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BÖLGELERİ ÜZERİNE DENEYSEL AKUT TOLUEN TOKSİSİTESİNİN 
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Biyoloji Anabilim Dalı 

Genel Biyoloji Bilim Dalı 
 

DanıĢman: Doç. Dr. Turgay ġĠġMAN 
 

Toluen endüstride oldukça yaygın olarak kullanılan ve sağlık üzerine olumsuz etkileri olan 

uçucu bir maddedir. Bu çalıĢmada yüksek dozda Toluen’in tavĢan beyin korteksi üzerine akut 

dönemdeki histopatolojik ve biyokimyasal etkileri araĢtırıldı. On yedi adet New Zelland cinsi 

tavĢan (Oryctolagus cuniculus) iki guruba bölündü. Grup 1 kontrol grubu (n=7) olarak 

kullanılırken Grup 2’ye (n=10) yüksek doz Toluen verildi (876 mg/kg/ip). Üç saatlik deneysel 

maruziyetin sonunda öldürülen hayvanlardan biyokimyasal analizler için kan örnekleri alındı. 

Histopatolojik analizler için de beyin doku örnekleri %10’luk nötral formaline alınıp parafine 

gömüldü ve (5 μm) kalınlığında kesitler alındı. H&E ve Kristal viyolet boyamaları ile Bax ve 

Kaspaz-3 immunhistokimyasal boyama yöntemleri kullanılarak histolojik incelemeler yapıldı. 

Ayrıca serum ve plazmalardan NGF, TNF alfa, Dopamine, GFAP, Na, K, GSH, MDA ve NO 

testleri yapılıp biyokimyasal hasarın düzeyi belirlendi. Toluen verilen tavĢanlarda histopatolojik 

olarak prefrontal ve entorinal beyin kortexinde fokal vakuoler dejenerasyon (abseleĢmeler), 

gliozis, perivasküler demiyelinizasyon, çok sayıda piknotik hücre ve nekroz alanları izlendi. 

Hipotalamus ve hippokampus alanlarında kan damarlarında aĢırı geniĢlemeler, hücreler arasında 

kompenzasyonda dejenerasyon, dağılmıĢ hücre sınırları ve amiloid plak oluĢumu görülmektedir. 

Toluen grubunda Na, K ve, MDA, seviyelerinde önemli ölçüde artıĢ, GSH ve NO seviyelerinde 

ise anlamlı derecede azalma izlendi. ÇalıĢmamızda prefrontal korteks, hippokampus, 

hipotalamus, substantia nigra ve entorinal korteks bölgelerinin biyokimyasal 

değerlendirmesinde, beyinde TNF alfa seviyelerinin kontrol grubuna göre anlamlı ölçüde artmıĢ 

olduğu saptandı. Substantia nigra bölgelerinden salgılanan dopamin, hippocampal nöronlardan 

geliĢen NGF ve astrosit hücrelerinden salınan GFAP serum seviyelerinin Toluen grubunda 

kontrol grubuna göre anlamlı derecede azaldığı görüldü (p<0,05). Bunun yanında Toluen beyin 

korteksi hücre sitoplazmalarında Ģiddetli derecede (3+) Bax ve Kaspaz 3 immün reaktivitesinde 

önemli oranda artıĢ meydana geldiği tespit edildi. Bu çalıĢma sonucunda yüksek doz Toluenin 

beyinin farklı bölgelerinde akut dönemde ciddi hasarlar oluĢturabileceği gösterildi. 

2017, 111 sayfa 

Anahtar Kelimeler; Toluen, Oksidatif hasar, Bax, Kaspaz-3 ve Amiloid plak. 
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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 ÇĠÇEK 
 

Atatürk University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Departmant of Biology 

Discipline of General Biology 
 

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Turgay ġĠġMAN 
 

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 I was used as a 

control group (n=7), while Group II 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 μm). 

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 

Keywords: Toluene, Oxidative damage, Bax, Caspase-3 and Amyloid plaque. 
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1. GİRİŞ  

1.1. Toluen 

1.1.1. Toluen’in kimyasal yapısı ve formülü 

Toluen berrak, rengi olmayan, keskin ve hoĢ kokulu uçucu bir sıvı hidrokarbondur 

(OEHHA 1999, EPA 2005). 4,4°C üzerindeki sıcaklıklarda kolayca tutuĢabildiğinden, 

oda sıcaklıklarında yanma tehlikesi yüksektir. Organik çözücülerle rahatça karıĢım 

yapmasına rağmen suda çok zayıf bir Ģekilde çözünür. Yoğunluğu suyun 

yoğunluğundan azdır ve bu yüzden de su yüzeyinde kalır (OEHHA 1999; EPA 2005). 

Temel fiziksel ve kimyasal özellikleri aĢağıda belirtilmiĢtir (HPA 2007) (ġekil 1.1). 

Cas no : 108-88-3 

Görünüm : Berrak, renksiz sıvı 

Molekül formülü : C6H5CH3 

Molekül ağırlığı : 92,13 gr/mol 

Kaynama noktası : 111°C (760 mm/Hg) 

Donma noktası : -139°C 

Yoğunluk : 0,861 g/cm
3
 

Erime sıcaklığı : -95°C 

Buhar basıncı : 28,1 mm/Hg 

Parlama noktası : 4°C 

Spesifik ağırlığı : 0,87 (su=1) 

Gaz yoğunluğu : 3,2 (hava=1) 

Çözünürlük : Organik solventlerle karıĢabilir 

Koku eĢiği : 0,08-8 ppm 

Konversiyon faktörü : 1 ppm = 3,76 mg/m
3 

(25°C) 

Koku tanımlaması : EkĢi ve yanık 
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Şekil 1.1. Toluenin kimyasal yapısı 

1.1.2. Toluenin üretimi ve kullanımı 

Toluenin doğadaki kaynakları ham petrol ve Tolu ağacıdır (Myroxylon peruiferum) 

(ATSDR 1994). Ham petrolden benzin ve diğer yakıtların ayrıĢtırılması ve kok 

kömürünün yanması sırasında ortaya çıkar (ATSDR 2000; ATSDR 2006). 

Ġnsanoğlunun Toluen’e maruziyeti içme suları, yiyecekler, hava ve çeĢitli tüketim 

ürünleri aracılığıyla olur (ATSDR 1994). Toluen maruziyetinin temel kaynağı 

benzindir. Benzinin ortalam %5-7 ağırlığını Toluen oluĢturur. Toluen’in atmosfere 

salınması benzinin üretilmesi, taĢınması ve yanması sırasında olur. Toluen 

konsantrasyonunun en fazla olduğu alanlar rafineler, benzin istasyonlarına yakın yerler 

ve trafiğin yoğun olduğu bölgelerdir. Toprak ve su gibi atmosfer temelli olmayan 

Toluen doğadaki mevcut Toluen salınımının %1’inden daha azını oluĢturur (Faust 

1994). Atmosfer kaynaklı Toluen’in yarılanma süresi ortalama 13 saattir ve hidroksil 

radikaliyle tepkimeye girmesi yoğunluğunda azalmaya neden olur. Toluen petrol 

ürünlerinden elde edilen atıklarından dolayı bazen içme sularına da karıĢabilir (ATSDR 

2006). Ev ortamındaki Toluen’in kaynağı, hane halkının kullandığı ürünler ve sigaradır. 

Sigara kullanan bir kiĢi her bir sigarada 80-100 mikrogram (µg) Toluen’e maruz 

kalmaktadır. Toluen ihtiva eden kimyasal ürünlerin baĢında; boyalar, boya incelticiler, 

pas önleyiciler, gomalak, yapıĢtırıcılar, vernik, solvent tabanlı temizleyiciler ve bazı 

temizlik ürünleri gelir. Ayrıca kozmetik ürünlerde de çözücü olarak kullanılır. Sanayi 

ortamında, daha fazla toksik etkisi olan benzenin yerine Toluen kullanımı giderek 
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artmaktadır. Bunlara ilaveten, derinin iĢlenmesi ve bazı kimyasal iĢlemler sırasında da 

Toluen kullanılmaktadır. Benzil klorür, fenol, benzoik asit, krezol, TNT, vinil Toluen, 

Toluen diizosiyanat yapımında da Toluen kullanımı yaygındır (Faust 1994; Jones 1997). 

Bütün bu bilgiler doğrultusunda birçok insanın iĢ hayatında Toluen’e maruz kaldığı 

söylenebilir (OEHHA 1999; ATSDR 2006). Meslek grupları içerisinde en çok ayakkabı 

iĢçileri, rafineri ve deri sanayisi çalıĢanları, benzin istasyonu, matbaacılar, boyacılar, 

kaportacılar, oto sanayi çalıĢanları risk altında bulunan ana gruplardır (ATSDR 2006). 

1.1.3. Toluenin standartları, kabul edilir sınırları ve letal dozu 

Toluen petrol ürünlerinin olduğu her yerde belirli oranlarda bulunur. Toluenin ortamda 

var olduğunu gösteren en önemli iĢaret kokusudur. Ġnsanın havadaki koku eĢik değeri 8 

ppm olduğu bilinmektedir. Bu oran iĢ ortamlarında müsade edilen üst değerin 1/25’i 

kadardır. Amerikan Çevre Koruma Örgütü (Environmental Protection Agency - EPA) 

içme sularında litrede 1 mg Toluene izin vermiĢtir (ATSDR 2000). Avrupa ĠĢ Sağlığı ve 

Güvenliği Ajansı (The Occupational Safety and Health Administration - OSHA) iĢ 

ortamlarında 8 saatlik çalıĢma için 200 ppm’e kadar izin vermiĢtir. Üst sınır olarak 300 

ppm’e müsade edilmiĢtir (OEHHA 1999; ATSDR 2000). EPA içme sularından Toluen 

maruziyetinde 1 gün için 20 ppm, 10 günden fazlası için ise 3 ppm den fazlasına maruz 

kalınmamasını önermektedir (EPA 2005). Havadaki Toluen miktarı, sanayi ve endüstri 

alanlarına yakın olmayan Ģehir merkezi ve yakın çevresinde 1 ppm’in altında bir değere 

sahiptir. Sigara içmeyen ve Toluen içeren ürünlerle ilgili bir iĢte çalıĢmayanların bile 

günde yaklaĢık 300 µg Toluene maruz kaldıkları tahmin edilmektedir. Günde bir paket 

sigara tüketenler bu değere ilave olarak yaklaĢık 1000 µg Toluene maruz kalırlar. 

ÇalıĢma ortamında 50 ppm oranında Toluen bulunan bir iĢ yerinde çalıĢanlar ise 

yaklaĢık olarak günde 1000 mg Toluene maruz kalırlar (ATSDR 1994). 

Toluen maruziyetinin 10.000 ile 30.000 ppm arasındaki değerleri insanlarda koma ve 

ölümle sonuçlanır (Faust 1994). Yapılan hayvan deneylerinde Toluenin ortalama letal 

dozu (LD50) rat, fare, tavĢan ve kobaylarda farklı oranlarda belirlenmiĢtir. Sıçanlarda, 

oral LD50 (günlük 3-5 saat için) değeri 2600-7530 mg/kg arasında değiĢmektedir. Deri 



4 

 

ile alınımında ise bu doz 1,5 ile 5 kat oranında artmaktadır. Solunum yoluyla 

alınması durumunda ise letal konsantrasyon değeri (LC50); 20,299- 153,200 mg/m
3 

(5.300-40.000 ppm) arasında bir değere sahiptir. Bu konsantrasyon değerlerinin 

farklılığı maruz kalma zamanı ve tür farklılığından kaynaklanır (OEHHA 1999). 

1.1.4. Toluenin vücuda alınımı 

Toluenin vücud içine en çok alınma Ģekli havada bulunan Toluen buharının solunum 

yoluyla alınmasıdır. Bunun dıĢında sindirim ve deri yoluyla da Toluen vücuda alınabilir 

(Uzun vd 2001). Ġnsanlarda Toluen, solunum yoluyla alındıktan 10 saniye sonra arter 

kanında tespit edilmiĢtir (Faust 1994). Toluen solunum yoluyla alındığında, 15 ile 30 

dakikalık bir süre içinde, sindirim yoluyla alındığında ise 1-3 saat gibi bir süre 

içerisinde kanda en yüksek seviyesine ulaĢır. Sindirim yoluyla alınan Toluen, solunum 

yolu ile vücuda alınan Toluene nazaran daha yavaĢ bir Ģekilde absorbe edilir, ancak 

solunum yoluyla alındığında Toluenin yaklaĢık yarısı absorbe olurken sindirimle 

alınması durumunda ise tamamına yakını absorbe olur. Vücut dinlenme durumunda iken 

alınan Toluenin yaklaĢık %50’si akciğerler tarafından absorbe edilir (Uzun vd 2001). 

Toluenin deri yoluyla absorbsiyonu akciğerle olan absorbsiyonun yaklaĢık olarak %1’i 

kadardır. Bununla birlikte sıvı haldeki Toluenin deriyle teması halinde absorbsiyon 

miktarı da artar (Faust 1994). 

1.1.5. Toluenin vücutta dağılımı 

Toluen suda çok az çözünebilen aromatik bir hidrokarbondur. Toluen absorbsiyonundan 

sonra tüm vücuda dağılmaktadır. Fakat yağ ve yağdan zengin dokular ile kanlanma 

miktarı fazla olan dokularda bu dağılım daha fazla ve hızlı geliĢmektedir (Faust 1994; 

OEHHA 1999; ATSDR 2006). Absorbe edilen Toluen, sırasıyla azalan oranlarda yağ 

dokusu, mide, karaciğer, böbrekler, kemik iliği, beyin ve dalakta tespit edilebilir. 

