 5,5’ditiyo-bis-2-nitrobenzoik asit rediikte
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edilmis disiilfit bilesigini olusturmaktadir. Glutatyon madde miktar1 bu sar1 bilesigin
412 nm’de okutulmasi ile degerlendirilmektedir. Numune tiipiine 0,45 mL deiyonize su,
eritrositlerin hemolizi i¢in 0,05 mL anti-koagulantli tam kan ve 0,75 mL reaktif I
konulurken kor tipiine de 0,2 mL deiyonize su ve 0,3 mL reaktif I konularak
vortekslenmektedir. Oda 1sisinda 5 dakika beklenip numune tiipiinii 3000 rpm devirde
on dakika santriflij edilmektedir. Siipernatanttan 0,5 mL alinip ve kor ve slipernatantin
bulundugu tiipe 2 mL reaktif II ilave edilip vortekslenmektedir. Koér ve numne tiiplerine
0,25 mL reaktif III eklenip beklemeden distile suya kars1 412 nm dalga boyunda
Ol¢iilmektedir (Beutler et al. 1963).

3.2.5. istatistiksel analiz

Normallik denetimi Shapiro-Wilk testi ile gerceklestirildi. Istatistiksel anlamlilik p<0,05
olarak kabul edildi. Sayisal veriler, aritmetik ortalama + standart hata (SH) olarak
gosterildi. Istatistiksel degerlendirmede SPSS 20.0 bilgisayar paket programi (SPSS Inc.
Software Chicago, IL, USA) kullanildi. Gruplar aras1 fark Kruskal Wallis testi ile
gruplar arasi farkin anlamlilig1 ise Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Gruplarin

karsilastirilmasinda bagimsiz iki 6rnek T testi kullanildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Makroskobik Bulgular

Deneysel arastirmamizda Toluen verdigimiz tavsanlarda kontrol grubundan farkli bir
sekilde makroskobik olarak pupillerde biiylime, kusma, bazi hayvanlarin agiz ve burun
bolgelerinde kanama ve ayakta dengede duramama gibi postiir bozukluklari

gozlemlenmistir.

4.2. Histopatolojik Bulgular

Hematoksilen-Eozin ile boyanan preparatlar incelendiginde (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1),
kontrol grubunda beyin dokulariin korteks morfolojisi ve ndronal yapisinin normal
oldugu gozlendi. Kontrol grubunun yiiksek biiyiitmesinde noropil bozulmamis
damarlarla normal ve homojen goriildii. Cekirdekli noron cisimleri normaldi. Toluen
verilen tavsanlarda prefrontal ve entorinal beyin kortexinde fokal vakuoler dejenerasyon
(abselesmeler), gliozis, perivaskiiler demiyelinizasyon, ¢ok sayida piknotik hiicre ve
nekroz alanlar1 izlendi (Sekil 4.2, 4.3, 4.4 ve 4.5). Toluen grubunda kontrol grubuna
oranla prefrontal korteks, entorinal korteks ve hippokampus alanlarinda belirgin
derecede kan damarlarinda asir1 geniglemeler ve hiicreler arasinda kompenzasyonun
ciddi dl¢lide dejenerasyona ugradigi hiicre sinirlarinin nerdeyse dagildig goriilmektedir
(Sekil 4.6 ve 4.7). Toluen grubunda piamater de ayrilmalar ve kanamalar gézlemlendi.
Noron cisimciklerinde kii¢lilme ve dejenerasyon ve noropilin vakuolizasyonu belirlendi.
Oligodendrosit hiicrelerinde Toluen grubunda hiicre ¢ekirdeklerinde anormal sekil
bozukluklar1 goriilmektedir. Hippokampus bolgesindeki sirali néronlarin gévdelerinde
Toluene maruz kalan grupta néron goévdeleri kontrol grubuna kiyasla yapisal olarak
daha belirgin bozunmalara ugramistir (Sekil 4.8, 4.9, 4.10 ve 4.11).
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Cizelge 4.1. Yiiksek doz akut Toluen maruziyetine bagl histopatolojik degisimlerin skorlarmin
bakilan tiim beyin bolgelerinde ki ortalama skorlarin toplami ve istatistiki analiz

Beyinde Bakilan . Fokal Penivaskular Inflamatuar  Kan Daman  Piknotik

2. : Dejenerasyon UERE - Toplam  Istatistik
Vakualizasyon 3 *™" Demiyelinizasyon hiicre Hasan Hiicre P

0,43 0,29 0,43 0,57 0,43 0,43 2,57 i
2,60 2,70 2,20 2,60 2,30 3,00 | 1540 i
0,57 0,43 0,71 0,71 0,57 0,71 3,71 <001
‘Toluen 2,50 2,70 2,20 2,60 2,40 2,70 | 15,10 :
Kontrol | 0,71 0,57 0,57 0,57 0,29 029 | 3,00
Hipotalamus K p<0,01
n| 250 2,50 2,10 2,40 2,20 2,70 | 14,40
Kontrol | 0,29 0,14 0,57 0,29 0,29 0,29 1,86
Eipokzmpus U] <0,01
2,40 2,50 2,50 2,60 2,10 270 | 14,80 P
0,57 0,57 0,43 0,29 0,29 0,86 .00
Fnbstnﬁnign Kontrol 2 3 p<0,01
Toluen 2,50 2,10 1,90 2,60 1,90 2,30 | 13,30
Histopatolojik Doku Hasari
20,00
18,00
16,00 T
14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00

2,00
0,00
-2,00

Kontral H‘—-l
Toluen S
Kontral -—‘
Toluen |GG
Kontral -—-1
Toluen ——-I
Kontral -——4

Kontrdl &

Toluen
Toluen

Pprefrontal | Entorinal |Hipotalamus/Hipokampus Substantia
korteks korteks nigra

Sekil 4.1. Yiiksek doz akut Toluen maruziyetine bagli histopatolojik degisimlerin
skorlarinin bakilan tiim beyin bolgelerinde ki skorlarin grafik gosterimi
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Cizelge 4.2. Yiiksek doz akut Toluen maruziyetine bagl histopatolojik degisimlerin
skorlarmin prefrontal korteks ve entorinal kortekste ki gosterimi

Prefrontal Korteks Kontrol Grubu Entorinal Korteks Kontrol Grubu
Perivaskulr  Inflamatuar  Kan Daman  Piknotik Fokal . Perivaskular ~ Inflamatuar - Kan Daman  Pknotik
nekNo : Renerasyon . ) O DenekNo Renerasyon . ) .
Vakualzasyon Demiyelinzasyon hiere Hisan ~ Hiere Vakualzasyon Demiyelinizsyon hicre Hisan ~ Hiere
5 1 1 { 1 0 1 5 0 1 1 0 0 1
f 1 0 1 1 1 1 b 1 0 1 1 1 1
1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0
§ §
g g
0 0
Toplam Toplam
Qo 3 ! 3 4 3 3 o 4 3 5 5 4 5
Oralma | 043 0% 04 057 048 | 048 |Oalma| 0¥ 04 0 0 05 | o
Prefrontal Korteks Toluen Grubu Entorinal Korteks Toluen Grubu

Folal . Pervaskulr  Inflamatuar  Kan Daman  Piknotik Fokal . Perivastular ~— Inflamatuar - Kan Daman  Pknotik
. Depnersyon " . ) enek No : Dejenerasyon
Vakualizasyon Demiyelmizasyon hire Hasan ~ Hicre Vakualizzsyon

Demiyelinizasyon hiere Hasan il

Toplam

Yot . b q 2 i 4 aq

Otalama |~ 26 2 2 26 23 3 |Ortalama| 2 2 2 2 24 2
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Cizelge 4.3. Yiiksek doz akut Toluen maruziyetine bagl histopatolojik degisimlerin
skorlariin hipotalamus ve hipokampusta ki gésterimi

Hipotalamus Kontrol Grub Hipokampus Kontrol Grubu

. Perivaskular  Inflametuar ~ Kan Daman  Piknotik Foll Perivaskular ~ Inflamatuar  Kan Daman  Pknotik
Vakualzasyon Do Demiyelinzasyon hiicre Hasan  Hicre e Vakualizasyon Do Demiyeliizasyon hiicre Hasan ~ Hicre
| 0 0 | 0 0 0 | 0 0 0 0 | 0
2 | 0 0 1 0 0 2 ! 0 ! 0 0 0
3 | | | 0 0 0 3 | 0 0 0 | 0
4 0 | 0 1 | | 4 0 0 0 0 0 |
5 | | | | 0 0 5 0 | | | 0 0
6 | 0 0 0 | | 6 0 0 | | 0 |
i | | | 1 0 0 1 0 0 | 0 0 0
8 8
g g
10 10
Tgi('frm ; | 4 N Tgifrm . ! oo || e
Otalama | 071 057 051 057 09 | 08 |Otalma| 02 0u 057 0% 0 | 08
Hipotalamus Toluen Grubu Hipokampus Toluen Grubu

) Perivaskular ~ Inflamatuar  Kan Daman  Piknotik Folal ) Perivaskular  Inflamatuar  Kan Daman  Piknotik

Vakualizasyon D Demiyelinizasyon hiiere Hasan ~ Hiiere A Vakualizasyon D Demiyelnizasyon hiicre Hosan ~ Hiiere

1 l l l 3 l 3 1 3 3 l 3 2 2
2 2 3 ! 3 3 3 2 3 2 3 3 2 3
3 3 3 3 3 l l 3 l 3 l l l 3
4 3 / 2 3 | 3 4 l l 3 3 3 2
5 3 l 3 1 3 3 5 l l 3 l l 3
b 2 3 2 l / 2 b l l 3 3 2 3
[ l l | l l 3 1 3 3 l l l 3
§ 3 3 l l 2 3 § l 3 l 2 l 3
f 2 3 3 2 3 2 g 2 3 3 3 2 3
10 3 l l 3 3 3 10 3 l l 3 l 2
Tgﬁ:frm 5| 5 | w | 2|7 Tgifrm ¥ | 5| 5 | 8| 2|07
Ortalama 25 25 Al 2 2 31 | Odlama | 24 25 25 26 Al Al




56

Cizelge 4.4. Yiiksek doz akut Toluen maruziyetine bagli histopatolojik degisimlerin
skorlarmin substantia nigrada ki gosterimi