Toluen alındıktan 5 saat sonra beyaz yağ dokusunda en üst seviyesine ulaĢır ki, bu 

seviye aynı zamanda kandaki oranın yaklaĢık 250 katıdır. Tutkal soluyarak ölen 

kiĢilerin karaciğer ve beyninde yüksek oranda Toluene rastlanmıĢtır. Yine sindirim 



5 

 

yoluyla Toluen aldıktan kısa bir süre sonra ölen kiĢilerin karaciğerinde yüksek oranda 

Toluen bulunmuĢtur . Aynı yoğunlukta Toluene maruz kalan egzersiz yapan kiĢilerin 

deri altı yağ dokularında dinlenme halindeki kiĢilere oranla 10 kat daha fazla Toluen 

birikir. Kilolu insanlarda yağ dokusu fazla olduğundan Toluen birikimi, kilosu düĢük 

kiĢilere nazaran 5 kat daha fazladır (Faust 1994; OEHHA 1999). 

1.1.6. Toluenin vücuttaki metabolizması 

Büyük bir kısmı karaciğerde metabolize edilen Toluen, ilk önce karaciğerde bulunan 

sitokrom P-450 enzimi yardımı ile yan zincir hidroksilasyonuyla benzil alkole 

dönüĢtürülür. Daha sonra da alkol dehidrogenaz enzimiyle benzaldehide ve aldehit 

dehidrojenaz enzimi tarafından da benzoik aside dönüĢtürülür. Benzoik asit glisinle 

birleĢerek, Toluenin idrardaki nihai ve baĢlıca metaboliti olan hippürik aside dönüĢür 

(Faust 1994; ATSDR 2000). Buna ek olarak küçük bir miktar benzoik asit glisin yerine 

glukronik asit ile konjuge olarak benzoil glukronid olarak atılır. Toluen %1’den daha az 

bir oranda da orto krezol ya da para krezol formlarına hidroksillenip, glukronid ya da 

sülfat ile birleĢerek, minor metabolik yolak olarak adlandırılan yol ile idrara gönderilir 

(Dossing et al. 1983a) (ġekil 1.2). 
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Şekil 1.2. Ġnsanda Toluen metabolizmasının Ģematik gösterimi 

1.1.7. Toluen’in vücuttan atılması 

Vücuda alınan Toluen’in ortalama %18’i akciğerlerden serbest Toluen olarak dıĢ ortam 

havasına, %2’lik kısmı ise Toluen metabolitleri halinde safra ile atılır. YaklaĢık %80’i 

ise sitokrom P-450 oksidaz enzim sistemi yardımıyla iki ana metabolit halinde idrarla 

atılır (Güçlü 2004). Birincil metaboliti hippürik asit olan Toluenin ikincil metaboliti ise 

Orto Krezol’dür. Burada karıĢıklıklara meydan verilmemesi için, Orto Krezol’ün sigara 

içen insanlarn idrarında da tespit edilebileceği bilinmesi gereken bir kondur (Güçlü 

2004). Hippürik asidin atılması, Toluenin vücuda alınımından yaklaĢık 24 saat sonra 

tamamlanır (Faust 1994). 
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1.1.8. Toluen’in toksik etkileri ve klinik belirtileri 

Toluene maruziyetin oluĢturduğu klinik tablo madde miktarı ve süreyle iliĢkili olarak 

değiĢir. Toluenin bağımlılığına sebep olan keyif verici etkisinin yanısıra, uzun süreli ve 

orta düzeyde Toluene maruz kalındığında baĢ ağrısı, konfüzyon, yorgunluk, hafıza 

zayıflığı, halsizlik, dengesiz hareketler, mide bulantısı ve iĢtahsızlık görülebilir. Çok 

kısa sürede yüksek miktarda Toluene maruz kalınması durumunda baĢ dönmesi 

hissedilir. Maruziyet süresi uzarsa, sersemlik, uyuklama hissi ve hatta ölüm meydana 

gelebilir. Toluenin düzenli aralıklarla inhalasyonu, kalıcı beyin hasarı oluĢturabilir. 

Aynı zamanda konuĢma, duyma, görme ve iĢitme problemleriyle birlikte kas 

hareketlerinde kontrol kaybı ve mental kabiliyette azalma meydana gelebilir (OEHHA 

1999; ATSDR 1994, 2006). Kronik maruziyetin sonucu olarak karaciğer, böbrek ve 

sinir sisteminde hasar oluĢabileceği gibi deride de kontak dermatit meydana gelebilir 

(HPA 2007). Uçucu madde kullanımına bağlı geliĢen ani ölüm nedenleri 

araĢtırıldığında, otopsi sonuçlarında ani ölümü açıklayacak herhangi bir anatomik 

bozukluk saptanamamıĢtır. Bu nedenle ölümlerin ventrikül kökenli ritim bozukluklarına 

bağlı geliĢtiği düĢünülmüĢtür (Vural ve Öğel 2005). 

1.1.8.a. Karaciğer üzerine toksik etkileri 

Toluenin karaciğer üzerine toksik etkilerini gösterir birçok çalıĢma bulunmaktadır. 

Toluen içeren maddelere maruziyet sonrasında olumsuz yönde değiĢen karaciğer 

fonksiyon testlerinin yanı sıra (Sotaniemi et al. 1982; Tomei et al. 1999; Bae and Yoon 

2001), antioksidan enzimlerde azalma (Ulakoğlu vd 1998), karaciğerde büyüme, hepatik 

parankimde ekojenite artıĢı tespit edilmiĢ, makroveziküler ve mikroveziküler 

dejenerasyonun yanı sıra hepatosit nekrozu ve balon dejenerasyonu gözlenmiĢtir (Park 

et al. 2003). Toluen karaciğerde yıkıldığı için karaciğer hastalığı olan kiĢiler Toluene 

karĢı daha duyarlıdırlar. Özellikle salisilat ve alkol gibi maddeler Toluen 

metabolizmasını kompetitif olarak inhibe ettiklerinden dolayı alkol ya da karaciğerde 

metabolize olan ilaçları kullanan kiĢiler Toluen’den daha fazla zarar görürler. Yine 

yüksek miktarda Toluene maruz kalan madde bağımlılarında, Ģiddetli karaciğer hasarı 
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olduğunu gösterir çalıĢmalar mevcuttur. Organik solventlere düĢük dozda ve kronik 

maruziyetin siroza yol açabileceğini gösterir çalıĢmalar da bulunmaktadır (OEHHA 

1999; ATSDR 2006). 

1.1.8.b. Sinir sistemi üzerine toksik etkileri 

Toluen lipofilik özelliğinden dolayı hücre duvarındaki lipit yapısını değiĢtirir ve 

proteinlerle etkileĢime girer. Akut dozlarda Na/K-ATPaz aktivitesini önemli oranda 

artırarak membran akıĢkanlığını artırır (Calderon-Guzman et al. 2005a). OluĢturduğu 

bozuklukların oranıyla doz cevap iliĢkisi tam olarak belirlenememiĢtir. Toluene maruz 

kalan insan ve hayvanlarda ilk etki santral sinir sistemi depresyonudur. Yüksek 

konsantrasyonlarda diğer uçucu maddelerle benzer olarak psikomotor hasarlanma, 

lokomotor aktivitelerde eksitasyon ve daha sonrada inhibisyon, ayakta durma 

refleksinin kaybolması ve sedasyon gibi etkileri vardır (Uzun et al. 2001; Baydas et al. 

2003; Coskun et al. 2006). Toluen bu etkileri gabaerjik, glutamaterjik, serotonerjik, 

dopaminerjik yolakları etkileyerek yapar (Balster 1998; Bowen et al. 2005). Toluen, 

serebellum ve hippokampus’da apoptotik nörodejenerasyona yol açar (Ladefoged et al. 

2004). Ayrıca serebellar, piramidal bozukluklar, periferik nöropati, optik atrofi, sinirsel 

iĢitme kaybı, biliĢsel fonksiyonları da içeren geçici ve kalıcı hasarlara da yol açar 

(Uzun et al. 2001; Coskun et al. 2006). Kronik Toluen bağımlılarının MRI 

görüntülemelerinde beyaz cevher atrofisi ve bununla iliĢkili olarak klinik bulgular vardır 

(EPHC 2003). Ayrıca Toluen periferik sinirlerde de hasara yol açar (Coskun et al. 2005, 

2006). 

1.1.8.c. Göz ve deri üzerine toksik etkileri 

Toluen yağda çözünebilir olduğundan, deride irritasyona ve hasara sebep olabilir. 

Toluen bazlı maddelere maruz kalan insanlarda bu hasarlar görülür. 750 mg/m
3 

ve üzeri 

konsantrasyonda Toluene maruz kalan insanlarda gözde irritasyon oluĢurken, 1500 

mg/m
3 

ve üzeri bir oranda ise lakrimasyona sebep olur. Direk kornea ile temas ettiğinde 

ise korneada hasar meydana gelir (HPA 2007). 



9 

 

1.1.8.d. Teratojenik etkileri 

Toluen bağımlısı annelerin değerlendirilmesiyle Toluen embriyo-patolojisi literatürde 

tanımlanmıĢtır. Toluen bağımlısı annelerin çocuklarında; embriyolojik dönemde 

intrauterin geliĢme geriliği, mikrosefalik ve dismorfik özellikler (kısa palpebral yarık, 

derin yerleĢimli göz, küçük yüz, düĢük kulak, mikrognati, spatula Ģeklinde parmaklar ve 

kısa tırnak) tespit edilmiĢtir. YaĢla birlikte; geliĢme geriliği, konuĢma problemi ve 

serebellar disfonksiyon gibi geliĢimsel gerilikler görülür (Jones 1997). Prenatal Toluen 

maruziyetini gösteren birçok hayvansal çalıĢma yapılmıĢtır. Bunların birçoğunda 

geliĢme geriliği ve iskelet anormallikleri saptanmıĢtır (Bowen et al. 2005). 

1.1.8.e. Karsinojenik etkileri 

Toluene maruz kalmıĢ insan ve hayvanlar üzerinde yapılan çalıĢmalarda Toluenin 

kansere neden olmadığı gösterilmiĢtir. Ayrıca Uluslararası Kanser AraĢtırma Ajansı 

(The International Agency for Research on Cancer-IARC) ve Amerika BirleĢik 

Devletleri Halk Sağlığı Merkezi (U.S. Department of Health and Human Services-

DHHS) Tolueni kanserojenik maddeler arasında saymamaktadır. Ayrıca Toluenin 

karsinojenik etkilerini değerlendirecek yeterli çalıĢma bulunmamaktadır (IARC 1985). 

1.1.9. Toluen’in toksik etkilerini arttıran faktörler 

Toluen karaciğerde metabolize edildiği için karaciğer hastalığı olan kiĢiler Toluen’in 

akut etkilerine daha duyarlıdırlar. Daha önceden nörolojik ve kalp rahatsızlığı olanlarda 

daha fazla risk altındadırlar. Salisilat ve alkol, kompetitif olarak Toluenin yıkımını 

durdurdukları için Toluenin toksik etkilerini artırırlar (OEHHA 1999). 

1.1.10. Toluen’in kötüye kullanımı 

Atmosferde belli bir oranda Toluen’in bulunması herkesin Toluene maruz kaldığının bir 
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göstergesi olmakla birlikte, mesleği gereği bu toksik maddeye daha yoğun bir Ģekilde 

maruz kalanların sayısı azımsanmayacak kadar çoktur. Bunla birlikte kötüye kullanım 

da Toluen’in yeri oldukça önemlidir. Toluen ve benzeri uçucuların kötüye kullanımı 

Amerika BirleĢik Devletleri gibi geliĢmiĢ ülkelerin yanı sıra daha az geliĢmiĢ ülkelerde 

de önemli bir problemdir (Balster 1998; Beyer et al. 2001). Uçucu madde bağımlılığı en 

çok 14-15 yaĢları arasındaki çocuklarda görülür. 17-19 yaĢ düzeylerinde bazıları 

bağımlılıktan kurtuldukları için bu yaĢlarda bağımlılık oranı düĢer. Ġngiltere’de 15 

yaĢına ulaĢmıĢ çocukların %3-5 kadarının hayatının herhangi bir döneminde uçucu 

madde kokladığı belirlenmiĢ ve bu yaĢ grubundaki 250 çocuktan bir tanesinin yapıĢtırıcı 

madde bağımlılığı nedeniyle ülke genelinde çeĢitli ihtisas hastanelerinde tedavi gördüğü 

anlaĢılmıĢtır (Vural and Öğel 2005). Bazı kullanıcıların eriĢkin dönemlerinde de uçucu 

madde kullanmaya devam ettikleri görülmüĢtür (CPS 1998). Toluen bağımlılarında 

paranoid psikoz, parkinsonizm, biliĢsel bozukluklar (kognitif hasarlanma) ve serebeller 

bozukluklar gibi nörolojik ve psikiyatrik birçok rahatsızlıklar ortaya çıkar (Jones 1997). 

Yapılan araĢtırmalar uçucu madde bağımlılarının %90 oranında Toluen, %5 oranında 

klorlu hidrokarbonlar, %3 oranında bütan ve %2 oranında diğer uçucu maddeleri 

kullandıklarını göstermiĢtir (Uzun et al. 2001). Ucuz ve kolay bulunabilir olduğundan 

dolayı Toluen bağımlılarının tercihi sıklıkla tutkal (Park et al. 2003) ve tinerdir (Zengin 

Ulakoğlu et al. 1998). Ġstem dıĢı maruziyet ise iĢ dolayısıyla olmaktadır ki en fazla 

kaporta iĢçileri, boyacılar (Tsatsakis et al. 1997), ayakkabı iĢçileri (Dossing et al. 