Inflamatuar hicre Kan Dameny Hazan Pifmotik Hicre

DenskNo  Fokal Vakualizasvon Dejensrazyon

0 1

2 0 1 0 0 0 1
1

1

Demiyelinizzsyon

>
-
— |

4 1 1 1 0
5 1 1 0 1 0 0
8 1 0 ! 1 1 1
7 1 1 0 0 0 1
g
9
10
Toplam Skor 4 4 3 2 2 §
Ortalamz 0.57 043 029 0,20 0,86

R 2 n A
2 3 1 2 2 2 3
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Sekil 4.2. Yiiksek doz akut Toluen maruziyetine bagli histopatolojik degisimlerin

gosterimi H&E boyama

*E) Kontrol grubu, prefrontal kortex, H&E (x40) F) Toluen grubu, prefrontal kortex, H&E (x40)
(Oklarda gosterilen histomorfolojik degisiklikler; abselesme(Siyah ok), kan damarlarinda hasar(mavi ok),
hiicre smirlarinda belirgin kayiplar ve gliozis(sar1 ok))

Prefrontal Korteks Histopatolojisi

® kontrol mtoluen

Sekil 4.3. Prefrontal Kortekste ki yiliksek doz akut Toluen maruziyetine baglh
histopatolojik degisimlerin grafiksel gosterimi
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Sekil 4.4. Yiiksek doz akut Toluen maruziyetine bagli histopatolojik degisimlerin
gosterimi H&E boyama

*A) Kontrol grubu, entorhinal cortex, H&E (x40) B) Toluen grubu, entorhinal cortex, H&E (x40)
(Oklarda gosterilen histomorfolojik degisiklikler; abselesme(Siyah ok), kan damarlarinda hasar(mavi ok),
gliozis ve hiicre sinirlarinda belirgin kayiplar(sart ok))

Entorinal Korteks Histopatolojisi

® kontrol mtoluen

Sekil 4.5. Entorinal Kortekste ki yiiksek doz akut Toluen maruziyetine bagh
histopatolojik degisimlerin grafiksel gosterimi
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Sekil 4.6. Yiiksek doz akut Toluen maruziyetine bagli histopatolojik degisimlerin
gosterimi H&E boyanma 40X biiyiitme
*A) Kontrol Grubu hipotalamus B) Toluen Grubu hipotalamus (Oklarda gosterilen histomorfolojik

degisiklikler; abselesme(sar1 ok), kan damarlarinda hasar(mavi ok), piknotik hiicreler ve hiicre
siirlarinda belirgin kayiplar(siyah ok))

Hipotalamus Histopatolojisi

3
25
2
1,5
1
0,5
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> o 3 L
& o° & &
® & N
& ¢ ¢

B kontrol M toluen

Sekil 4.7. Hipotalamusta ki yiliksek doz akut Toluen maruziyetine baglh histopatolojik
degisimlerin grafiksel gésterimi
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Sekil 4.8. Yiiksek doz akut Toluen maruziyetine bagli histopatolojik degisimlerin
gosterimi H&E boyama

*C) Kontrol grubu, hippocampal alan, H&E (x40) D) Toluen grubu, hippocampal alan, H&E (x40)
(Oklarda gosterilen histomorfolojik degisiklikler; abselesme(Siyah ok), kan damarlarinda hasar(mavi ok),
piknotik hiicreler(siyah ok), demiyelinizasyon ve hiicre sinirlarinda belirgin kayiplar(sar1 ok))

Hipokampus Histopatolojisi

® kontrol mtoluen

Sekil 4.9. Hipokampusta ki yiiksek doz akut Toluen maruziyetine bagl histopatolojik
degisimlerin grafiksel gésterimi
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Sekil 4.10. Yiiksek doz akut Toluen maruziyetine bagli histopatolojik degisimlerin
gosterimi H&E boyama

*C) Kontrol grubu, substantia nigra, H&E (x40) D) Toluen grubu, substantia nigra, H&E (x40) (Oklarda
gosterilen histomorfolojik degisiklikler; abselesme(siyah ok), kan damarlarinda hasar(mavi ok),
astrositlerde gliozis(siyah ok), piknotik hiicreler(siyah ok), demiyelinizasyon ve hiicre sinirlarinda
belirgin kayiplar(sari ok))

Substantia Nigra Histopatolojisi

® kontrol ™ toluen

Sekil 4.11. Substantia nigra daki yiikksek doz akut Toluen maruziyetine bagl
histopatolojik degisimlerin grafiksel gdsterimi
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Kristal viyole boyama yapilmis kesitler incelendiginde (Cizelge 4.5) kontrol grubunda
spesifik bir boyanma gozlenmedi (Sekil 4.12 ve 4.13). Ancak Toluen grubunda ki
kesitler incelendiginde ise boyanma yogunlugunda belirgin bir artis oldugu ve Senil
plaklarin biiytikliiklerinin ve sayisinin arttig1 fark edildi. Noronlarin hiicre gdvdelerinin
ve uzantilarinin etrafinda amiloid plaklarin depolandigi ve bu alanlarin genisleyerek
senil plaklar1 olusturdugu gozlendi. Beyin korteksinin iist tabakasinda daha az, alt
tabakasinda ve substantia nigra alanlarinda ise daha yogun diffiiz amiloid plak izlendi
(Sekil 4.14 ve 4.15).

Cizelge 4.5. Kristal Viyolet boyama ile senil plak (amiloid plak) yogunluk bulgulari

Senil Plak Grup Toplam
Histopatolojisi
Kontrol Toluen
Yogunluk n % n % n % P
+++ 0 0 10 100 7 100
Prefrontal 0,001%
Korteks + 7 100 0 0 7 100
_ +++ 0 0 10 100 7 100
Entorinal Korteks 0,001*
+ 7 100 0 0 7 100
) +++ 0 0 10 100 7 100
Hipotalamus 0,001*
+ 7 100 0 0 7 100
) +++ 0 0 10 100 7 100
Hipokampus 0,001*
+ 7 100 0 0 7 100
o +++ 0 0 10 100 7 100
Substantia Nigra 0,001*
+ 7 100 0 0 7 100
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Sekil 4.12. Toluen maruziyeninin Kristal Viyolet boyanmasinda senil ve amiloid
plaklarin olusumu 40X biiyiitme
*A) Kontrol Grubu Prefrontal Korteks B) Toluen Grubu Prefrontal Korteks

Sekil 4.13. Toluen maruziyeninin Kristal Viyolet boyanmasinda senil ve amiloid

plaklarin olusumu 40X biiyiitme
*A) Kontrol Grubu Entorinal Korteks B) Toluen Grubu Entorinal Korteks



64

Sekil 4.14. Toluen maruziyeninin Kristal Viyolet boyanmasinda senil ve amiloid

plaklarin olusumu 40X biiyiitme
*A) Kontrol Grubu Hipotalamus B) Toluen Grubu Hipotalamus

Sekil 4.15. Toluen maruziyeninin Kristal Viyolet boyanmasinda senil ve amiloid

plaklarin olusumu 40X biiyiitme
*A) Kontrol Grubu Hipokampus B) Toluen Grubu Hipokampus

4.3. immunohistokimyasal Bulgular

Calismamizda, apoptozisin varligini ortaya koymak ig¢in her iki gruba ait beyin doku
kesitlerinde yapilan immiinohistokimyasal boyamada Bax Kaspaz-3 immiin reaktivitesi
gozden gegirildi (Cizelge 4.6 ve 4.7). Bax ve Kaspaz-3 proteininin beyin dokusunda
goriinlir hale getirilerek incelenmesi icin yapilan bu boyamada, saptanan reaksiyonun

yogunluguna gore semi kantitatif degerlendirme yapildi.
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Kontrol grubuna ait beyin kesitleri incelendiginde, beyin kortexi, hippocampal alan,
entorhinal kortex ve substantia nigra bolgelerindeki hiicre sitoplazmalarinda,
immiinohistokimyasal olarak Bax (Sekil 4.16.A-20.A) ve Kaspaz-3 (Sekil 4.21.A,-

25.A) immiin reaktivitesinin negatif oldugu (0) goriildii.

Toluen uygulanan tavsanlarda ise, beyin kortexi hiicre sitoplazmalarinda siddetli
derecede (3+) Bax ve Kaspaz-3 immiin reaktivitesinde 6nemli oranda artis meydana
geldigi tespit edildi (Sekil 4.16.B-20.B) (Sekil 4.21.B-25.B).

Cizelge 4.6. Bax boyama ile immunreaktivite yogunluk bulgulari

Bax Grup Toplam
Immunreaktivitesi Kontrol Toluen
Yogunluk n % n % n % P
+++ 0 0 10 100 7 100
Prefrontal Korteks 0,001*
+ 7 100 0 0 7 100
) +++ 0 0 10 100 7 100
Entorinal Korteks 0,001*
+ 7 100 0 0 7 100
_ +++ 0 0 10 100 7 100
Hipotalamus 0,001*
+ 7 100 0 0 7 100
) +++ 0 0 10 100 7 100
Hipokampus 0,001*
+ 7 100 0 0 7 100
+++ 0 0 10 100 7 100
Substantia Nigra 0,001*
+ 7 100 0 0 7 100
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Sekil 4.16. Yiiksek doz akuz Toluen maruziyetinin neden oldugu apopitozisin

Immunohistokimyasal boyama ile gdsterimi
*A) Kontrol grubu, Bax immunreaktivitesi  Prefrontal Korteks (x40) B) Toluen grubu, Bax
immunreaktivitesi Prefrontal Korteks (x40)

Sekil 4.17. Yiiksek doz akuz Toluen maruziyetinin neden oldugu apopitozisin
Immunohistokimyasal boyama ile gdsterimi

*A) Kontrol grubu, Bax immunreaktivitesi  Entorinal Korteks (x40) B) Toluen grubu, Bax
immunreaktivitesi Entorinal Korteks (x40)
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Sekil 4.18. Yiiksek doz akuz Toluen maruziyetinin neden oldugu apopitozisin

Immunohistokimyasal boyama ile gosterimi
*A) Kontrol grubu, Bax immunreaktivitesi Hipotalamus (x40) B) Toluen grubu, Bax immunreaktivitesi
Hipotalamus (x40)

Sekil 4.19. Yiiksek doz akuz Toluen maruziyetinin neden oldugu apopitozisin

Immunohistokimyasal boyama ile gdsterimi
*A) Kontrol grubu, Bax immunreaktivitesi Hipokampus (x40) B) Toluen grubu, Bax immunreaktivitesi
Hipokampus (x40)
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Sekil 4.20. Yiiksek doz akuz Toluen maruziyetinin neden oldugu apopitozisin

Immunohistokimyasal boyama ile gosterimi
*A) Kontrol grubu, Bax immunreaktivitesi  Substantia Nigra (x40) B) Toluen grubu, Bax
immunreaktivitesi Substantia Nigra (x40)
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Cizelge 4.7. Kaspaz-3 boyama ile immunreaktivite yogunluk bulgulari

Grup Toplam
Kaspaz-3
immunreaktivitesi
Kontrol Toluen
Yogunluk n % n % n % P
+++ 0 0 10 100 7 100
Prefrontal Korteks 0,001*
+ 7 100 0 0 7 100
+++ 0 0 10 100 7 100
Entorinal Korteks 0,001*
+ 7 100 0 0 7 100
) +++ 0 0 10 100 7 100
Hipotalamus 0,001*
+ 7 100 0 0 7 100
) +++ 0 0 10 100 7 100
Hipokampus 0,001*
+ 7 100 0 0 7 100
+++ 0 0 10 100 7 100
Substantia Nigra 0,001*
+ 7 100 0 0 7 100
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Sekil 4.21. Yiiksek doz akuz Toluen maruziyetinin neden oldugu apopitozisin
Immunohistokimyasal boyama ile gdsterimi

*C) Kontrol grubu, Kaspaz-3 immunreaktivitesi Prefrontal Korteks (x40) D) Toluen grubu, Kaspaz-3
immunreaktivitesi Prefrontal Korteks (x40)
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Sekil 4.22. Yiiksek doz akuz Toluen maruziyetinin neden oldugu apopitozisin
Immunohistokimyasal boyama ile gdsterimi

*C) Kontrol grubu, Kaspaz-3 immunreaktivitesi Entorinal Korteks (x40) D) Toluen grubu, Kaspaz-3
immunreaktivitesi Entorinal Korteks (x40)
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Sekil 4.23. Yiiksek doz akuz Toluen maruziyetinin neden oldugu apopitozisin
Immunohistokimyasal boyama ile gsterimi

*C) Kontrol grubu, Kaspaz-3 immunreaktivitesi Hipotalamus (x40) D) Toluen grubu, Kaspaz-3
immunreaktivitesi Hipotalamus (x40)

Sekil 4.24. Yiiksek doz akuz Toluen maruziyetinin neden oldugu apopitozisin

Immunohistokimyasal boyama ile gdsterimi
*C) Kontrol grubu, Kaspaz-3 immunreaktivitesi Hipokampus (x40) D) Toluen grubu, Kaspaz-3
immunreaktivitesi Hipokampus (x40)
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Sekil 4.25. Yiksek doz akuz Toluen maruziyetinin neden oldugu apopitozisin
Immunohistokimyasal boyama ile gdsterimi

*C) Kontrol grubu, Kaspaz-3 immunreaktivitesi Substantia Nigra (x40) D) Toluen grubu, Kaspaz-3
immunreaktivitesi Substantia Nigra (x40)

4.4. Biyokimyasal Bulgular

Kan serumunda yapilan ELISA o6l¢iimleri sonucunda elde edilen veriler
degerlendirildigi zaman Toluen uygulanan gruplarda ki TNF alpha seviyelerinin kontrol
grubuna gore anlamli dl¢lide artmis oldugu saptanmustir (Cizelge 4.8) (Sekil 4.26)
(p<0,001).

Cizelge 4.8. TNF-alpha, Dopamine, NGF ve GFAP serum seviyeleri

Group
Control Toluene
X+SD X+SD t
TNF-alpha 323,02+3,72856 582,24+12,41 63,298 0,001*
Dopamin 6,94+1,10099 4,42+0,68 6,134 0,001*
NGF 47,12+3,07560 23,09+4,59 13,745 0,001*

GFAP 12,22+1,26635 8,06+1,89 5,766 0,001*
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Cizelge 4.9. Yiiksek doz akut Toluen maruziyetine bagli biyokimyasal ELISA
analizlerinin skorlarinin gosterimi

TNF-alpha Dopamine
Denek Kontrol | Toluen .. Denek | Kontrol | Toluen ..

Birim Birim

No Grubu Grubu No Grubu Grubu
1 324,89 599,91 | pg/ml 1 7,31 4,56 ng/ml
2 327,56 586,41 | pg/ml 2 6,38 3,89 ng/ml
3 326,45 | 576,92 | pg/ml 3 6,17 4,23 ng/ml
4 315,47 560,23 | pg/ml 4 5,14 3,47 ng/ml
5 319,58 587,31 pg/ml 5 8,52 3,69 ng/ml
6 320,78 597,49 | pg/ml 6 8,68 5,78 ng/ml
7 322,12 565,78 | pg/ml 7 7,27 5,14 ng/ml
8 579,81 | pg/ml 8 4,36 ng/ml
9 583,18 | pg/ml 9 4,47 ng/ml
10 585,36 | pg/ml 10 4,67 ng/ml
Ortalama| 322,40714 | 582,24 | pg/ml |Ortalama| 7,067143 4,43 ng/ml

GFAP NGF
Denek Kontrol | Toluen .. Denek | Kontrol | Toluen ..

Birim Birim

No Grubu Grubu No Grubu Grubu
1 12,62 7,54 ng/ml 1 48,65 17,68 ng/ml
2 11,56 6,98 ng/ml 2 43,67 23,87 ng/ml
3 13,47 10,52 ng/ml 3 51,36 29,54 ng/ml
4 9,87 6,13 ng/ml 4 52,79 31,17 ng/ml
5 10,17 8,17 ng/ml 5 47,93 25,58 ng/ml
6 12,87 9,14 ng/ml 6 45,16 20,21 ng/ml
7 13,18 11,58 ng/ml 7 44,89 20,68 ng/ml
8 8,36 ng/ml 8 23,87 ng/ml
9 6,28 ng/ml 9 19,98 ng/ml
10 5,99 ng/ml 10 18,32 ng/ml
Ortalama| 11,962857 8,07 ng/ml |Ortalama| 47,77857 | 23,09 ng/ml
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Sekil 4.26. TNF-alpha serum seviyeleri garigi

Substantia nigra bolgelerinden salgilanan dopamine (DA) serum seviyeleri toluene

grubunda control grubuna gore anlamli derecede azaldigi goriilmiistiir (Sekil 4.27)

(p<0,001).
Dopamin
9
8 T
_ 7
s T
5
1
3
2
1
0
Kontrol Grubu Toluen Grubu
‘ mSeril 7,067142857 4,43

Sekil 4.27. Dopamin serum seviyeleri grafigi
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Hippocampal néronlardan salinan sinir biiylime faktorii (NGF) toluen maruziyeti olan

grupta serum NGF seviyeleri control grubuna kiyasla dnemli dl¢lide azalmig oldugu

goriilmiistiir (Sekil 4.28) (p<0,001).

NGF
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Kontrol Grubu Toluen Grubu
‘ W Seril 47,77857143 23,09

Sekil 4.28. NGF serum seviyeleri grafigi

Beyindeki astrosit hiicrelerinden salman GFAP seviyelirinde de toluene grubunda
azalma oldugu goriilmiis ve bu azalmanin control grubuna kiyaslandigr zaman anlamli

seviyede diisiik oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.29) (p<0,001).
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Kontrol Grubu Toluen Grubu
‘ W Seril 11,96285714 8,069

Sekil 4.29. GFAP serum seviyeleri grafigi

Gruplara ait kan serum Orneklerinde, spektrofotometrik olarak Na, K, NO, GSH ve
MDA degerleri Cizelge 4.10°daki bulundu. Buna gore oksidatif hasari belirlemede
onemli bir parametre ve kanda lipid peroksidasyonun bir gostergesi olan MDA
diizeylerinin, Toluen uygulanan grupta istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi
tespit edildi (p<0,05). Antioksidan ve oksidatif hasar1 diistirerek koruyucu ve
diizenleyici etkisi olan NO ve GSH diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide
azaldig1 bulundu (p <0,05). Toluene maruz birakilan hayvanlarda serum Na ve K
diizeylerinin kontrol grubuna oranla oldukga yiiksek oldugu, bu yiiksekligin istatistiksel

acidan anlamli oldugu belirlendi.
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Cizelge 4.10. Deney ve kontrol grubu kan serum 6rneklerindeki Na, K, NO, GSH ve
MDA degerleri (Degerler ortalama + standart hata seklinde ifade edildi).

Grup
Deney (Toluen) Kontrol
7+SH 7+SH t p
Na 172,70+13,42 139,29+3,82 6,36 0,001
K 6,78+0,64 5,61+0,83 0,33 0,005
MDA 4,85+0,56 3,46+0,42 0,55 0,001
NO 40,91+1,83 58,54+2,23 1,79 0,001
GSH 77,91+6,30 114,03+8,87 9,86 0,001

Serum sodyum seviyesi Toluen grubunda kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde artis

gostermistir (Sekil 4.30) (p< 0.001).
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Cizelge 4.11. Yiiksek doz akut Toluen maruziyetine bagli biyokimyasal Na, K ve
antioksidan analizlerinin skorlarinin gdsterimi