1983b; Tomei et al. 1999), matbaa iĢçilerinde (Guzelian et al. 1988) görülür. 

1.2. Beyin (Telencephalon, Cerebrum) 

Beyin, düĢünme ve hafıza gibi fonksiyonların yanısıra çevresel uyarıları almak ve 

bunları değerlendirmek, motor aktivite sağlamak, somatik ve endokrin fonksiyonlar ve 

organların düzenli çalıĢmasını kontrol etme gibi görevleri yerine getirmektedir (Arıncı 

ve Elhan 2001). 

Beyin; Telensefalon, Diensefalon, Mezensefalon, Pons, Bulbus (medulla oblongata), 
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Serebellum bölümlerinden oluĢmaktadır (James 1995; Arıncı ve Elhan 2001; Taner 

2002; Gökmen 2003). 

Telensefalon; iki hemisferden meydana gelmektedir ve beynin hacimsel olarak en geniĢ 

kısmını oluĢturur. Fissura longitudinalis cerebri ile cerebral hemisferler birbirinden, 

fissura transversa cerebri ile de cerebellumdan ayrılmaktayken orta hattan corpus 

callosum ile bağlanmaktadır. Cerebral hemisferde cerebral cortex adı verilen 

milyarlarca aktif nöron içeren substantia grisea, nöron uzantılarının bulunduğu 

substantia alba ve substantia alba’ya yerleĢmiĢ olan bazal ganglionlardan oluĢmaktadır 

(Kurt 2003). Cerebral hemisferlerin yüzeyinde ki çıkıntılı kıvrımlara gyrus ve bunların 

arasındaki yarıklara sulcus denir. Bu yarıklara göre hemisferleri frontal, parietal, 

occipital, temporal, insular ve limbik lob olarak isimlendirilen bölümlere ayrılmaktadır 

(Taner 2002). 

Diensefalon; beyin hemisferleri tarafından sarılmıĢtır ve epitalamus, metatalamus, 

hipotalamus, talamus ve subtalamus adında beĢ ayrı bölümden meydana gelmektedir 

(Dere 2000). Diensefalonun üstünün arkasında ve talamusun arka-üst tarafında bulunan 

kısmı olan epitalamus trigonum habenulae, glandula pinealis, commisura posterior ve 

stria medullaris thalami’den oluĢmaktadır (Taner 2002). Talamus; birçok nukleus 

bulunduran ve diensefalonun en büyük kısmını oluĢturmaktadır. Koku duyusu 

impulsları dıĢında bütün duyu impulslarının cortex’e gitmeden önce toplandığı önemli 

bir merkezdir (Arıncı ve Elhan 2001). Diensefalonun ventralinde hipotalamus yer 

almaktadır (Arı 2003). Otonom sinir sistemi ile endokrin sistemi kontrol ederek 

entegrasyonunu sağlamaktadır (Arıncı ve Elhan 2001). Mezensefalon’un tegmentumu 

ile talamus arasında uzanan geçiĢ bölgesi subtalamus olarak isimlendirilmektedir (Taner 

2002). Motor yolların ara istasyonu olup ekstrapiramidal sistemde görev yapmaktadır. 

Talamus’un arka tarafında bulunan corpus geniculatum medial ve corpus geniculatum 

lateralenin oluĢturduğu alana metatalamus denilmektedir. Corpus geniculatum mediale 

iĢitme, corpus geniculatum laterale de görme ile ilgili impuls ileten lifler taĢımaktadır 

(Arıncı ve Elhan 2001). 

Mezensefalon; beynin en küçük parçası olan mezensefalon pons ile diensefalon 
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arasında yer almaktadır. Üçüncü ve dördüncü ventrikülleri birbirine bağlayan 

aquaeductus cerebri mezensefalon’un ortasından geçmektedir (Arı 2003). 

Mesencephalon’un ventralinde sağda ve solda pedunculus cerebriler yerleĢmiĢtir (Taner 

2002). Mezensefalonda dopaminerjik nöronlara sahip olan substantia nigra olarak 

isimlendirilen gri cevher kitlesi mezensefalonun transvers kesitlerinde görülmektedir. 

Efferent lifler içeren crus cerebri’ler ve tegmentum mesencephali diğer kısımlarını 

oluĢturmaktadır. Tegmentum mesencephali talamusa giden çeĢitli afferent lifleri ve III., 

IV. ve V. kranial sinirlerin nukleusları ile nucleus ruber’i içermektedir (Arı 2003). 

Mezensefalonun arka tarafında dört tane yuvarlak çıkıntıdan superiorda bulunanlarına 

colliculus superior, inferiordankilere ise colliculus inferior denir. Colliculus superiorlar 

daha büyüktür ve görme refleks merkezi, colliculus inferiorlar ise daha küçük olup 

iĢitme refleks merkezlerini oluĢturmaktadırlar (Arıncı ve Elhan 2001; Arı 2003). 

Pons; medulla oblongata ve mezensefalon arasında kalan kısımda yer almaktadır. Pons, 

V, VI, VII, VIII. kranial sinirlerin çekirdekleri, formatio reticularis’in bir bölümünü ve 

inen-çıkan yolları içeren tegmentum pontisten oluĢan bir alan ve nuclei pontis, fibrae 

pontis transversae ve fibrae pontis longitudinales’i içeren pars basilaris pontisten oluĢan 

iki bölümden meydana gelmektedir (Taner 2002). 

Medulla Oblongata; beyin sapının en alt kısmında olup, medulla spinalis ve pons 

arasında yer almaktadır (Taner 2002). Medulla oblongata’nın ventral yüzeyinde 

corticospinal yolları içeren pyramis, nucleus olivaris inferior’u içeren oliva ile IX., X., 

XI. ve XII. kranial sinirler bulunur. Dorsal yüzeyinde ise tuberculum gracile, 

tuberculum cuneatum ve fossa rhomboidea bulunmaktadır (James 1995). 

Serebellum; fossa cranii posterior’da, pons ve medulla oblongata’nın superior-posterior 

kısmında bulunur. Cerebellum beynin ikinci büyük kısmıdır. Pons ve medulla oblongata 

ile birlikte 4. ventrikül’ü çevreler. Lobus occipitalis ile aralarında tentorium cerebelli 

bulunur. Hemisferium cerebelli denen iki tane yan lob ile bunları ortada biriblerine 

bağlayan vermis cerebelli’den oluĢur. Cerebellum, isteğimiz dıĢında iskelet kaslarının 

tonusunu kontrol ve sinerjik hareketlerini koordine eder. Böylece kasların iĢbirliği 
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içinde çalıĢmasını sağlayarak dengenin korunmasında önemli bir rol oynar (Arıncı ve 

Elhan 2001). 

Merkezi sinir sisteminde substantia griseada çoğunlukla nöron gövdeleri, substantia 

albada aksonlar yer almaktadır. Aksonlar miyelin kılıfı nedeniyle substantia alba açık 

renkli görülmektedir. Serebral hemisferler öğrenme bellek, bilginin analizi, motor 

yanıtların baĢlatılması ve duyusal impulsların entegrasyonunu oluĢturmaktadır. 

Nöronların yoğun yayılım gösterdiği yüzeyel bölgesi serebral korteks olarak 

isimlendirilmektedir. Serebral kortekste farklı tabakalarda yerleĢik beĢ morfolojik nöron 

tipi vardır. Serebral korteksteki nöron tipleri Ģunlardır; 

a- Piramidal nöronlar; hücre gövdeleri piramidal Ģekillidir, apeksleri korteks yüzeyine 

doğrudur. Hücrenin tabanından çıkan akson alttaki beyaz cevhere doğru ilerler ve derin 

tabakalarında sinaps yapar. Apeksten ayrılan dendrit yüzeye doğru ilerler ve orada ince 

dallara ayrılır. Ayrıca hücre tabanının köĢelerinden çıkan ve lateral olarak uzanan kısa 

dendritleri de bulunmaktadır. Piramidal nöronların büyüklükleri değiĢkendir. Motor 

korteksteki Betz hücreleri olarak isimlendirilen nöronlar korteksteki en büyük çaplı 

piramidal hücrelerdir (Taner 2002; Young et al. 2007; Gartner and Hiatt 2007). 

b- Stellat (granüler) nöronlar; kısa bir aksonu ve kısa, dallanan dendritleri nedeniyle 

yıldız Ģeklinde görünen küçük nöronlardır. Rutin histolojik metotlarla küçük granüller 

Ģeklinde görülebilmesi nedeniyle granüler nöron olarak da isimlendirilmektedir (Taner 

2002; Young et al. 2007; Gartner and Hiatt 2007). 

c- Martinotti nöronları; birkaç kısa dendriti bulunan küçük poligonal Ģekilli 

nöronlardır. Aksonu yüzeye doğru uzanır ve korteksin en üst tabakasında horizontal 

olarak ikiye ayrılır (Taner 2002; Young et al. 2007; Gartner and Hiatt 2007). 

d- Fuziform nöronlar; iğ Ģeklindeki nöronlardır. Aksonu yüzeye doğru ilerler, 

dendritleri derin tabakalara doğru dallanarak ilerler (Taner 2002; Young et al. 2007; 

Gartner and Hiatt 2007). 

e- Cajal’ın horizontal nöronları; küçük ve iğ Ģekilli hücelerdir, yüzeye paralel olarak 

uzanırlar. Kortekste en az görülen hücrelerdir ve sadece en yüzeyel tabakada bulunurlar. 

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

1.2.1. Prefrontal korteks 

GeliĢimin erken evrelerinde meydana gelen olumsuz koĢulların, nöronal iĢlevlerde ve 

adaptif yanıtların oluĢturulmasında bozukluklara sebep olduğuna iĢaret edilmektedir. Bu 

çalıĢmaların çoğunluğu, eriĢkin dönemdeki nörogenezisi, sinaptik plastisite kapasitesi 

çok yüksek olan, öğrenme ve hafıza fonksiyonlarında kritik rol oynayan hippokampusta 

incelenmeye çalıĢılmıĢtır (Charil et al. 2010). Halbuki beynin yürütücü ya da yönetsel 

iĢlevlerinden sorumlu bölümü kortekstir. Korteksin yaklaĢık %30’unu, prefrontal 

korteks (PFK) oluĢturmaktadır. PFK’de olfaktor bölümler ile ortak kökenden gelen 

basoventral kısımlar ve corpus callosumdan baĢlayıp medial frontal lob çevresine 

yayılan mediodorsal kısımlar filogenetik açıdan oluĢan iki farklı bölgedir (Yeterian and 

Pandya 1991; Ray and Zald 2012). PFK’deki nöron öncül hücreleri, diğer kortikal 

hücreler gibi, embriyonun erken evresinde oluĢur ve postnatal evrelerde ve hatta 

yetiĢkin dönemde bile geliĢimlerini sürdürebilmektedirler. YaĢamın erken evresinde 

gereğinden daha çok nöron ve nöronal bağlantı görülmektedir. Bunlar, nöral aktivite 

sayesinde yeniden Ģekillendirilebilmektedir. Çocukluk evresinde sinaps sayısı ile 

orantılı bir Ģekilde dendrit üzerindeki çıkıntıların konsantrasyonu eriĢkin evreye oranla 2 

veya 3 kat fazla olmaktadır (Kolb et al. 2012). PFK’deki bu çıkıntılar ergenlik ve genç 

eriĢkinlik evrelerine kadar aĢırı miktarda üretilmeye ve eĢ zamanlı bir Ģekilde ortadan 

kaldırılmaya devam etmektedir (Petanjek et al. 2011). 

Bebeklik ve çocukluk çağlarında PFK’deki temel nöral devrelerin oluĢumu büyük 

oranda tamamlanmakta ve nihai biliĢsel iĢlevler oluĢmaya baĢlamaktadır (Tsujimoto 

2008). PFK’deki sinaptik bağlantıların stabilizasyonu, beynin diğer kortikal bölgelerinin 

aksine daha geç dönemlerde görülmektedir. Buda yaĢamın erken evrelerinde PFK 

üzerindeki etkileri, yaĢam boyu devam edecek davranıĢ yansımalarına neden 

olabilmektedir. PFK, frontal lobların anteriorunda bulunan ve bir çok kortikal alanın 

iĢlevsel olarak birleĢmesiyle meydana gelmiĢtir (Yeterian et al. 2012). PFK medial, 

lateral ve ventral olmak üzere üç bölümde incelenmektedir. Medial PFK; precentral, 
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anterior cingulate, prelimbik, infralimbik ve medial orbital korteks kısımlarından 

oluĢmaktadır. Limbic sistemden gelen uyarıları baskılamaktadır. Lateral PFK; dorsal ve 

ventral agranular insular ile lateral orbital alanlardan oluĢmaktadır. Bu kısım 

sürdürülebilir dikkat, biliĢ ve eylem üreten bölgeler ile yoğun bir Ģekilde bağlantılıdır. 

Ventral PFK; ventral orbital ile ventral lateral orbital alanlardan oluĢmaktadır ve 

duyular ile ilgili girdileri almaktadır (Usami et al. 2011; Uylings et al. 2003). Yapılan 

spesifik boyama teknikleri sayesinde PFK’in ventral kısımlarının görmenin, somatik 

duyuların ve iĢitmenin assosiasyon alanları ve premotor alanlar ile, medial kısımlarının 

görmenin, somatik duyuların, iĢitmenin assosiasyon alanları, temporal lob medial 

kısımları, talamus ve limbik alanlar ile karĢılıklı lif alıĢveriĢinde bulunduğu 

gösterilmiĢtir (Miller and Cohen 2001; Hoover and Vertes 2007; Yeterian et al. 2012; 

Thiebaut de Schotten et al. 2012). 