GRUPLAR GRUPLAR
Grup | (Toluen Grubu) Grup Il (Kontrol Grubu) g:zgj)(Toluen g:ﬂg{}; (Kontrol
41.32 58.96 170 135
40,35 57,64 168 138
43,68 55,69 184 145
39,25 59,36 157 144
NO (umol/L) 38,48 61,25 Sodyum 191 136
41,87 60,97 (mmol/L) 187 138
40,36 55,91 169 139
44,01 180
40,37 148
39,45 173
Ortalama 40,86888889 58,47 Ortalama 172,7 139,2857143
p GrupI-110,970 GRUPLAR
Grup | (Toluen Grup Il (Kontrol
CRUEESS Gruﬁu)a— GruEu) (
Grup | (Toluen Grubu) Grup Il (Kontrol Grubu) 6,56 4,78
4,75 4,07 5,98 4,63
5,01 3,17 7,25 6,71
4,65 321 7,39 6,39
4,32 2,98 Potasyum 7,65 4,97
MDA 523 3,25 (mmol/L) 6,34 6,12
(nmol/mL) 4,87 3,56 6,42 5,64
4,21 3,97 5,87
5,45 6,87
4,13 7,54
5,87 Ortalama 6,787 5,605714286
Ortalama 4,849 3,458571429
p Grup I-110,970
GRUPLAR
Grup | (Toluen Grubu) Grup Il (Kontrol Grubu)
78,43 113,83
70,28 120,67
71,36 119,34
82,64 126,01
GSH 79,39 99,48
(nmol/ml) 72,69 108,35
85,64 110,53
80,98
70,69
87,02
Ortalama 77912 114,03
p Grup I-110,970
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Sekil 4.30. Serum sodyum degerlerinin gosterimi

Potasyum diizeyleri incelendiginde Toluen grubundaki artigin istatistiksel olarak anlaml

oldugu belirlenmistir (Sekil 4.31) (p< 0.005).

mmol/L
o = %] W F=y ¥y} (=)} ~J o4}

Potasyum

Kontrol Grubu

Toluen Grubu

‘lSeril

5,61

6,79

Sekil 4.31. Serum potasyum degerlerinin gosterimi

Lipid peroksidasyonunu gosteren MDA degerleri toluen verilen grupta 4,849 nmol/L ve
kontrol grubunda ise 3,458 nmol/L olarak bulunmustur (Sekil 4.32) (p<0,001).
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| mSeri 1 3,46 4,84

Sekil 4.32. Serum MDA degerlerinin gosterimi

NO degerleri toluen verilen grupta 40,86 umol/L ve kontrol grubunda ise 58,47 umol/L
olarak bulunmustur. Toluen verilen grupta plazma NO degerleri kontrol grubundan

istatistiki olarak 6nemli diizeyde diisiik bulunmustur (Sekil 4.33) (p<0,001).

Nitrik Oksit
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Kontrol Grubu Toluen Grubu
\ mSeril 58,47 40,87

Sekil 4.33. Serum NO degerlerinin gosterimi

Glutatyon degerleri toluen verilen grupta 77,912 nmol/L ve kontrol grubunda ise 114,03
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nmol/L olarak bulunmustur. Toluen verilen grupta plazma glutatyon degerleri kontrol

grubundan istatistiki olarak énemli diizeyde diisiikk bulunmustur (Sekil 4.34) (p<0,001).
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Kontrol Grubu Toluen Grubu
\ mSeril 114,03 77,91

Sekil 4.34. Serum GSH degerlerinin gosterimi

Calismamizin  biyokimyasal bdliimiinden elde ettigimiz sonuglara gore Toluen

tavsanlarda oksidatif hasara yol agar ve viicut sivisi elektrolit dengesini bozar.
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5. TARTISMA ve SONUC

Toluen hayatin bir¢ok alaninda kullanilan ve oldukga sik karsilasilan bir maddedir.
Evde ve endiistride sayisiz yerde kullanilmasi bagimlilik yapict bir madde olmasi ve
istenildiginde kolaylikla temin edilebilmesi nedeniyle toplumun 6nemli bir boliimiinii
etkilediginden, diger organik solventlerden farkli bir 6neme sahiptir (Faust 1994; Jones
1997; OEHHA 1999). Toluenin 6zellikle merkezi sinir sistemi ve karaciger basta olmak
tizere birgok doku iizerinde toksik etkilerinin oldugunu kanitlayan bilimsel arastirmalar
vardir (Park et al. 2003). Toluene maruz kalan insan ve hayvanlarda ilk etki merkezi
sinir sistemi depresyonudur. Yiksek konsantrasyonlarda diger ugucu maddelerle benzer
olarak psikomotor hasarlanma, lokomotor aktivitelerde eksitasyon ve daha sonrada
inhibisyon, ayakta durma refleksinin kaybolmasi ve sedasyon gibi etkileri vardir
(Dossing et al. 1983b; Tsatsakis et al. 1997; Tomei et al. 1999). Deneysel
arastirmamizda Toluen verdigimiz tavsanlarda makroskobik olarak pupillerde biiyiime,
kusma, baz1 hayvanlarin agiz ve burun bolgelerinde kanama ve ayakta dengede
duramama gibi postiir bozukluklar1 goézlemlenmistir. Toluen bu etkileri gabaerjik,
glutamaterjik, serotonerjik, dopaminerjik yolaklar1 etkileyerek yapar (Bowen et al.
2005; Balster 1998). Toluen lipofilik 6zelliginden dolay1 hiicre duvarindaki lipit
yapisini degistirir ve proteinlerle etkilesime girer. Akut dozlarda Na/K-ATPaz
aktivitesini dnemli oranda artirarak membran akiskanligini artirir (Calderon-Guzman et
al. 2005b). Calismamizda serum sodyum ve potasyum degerlerinin kontrol grubuna
kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugunun bulunmazi ayni yolla Toluen’in etkisini

gosterdiginin bir kanit1 olarak degerlendirilebilmektedir.

Tiner inhalasyonun etkisini incelemek i¢in sican modelini kullanan bazi c¢aligmalar
vardir. Bu ¢aligmalarin ¢ogu tineri, 6zellikle tinerin ana bileseni olan Toluen'in bir¢ok
dokuyu ve merkezi sinir sistemini etkiledigini ortaya koymaktadir. Halifeoglu et al.
(2000) bir calismalarinda Toluen'in etkisini kan, baz1 dokular ve viicut sivilarina yayma
yetenegi oldugunu gdstermistir. Bu ¢alismalarinda lipid peroksidasyonunun bir {iriinii
olan MDA diizeyleri, kontrol grubuna kiyasla, tinere maruz kalan is¢ilerde belirgin

olarak daha yiiksek bulunmustur. Lipid peroksidasyonu, ¢oklu doymamis yag asitlerinin
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oksidatif  serbest radikallerle reaksiyonu sonucunda olusmaktadir.  Lipid
peroksidasyonundan tiiretilen metabolik {riinler, hiicrelerin bircok bileseniyle
reaksiyona girebilmekte ve hiicresel ve metabolik fonksiyonlar {izerinde zehirli etkilere
neden olabilmektedir (Kose and Dogan 1991). Toluen fosfolipid etkilesimlerinden
dolayi, hiicresel membran kompozisyonlari, fonksiyonu ve akiskanliklarimi biiytlik
oOlgiide degistirmistir. In vitro olarak lipid peroksidazlarinin olusmasi nedeniyle serbest
oksijen radikallerinin arasidonik asit metabolizmasin1 dolayli olarak uyardigi ve
prostaglandin, tromboksan ve l0kotrien konsantrasyonlarinda artisa neden oldugu
gosterilmistir. Bu olaylar, gecirgenlik ve dolasimda degisiklige neden olmaktadir
(Ererel et al. 1992). Baz1 deneysel ¢alismalarda, siganlar tiner inhalasyonuna maruz
birakildiginda, doku MDA diizeylerinin arttigi, buna karsihk SOD aktivitesi
diizeylerinde bir diisiis oldugu bildirilmistir (Tas vd 2011). Halifeoglu et al. (2000)
calisma bulgularina gore uzun vadeli teneffiis sonucunda, sadece lipid peroksidasyonu
degil, aym1 zamanda eritrositlerdeki antioksidan SOD ve GSH’in enzim aktivite
seviyeleri de biiyiik oranda artmistir. En az on yil boya tineriyle ugrasan olgularinda
SOD ve GSH aktivite diizeylerinin indiiksiyonu olabildigini diistinmektedirler. Bu
sonuglar 1s1¢1nda SOD ve GSH aktivite seviyelerinin azalmadigini, ancak eritrositlerde
indiiklendigini agikca gostermekte oldugunu sdylemektedirler. Oksidatif stres doku
hasarina neden olabilmektedir. Bu hasarin bir gostergesi olarak kullanilabilecek
parametrelerden biri MDA’dir. MDA, lipid peroksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan bir
tirtindiir (Kamal et al. 1989; Pompella 1997). Coskun et al. (2006) tarafindan yapilan bir
rat ¢alismasinda periferik sinirlerde kontrol grubu ile karsilastirildigi zaman Toluen
grubunda doku MDA diizeylerinde bir artig oldugu belirtilmistir. Rat beyin dokulari
tizerinde yapilan bagka bir calismada ise Toluen ihtiva eden tinerin kullanildig1 grupta ki
MDA diizeyleri kontrol grubuna kiyasla artis gostermistir (Baydas et al. 2003). Bu
sonuglar 15181nda ¢alismamizdaki lipid peroksidasyonu metabolizmasi {iriinii olan MDA
bulgular1 sonucunda Toluen’in prefrontal kortekste oksidatif hasara neden oldugunu

diisiinebiliriz.

Lipid peroksidasyonu, hiicre zarindaki fosfolipidlerde bulunan c¢oklu doymamis yag

asitlerinin oksidasyonu ve bu nedenle hiicre zarindaki lipid yapisinda meydana gelen
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degisiklikler ile hiicrenin yapisin1 ve fonksiyonlarmin bozulmasidir (Thomas 1999).
Serbest radikallerin zardaki doymamis yag asitlerini etkileyerek bir kimyasal zincir
tepkimesi ile baslayip radikaller i¢in devamli bir kaynak olusturarak hiicre zarina geri
doniistimii olmayan bir hasar olusturur (Murray et al. 1996; Canorug et al. 2001). Bir
cok ¢alismada Toluen maruziyetin doku, eritrosit ve plazma MDA seviyelerini arttirdigi
rapor edilmistir (Ulakoglu et al. 1998; Karagozler et al. 2002; Diindar6z et al. 2003;
Ilgazli et al. 2004). Calismamizda Toluen grubunun MDA seviyeleri kontrol grubuna
gore onemli Slgiide yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar reaktif oksijen tiirleri
olusumunun c¢ok fazla oldugunu, serbest radikallerle antioksidan savunma sistemi
arasindaki dengenin bozularak oksidatif strese ve oksidatif hasara yol agtigim
gostermektedir. Bu nedenle lipit peroksidasyonun en Onemli {iriinii olan MDA

diizeylerinde artisa neden oldugunu diisiinmekteyiz.

Toluen, maruziyeti ile ilgili yapilan toksikolojik ¢alismalar bu kimyasalin oldukca
zararll oldugunu gdstermektedir. Tumer et al. (2007) yaptiklar1 bir rat galismasinda
piknotik hiicrelerle ilgili histopatolojik goézlemleri, yani hiicre olimii ve oOzellikle
Toluen grubundaki beyin parankimindeki TUNEL pozitif apoptotik hiicrelerin dnemli
oranda artmasi reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile iligkili olabilecegini diisiinmiislerdir.
Toluen norotoksisitesinin 6nemli yolaklarindan birinin, normal hiicre fizyolojisini
etkileyen nihai olarak noronal yok olusa yol acan lipidlere, proteinlere ve niikleik
asitlere oksidatif zarar veren ROS olusumunu icerdigi diisliniilmektedir. ROS, hiicre
Oliimiine ve hayatta kalmaya yol agan sinyal yolaklarinda yer alan anahtar protein
kinazlar1 modiile eder. Noronlarin nitrik oksit (NO) i¢in ¢ok hassas olduklar1 ve siirekli
NO iirettiklerinde hiicre 6liimii meydana getirdikleri gosterilmistir (Heneka et al. 1998).
Yapilan bir ¢aligmada, NO'nun, pro ve anti apoptotik protein diizeylerini diizenleyerek
apoptosise neden oldugu gdosterilmistir. Bu ¢alismada ki infiltratif glial hiicrelerin artis
ile ilgili histopatolojik bulgu dikkate alinmasi gereken 6nemli bir degisikliktir. ROS'un,
beyin parankimasindaki artmis iltihap hiicresi ve glial hiicrelerin sayisini agiklayabilen
pro-inflamatuar mediatorler olarak hareket ettigi bildirilmektedir. ROS ile uyarilan
sitokin salmimi potansiyel olarak inflamatuar kosullar1 hizlandirir (Carbonell et al.
2005).
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Bir ¢alismada, Toluen grubundaki beyin dokusunda gézlenen noropil 6demi yaygin bir
degisim olarak raporlanmistir (Tumer et al. 2007). Beyin 6demi, sinir dokusunda doku
stvisinin  birikmesine neden olan kan-beyin bariyerinin bozulma durumuna bagh
olabilir. Kan-beyin bariyerinin ¢okiisiiniin, sadece kilcal endotelyal astarla degil, ayni
zamanda, vaskiiler bazal laminanin disinda bulunan astrositlerin u¢ ayaklariyla da
iligkili oldugu ileri siiriilmiistiir. Dolayistyla 6dem, ayni zamanda sivi nakilinin ve
iyonlarin perineural hiicre digi alanindan kan damarlarina kadar bozulmasinin bir
sonucu olmaktaydi (Tumer et al. 2007). Odemle ilgili histopatolojik bulgular, Toluen'in
sadece kan dolagimimi etkilemedigini, ayn1 zamanda Ameno et al. (1992) da belirttigi

gibi, beyin omurilik s1visinin dolagimi yoluyla etkili olabilecegini ima etmektedir.

Birgok oksijenli bilesik, 6zellikle de MDA gibi aldehitler, membran lipoproteinleri ve
coklu doymamis yag asitleri tizerindeki serbest radikallerin saldirilar1 sirasinda tiretilir.
MDA testi, lipit peroksidasyonunun Ol¢limil i¢in en yaygin kullanilan testtir (Floyd
1990). Toluene hem in vivo hem de in vitro maruz kalma, beyin dokusu da dahil olmak
tizere bircok dokuda ROS olusumuna neden olur (Mattia et al. 1993c). Serbest
radikallerin neden oldugu lipid peroksidasyonu beyin hasarmin patogenezindeki en
onemli yolaklardan biridir. Biyokimyasal degisiklikler yaninda, beyindeki histopatolojik
degisiklikler de davranigsal degisikliklerle belirginlesebilir (Tillar et al. 2002).
Calismamizda elde ettiimiz MDA diizeyleri ile histopatolojik degisiklikleri ifade
ettigimiz bulgularin kombinasyonu hiicreler i¢in dnemli oksidatif degisiklikler ortaya

koymaktadir.

Nitrik oksit (NO) suda ve yagda ¢dziinebilen, organizmada vazoregulasyon ve hiicresel
toksisiteyi goOsteren, kan ve endotel hiicreleri arasinda olusan etkilesimin
diizenlenmesinden sorumlu, antioksidan ve oksidatif hasar1 azaltan biyolojik koruyucu
ve diizenleyici bir molekiildiir (Palmer et al. 1993; Matthew et al. 1999; Kuyumcu vd.
2004). Cesitli ¢calismalarda, Toluen’in kan yoluyla tiim viicuda yayildig1 ve dokularda
birikerek serbest radikal olusumunu arttirdigi antioksidan seviyelerini ise azalttig:
bildirilmistir (Mohan and Dsa 1997; Altindag vd. 2001). Bizim ¢alismamizda ise paralel

bir sekilde toluene maruz birakilan deneklerin plazma NO seviyeleri kontrol grubuna
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kiyasla anlamli Ol¢lide azalma gOstermistir. Toluene maruz kalan insanlarin
serumlarinda NO irilinlerinin, nitritin ve nitrat diizeylerinin artmasi, sitokinlerin
yogunluguna veya oksidatif stres durumuna baglanabilir (Nussler et al. 1992).
Calismamiz sonucunda Toluen grubunun NO seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla
diisiik olarak izlenmesinin nedenini, ¢dziicliye maruz kalma sonucunda enzimlerin
inhibe edilmesine veya substrat molekiillerinin tiikenmesi ile reaktif oksijen tiirlerinin

(ROS) konsantrasyonunda bir artisa neden olabilecegini diisiinebilmekteyiz.

Akut dozlarda Na/K-ATPaz aktivitesini onemli oranda artirarak membran akigkanligini
artirtr (Calderon-Guzman et al. 2005b). Calismamizda serum sodyum ve potasyum
degerlerinin kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugunun bulunmazi

ayni yolla Toluen’in etkisini gosterdiginin bir kanit1 olarak degerlendirilebilmektedir.

Glutatyon, tripeptit yapisinda olan ve viicuttaki birgok hiicrenin fonksiyonel
proteinlerini oksidan maddelere karsi koruyan bir molekiildiir (Champe and Harvey
1997). Glutatyon DNA’nin sentezinde, hasarli pargalarinin onarilmasinda, metabolik
fonksiyonlarin yerine getirilmesinde, zehirli maddelerin inaktif hale donistiiriilmesinde
ve serbest radikallerin muhtemel hasarlarinin 6nlenmesinde goérev almaktadir (Chavan
et al. 2005). Park et al. (1998 ve 2006) c¢alismalarinda organik ¢oziicii ve sigaraya
maruz kalan bir viicutta serbest radikal ve reaktif oksijen tiirlerinin artarak kanser gibi
hastaliklara sebep olduklarini, glutatyon gibi antioksidan maddelerin de viicut
dokularinda biriken bu serbest radikallere karsi koyarak toksik olan bu maddeleri
zararsiz hale getirdiklerini ve bu yiizden antioksidanlarin konsantrasyonlarinda azalma
meydana geldigini gostermisledir. Toluen maruziyetiyle ilgili bir ¢alismada GSH
enziminin konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore azalma meydana gelmistir
(Baydas et al. 2003). Meydan et al. (2012) tarafindan yapilan ¢alismalarda da SOD ve
GSH enzim seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla azalma meydana geldigi
gbzlenmistir. Calismalarinda elde ettikleri bulgularin oksidatif hasarin baslangicini
yansittigin1 sdylemislerdir. Bir baska ¢aligmada Toluen verilen grupta GSH enzim
degerlerinde diisiis gorilmiistir (Ozen et al. 2008). Toluenle indiikklenen reaktif

gliyozun Toluen ile indiiklenen ROS olusumuna bagli olduguna inanilmaktadir. Serbest
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radikallerin reaktif gliyozu baslattig1 ve antioksidanlarla tedavinin, serbest radikalleri
notralize ederek ve lipit peroksidasyonunu inhibe ederek gliozu azalttigr dngorilmustiir
(Halks-Miller et al. 1986). Mattia et al. (1993a, 1993b) ratlarda intraperitoneal Toluen
enjeksiyonunun ROS olusum hizinda ve beynin GSH diizeylerinde bir diisiise neden
oldugunu gostermistir. Merkezi sinir sisteminde GSH, ¢ogunlukla glial hiicreler i¢inde
yogunlagmstir (Raps et al. 1989). Glial hiicrelerin, néronal GSH'nin korunmasinda ve
noronlar1 oksidasyona dayali nérotoksiteye karsi korumak i¢in 6nemli bir rol oynadigi
gosterilmistir (Makar et al. 1994). Bu nedenle, astrositlerin ndronal oksidan ve
antioksidan homeostazi siirdiirdiigiine inanilmaktadir. GSH'nin yiiksek hiicre igi
konsantrasyonu, noronlar1 nérotoksik hasarlardan korumak i¢in ¢ok 6nemlidir (Bridges
et al. 1991). Bir Toluen ¢aligmasinda, melatonin uygulamasi néral toplam GSH
diizeylerini ve diger raporlarda belgelenen GSH metabolizmasina katilan enzimlerin
aktivitelerini arttirmaktadir (Baydas et al. 2001, 2002). Bizim ¢alismamizda ise Toluen
grubunun serum glutatyon miktarinin kontrol grubuna gore anlamli Slgiide azalmis
olmasi Toluen hasarinmi ortaya koymaktadir. Ayrica siiperoksit radikalinden daha zayif
etkili olan hidrojen peroksit, dokularda bulunan glutatyon enzimi ile su ve oksijen gibi
daha zayif etkili iiriinlere doniistiiriilerek etkisiz hale getirilmesi gerekirken glutatyon
konsantrasyonlarinda ki bu azalmanin sonucunda oksidatif hasara neden oldugunu

diisiinmekteyiz.