PFK’in medial bölümleri neostriatum’a, temporal neokortikal alanlara ve hipotalamusa 

göndermiĢ olduğu efferentleri aracılığıyla; motor davranıĢları, vücudun duyusal, 

nörokimyasal ve hormonal dengesini etkileyebildiği izlenmiĢtir (Heidbreder and 

Groenwegen 2003). PFK en önemli girdilerini talamusta bulunan nukleus 

mediodorsalisden aldığı bilinmektedir (Uylings et al. 2003; Kolb et al. 2012). PFK 

kompleks biliĢsel ve sosyal davranıĢları oluĢturabilmek için; beynin diğer alanlarından 

gelen verileri toplamakta, denetlemekte, yargılamakta, bütünleĢtirmekte, gerekli 

değiĢiklik, düzenleme ve sıralamaları yaptıktan sonra, ortaya çıkarılacak davranıĢa karar 

verdiği bilinmektedir. Prefrontal korteksteki piramidal nöronlar bazal ganglionlara 

projeksiyon lifleri gönderirken, ipsilateral ve kontralateral kortikal bağlantılardan da 

sorumludurlar (Petanjek et al. 2008). 

Stresli ortamlar gibi davranıĢ değiĢikliği gerektiren uyarılar karĢısında, ventral 

tegmental bölgeden PFK’ye uzanan dopaminerjik nöronların aktive olduğu bu bölgeden 

asetilkolin salınımı olduğu da gösterilmiĢtir (Laplante et al. 2004; Del Arco et al. 2007). 

PFK geliĢimi altı aĢamada oluĢmaktadır. Birinci ve ikinci aĢamada nörogenezis ile ilgili 

geliĢmeler prenatal döneme karĢılık gelirken; üçüncü aĢamadan itibaren geliĢim 

postnatal dönemde devam etmektedir. Doğumdan sonraki ilk yıl içinde gerçekleĢen bu 
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dönemde, piramidal nöronların dendritik uzantıları büyüyerek olgunlaĢmakta, sonuncu 

aĢama ise; yetiĢkin dönemin sonunda gerçekleĢmekte ve eriĢkindekine benzer yapısal 

organizasyon bu dönemde kazanılmaktadır (Donkelaar et al. 2006) (ġekil 1.3.). 

 

Şekil 1.3. Prefrontal korteks ve hippokampus iletim yolağı (Anonim 2016a) 

1.2.2. Hipotalamus 

Hipotalamus limbik sistemin subkortikal yapıları tarafından çevrelenmiĢtir. Bu yapılar: 

septum, paraolfaktör bölge, epitalamus, talamusun ön nükleusları, bazal ganglianın bir 

kısmı ve amigdaladır. Hipotalamusun limbik sistemin tüm seviyeleriyle bağlantısı 

vardır. Hipotalamus beyin kitlesinin %1’inden daha azını içermesine rağmen limbik 

sistemin tüm motor çıkıĢ yolaklarından en önemlisidir. Vejetatif, nöroendokrin 

fonksiyonlarının yanında, duyusal durumun düzenlenmesinde de rol alır. Hipotalamus 

ön ve arka olmak üzere iki bölgeye ayrılır. Anterior bölümde paraventriküler nükleus 

(PVN), medial preoptik bölge, supraoptik nükleus, infundibulum, posterior preoptik va 

anterior hipotalamik bölge bulunur. Posterior bölgede, PH, dorsomedial nükleus 
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(DMH), perifornikal nükleus, ventromedial nükleus, mamillar cisim, arkuat nükleus, 

periventriküler alan va lateral hipotalamik bölge yer alır. Hipotalamusun ĠĢlevleri: 1-

Kardiyovasküler düzenleme: Genellikle posterior ve lateral hipotalamusun 

uyarılmasıyla kalp hızı artar, kan basıncı yükselir. Preoptik çekirdeğin uyarılması kalp 

hızı ve kan basıncını düĢürür. 2- Anterior hipotalamus, özellikle preoptik nükleus 

aracılığıyla vücut ısısının; lateral hipotalamusa yerleĢmiĢ susama merkezi ve suyun 

renal yoldan atılımını kontrol eden supraoptik nükleus aracılığıyla vücut suyunun 

düzenlenmesi gerçekleĢtirilir. 3- Paraventriküler nöronlar ile uterus kasılmasının ve süt 

salınımının düzenlenmesi. 4- Lateral hipotalamusda bulunan açlık merkezi ve 

ventromedial nükleuste yerleĢmiĢ bulunan doyma merkeziyle gastrointestinal ve 

beslenme fonksiyonlarının düzenlenmesi. 5- Ön hipofiz bezinin fonksiyonlarının 

düzenlenmesi (Olmos Jose 2004) (ġekil 1.4 ve 1.5). 

1.2.3. Substantia nigra 

Substantia nigra; mezensefalon’da crus cerebri ile tegmentum arasında yer alır ve 

kendisini oluĢturan nöronlarda bulunan melanin pigmenti nedeniyle çevresindeki 

yapılara göre daha koyu renkte görülür. Mezensefalon’un tüm kesitlerinde yarım ay 

Ģeklinde görülür. Ventral yerleĢimli, daha açık renkli, sitolojik olarak globus pallidus’a 

benzeyen bölümüne pars reticulata; dorsal yerleĢimli, daha koyu renkli bölümüne ise 

pars compacta adı verilmektedir (Taner 2002; Gökmen 2003). Substanstia nigra pars 

kompakta’dan striyatuma gelen dopamin, normalde direkt yolun aktivitesini D1 

reseptörleri üzerinden artırırken, indirekt yolun aktivitesini D2 reseptörleri üzerinden 

azaltır. 

Nigrostriatal yol dejenerasyona bağlı olarak striyatumda dopamin azalması striatal 

internöronlar arasında kolinerjik aktivitede artıĢa neden olur. Dopamin eksikliği 

direkt/indirekt yol arasındaki dengeyi, indirekt yolda aktivite artıĢı lehine çevirir. 

Böylece talamokortikal yolun inhibisyonu artar ve kortekse uyarıcı bilgi gitmesi 

engellenir. Bu da korteksten kortikospinal projeksiyonların uyarılmasını engeller ki 

Parkinson hastalığının temel bulgularından hareket ve tonus bozukluklarının ortaya 
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çıkmasına neden olur ( Albin et al. 1989; Smith et al. 1998) (ġekil 1.4.). 

 

Şekil 1.4. Substantia nigra ve Dopamine metobolizması (Anonymous 2016a) 

1.2.4. Entorinal korteks 

Parahipokampal girusun ön kısmında ve Broadman’ın 28. alanında bulunmaktadır. Bu 

bölgenin neokortikal sensorial ve multimodal asosiasyon bölgeleriyle ve subkortikal 

yapılarla da bağlantısı vardır (Amaral et al. 1987). Hipokampusun en güçlü kortikal 

afferentlerinin kaynağı entorinal kortekstir ve amigdaladan önemli bağlantılar 

almaktadır (Insausti et al. 1987). Anatomik olarak neokorteksin geniĢ bir kısmı, 

entorinal korteks ve bu yapının arka komĢuluğundaki peririnal kortekse doğrudan 

projekte olur. Hipokampus kortikal bilgilerin önemli bir kısmını bu iki yapıdan alır. 

Entorinal kortekse gelen ön projeksiyonlar özellikle orbitofrontal ve infralimbik 

korteksten gelmektedirler ve fonksiyonları ödül, ceza ve diğer hedefle iliĢkili yanıtların 

oluĢturulmasıdır (Carmichael et al. 1994). Posterior projeksiyonlar önce orbitofrontal 
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korteksten insuler kortekse gelir ve burada tat duyusu ile ilgili bilgi ile iĢlemlendikten 

sonra peririnal kortekse aktarılır. Bu iki alan entorinal korteksi yoğun Ģekilde innerve 

eder. Singulat korteks te entorinal korteksi yoğun Ģekilde innerve eder ve bu 

innervasyonun kaybı hafızayı, özelliklede gecikmiĢ yanıtlı görevleri etkiler (Zola-

Morgan et al. 1993). 

Entorhinal kortekse çok sayıda subkortikal input ulaĢmaktadır. Birçok olfaktor yapı 

özellikle de olfaktor bulbdan gelenler olfaktor ve piriform korteksten gelen yoğun 

projeksiyonlarla birlikte entorinal korteksin yüzeysel tabakasını innerve eder (Haberly 

1985). Entorinal korteksin olfaktor bilgilerle olan iliĢkisi nettir. Medial septumun 

kolinerjik liflerinin de entorinal kortekse güçlü projeksiyonları mevcuttur. Bu kolinerjik 

hücrelerin hipokampustaki bellek depolanması ile iliĢkili ritmik teta aktivitesini 

düzenlemesi nedeniyle entorinal aktivitenin bu iĢlemde önemli fonksiyonunun olduğu 

düĢünülmektedir (Alonso and Llinas 1989). Kortikal nukleuslardan kaynaklanan ve 

amigdalada duyusal olarak renklendirilmiĢ bilgiler, medial, lateral entorinal kortekse ve 

bazolateral ve lateral amigdalar nukleuslara projekte olur (Beckstead 1978). Beyin 

sapındaki rafe nukleusundan serotoninerjik, lokus seroleus ve retiküler tegmental 

alandan noradrenerjik inputlar gelmektedir. Ayrıca anterior talamik nukleuslardan 

kaynaklanan afferentler de entorinal kortekste sonlanır (Bayer 1985). Entorinal bölge 

hem kortikal hem de subkortikal yapılar tarafından yaygın Ģekilde innerve edilmesine 

rağmen özellikle öğrenme ve hafıza ile iliĢkili davranıĢlardaki rolü açıktır (ġekil 1.5). 

1.2.5. Hipokampus 

Hipokampus, çift taraflı, temporal korteksin medialinde lateral ventrikülün cornu 

inferius’unun tabanı boyunca uzanmıĢ, C harfi Ģeklinde, anteriorden posteriore yerleĢim 

göstermiĢ, gri cevher kabartısıdır. C harfinin konveks yüzü ventrikül boĢluğuna, konkav 

yüzü ise hemisferin alt yüzüne doğru yönelim göstermiĢtir. Altta mediale doğru 

subiculum ve gyrus parahippocampalis ile devam eder. Parahippocampalis’in öne doğru 

uzanan kısmına uncus adı verilir (Blaskstad 1956). Hippocampus’un arterial kanlanması 
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arteria cerebralis posterior tarafından sağlanır. Anteriordaki küçük bir bölümü ise arteria 

coroidea anterior tarafından kanlanır (Duvernoy 2005) (ġekil 1.5). 

Cornu ammonis (CA); Korteks bandı; Hipokampus’un geniĢliğine, hücre yoğunluğuna 

ve hücre büyüklüğüne göre dört bölgeye ayrılır. 

Kuyruk kısmı, CA1, 

Kuyruğa yakın gövde kısmı, CA2, 

BaĢ bölgesine yakın olan gövde kısmı, CA3, 

BaĢ bölgesi CA4 olarak isimlendirilir. 

CA1: Ġnsanda en büyük olan kısımdır. En fazla oksijen bu kısımda kullanılır ve 

hipoksiye duyarlı piramidal nöronlarca zengin olduğundan hipoksiye karĢı oldukça 

hassastır. 

CA2: Büyük piramidal nöronları sayesinde hipoksiye karĢı en dirençli kısımdır. Gyrus 

dentatus’ta bulunan granüler hücrelerin aksonlarından olan mossy liflerinden uyarı 

almazlar. 

CA3: Hipoksiye karĢı hafif duyarlıdır. Ammon boynuzunda bulunan en büyük 

piramidal nöronlar burada yerleĢim göstermektedir. Piramidal hücrelerin dendritleri ile 

mossy lifleri arasında oluĢan ve stratum lucidum tabakasında bulunan sinapslar en 

belirgin özelliğidir. CA3’ün bir kısmı gyrus dentatus’taki granüler hücreleri tarafından 

sarılmıĢtır. 

CA4: Piramidal hücreleri olmadığından hipoksiye karĢı orta seviyede bir duyarlılık 

gösterir. Bu bölgeye hilus bölgesi de denir (Blaskstad 1956; Duvernoy 2005). 

Gyrus Dentatus; Gyrus parahippocampalis ve fimbria hippocampi arasında diĢli ve dar 

substantia grisea tabakasıdır. Hippocampus formasyonu’nu oluĢturan yapılardan gyrus 

dentatus, üzerinde corpus callosum’un splenium’una kadar fimbria hipocampi ile 

seyreder ve indusium griseum ile devam eder. Gyrus dentatus önce uncus’a karıĢır 

(Brodal 1981; Duplus et al. 2000). CA1, CA3’ten sulcus hippocampalis ile ayrılır. 

Gyrus dentatus’taki temel hücre tipi olan granül hücrelerinin unipolar dendritleri 
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afferent projeksiyonlar Ģeklinde stratum moleculare’ye uzanmıĢ hücrelerdir. Gyrus 

dentatus’un hilusu, granüler hücre tabakasının kolları arasında, polimorfik hücrelerden 

oluĢan bölgedir. 

Subiculum; Subiculum, gyrus parahipocampalis’in superior parçasını oluĢturur. 

Subiculum’un bir ucu hippocampus ile diğer ucu ise gyrus parahippocampalis’in 

korteksiyle seyreder. Subiculum’un ön tarafında area entorhinalis vardır (Brodal 1981). 

Alveus; Hippocampus’un superior veya ventriküler yüzünde uzanan ince bir tabaka 

substantia alba ihtiva eder. Hippocampus’ta myelin lifler içeren nöronların aksonları 

alveus’u oluĢturmaktadır. Bu lifler, hippocampus’un medial kenarına doğru uzanarak 

fimbria hippocampi’yi oluĢtururlar. Fimbria hipocampi arkada crus fornix olarak devam 

eder (Brodal 1981). 

 

Şekil 1.5. Beyin yapılarının gösterimi (Anonim 2016b) 
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1.3. Oksidatif Stres ve Antioksidanlar 

DıĢ orbitallerinde ortaklanmamıĢ elektron taĢıyan ve diğer biyolojik materyallerle 

reaksiyona girme eğilimine sahip atom veya moleküllere serbest radikal adı verilir 

(Uzun et al. 2001; Akyol 2004). Moleküler oksijen insan vücudunda bütün hücrelere 

girerek dokularda çok fazla tüketilme özelliğine sahiptir. Yapısı gereği de radikal 

olmaya çok uygun olduğu için serbest radikal denilince aslında serbest oksijen 

radikalleri, ya da reaktif oksijen türleri (ROS) akla gelmektedir (Akyol 2004). Serbest 

oksijen radikalleri hidroksil, süperoksit, nitrik oksit (NO) ve hidrojen peroksit 

radikalleri gibi değiĢik kimyasal yapılara sahiptir. BaĢta mitokondriyal elektron taĢınımı 

olmak üzere ksenobiyotik metabolizması, fagositik aktivasyon, çeĢitli sentez ve 

degradasyon reaksiyonları gibi oksijen gerektiren durumlarda ROS oluĢmaktadır (Mates 

2000; Burçak and Andican 2004). Ayrıca kiĢilerin maruz kaldığı; stres, radyasyon, 

antineoplastik ajanlar, bağıĢıklığı artırıcı bazı maddeler, pestisitler, anestetik maddeler, 

sigara dumanı ve aromatik hidrokarbonlar gibi bazı eksojen ajanlar da vücutta ROS 

oluĢumuna neden olmaktadır (Akyol 2004). Toluen de bir aromatik hidrokarbondur ve 

oksidatif stres oluĢturduğunu kanıtlayan çok sayıda çalıĢma mevcuttur (Dossing et al. 

1983a; Guzelian et al. 1988; Mattia et al. 1993a; Park et al. 2003; CoĢkun et al. 2005, 

2006). 

Serbest radikallerin artması veya antioksidan enzimlerin azalmasıyla, serbest 

radikallerle antioksidan savunma sistemi arasındaki dengenin bozulması sonucu 

oksidatif stres ve oksidatif hasar oluĢur. Oksijen, süperoksit radikaline bazı demir-

kükürt içeren yükseltgenme-indirgenme enzimleri ve flavoproteinlerin etkisiyle 

indirgenir. Son derece toksik olan ve hücre hasarına yol açan superoksit radikali, bakırlı 

bir enzim olan süperoksit dismutaz (SOD) vasıtasıyla hidrojen peroksit ve oksijene 

dönüĢtürülür. Süperoksit grubundan daha zayıf etkili olan hidrojen peroksit, dokularda 

bulunan katalaz (CAT), peroksidaz ve glutatyon peroksidaz (GSH- Px) gibi enzimlerle 

su ve oksijen gibi daha zayıf etkili ürünlere dönüĢtürülerek etkisiz hale getirilir 

(Halliwell 1984; Mates 2000). 
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Glutatyon (GSH), hayvan hücrelerinin hemen hemen hepsinde yüksek 

konsantrasyonlarda bulunmaktadır (0,1 – 10 mM). Organizmanın birçok hücresinde 

bulunan ve hücrenin fonksiyonel proteinlerini oksidan ajanlara karĢı koruyan bir 

tripeptitdir (Champe ve ark., 1997). Glutatyon disülfid (GSSG), GSH’daki sisteinin tiol 

grubunun oksidasyonu ile oluĢmaktadır. Hücrede bulunan GSH’ un 1/3’ ü disülfid 

Ģeklinde ve tiol grubu içeren sistein, koenzim A gibi bileĢikler ile beraber 

bulunmaktadır (Luberda 2005). DNA sentezinde, hasarlı DNA parçalarının 

onarılmasında, metabolik fonksiyonların yerine getirilmesinde, zehirli maddelerin 

inaktif hale dönüĢtürülmesinde ve serbest radikallerin olası hasarlarının önlenmesinde 

görev yapmaktadır (Chavan ve ark., 2005). Içeriğindeki  en aktif grup tiol grubudur. 

GSH’daki tiol grubunun oksitlenmesi ile oluĢan GSSG, antioksidan özelliğini 

kaybetmektedir. GSH, glutatyon peroksidazın ve dehidroaskorbat  redüktazın ön 

maddesi ve glutatyon redüktaz tarafından katalizlenen reaksiyonun da ürününü 

oluĢturmaktadır (Luberda, 2005).  

 

Memeli organizmalarında NO’in varlığı 1916 yılında gösterilmiĢtir. AktifleĢmiĢ 

makrofajların NO salgıladığı 1985 yılında keĢfedilmiĢtir. NO’in öncü maddesi L-

arginindir. Ayrıca endotel kaynaklı vazodilatör faktörün NO olduğu tespit edilmiĢ ve bu 

molekülün beyin hücre ve dokusu ile bir çok organ sisteminde üretildiği rapor edilmiĢtir 

(Bicker, 2001). NO molekülü, moleküler oksijen varlığında L-argininin L-sitrüline 

dönüĢümünde  ürün olarak oluĢur. Nitrik oksit sentetaz (NOS) enzimi bu reaksiyonu 

katalize etmekte ve ko-substrat olarak NADPH ve oksijen kullanılmaktadır (Sarkar, 

2001). NO, fizyolojik ve patofizyolojik olaylarda vazoregülasyon ve hücresel toksiteyi 

gösteren bir biyoregülatör molekül olarak görev yapmakta, aynı zamanda damar 

basıncının ayarlanmasından ve kan hücreleriyle endotel arasındaki etkileĢimin 

düzenlenmesinden sorumlu olmaktadır (Kuyumcu ve ark., 2004). NO üretildikten 

hemen sonra nöron dıĢına salıverilmekte ve lipofilik özellliği nedeniyle salıverildiği 

hücrenin çevresinde geniĢ bir alana yayılmaktadır. Hücre ve sinir uçlarının içine 

kolaylıkla girebilmektedir. Hedef  hücrelerde  suda eriyen guanilat siklaz/cGMP 

sistemini aktive ederek hücresel bir etki oluĢturmaktadır (Kennedy, 1994; Rand ve Li, 

1995). NO’in insan vücudunda koruyucu ve düzenleme etkilerinin yanı sıra zararlı 

etkileri de bulunmaktadır. Bunlar enzim fonksiyonlarını bozmak, DNA hasarı 
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oluĢturmak, lipid peroksidasyonu ve antioksidan tüketimi olarak sayılabilmektedir 

(Matthew, 1999). 

 

Lipid peroksidasyonu, hücre zarındaki fosfolipidlerin çoklu doymamıĢ yağ asitlerinin 

oksidasyonuna neden olan ve böylece hücre zarı lipid yapısını değiĢtirerek hücre yapı 

ve fonksiyonlarını bozmaktadır (Thomas, 1999). Serbest radikallerin hücre zarındaki 

doymamıĢ yağ asitlerini etkilemesi ile baĢlamaktadır. Bir zincir tepkimesi Ģeklinde 

baĢlayıp, daha ileri peroksidasyonu  baĢlatacak serbest radikaller için kesintisiz bir 

kaynak oluĢturmaktadır. Kendi kendini devam ettiren bu zincir reaksiyonlarının hücre 

membranına hasarı geri dönüĢümsüz olmaktadır (Canoruç ve ark., 2000). 

Lipit peroksidasyonun en önemli ürünü olan malondialdehit (MDA), 3 ya da daha fazla 

çift bağ içeren yağ asitlerinin peroksidasyonu sonucu meydana gelir. MDA, hücre 

membranlarından iyon alıĢveriĢine etki ederek membrandaki bileĢiklerin çapraz 

bağlanmasına yol açar ve iyon geçirgenliğinin ve enzim aktivitesinin değiĢimi gibi 

olumsuz sonuçlara neden olur. MDA, DNA’nın nitrojen bazları ile reaksiyona 

girdiğinden mutajenik, hücre kültürleri için genotoksik ve karsinojeniktir (Mercan 

2004). MDA, hücre zarı akıĢkanlığının azalmasına, hücre zarı fonksiyonlarının 

yavaĢlamasına,  hücre zarı reseptör    ve enzimlerinin inaktive olmasına ve Ca +2 

iyonlarının hücre zarından geçiĢlerinin artmasına neden olmaktadır (Canoruç ve ark., 

2000; Rio ve ark., 2005). 

Günümüzde yapılan bir çok çalıĢma sonrasında oksidatif stresin apoptozisin baĢlamasını 

tetikleyen en önemli faktörlerden biri olduğu kabul edilmektedir. Oksidatif stres 

kalsiyum dengelerini ve mitokondri membran potansiyelini değiĢtirerek mitokondride 

hasara yol açar. Hem mitokondri hemde DNA hasarına yol açan oksidatif stres, hücreyi 

apoptozise sürükler (Edelfors et al. 2002; Burçak and Andican 2004). 

1.4. Apoptozis 

Hücre populasyonunun geri kalanının sağılığının bozulmasını gerektiren durumlarda, 
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hücrelerin genetik olarak bünyelerinde mevcut bulunan intihar programı devreye 

sokularak, hücrenin programlı bir Ģekilde ve çevresine hiç bir zarar vermeden ölmesine 

apoptozis denir (Woo et al. 1999; Ergin and Alkan 2002). Apoptozisin morfolojik 

değiĢiklikleri kaspaz aktivasyonu sonucu meydana geldiği kabul edilmektedir (Erdoğan 

and Uzaslan 2003). Kaspazlar ekstrensek (reseptör aracılı) yol, ya da intrensek 

(mitokondri aracılı) yolların tetiklenmesi sonucunda aktif olmaktadır. Ekstrensek 

apoptozisin tetiklenmesinde sorumlu iki esas faktor; Fas ligant ve Tümör Nekroz Faktör 

(TNF) olduğu bilinmektedir. Fas ligant’ın reseptörü olan Fas tip-I, membran proteini ve 

TNF reseptör ailesinin bir üyesi sayılmaktadır. Fas ligant, sitotoksik T lenfositlerde, 

Natural Killer (NK) hücrelerinde bulunmakta ve hedef hücrede bulunan fas reseptörü ile 

bağlandığı zaman apoptozisi aktive etmektedir. TNF ise hedef hücredeki TNF reseptör 

ailesinin üyeleri olan TNF-alfa ve TNF-beta reseptörleri ile bağlandığında apoptozisi 

baĢlatmaktadır (Erdoğan and Uzaslan, 2003). Bu reseptörlerin uyarılması ile baĢlatıcı 

kaspaz olan kaspaz-8 aktive olarak aktivasyon sinyalini kaspaz-3 gibi efektör kaspazlara 

iletmektedir. AktifleĢmiĢ kaspazlar (kaspaz-3) DNA’nın parçalanması ve membran 

proteinlerinin yıkılması gibi morfolojik değiĢikliklerin ortaya çıkmasıyla kesin ölümü 

meydana getirmektedirler (Ramachandran et al. 2000). Ciddi DNA hasarına cevap 

olarak aktive olan p53 geni ve reaktif oksijen radikalleri apoptozisi baĢlatabilmektedir 

(Erdoğan and Uzaslan 2003). Kaspaz ailesinin ise Ģu ana kadar 14 üyesinden 11 tanesi 

insanda bulunmaktadır. Kaspazlar içerisinde çeĢitli hücresel proteinleri parçalayan ve 

küçük bir bağlanma bölgeleri olanlarına sonuçlandırıcı (effektör) kaspazlar da 

denilmektedir. Bunlar; Kaspaz-3, Kaspaz-6 ve Kaspaz-7 dir (Eastman 1995). Nerve 

Growth Factor (NGF) hücre membranında yerleĢim gösteren reseptör tirozin kinaz 

ailesinin üyeleri arasında yer almaktadır. Ayrıca hücreler çevre hücrelerden ve hücre 

dıĢı matriksden gelen yaĢam sinyallerine ve büyüme faktörlerine ihtiyaç duymaktadırlar. 

Bu sinyaller düzenli bir Ģekilde ve yeterli miktarda olmazsa hücreler apoptoza 

gitmektedirler. Nöronlar aksonlarını hedef hücreye kadar uzatmakta, hedef hücreler ise 

sınırlı miktarda nörotrofik faktör salgılamaktadırlar.  Nörotrofik faktörler özel hücre 

reseptörlerine bağlanmakta ve yeterli miktarda nörotrofik faktor alamayan nöronlar 

apoptoza uğramaktadır. (Luberda 2005). NGF’nin, reseptörü olan tirozin kinaz A’ya 

bağlanması Bcl-2 adı verilen bir molekülü aktif hale geçirmektedir. Bu Ģekilde 

apoptotik yolakta bir sonraki molekül olan Apaf 1 baskılanmakta ve apoptoza yol 
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açacak olan kaspazlar inaktif halde kalmaktadır. Ancak yeterli NGF’nin olmadığı 

durumlarda bu sinyal alınmayacağından Bcl-2 aktif hale geçemez ve Apaf 1 

baskılanamamaktadır. Böylece aktif kalan Apaf 1 tarafından kesilen kaspazlar aktif hale 

geçerek apoptoz gerçekleĢmektedir (Jessel ve Sanes, 2000).  