Cesitli hayvan deneylerinde, santral sinir sisteminin Toluene bagh toksik hasarlarinda
ilk belirgin hiicresel yanitin astrositler tarafindan verildigi bildirilmistir. Eisenberg
(2003) toluen norotoksik etkisini olustururken: dopaminin kolinerjik aktivitesini
artirarak, GABA reseptorlerine baglanip NMDA reseptorlerine karst nonkompetitif
antagonist bir etki gosterdigini saptamistir. Mevcut sonuglar Toluenin dogrudan nukleus
akumbens (ACB)'de Dopamin (DA) salinimimi kolaylastirdigina isaret etmektedir.
ACB'nin dopaminerjik innervasyonu diger ila¢ suistimallerinin takviye etkileri i¢in
Onemli bir alt tabaka olusturmaktadir (Wise 2002). Bununla birlikte, yogun calismalara
ragmen, Toluen'in merkezi sinir sistemi (MSS) eylemlerine aracilik eden sinirsel
substratlarin anlasilmasi zor olmustur. Onceki davranissal arastirmalar, Toluen'in

lokomotor aktive edici etkilerinin bozulmamis mezoakkumbal Dopamin (DA)
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transmisyonu gerektirdigini gostermektedir (Riegel et al. 2003). Dahas1 Toluen, VTA
DA néronlarinin aktivitesini in vivo olarak artirmustir (Riegel and French 1999).
Bununla birlikte, bugiine kadar yapilan c¢alismalarada, Toluen'in Ventral Tegmental
Area (VTA) i¢indeki ndronlar {izerinde dogrudan eylemler yoluyla bu néronlart uyarip
uyarmadigi ve bu aktivasyonu ACB'deki uzak DA terminallerinden DA salinimini
arttirmasi icin yeterli olup olmadigi belli olmamistir. Toluen, VTA néronlarini uyarir ve
ACB'de DA salimina yol acar. Verilerimiz, Toluen igeren ucucu maddelerin akut
yiiksek dozlarda alinmasi sonucunda, VTA DA néronlarinda dogrudan eylemler yoluyla

mezoakumbal norotransmisyonunu inaktive ettigini gostermektedir.

[lk olarak, Toluen, DA hiicrelerine transinaptik girdilerin koptugu VTA dilimindeki DA
néronlarmi uyarmaktadir (Tzschentke 2001). Inkiibasyon dilimlerinde de benzer etkiler
gozlenmistir (Katz and Miledi 1970). Bu bulgular Toluen’in, DA néronal aktivitesini
postsinaptik ve afferent girdiden bagimsiz olarak arttirdigim diisiindiirmektedir. Ikinci
olarak, in vivo mikrodiyaliz, dogrudan intraVTA toluen perfiizyonunun DA
konsantrasyonlarin1 VTA ve ACB'de arttirdigin1 gostermistir (Adell and Artigas 2004) .
Uzun yillar kronik olarak Toluene maruz kalanlarda VTA DA nd6ron hiicre govdeleri, bu
bolgedeki DA'nin bilinen tek kaynagi oldugundan, DA néronlarinin parg¢alanmasini
artmasinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan somatodendritik DA saliiminda artis olmasi
gerekmekteyken deneysel c¢alismamizdan elde ettigimiz verilere gore akut olarak
yiiksek doz Toluene maruziyetin sonucunda somatodendritik hiicrelerinde olusan
harabiyet ile dopamin salgilanmasinda ve kan serum seviyelerinde ciddi diisiis meydana

geldigini gérmekteyiz.

Toluen'in etkileri anatomik olarak spesifikti. On VTA DA néronlarmin Toluen ile
indiiklenen stimiilasyonu, prefrontal kortekste DA saliniminda bildirilen Toluen ile
indiiklenen artis ile iligkili olabilir (Gerasimov et al. 2002). Birlikte ele alindiginda, bu
bulgular posterior VTA DA hiicrelerini uyararak Toluen'in distal ACB'deki hiicre dig1
DA konsantrasyonlarimi arttirdigimi  gdstermektedir (Riegel and French 1999).
Dolayisiyla, daha dnceki in vivo arastirmalarda Toluen ile indiiklenen DA salinimindaki

eksikligin, yiiksek Toluen konsantrasyonlar1 ile indiiklenen VTA DA ndronlari
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inaktivasyonundan kaynaklanmaktadir (Kondo et al. 1995; Gerasimov et al. 2002).
Yiiksek Toluen konsantrasyonunun VTA ve ACB DA diizeyleri lizerindeki farkli
etkilere aracililk eden mekanizmalar1 belirsizdir (Cragg and Greenfield 1997).
Depolarizasyonun DA tasiyici fonksiyonunu inhibe ettigi bilinmektedir (Sonders et al.
1997). Toluen tarafindan olusan devamli depolarizasyon, VTA DA salinimini daha da
onleyebilmektedir (Robinson et al. 2005). Dolayisiyla, Toluen'in tasiyici aktivite
tizerindeki dogrudan etkileri goz ardi edilemez. Bununla birlikte, DA hiicrelerinden
farkli olarak, bu noronlar tekrarlanan uyariyla daha diisik bir inaktivasyon esigi
gostermektedir. Arastirma bulgularimiz bize substantia nigra bolgelerinden salgilanan
dopamine (DA) serum seviyelerinin Toluen grubunda kontrol grubuna gore anlamli

derecede azaldigin1 gostermistir.

Hiicresel hedefler ile ilgili olarak, hiicre ekspresyon sistemindeki ¢alismalar Toluenin
birgok iyon kanalinin aktivitesini bozdugunu gostermektedir (Cruz et al. 1998;
Beckstead et al. 2000; Bale et al. 2005). Bu aktiviteler Ca2 + sinyali verme (Westerink
and Vijverberg 2002) , Na-K ATPaz (Calderon-Guzman et al. 2005a) ve G-proteinleri
(Tsuga et al. 1999; Tsuga and Honma 2000; Tsuga et al. 2002) gibi gesitli proteinleri
icerir. Toluen, mezoakumbal noérotransmisyonunu dogrudan wuyaran dar bir
konsantrasyon araligini tanimlamaktadir Sonuglarimiz Toluen'in DA néronlarini segici
olarak inaktive ettigini, Na-K sonuglarina gore de bozulan iyon kanallar1 aktivitesini
gostermekte ve bu mekanizmalarin bir veya daha fazlasinin DA néronlarinin Toluene

bagli uyarilmasina katkida bulundugunu diisiinmekteyiz.

Astrositler merkezi sinir sistemine yonelik bir etki oldugunda en erken hiicresel tepkileri
veren makrofaj hiicrelerdir. Bu yanit GFAP (Glial Fibriler Asidik Protein)’in asiri
miktarda artig1 ile karakterize olmaktadir (Janeczko 1989, 1993). Baydas et al. (2003)
caligmalarinda tiner inhalasyonun birka¢ beyin bolgesinde GFAP ekspresyonunu ve
bozunumunu arttirdigim gostermislerdir. Ilaveten bu ¢alismalarinda Toluen maruziyeti,
Ozellikle de hipokampusta ki GFAP igerigini arttirdigin1 bildirmislerdir. Reaktif gliozu
yansitan gelismis GFAP ifadesi, Toluen inhalasyonunundan yakin bir zaman sonra fare

beyninde belirtilmistir (Gotohda et al. 2000). Calisma verilerimiz iginde histopatolojik
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bulgular da toluene grubunda kontrol grubuna kiyasla hiicresel bazda artmis gliozis
goriilmesine ragmen kan serum seviyelerinde ki GFAP ekspresyonunda Toluen
grubunda 6nemli Ol¢lide azalma meydana gelmistir. Bu durumun akut yiiksek doz

Toluenin etkilerinin sonucunda oldugunu sodyleyebiliriz.

Toluen kullanimina bagl izlenen astrosit aktivasyonu, Toluen kullananlarda saptanan
norofizyolojik degisikliklerde astrositlerin de bir rolii oldugunu diistindiirmektedir.
Ozellikle ratlarda yapilan calismalarda toluenin oksidadif strese neden olarak reaktif
oksijen iriinlerini artirarak noronal hasar yapip gliozise neden oldugu belirtilmistir. Rat
caligmalarinda da Toluenin neden oldugu gliozisin belirlenmesinde GFAP
kullanilmistir. Gliozisin 6zellikle hippokampous, korteks ve serebellum bolgelerinde
belirgin olarak arttig1 belirtilmistir (Faust 1994; Georganopoulou et al. 2005).
Calismamizin histolojik kesitlerinde 06zellikle prefrontal korteks kisminda Toluen
grubunda gliozisin belirgin miktarda arttigim1  goézlemledik. Beyindeki astrosit
hiicrelerinden salinan GFAP seviyelerinde de Toluen grubunda azalma oldugu goriilmiis
ve bu azalmanin kontrol grubuna kiyaslandigi zaman anlamli seviyede diisiik oldugu
gozlemlenmistir (p<0,05). Bulgularimiza gore Toluen maruziyetine ugramis deney
hayvanlarimizda astrosit isaretleyici GFAP miktarlarinda 6nemli Olglide azalmanin

meydana geldigi goriilmiistiir.

Daha oOnceki bir c¢alismada, Toluen maruziyetinin yetiskin farelerde néroimmiin
karisiklig1 etkiledigi gosterilmistir (Win-Shwe et al. 2007). NGF (Nerve Growth
Faktor), norotrofik bir faktor ve spesifik periferik ve beyin néronlarmin sagkalimi ve
gelisiminde kritik roller oynar (Chao et al. 2006; Allen and Dawbarn 2006). NGF
merkezi ve periferik sinir sistemlerinde lokalize olan ¢esitli hiicreler tarafindan ve
bagisiklik ve endokrin sistem hiicreleri tarafindan iretilir ve serbest birakilir (Levi-
Montalcini et al. 1990; Barde 1994). NGF, {i¢ ana homeostatik mekanizmaya ait
fizyolojik stire¢lerin "regiilatorii" diir: sinir, immiin ve endokrin sistemler (Alleva et al.
1993). Normal kosullar altinda, NGF kemirgenlerin ve insanlarin kan dolagiminda
bulunur ve stresli olaylar, néroendokrin alterasyon ve norolojik hasarlari takiben artar

(Alleva et al. 1993; Aloe et al. 1994). Yiiksek doz akut Toluene maruz kalan
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tavsanlarimizdan alinan serum orneklerinde hippokampal noronlardan gelisen sinir
biiyiime faktoriiniin (NGF) serum degerleri Toluen maruziyeti olan grubun kontrol

grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide azalmis oldugu goriilmiistiir.