1.4.1. Apoptozis düzenleyicileri 

Apoptozisin düzenlenmesinin merkezinde mitokondri bulunmaktadır. Apoptozis 

sırasında mitokondri membran potansiyelinin azalması ve membran geçirgenliğinin 

artması gibi değiĢiklikler meydana gelmektedir. Oksidatif stresin eĢlik ettiği bu 

değiĢiklikler neticesinde mitokondrinin membranlar arası boĢlukta yer alan ve solunum 

zincirinin bir parçası olan sitokrom c, sitozolün içine salınmaktadır. Bu salınım Bcl-2 

ailesinin mitokondri, endoplazmik retikulum ve çekirdek zarında bulunan anti-apoptotik 

üyeleri tarafından durdurulmaktadır. Apoptozis esnasında mitokondriye geçen Bax 

mitokondride delikler açmakta ve sitokrom c salınımını artırmaya çalıĢmaktadırlar. 

Özetle Bcl-2 ailesinin pro- apoptotik üyeleri (Bax) baskın olduğunda apoptozis artarken, 

anti-apoptotik üyeleri baskın olduğunda apoptozis azalmaktadır (Nagata 1997; 

Ramachandran et al. 2000; Wang 2001; Hoijman et al. 2004). Bcl-2 anti-apoptotikken 

Bax pro-apoptotiktir. Bcl-2/Bax oranındaki değiĢiklikler bazı malign hastalıkların 

teĢhisinde önem taĢırmaktadır (Ramachandran et al. 2000; Ergin and Alkan 2002). 

1.4.2. Apoptozis morfolojisi 

Apoptozisin aĢamalarının bir kısmı çeĢitli görüntüleme yöntemleriyle tespit 

edilebilmektedir. Hücrede yapısal olarak Ģu değiĢiklikler meydana gelmektedir; 

Ġçeriden veya dıĢarıdan indükleyici bir faktörle apoptozis baĢlatılmaktadır. 

Hücre içerisinde bulunan proteazlar aktifleĢmektedir. 
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Hücre büzüĢerek, mikrovillus ve bağlantı yerlerini kaybederek komĢu hücrelerden 

ayrılmaktadır. 

Çekirdek kromatini yoğunlaĢarak çekirdek zarı altında toplanır. Endonükleaz DNA’yı 

parçalara böler. Endoplazmik retikulumda dilatasyon ve mitokondride ise ĢiĢme 

meydana gelmektedir. 

Plazma zarında tomurcuklanmalar meydana gelir ve hücre sitoplazması ile çevrelenmiĢ 

DNA parçalanır ve hücre organellerden meydana gelen apoptotik cisimciklere kadar 

parçalmaktadır (Abbasoğlu and HoĢal 2001). 

Hücre yüzeyindeki birçok molekülün değiĢiminden dolayı apoptotik yapılar komĢu 

hücreler veya fagositler tarafından kolaylıkla tanınarak inflamasyona neden olmadan 

imha edilmektedirler (Öktem et al. 2001; Ergin and Alkan 2002; Kültürsay and 

Kayıkçıoğlu 2002; Bjelakovic et al. 2005) (ġekil 1.6). 
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Şekil 1.6. AĢama aĢama apoptozis ve morfolojisi 
A) Hücrenin iskeletini meydana getiren proteinler bölünür ve hücre küçülür. B) Daha sonar hücre 

nukleusunda ki kromatin bozulur ve nucleus yoğunlaĢır ve at nalı Ģeklini alır. C) Bu sayede düzenli ve 

temiz bir Ģekilde paketlenen hücre atıkları makrofajlar tarafından ortadan kaldırılır. D) Son aĢamada ise 

zar kabarcıkları ve bazen ufak veziküller görülür (Anonymous 2016b) 

1.5. Nekroz 

Hücre ölümünün bir baĢka çeĢidi ise nekrozdur. Hipertermi, fiziksel hasar, hipoksi, 

kompleman aktivasyonu, oksijen radikalleri ve UV ıĢık gibi zararlı uyarıcılar nedeni ile 

meydana gelen ölüm Ģeklidir (Öktem et al. 2001). Organellerin ĢiĢmesi, hücre 

sınırlarının düzensiz bir hale gelmesi ve bunların sonucunda hücrenin bütünlüğünün 
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kimyasal ve fiziksel olarak bozulduğu görülmektedir. ġiĢme ve plazma zarının 

yırtılması sonucunda sitoplazma içeriğini dıĢarıdaki doku aralığına bırakarak bazı 

hücrelerin oraya akın etmesine ve dolayısıyla da inflamasyona neden olmaktadır. 

Meydana gelen bu inflamatuar cevap komĢu hücreleri de etkilemektedir (Öktem et al. 

2001; Friedlander 2003). 

Koagulasyon nekrozun en sık görülen Ģeklidir. Bu tip nekrozda hücre ĢiĢmesi, 

sitoplazmik proteinlerin niteliklerinin değiĢmesi ve hücre organellerinin yıkımıyla 

karakterize olmaktadır. Nekroz sonucunda hücrenin morfolojik görünümü takiben 

meydana gelen hücrenin enzimatik sindirimi ve proteinlerin niteliklerinin değiĢmesi 

olmak üzere bu olayların sonucudur. Histolojik kesitlerde nekrozlu alanlarda Eozinle 

boyanan ölü hücre sayısında bir artıĢ, hematoksilenle boyanan hücre sayısında ise 

azalma görülmektedir (Wanda et al. 2002) (ġekil 1.7). 

 

Şekil 1.7. Apotozis ve nekrozun morfolojik farklılığı (TaĢ 2011) 

1.6. İmmunohistokimya 

Organizmaya yabancı olarak tanınan her maddeye antijen, antijenin antikor tarafından 

tanınmasını sağlayan özgün diziye ise antijenik belirleyici veya epitop denilmektedir.  

Immunohistokimyasal yöntemlerin temel prensibi, iĢaretlenmiĢ antikorlar ile doku veya 
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hücredeki spesifik antijenler arasında antijen-antikor kompleksi oluĢturmaktır. Antijen-

antikor kompleksi oluĢtuktan sonra bu kompleks bir renklendiriciyle görünür hale 

getirilerek mikroskop altında incelenebilir. Bu iĢlem esnasında  antijeni bağlamak için 

en fazla kullanılan antikor IgG’dir.    IgM ise daha az oranda kullanılır (Ramos-Vara 

2005). 

 

1.6.1. İmmunoglobulinlerin yapısı 

Ġimmunoglobulinler  Y  harfi  Ģeklinde,  iki  hafif  (L)  ve  iki  ağır  (H)  polipeptid 

zincirinden yapılmıĢ glikoproteinlerdir. Hafif ve ağır terimleri molekül  ağırlığını ifade 

etmek için kullanılır. Hem hafif hem de ağır zincirleri değiĢebilen amino uçlara (N-

terminallere) ve sabit karboksil uçlara (C-terminallere) sahiptir. Ağır zincilrlerdeki 

antijenik ve yapısal özelliklerine göre farklılık gösterir, molekülün sınıfını ve alt sınıfını 

belirlemektedir (Abbas and  Lichtman 2007).   

 

1.6.2. Monoklonal ve Poliklonal Antikorlar 

Poliklonal antikorlar tavĢan, at, keçi, tavuk gibi birçok hayvan cinsinden elde 

edilmektedir. Bunlar farklı hücreler tarafından üretildiklerinden immunohistokimyasal 

olarak da farklı antikorlardır. Onları oluĢturan antikorun üzerindeki  çeĢitli epitoplarala 

reaksiyon vermektedirler. Poliklonal antikorlar monoklonal olanlara kıyasla daha fazla 

reaksiyona girme istek ve yeteneğindedirler. Ayrıca poliklonal olan bir anti serumun 

kros-reaktifliği absorbe edilebilmekteyken,  monoklonal antikorların reaktifliği absorbe 

edilememektedir. Monoklonal antikorlar ise daha spesifiktirler ve poliklonal antikorlar 

ile kıyaslandığında yüksek homojenlik, nonspesifik antikorların olmayıĢı, 

tanımlanmanın kolay olması gibi avantajlara sahiptirler (Ramos-Vara 2005). 

 

Yaptığımız bu çalıĢmada genelde kronik olarak maruz kalınan Toluen’in prefrontal 

korteks, entorinal korteks, hipotalamus, hippokampus ve substansiya nigra üzerine akut 

etkilerini histopatpolojik, immünohistokimyasal ve biyokimyasal metotlarla araĢtırmayı 
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amaçladık. TavĢanlar üzerinde ve akut yüksek dozlarda bu konularda sınırlı sayıda 

çalıĢma bulunması bizim çalıĢmamızın önemini artırmaktadır. Toluen’in hem sanayide 

yoğun kullanılan bir madde olması hem de özellikle çocuk ve gençlerde olmak üzere 

kasıtlı ve özellikle intihar vakalarında sık  kullanımı nedeniyle sağlık üzerine etkisi son 

derece önemlidir. Bu prensip doğrultusunda yapılan çalıĢmada Toulen kullanımına bağlı 

biyokimyasal dejenerasyonun, immunohistokimyasal değiĢikliklerin ve histopatolojinin 

organizma sağlığı açısından önemli ve ciddi derecede değiĢiklikler gösterdiği 

belirtilmiĢtir. 

ÇalıĢmamız için literatür taraması yapıldığı zaman düĢük dozlarda kronik maruziyetin 

etkilerini inceleyen çok sayıda rat çalıĢması olmasına rağmen akut ve yüksek dozlarda 

ve daha kompleks bir organizma özelliği taĢıyan bir deney hayvanı olan tavĢan üzerinde 

Tolüen hasarını inceleyen çok az sayıda çalıĢma bulunmaktadır. Bu amaçla biz bu 

çalıĢmamızda New Zelland cinsi tavĢanların prefrontal korteks, hippokampus, entorinal 

korteks, hipotalamus ve substantia nigra bölgeleri üzerinde yüksek doz tolüenin akut 

toksik etkilerini apopitotik, histopatolojik ve biyokimyasal parametreler açısından 

organizmada meydana gelebilecek anormallikleri incelemeyi amaçladık.  
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

Kulling and Pronczuk 1985'te Swensson ve Andersson'un yaptığı araĢtırmayı baz alarak, 

3.6 mg/m3 (miligram/metreküp) ya da 0.5 ppm Toluen-2,4-diisosiyanat’ın insanların 

tamamında göz ve burunda tahriĢler oluĢturduğunu, 0.2-0.5 mg/m3 ya da 0.03-0.07 ppm 

düzeylerinde ise bütün insanlarda orta derecede solunum sorununa neden olduğunu, 5 

ppm'de ise hayati öneme haiz toksisitenin meydana geldiğini bildirmiĢlerdir. 

Guzelian et al. (1988) bir Toluen rat çalıĢmasında, karaciğerin ilaçlar ve diğer 

maddelerin metabolizmasında ve detoksifikasyonunda önemli bir rol aldığnı aynı 

zamanda karaciğerin kendisinin de toksik etkilere karĢı risk altında bulunan bir doku 

olduğunu söylemiĢlerdir. Bu çalıĢmalarında Toluen ve bazı metabolitlerinin karaciğer 

dokusunda oksidatif hasar yoluyla karaciğer hepatositleri üzerine sitotoksik etki 

yaptığını, bu durumun da karaciğer hasarı oluĢturup karaciğerdeki  enzimlerinin 

seviyelerini artırdığını görmüĢlerdir. 

Mattia et al. (1993b) intraperitoneal yolla Toluen verdikleri ratlarda, Tolueni parçalayan 

aldehit dehidrojenaz enziminin aktivasyonu sırasında, süperoksit anyonlarında ki 

artıĢtan kaynaklanan, karaciğer ve beyin dokusunda reaktif oksijen radikallerinin 

oluĢumunda artıĢ meydana geldiğini göstermiĢlerdir. Tolüen maruziyeti sonucu 

karaciğer hasarının araĢtırıldığı baĢka bir çalıĢmada Toluenin, oluĢturduğu oksidatif 

stres etkisiyle dokuda antioksidanların seviyelerini ve etkinliklerini azalttığı ve bu 

nedenle lipit peroksidasyon ürünlerinin dokudaki seviyelerinin arttığını tespit 

etmiĢlerdir. 

Flanagan et al. (1994)’te elde ettikleri değerlere göre, hastaların %50'sinde 5-10 mg/lt 

arasındaki kanda ki Toluen konsantrasyonlarının belirgin Ģekilde toksik etki gösterdiğini 

belirtmiĢlerdir. Hemen hemen bütün hastalarda Toluen’in kanda 10 mg/lt üzerindeki 

konsantrasyonlarında ise koma ya da ölüme sebep olduğunu rapor etmiĢlerdir. 
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Lee et al. (1999) çinko gibi endojen metallerin b-amiloid (Ab) agregasyonuna ve 

dolayısıyla plak oluĢmuna katkıda bulunabildiklerini transgenik farelere verilen reaktif 

çinko çalıĢmasında göstermiĢlerdir. Bu çalıĢmada transgenik farelerin plaklarındaki 

reaktif çinko, ancak preamiloid Ab çökeltileri değil, preamiloid Ab birikimlerinin, 

kongofilik olarak geliĢememesi nedeniyle sinaptik vezikül çinko eksikliği bulunan 

serebellum plakaları, sinaptik çinko plak oluĢumunda gerekli bir element olabileceğini 

rapor etmiĢlerdir. 

Son zamanlarda petrokimya ve bağlantılı endüstrilerdeki geliĢmeler sonucu, kullanım 

alanaları oldukça yaygın olan organik uçucu maddelerin kötüye kullanımı tüm dünya 

gençlerinde artan bir toplum ve halk sağlığı sorunu haline gelmiĢtir. YapıĢtırıcılar, 

incelticiler, boya çözücüler, aeresoller, oda ve saç spreyleri, yağ ve leke çıkarıcıları, 

deodorantlar, kozmetik ürünlerde kullanılan organik uçucu maddeler geniĢ bir kimyasal 

kullanım alanına sahiptir (Uzun vd 2001). Organik uçucu maddeler kendi içinde bir çok 

gruba ayrılırlar. Alifatikler içinde bütan, asetilen, heksan; alisiklik grupta toluen, ksilen; 

miks grupta petrol, halojenizelerden halotan, karbon tetraklorür, kloroform, trikloretilen 

sayılabilir (Flanagan and Ives 1994; VSAGO 1999). 

Toluen-2,4-diisosiyanat, toluen-2, 6-diisosiyanat isomerik maddelerinden oluĢan, 

isosiyanat madde grubuna giren, moleküler yapısı C9H6N202 olan bir kimyasal 

bileĢendir. Toluen aromatik bir hidrokarbondur ve toplumda kötüye kullanım 

potansiyeli çok yüksektir. Yapılan araĢtırmalarda, uçucu madde bağımlılarının %90 

toluen, %5 klorlu hidrokarbonlar, %3 bütan ve %2 diğer uçucu maddeleri kullandıkları 

gösterilmiĢtir. Ġncelticiler, %40-60 oranında toluen ve farklı markalarda ve değiĢik 

oranlarda n-heksan, metanol, benzen ve ksilen içermektedir. Ülkemizde tiner için 

standardize edilmiĢ oranlar %90 toluen, %9 etil asetat, %1'den az benzol karıĢımıdır 

(Uzun et al. 2001). Toluen, benzene oranla daha narkotik ve toksik bir maddedir 

(Dökmeci 1999). 

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

gelmektedir. Öfori, konfüzyon, baĢ dönmesi, santral sinir sistemi depresyonu, baĢ ağrısı, 
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halusinasyonlar, vertigo, konvülsiyon, optik nöropati, ataksi, kulak çınlaması, stupor, 

periferik nöropati, koma gibi belirtilere rastlanabilir (Martin 2001). Halojenli 

hidrokarbon bileĢiklerine maruziyet sonucu meydana gelen akut zehirlenmelerinde, 

miyokardiyal eksitabilite, periferik ödemler ve hipertansiyon görülebilirken; yüksek 

dozda benzen buharları gözleri ve solunum yollarını tahriĢ edebilmektedir. Sıvı halde ki 

benzen, deri ve mukozalarda koroziv etki ile kostik pulmoner ödem ve digestif 

hemorajiler oluĢturabilir. 30 dakika süreyle 7500 ppm benzene maruz kalınması 

tehlikelidir (Dökmeci 1999). 

Halifeoğlu et al. (2000) sitokrom P450'ye bağımlı monooksigenaz ile aĢamalı olarak 

oksitlenen ve sonuçta serbest radikal üreten boya tineri ile yaptıkları çalıĢmada bir grup 

insanın eritrositlerinde antioksidan enzim glutatyon peroksidaz (GSH-Px), süperoksit 

dismutaz (SOD) ve plazma malondialdehit düzeylerini ölçmüĢlerdir. Boya inceltici ile 

çalıĢan insanlarda MDA ve GSH-Px aktivite düzeylerinde istatistiksel olarak anlamlı 

(p<0.001) bir artıĢ olduğu ve SOD plazma seviyelerinde ise tiner soluyan insanlarda 

kontrol grubuna gore anlamlı bir azalma meydana geldiğini rapor etmiĢlerdir. Sonuç 

olarak, boya tiner inhalasyonunun lipid peroksidasyonunu artırabileceği ve dolayısıyla 

antioksidan enzimlere neden olabileceği sonucuna varmıĢlardır. 

Amerikan ĠĢçi Sağlığı ve ĠĢ Güvenliği Dairesi (OSHA) Toluene maruziyet için kabul 

edilebilir düzeyleri saptamıĢ ve buna göre 100 ppm seviyesini iĢyeri için güvenli 

görürken, 8 saatten az olmak kaydıyla 150 ppm düzeyinde bir maruziyetin kabul 

edilebilir olduğunu bildirmiĢlerdir. Aancak 2000 ppm düzeyinde bir maruziyetin 

yaĢamsal tehlike bulundurduğunu bildirmiĢlerdir. Kanda ki Toluen seviyesinin 2,5 

mcg/ml olması hastalık oluĢumuyla iliĢkili iken, 50 µg/ml düzeylerinde bulunması 

ölümle sonuçlanmaktadır (Martin 2001). Bu konuyla ilgili farklı oranlar bulunmaktadır 

(Hoffman and Mclellan 1993; Gehle 2001). 

Uzun et al. (2001) bir çalıĢmalarında nörotoksik olduğu bilinen farklı organik 

hidrokarbon türevlerine (toluen / metil benzen ve n-heksan) kronik maruz kalma 

nedeniyle nöropatinin elektrofizyolojik özelliklerini sunmuĢlardır. Toluene koklama 
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yoluyla maruz kalan 25 denek ve inhalasyon ve cilt teması yoluyla n-heksan’a maruz 

bırakılmıĢ 29 denekle bir çalıĢma yapmıĢlardır. Toluen grubundaki hastaların %12'sinde 

hafif sensori motor polinöropati, asemptomatik n-hekzan grubundaki hastaların%60'ında 

tespit etmiĢlerdir. Nörolojik muayene sonucunda, Toluene maruz kalanlarda baskın 

santral sinir sistemi tutulumunu bildirmiĢlerdir. Semptomatik n-hekzan grubundaki 

hastaların hepsinde motor ve daha Ģiddetli derecede duyusal polinöropati orta ila Ģiddetli 

derecede saptamıĢlardır. Sonuç olarak n-heksanın ağırlıklı olarak periferik sinir sistemi 

hasarına yol açtığını, bununla birlikte toluenin merkezi sinir sistemi tutulumuna yol 

açtığını önermiĢlerdir. 

Karagözler et al. (2002) çalıĢmalarında, ev boyacılarında, kan sitokin düzeyleri, 

antioksidan enzim aktiviteleri ve malondialdehit (MDA) konsantrasyonu üzerine 

solventle iliĢkili etkilerini incelemiĢlerdir. Eritrositler ve serumda iz element (Cu ve Zn) 

ve nitrit ve nitrat düzeyleri ile protein konsantrasyonları tespit etmiĢlerdir. ÇalıĢma 

otuzarlı iki gruptan oluĢmaktadır. Her grupta 13 sigara içen ve 17 sigara içmeyenden 

oluĢmuĢtur. Kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında ev boyacılarının kanında hemoglobin 

konsantrasyonları belirgin olarak daha fazla düĢmüĢtür. Ev boyacılarında eritrosit 

protein konsantrasyonları (hemoglobin hariç) anlamlı derecede yüksek olmuĢ, serum 

protein seviyeleri arasında ise anlamlı bir fark bulunmamıĢtır. Tümör nekroz faktörü-a 

ve interlökin-8 gibi proinflamatuvar sitokin düzeyleri, ev boyacılarının serumlarında 

anlamlı Ģekilde artmıĢtır. Ġnterlökin-1b ve sitokin reseptörü interlökin 2R 

konsantrasyonları önemli ölçüde etkilenmiĢtir. Ayrıca, ev boyacılarının serumunda nitrit 

ve nitrat konsantrasyonlarının üç kat ila dört kat arttığı görülmüĢtür. Serum süperoksit 

dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri, ev boyacılarında 

kontrollerden daha fazla düĢmüĢtür. Lidit peroksidasyonunun bir ölçütü olan 

malondialdehit (MDA) konsantrasyonunun anlamlı olarak yüksek olduğu bulunmuĢtur. 

Ev boyacılarında, eritrosit karbonik anhidraz ve katalaz aktiviteleri sırasıyla yaklaĢık 11 

kat ve 2 kat artmıĢtır.  

BaydaĢ et al. (2003) yaptıkları deneysel rat çalıĢmasında %60-%70 Toluen ihtiva eden 

tiner inhalasyonunda melatoninin serbest radikal hasarına karĢı nöroprotektif etkilerini 
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kapsamlı olarak incelemiĢlerdir. Bu ürünün merkezi sinir sisteminde iĢlevsel ve yapısal 

değiĢikliklere neden olduğunu göstermiĢlerdir. ÇalıĢmalarında sıçanları 45 gün boyunca 

Toluen buharına (3000 ppm) maruz bırakmıĢlardır. Western blot analizleri sonucunda 

kortekste, hippokampuste ve serebellumda astrositler için spesifik bir belirteç olan 

GFAP boyanma miktarında belirgin bir Ģekilde arıĢ gözlemlemiĢlerdir. Bu çalıĢmada, 

fareler toluen buharına  45 gün maruz bırakıldıktan sonra, hipokampus, korteks ve 

serebellumdaki glial reaktiviteyi ve glial fibriler asidik protein (GFAP) ekspresyonu 

araĢtırılmıĢtır. Melatonin uygulaması, tiner inhalasyonuyla indüklenen toplam GFAP 

artıĢını engellediğini görmüĢlerdir. Tüm beyin bölgelerinde lipid peroksidasyon 

ürünlerinde belirgin bir artıĢ tespit etmiĢlerdir. Melatonin uygulanan ratlarda ise bu 

artıĢın engellendiğini izlemiĢlerdir. 

Ilgazlı et al. (2004) genç kuĢağın geçmiĢ yıllarda uyuĢturucu olarak tineri 

kullanmasında ve tinerin sanayide ki yaygın kullanımı nedeniyle de kolay ulaĢılabildiği 

için toplumda ciddi bir sorun olan bu durumla ilgili bir çalıĢma yapmıĢlardır. 

ÇalıĢmalarında 46 rat kullanmıĢladır. Akut ve subakut dönemde MDA değerlerinde bir 

artıĢ gözlemiĢlerdir. Kronik dönemde, lipit peroksidasyon ürünlerinin tüketilmesi ile 

MDA değerleri azalmıĢ ve oksidatif stress devam ettikçe MDA değerleri tekrar 

artmıĢtır. Antioksidan özelliğe sahip GSH değerlerinin, lipid peroksidasyon ürünlerini 

telafi etmek için azaldığını gözlemlemiĢlerdir. Lipid peroksidasyonunun tüketildiği 

dönemde değerler sabitleĢmiĢ ve daha sonra bu değerler artmıĢtır. MDA ve SOD d 

Wilfong and Dey (2004)’e göre Toluen diizosiyanat (TDI) maruziyeti, rinit ve burun 

tahriĢi oluĢturmukta ve hava yolu duyu sinirlerinden P maddesinin sentezini ve 

salınımını arttırmaktadır. NGF, duyu sinir terminallerinde bulunan TrkA reseptörlerini 

bağlamaktadır. TrkA reseptörlerinin aktivasyonu, kinaz-sinyalleme kaskadlarını 

baĢlatmakta ve sonuçta p maddesini artırabilmektedir. Bu çalıĢmada, burun 

boĢluğundaki NGF düzeyleri her iki burun boĢluğuna %10 TDI damlatılarak 

incelenmiĢlerdir. NGF, TDI maruziyetinden 2, 6, 12 ve 24 saat sonra kontrollerle 

karĢılaĢtırıldığında belirgin Ģekilde arttığını gözlemlemiĢlerdir. NGF'deki artıĢın, P 

maddesindeki nöronal ve mukozal artıĢlardan önce geldiğini görmüĢlerdir. NGF, TrkA 

tirozinekinaz reseptörlerine bağlandığından, TDI maruziyeti sırasında salınan NGF, 
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burun boĢluğunu innerve eden hava yolu duyu nöronlarında P maddesi upregülasyonuna 

aracılık edebileceğini ileri sürmüĢlerdir. 

Filley et al. (2004) son yıllarda en çok çalıĢılan nevrotoksinlerden biri olarak ortaya 

çıkan organik solvent olan Toluen çalıĢmalarında sprey boya ve ilgili maddeleri istismar 

eden insanlarda Toluen buharına uzun süreli ve yoğun Ģekilde maruz kalma, Toluenin, 

merkezi sinir sistemi miyelininde ciddi bir etkiye sahip olduğunun farkına varılmasına 

neden olmuĢtur. 

Park et al. (2006) solunum güçlüğü ve kas güçsüzlüğü Ģikâyetleri ile acil servise 

getirilen kronik Toluen bağımlısı olan 32 yaĢındaki genç bir erkek hastanın kan 

tetkikleri sonrasında, Ģiddetli hipokalemik hiperkloremik asidoz bulgularına 

rastlamıĢlardır. AraĢtırmacılar Toluen zehirlenmesinin renal tübüler asidozla 

sonuçlanabileceğini bildirmiĢlerdir. 

Karabulut (2007) yaptığı invivo ve invitro insan çalıĢmasında Toluenin eritrosit zar 

stabilitesine etkisini incelemiĢtir. Toluen’in eritrositlerin zarlarına olan maruziyeti ile 

oksdatif stres parametrelerinin önemli ölçüde arttığı ve antioksidan enzimlerin 

tüketilerek aktivitelerinin büyük ölçüde azalmasına yol açtığını izlemiĢtir. Sonuç 

itibariyle toluenin eritrositlerde lipit peroksidasyonuna ve protein hasarına neden 

olduğunu görmüĢtür. 

Gordon et al. (2007), oral Toluen uygulanan sıçanlarda Toluen’in kalp hızı, kan basıncı, 

vücut sıcaklığı ve motor aktivite üzerine etkisini araĢtırmıĢlardır. Ortalama 2 aylık olan 

erkek sıçanlar radiotelemetry yöntemi ile monitörize edilmiĢ ve daha sonra 0.4, 0.8 ve 

1.2 mg/kg dozlarında 45 gün boyunca 10’ ar dakikalık periyotlar ile  oral Toluen 

uygulanmıĢtır. Toluen’in 0,8 ve 1,2 mg. dozlarında kalp hızı ve kan basıncını 

artırdığıtığı izlenmiĢtir. 