Dahasi, beyinde TNF-a (Tiimor Nekroz Faktor Alpha)’y1 eksprese eden transgenik
farelerde gelisen norolojik  davranislarinda TNF-a ile diizenlenen NGF
konsantrasyonunda endojen degisiklikler meydana gelebilir (Fiore et al. 1996). Bu
gozlemler, NGF ve TNF-a sinyallesmesi arasinda yakin bir iliski bulundugunu ve bu
faktorler arasindaki karisma bozukluklarinin kanser ve Alzheimer hastaligi gibi
hastaliklara katkida bulunabilecegini ortaya koymaktadir (Takei and Laskey, 2008).
Karagozler et al. (2002) ev boyacilarinin kan serumlarinda yaptiklar bir ¢alismada kan
serumundaki TNF-a ve IL-8 konsantrasyonlari Onemli derecede yiikseldigini
gozlemlemislerdir. Toksikolojik yanitlarda TNF-o’nin rolii daha 6nce yapilan bazi
calismalarda bildirilmistir (Baggiolini and Clark-Lewis 1992; Luster et al. 1999). Bu
calismalardan bazilarinda aragtirmacilar artan MDA seviyeleri, azaltilmis SOD ve GSH
aktiviteleri ile birlikte ev boyacilarmin serumundaki bulgularinin oksidatif stres
durumunu ortaya koydugunu séylemisler ve oksidatif stres altindaki hiicrelerde TNF-a
i¢cin gen ekspresyonunun onemli 6l¢iide arttirildigini da bildirmislerdir (Sen and Packer
1996; Karagozler et al. 2002). Olusan ROS TNF-a dahil olmak {izere ¢esitli sitokinlerin
ve kemokinlerin transkripsiyonunu baslatan transkripsiyon faktdrii NF-k B'yi aktive
edebilir (Sen and Packer 1996). Toluen uygulanan gruplarda kan serumlarinda elde
ettigimiz serbest oksijen radikalleri ve lipid peroksidasyon iiriinlerinin seviyeleri ile
TNF-a seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamli 6l¢iide artmis olmasi bu duruma bir

paralellik gostermektedir.

Enflamatuar sinyalin transkripsiyon faktorii NF-kB yolagi vasitasiyla insan mikroglia
hiicrelerinde norotrofin ekspresyonunu indiikleyebildigi bildirilmistir (Heese et al.
1998). Birlikte ele alindiginda, beyin gelisimi sirasinda yiiksek seviyedeki Toluen
maruziyetinin NF-kB-TNF-a yoluyla néroinflamasyonu tetikleyebilecegini ve TNF-
a'nin yukari regiilasyonunun, NGF ve BDNF gibi norotropik faktorleri iiretmek igin bir

NF-kB'ye bagimli ve / veya NF-kB'den bagimsiz mekanizmalar boyunca mikroglia da
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dahil olmak tizere noéronal ve noéronal olmayan hiicrelerin sinyal verecegini

Oonermekteyiz.

Meydan et al. (2012) yaptiklart bir rat ¢alismasinda Toluen’in prefrontal korteks
tizerindeki toksik etkilerini aragtirmiglardir. Sinir hiicrelerinin sitoplazmasinda korteks
ve beyin sap1 dokularinin ndéronlarinda dejeneratif degisiklikler, kiiciilen sitoplazma ve
asir1 karanlik piknotik c¢ekirdegi olusturdugu goézlemlenmistir. Bazi kronik vakalarda
Toluen maruziyetine bagli olarak merkezi sinir sisteminde kalict hasar gozlenmistir
(Coskun et al. 2006; ATSDR 2007). Toluene akut maruziyet bas agrisi, bas donmesi,
koma ve hatta 6liimle sonuglanabilmektedir. Yapilan deneysel ¢alismalarda Toluenin
piramidal bozukluklar, periferal noropati, optik atrofi, sinirsel ses kaybi ve biligsel
islevlerin bozulmasi gibi bozukluklardan sorumlu oldugunu gostermistir (Uzun et al.
2001). Yakm tarihli bir g¢alismada akut Toluen maruziyetinin erigkin farelerde
hippokampal nérogeneziyi inhibe ettigi gosterilmistir (Seo et al. 2010). Bagka bir
calismada Toluene maruziyetin miyelinlerin, aksonlarin ve endoneal yapilarin
dejenerasyonuna neden oldugu bildirilmistir (Meydan et al. 2012). Zararsiz vd (2006)
Tarafindan yapilan bir calismada prefrontal kortekste meydana gelen formaldehit
kaynakli yaralanmalar omega-3 tedavisi ile diizeltilmis, hiicresel hasar1 ve kortikal
hasar1 da azaltmistir. Bazi arastirmacilar tutkal dahil n-heksan veya hem merkezi hem
de distal aksonal dejenerasyona neden oldugu bilinen diger ¢oziiciiler igerebilen, gesitli
solventleri istismar eden insanlarda yapilan otopsilerde beyinde serebral ve serebellar
atrofi ile korpus kallozumda ciddi bir incelme, mikroskopik olarak dagmnik
demiyelinizasyon, omuriligin uzun yollarinda serebral korteks, bazal gangliyonlar ve
serebellumda ciddi ndronal kayip, siddetli reaktif glioz ve dev aksonal dejenerasyon
gozlemlemislerdir (Schaumburg and Spencer 1976; Escobar et al. 1980; Griffin 1981).
Otopsisi yapilan bir olgunun 6liim yilina kadar uzun bir siire giinliik saf Toluen
koklayan bir bagimli oldugu anlasilmistir. Bu vakada demiyelinizasyonun néronal kayip
icin sekonder oldugu yorumlanmis ve periferik sinirlerinde etkilendigi rapor edilmistir
(Rosenberg et al. 1988). Ayrica bu vakada MRI verileri incelendigi zaman Toluenin
zehirli hasarinin merkezi sinir sistemindeki beyaz maddeye yoneldigi dogrulanmis,

korpus kallozumda ciddi bir sekilde incelme gézlenmis, mikroskobik olarak serebral ve
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serebellar beyaz cevherde diffiiz izlenmis ve tamimlanmamis miyelin solgunlugu
goriilmiistiir. Ancak belirgin bir beyaz madde renk degisikligi veya kavitasyon
gozlemlenmemistir. Yine ayni olguda, goriiniirde intakt olan miyelin alanlarinda bile
periyodik asit-schiff boyamasi ile yogun ve kaba graniiler pozitif makrofajlar varken
lenfosittik inflamasyon saptanmamistir. Bu olgunun GFAP immuno boyamasinda
miyelin kaybmin bulunmadig1 serebral beyaz cevherde bile reaktif glioz sergiledigi
gosterilmistir. Serebral ve serebellar noronlar bozulmadigi i¢in miyelin solgunlugu olan
alanlardaki aksonlar korunmus ve bu nedenle Toluenin saf bir miyelin toksini oldugu
One siirtilmistir. Bizim c¢alismamizda Hematoksilen-Eozin boyamalarinda, kontrol
grubunda beyin dokularinin korteks morfolojisi ve ndronal yapisinin normal oldugu,
yiiksek biiyiitmelerde noropilin bozulmamis damarlarla normal ve homojen oldugu
goriilmiis ve ¢ekirdekli néron cisimlerinin normal oldugu saptanmistir. Toluen verilen
tavsanlarda prefrontal ve entorinal beyin kortexinde fokal vakuoler dejenerasyon
(abselesmeler), gliozis, perivaskiiler demiyelinizasyon, ¢ok sayida piknotik hiicre ve
nekroz alanlar1 izlenmis, prefrontal korteks, entorinal korteks ve hippokampus
alanlarinda kan damarlarinda belirgin bir sekilde asir1 genislemeler, hiicreler arasinda Ki
kompenzasyonun ciddi 6l¢lide dejenerasyona ugradigi ve hiicre siirlarinin nerdeyse
dagildig1 gorilmiistiir. Ayrica Toluen grubunda piamater de ayrilmalar ve kanamalar
gozlemlenmis, noéron cisimciklerinde kiigiilme, dejenerasyon ve noropilin

vakuolizasyonu belirlenmistir.

20 yil 6nceki kanitlar, baz1 bireylerde Toluen metabolizmasina neden olan karaciger
enzimlerinden biri olan aldehid dehidrogenaz i¢in gen kodlamasinin yetersiz olmasi
nedeniyle Toluen metabolizmasinin bozulabilecegini gostermistir (Greenberg 1997;
Benignus 1981; Wilkins-Haug 1997). Bu eksiklik, yiiksek doz Toluene maruz kalmis
beyin de norotoksisite riskinin artmasimma neden olabilmektedir (Greenberg 1997;
Wilkins-Haug 1997). Bazi hayvan c¢alismalari, Toluen'in periferik olmayan sinir
sistemini hedef aldigin1 dogrulamigtir. Bununla birlikte, bu genellemenin &tesinde
hayvan c¢alismalari, Ozellikle insanlarda kaydedilen miyelin hasarmin spesifik
mekanizmalarinin aydinlatilmasinda yardimci olamamistir. Solunum yoluyla veya oral

doz ile Toluene maruz birakilan siganlarda yapilan iki farkli ¢aligmada, Toluen
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konsantrasyonlarinin yiiksek lipid icerigine (Gospe and Calaban 1988; Ameno et al.
1992) sahip beyin sap1 alanlarinda (medulla, pons) en yiiksek oldugunu ve serebral
korteks ve hipokampusta daha diisiik miyelin bulunan yerlerde en diisiikk oldugunu
ortaya koymustur (Ameno et al. 1992), ve Toluen'in lipofilik dagilim gosterdigi
vurgulanmustir (Sharp and Rosenberg 1997). Mattia et al. (1993b), sicanlarda yaptiklari
Toluen ¢aligmasinda indiiklenen reaktif oksijen tiirlerinin en yiiksek seviyesinin
hipokampusta oldugunu bildirmislerdir. Benzer sekilde, Toluen inhalasyon maruziyeti
olan sicanlar ile yapilan ¢aligmada, (Korbo et al. 1996), hipokampusta néronal kayip
belirlenmistir. Daha yeni ¢alismalardan birinde ise inhalasyon maruziyeti olan
sicanlarda Purkinje hiicre kaybi1 ve hipokampal ndron kaybi oldugu raporlanmistir
(Gotohda et al. 2002). Sigan beyininde, Toluen inhalasyonunun, astrositleri aktive ettigi
ve GFAP immiinreaktivitesinin giiclendigi goriilmektedir (Gotohda et al. 2000).
Calismamizda Hematoksilen-Eozin ile boyanan preparatlar histopatolojik olarak
incelendiginde, kontrol grubunda beyin dokularimin normal yapida oldugu goézlendi.
Toluen wverilen tavsanlarda beyin kortexinde fokal vakuoler dejenerasyon
(abselesmeler), gliozis, perivaskiiler demiyelinizasyon, ¢ok sayida piknotik hiicre ve
nekroz alanlar1 izlendi. Toluen grubunda kontrol grubuna oranla belirgin derecede kan
damarlarinda asir1 genislemeler ve hiicreler arasinda kompenzasyonun ciddi oOlgilide
dejenerasyona ugradigi hiicre smirlarinin nerdeyse dagildigi  goriilmektedir.
Oligodendrosit hiicrelerinde Toluen grubunda hiicre cekirdeklerinde anormal sekil
bozukluklar1 goériilmektedir. Hippokampus bolgesindeki sirali noronlarin gévdelerinde
Toluene maruz kalan grupta néron govdeleri kontrol grubuna kiyasla yapisal olarak

daha belirgin bozunmalara ugramistir.

Senil plaklar; dejenere noronal uzantilar, reaktif glial hiicreler ve peptidlerden meydana
gelen komplike lezyonlardir. Baslangigta noron govdeleri ve uzantilar: etrafinda diffiiz
amiloid birikir. Ardindan bu maddelerin birikimi yogunlasarak ve genisleyerek senil
plaklar1 olusturur (Arends et al. 2000). Oksidatif stres, amiloid beta ve hiperfosforile
Tau’nun ¢dzlinebilir durumdan ¢6ziinemez hale gegmesine neden olmaktadir (Yan et al.
1996). Bunun sonucu olarak bu maddeler agrege olur ve senil plaklar 6le ndrofibriler

yumaklart olusturmaktadirlar. Amiloid irikimi gelistikten sonra enflamatuar bir siire¢
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baslamaktadir. Aktif mikroglia hiicreleri prolifere olmakta ve NO, serbest oksijen
radikalleri ve TNF alfa, Interlokin-1 gibi sitokinleri iiretmektedir. Bu sitokinler hem
direkt yolla hem de anormal Amiloid Prekiirsér Protein olusumuna neden olarak
indirekt yolla hiicre hasarina neden olmaktadir (Kalaria 1999). Calismamizda Toluen
verilen grupta amiloid proteinlerinin senil plaklarda belirgin sekilde biriktigini
gostermektedir. Histokimyasal olarak Toluen verilen grupta amiloid proteinlerinin
birikimine bagli olarak boyanma yogunlugu ve boyanan alanlarin biiyiikliigiinde ve

sayisinda artis olmaktadir.

Amiloid plak olusumu Alzheimer hastaliginin ilk patolojik olay1r olup néritik plak
olusumuyla sonuglanabilmektedir. Amyloid plaklar serebrumda bulunan arteriollerde
birikerek amyloid anjiopati olusturmaktadir. Alzheimer hastalarinda serebrumda
bulunan meningeal arteriollerde amyloid plak gézlemlenmistir (Naslund et al. 2000;
Gong et al. 2003; Georganopoulou et al. 2005). Amiloid birikiminin Alzheimer’a neden
olabilecegi konusunda yapilan bir ¢alisma da amiloid birikimi olan néronal uzantilarda
meydana gelen morfolojik degisiklikler ile aksiyon potansiyellerinin ve bu nedenle
iletimin geciktigi bildirilmistir (Knowles et al. 1999). Baska bir arastirmasinda
korteksin iist tabakasinda daha az diffiiz yogunluk ancak alt korteks tabakasinda ise
daha yogun diffiz oldugu rapor edilmistir (Dickson 1997). Yaptigimiz calismada
Toluen grubunda bu duruma paralel bir sekilde beyin korteksinin {ist tabakasinda daha
az korteksin alt katmanlarinda daha yogun diffiiz amiloid plak olusumu goriilmiisiir.
Kontrol grubunda ise boyanma yogunluklarinda herhangi bir degisiklik
gbzlemlenmistir. Bu durumda Toluen maruziyetinin senil plaklarin olusumunu arttirarak

Alzheimera neden olma olasiligini artirabilecegini diisiinmekteyiz.

Apoptozis komsu hiicrelere zarar vermeden sitoplazmada kii¢lilme, membran
degisiklikleri ve DNA parcalanmasi ile karakterize olan programli hiicre oliimiidiir
(Saraste and Pulkki 2000). Apoptotik yolaklar genel olarak intrinsik (mitokondri aracili)
ve ekstrinsik (reseptor aracill) olarak degerlendirilir. Mitokondri aracili apoptozis
sitokrom c, apoptozis indiikleyici faktor ve Smac/DIABLO gibi apoptojenik faktorlerin

mitokondri intermembranal boslugundan sitozole salinmasi ile tetiklenir. Sitokrom c¢’nin
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sitozole salimmmiyla sitokrom c¢/Apaf-1/ATP/prokaspaz-9’dan olusan apoptoz
kompleksi, kaspaz-9’u ve sonrasinda kaspaz-3’ii aktive eder (Friedlander 2003; Bender
et al. 2005; Fulda and Debatin 2006). Apoptozun mediatorlerinden proapoptotik
proteinlerin (Bax, Bad, Bid) artis1 apopitozu artirirken anti apoptotik proteinlerin (Bcl-
2) artis1 apoptozu baskilayarak azaltmaktadir. Bagka calismalarda Toluen’in dokuda
apoptotik aktiviteyi attirdigindan bahsedilmektedir (Gotohda et al. 2009; Tas et al.
2011). Bizim ¢alismamizda apoptozisin varligini ortaya koymak i¢in her iki gruba ait
beyin doku kesitlerinde yapilan immiinohistokimyasal boyamada Bax ve Kaspaz-3
immiin reaktivitesi gézden gegirilmistir. Bax ve Kaspaz-3 proteininin beyin dokusunda
goriiniir hale getirilerek incelenmesi icin yapilan bu boyamada, saptanan reaksiyonun
yogunluguna goére semi kantitatif degerlendirme yapilmistir. Kontrol grubuna ait beyin
kesitleri incelendiginde, beyin kortexi, hippocampal alan, entorhinal kortex ve
substantia nigra bolgelerindeki hiicre sitoplazmalarinda, immiinohistokimyasal olarak
Bax immiin reaktivitesinin negatif oldugu (0) goriilmiistiir. Toluen uygulanan
tavsanlarda ise, beyin kortexi hiicre sitoplazmalarinda siddetli derecede (+3) Bax

immiin reaktivitesinde dnemli oranda artis meydana geldigi tespit edilmistir.

El-Nabi Kamel and Shehata (2008) ratlarda yaptiklar1 bir ¢alismada Toluenden en fazla
etkilenen dokunun beyin dokusu oldugunu bildirmislerdir. Ozellikle beyin korteksinde
Kaspaz-3 aktivitesinin 6nemli oranda arttigini bildirmislerdir. Toluenin frontal korteks
ve beyin sapinda hasara yol acarak Kaspaz-3 aktivitesinde artisa yol agtig1 da baska bir
calismada gosterilmistir (Kanter 2008). Yapilan bir ¢alismada arastirmacilar, kronik
Toluene maruziyetinin Bax immunereaktivitesinde artisa yol agtigini gostermislerdir
(Tas et al. 2011). Toluene maruz kalan siganlarin akciger, beyin ve testis dokularinda
dokularinda tunel pozitif hiicre sayisinda anlamli oranda artisa neden oldugu
bildirilmistir (Kanter 2011a, 2011b, 2011c). Calismamizda ise bu arastirmalara paralel
olarak beyin Kkortexi, hippokampal alan, entorhinal korteks ve substantia nigra
bolgelerindeki hiicre sitoplazmalarinda, immiinohistokimyasal olarak Kaspaz-3 immiin
reaktivitesinin kontrol grubunda negatif oldugu (0) gorilmiistiir. Toluen uygulanan
tavsanlarda ise, beyin kortexi hiicre sitoplazmalarinda Kaspaz-3 immiin reaktivitesinde

(3+) onemli oranda artig meydana geldigi tespit edilmistir.
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5.1. Sonug¢

Sonug olarak yiiksek dozda Toluenin 3 saat gibi ¢ok kisa bir siirede bile 6nemli beyin
hasar1 olusturdugu, senil amiloid plak olusumu ve serum antioksidan seviyelerinde
onemli derecede azalmanin meydana getirmesi ile akut Toluen maruziyetinin viicutta
kalic1 ve geri doniisiimii zor hasarlar olusturmasinin miimkiin olabilecegi kanaatine
varilmistir. Yiiksek doz akut Toluen maruziyeti sonucu Toluenin beyin ve beyin dokusu
ile ilgili birgok alanda asir1 bir sekilde biriktigi goriilmiistiir. Bu durum dikkate alinirsa
Toluenin kan beyin bariyerini rahatlikla gecebilecegi ve hiicre i¢inde DNA’ya kadar

ulasip ciddi hasar olusturabilecegi gézlenmistir.

Bu sonuglara ilave olarak; calismamizda Toluenin 6zellikle beyinde yaptigi temel hasar
olan astrosit aktivasyonu ve gliozisi biyokimyasal ve histopatolojik yontemlerden
faydalanarak belirgin olarak go6zlemis bulunmaktayiz. Bu c¢alisma neticesinde
proapototik proteinler olan Bax ve Kaspaz-3’iin yiiksek dozda Toluen verilen
hayvanlarin beyin kortexi, hippocampal alan, entorhinal kortex ve substantia nigra
dokularinda yiiksek diizeyde olmasi Toluenin ¢ok kisa bir siirede bile apoptozu
tetikleyebilecegini gdostermektedir. Yiiksek doz akut Toluen maruziyetinin olusturdugu
intoksikasyon olgularinin histopatolojik incelemelerinde beyin dokusunun ve ilgili

alanlarin erken donemde de hasara neden oldugu goriilmiistiir.
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