Tumer et al. (2007) çalıĢmalarında histopatolojik, biyokimyasal ve davranıĢ 

parametrelerini kullanarak sıçanlarda Toluen kaynaklı beyin hasarında reaktif oksijen 
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hasarına karĢı E vitamininin koruyucu etkilerini belirlemeyi amaçlamıĢlardır. Bu 

çalıĢma kontrol grubu, sadece Toluene grubu, hem Toluen hem de Tolueni E vitamini 

ile tedavi edilen grup ve sadece E vitamini grubundan oluĢmaktadır. Tüm gruplarda 

nöropil hücrelerinde, özellikle piamaterin altındaki ve tıkanmıĢ kan damarlarındaki 

ödemleri farklı Ģiddetlerde olsa da görmüĢlerdir. Toluen grubunda infiltrative hücrelere 

ilaveten piknotik nöronlar ile birlikte E vitamin verilen gruba gore azalma görülmüĢtür. 

Her gruptaki malondialdehit seviyeleri, bu histopatolojik bulguları doğrulamıĢtır. Açık 

alan testinde gruplar arasında da önemli farklılıklar bulmuĢlardır. Sonuç olarak 

biyokimyasal, histolojik ve davranıĢsal incelemelerde Toluen ve vitamin E grupları 

arasındaki farklılıklar, Toluenin beyindeki zararlı etkisine karĢı vitamin E'nin 

antioksidan koruyucu rolünü desteklemiĢtir. 

Riegel et al. (2007) yetiĢkinlerde yapmıĢ oldukları Toluen’in kötüye kullanımı ile ilgili 

bir çalıĢmada sıklıkla ergenler tarafından kullanılan ve Toluen içeren uçucu maddelerin 

rekreasiyonal istismarının önemli bir halk sağlığı problem olduğunu vurgulamıĢlardır. 

İn vivo mikrodiyalizde ikili prob kullanarak Toluen'in doğrudan ventral tegmental 

bölgeye perfüzyonunun ventral tegmental bölgedeki dopamin konsantrasyonlarını ve 

nukleus akkumbensin terminal projeksiyon alanını arttırdığını göstermiĢlerdir. Bu 

sonuçlar Toluene kısa süreli maruz kalmanın bile mezoakumbal ventral tegmental 

bölgede dopamin nöronlarının hareket potansiyelini arttırdığını ve böylece nukleus 

akkumbensde dopamin salımını arttırdığını ileri sürmüĢlerdir. Toluen’in, ventral 

tegmental bölgede dopamin nöronlarını aktive ederek mezoakumbal sinir iletimini 

uyardığı bulgusu, Toluen’in kötüye kullanımının baĢlatılmasına ve patofizyolojisine 

katkıda bulunabilecek sinirsel substratlar hakkında doğrudan bilgi verdiğini ileri 

sürmüĢlerdir. 

Çomunoğlu et al. (2009) yaptıkları bir bir olgu çalıĢmasında Toluene maruz kalmıĢ dört 

otopside merkezi sinir sisteminde gliozis, nöron kaybı ve demiyelinizasyonu 

değerlendirmek için GFAP, Neu-N ve Luksol fast blue boyamaları yapmıĢlardır. 

Yapılan değerlendirmelerde beyinde fokal abseleĢmeler ve nekroz alanları, fokal 

alanlarda yoğun gliozis boyanmaları, Neu-N boyaması ile de nöronlarda kayıp ve 
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vakuolizasyon izlemiĢlerdir. Aynı çalıĢmanın serebellum bölgesinde GFAP boyaması 

ile astorsitlerde belirgin bir pozitif GFAP artıĢı ve purkinje hücreleri dıĢında kalan 

nöronlarda Neu-N pozitif boyanması saptamıĢlardır. 

TaĢ et al. (2009) yaptıkları Toluen çalıĢmasında karaciğerde bulunan ve açlık hormonu 

olan Ghrelin üzerine olan etkisi araĢtırılmıĢtır. Bu çalıĢma için 14 rat iki gruba ayrılarak 

incelenmiĢtir. ÇalıĢmanın sonucunda toluenin karaciğer dokusunda bulunan Ghrelin 

ekspresyonunu azaltmıĢ olduğunu gözlemlemiĢlerdir. 

Can ve Demirdöğen (2010) muhteviyatında Toluen bulunan pestisitlerden kaynaklanan 

zehirlenmelerde serum paraoksanaz 1 seviyelerinin organofosfat metabolizmasındaki 

önemi üzerine yaptığı bir derleme çalıĢmasında organofosfatların asetilkolinesteraz 

enzimini baskılayarak nörotoksisiteye yol açtığını görmüĢtür. Yaptıkları bu çalıĢmada 

düĢük serum paraoksanaz 1 aktivitesine sahip olmanın organofosfatlı bileĢiklerin akut 

etkilerine karĢı duyarlılığı arttırdığını ortaya koymuĢlardır. Son zamanlarda geliĢen 

protein mühendisliği yöntemleri ile paraoksanaz 1’in bazı amino asitlerinde 

değiĢiklikler yapılıp, paraoksanaz 1 çeĢitlerinin bakteri sistemlerinde yeterli miktarda 

ifade edilebileceğini ve bazı organofosfatlara karĢı enzim aktivitesinde artıĢlar 

sağlayabileceğini ön görmüĢlerdir. 

Chang et al. (2010), yaptıkları çalıĢmada organik solventler (N-dymetylformamide ve 

Toluen) ve gürültüye maruz kalan sentetik deri fabrikası çalıĢanlarında bu maddelerin 

kan basıncı üzerine etkisini araĢtırmıĢlardır. Sonuç olarak, hipertansiyon prevelansını en 

fazla olarak organik soventlerle gürültüye beraber maruz kalan iĢçilerde bulmuĢlardır. 

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

Win-shwe et al. (2012) yaptıkları rat çalıĢmasında geliĢme evresinde Toluen’in 

toksisitesini belirlemek için gebeliklerinin 14. haftasında, doğum sonrası 2. ve 8. günde 

olan farelerde bir araĢtırma yapmıĢlardır. 50 ppm Toluene maruz bırakılan farelerde, 

sinir büyüme faktörü (NGF) ve tümör nekroz faktörü (TNF) -α mRNA düzeylerinde 

belirgin olarak artmıĢ oranlar göstermiĢtir. Bu çalıĢma sonuçları, doğum sonrası geç 
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dönem sırasında düĢük seviyedeki Toluen maruziyetinin, farelerin hipokampusunda 

TLR4'e bağlı NF-κB yolu yoluyla nöroinflamatuvar mediyatörleri indükleyebileceğini 

göstermiĢlerdir. 

Juliana and Seth (2012) bir vaka çalıĢmasında Toluen inhalasyonunun, elektrolit ve asit-

baz bozulmalarıyla sonuçlanabileceğini ve açıklanamayan hipokalemi ve normal anyon 

boĢluğu metabolik asidozu olan genç hastaların ayırıcı tanılarında düĢünülmesi 

gerektiğini söylemiĢlerdir. Bu vakada anormallikleri göstermek ve ekstremite 

güçsüzlüğünün nedenlerini değerlendirirken laboratuar bulguları olamayan vakalarda 

acil hekimleri arasında farkındalığı artırmayı amaçlamıĢlardır. 

Yücesan et al. (2013) organofosfat türü Toluen içeren pestisitlerin, kronik maruziyetinin 

olduğu tarım ve ilaçlama Ģirketlerinde ki iĢçiler ile pestisit kaynaklı zehirlenme görülen 

hastaların kolinesteraz seviyeleri üzerine bir çalıĢma yapmıĢlardır. Bu çalıĢmalarında 

1136 deneğin 367’ sini ilaçlama sektöründe, 769’ unu ise zehirlenme tanısı konan 

kiĢiler oluĢturmuĢtur. Zehirlenenlerin 222’sinde serum kolinesteraz enzim seviyesinin 

düĢük olduğunu rapor etmiĢlerdir. Bu kiĢilerin 119’unun kadın olduğu görülürken en sık 

görülen gruptakilerin 56’sını ve 10-19 yaĢ grubunu oluĢturmuĢtur. Ġlaçlama sektöründen 

gelen deneklerin 347’sinin değerlerinin normal sınırlarda olduğu tespit edilmiĢtir. 

Ġlaçlama iĢçilerinin sadece 20’sinde kolinesteraz enzim seviyeleri zehirlenme sınırında 

saptamıĢlardır. Kolinesteraz enzim düzeyi düĢük olan iĢçilerin çoğunun 30-39 yaĢ 

grubunda bulunduğunu görmüĢlerdir. 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1. Materyal 

GaziosmanpaĢa Üniversitesi Deneysel Tıp hayvan deneyleri yerel ettik kurulu tarafında 

alınan (HADYEK-51) karar ile çalıĢmaya baĢlanmıĢtır. Bu çalıĢmada GaziosmanpaĢa 

Üniversitesi Deneysel Tıp AraĢtırmaları Laboratuarlarından temin edilen bir tanesi 

yaklaĢık 4-6 kg ağırlığında toplam 17 erkek New Zelland cinsi tavĢan (Oryctolagus 

cuniculus) kullanılmıĢtır. Deney hayvanları GaziosmanpaĢa üniversitesi DETAB 

laboratuarlarında steril ameliyathanelerinden birinde bulundukları kafeslerden alınarak 

tüm hayvanlara aynı Ģartları sağlayacak Ģekilde deney protokolü baĢlatılmıĢtır. Deney 

hayvanları iki ana gruba ayrıldı. Birinci gruptaki 10 adet deney hayvanına Toluen 

(Sigma-Aldrich Toluen %99,9 solution irma) verilip deney grubu olarak 

adlandırılmıĢtır. Ġkinci gruptaki hayvanlar ise her hangi bir iĢleme maruz bırakılmayan 

sayıları 7 adet olan kontrol grubu olarak adlandırılmıĢtır. Toluen grubundaki deneklere 

tek doz 876 mg/kg intraperitoneal (ip) Toluen verilmiĢtir. Bu doz miktarı belirlenirken 

OEHHA (1999) verileri kullanılmıĢtır. Deney hayvanları doz verildikten 3 saat sonra 

ketamin ve xylazin (Rompunenj; Bayer Turk Chemistry Industry. Ltd. Corp., Istanbul, 

Turkey) anestezisi altında bazal kan alınarak eksanguinasyon ile öldürüldü. Alınan 

kanlar santrifüj edildikten sonra serumları ayrılarak –80°C’de saklandı. Beyin dokuları 

çıkarılarak bir kısmı bovin solüsyonu içerisine alındı (ġekil 3.1. ve 3.2). 

 

Şekil 3.1. Deney protokolünde kullanılan deneklerin örnek gösterimi 
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Şekil 3.2. Deney hayvanlarından çıkarılan beyin dokusunun örnek gösterimi 

3.1.1. Çalışmada kullanilan kimyasal maddeler 

Periyodik asit (Merck, Deutsch) 

Sodyum tiyosülfat pentahidrat (Na2S2O3.5 H2O) 

Tiyobarbütirik asit (Merck, Deutsch) 

Bütan-1-ol (Carlo Erba) 

Hidroklorik asit (Carlo Erba) 

N-asetilnöraminik asit (Sigma, USA) 

Sodyum hidroksit (Merck, Deutsch) 

Trikloroasetik asit (Sigma, USA) 

Kadmiyum granülleri (Merck, Deutsch) 

Glisin (Sigma, USA) 

Çinko sülfat (Sigma, USA) 

Sülfanilamid (Sigma, USA) 

Sodyum nitrit (Sigma, USA) 

Sodyum klorür (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. Çalışmada kullanilan cihazlar 

Spektrofotometre (UV–160–A, Shimadzu, China) 

Elektronik terazi (HR120, AND) 

Vorteks (NM 110, Nüve, Türkiye) 

Santrifüj (CN 180, Nüve, Türkiye) 

Santrifüj (Nüve, Türkiye) 

Derin dondurucu (Vestel, Türkiye) 

Otomatik pipetler 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Doku takip işlemleri ve dokuların bloklanması 

Deney protokolü gerçekleĢtirildikten sonra bovin solusyonuna alınan beyin dokuları 

(ortalama 19-21 gram arası) histolojik iĢlemlerin gerçekleĢtirilmesi için 7 gün boyunca 

bu solusyonda bekletilmiĢ ve 7. gün sonunda tüm dokular 24 saat boyunca akansuda 

bekletilmiĢtir. Böylece dokularda bulunan bovin solusyonu dokulardan uzaklaĢtırıldı. 

Akansuda bekleme süresi bittikten sonra dokular sırasıyla 12 saat %70, 12 saat %80, 6 

saat %90 ve 6 saat %100’lük alkol serisine alınmıĢ ve dokularda bulunan su dokulardan 

uzaklaĢtırılmıĢtır. Alkol serilerinden sonra 15 er dakikalık üç ayrı xylen serisi 

uygulaması yapılarak dokulardan alkol tamamen uzaklaĢtırılmıĢtır. Daha sonrasında ise 

birer saatlik üç ayrı sıcak parafin serisinden geçirilen dokulardan bu iĢlem sayesinde 

xylen uzaklaĢtırılmıĢtır. Son olarak 60 derece sabit sıcaklıkta temiz parafin kullanılarak 

dokular L blok demirler kullanılarak parafin bloklama iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir 

(Kanter 2011a). 

3.2.2. Histopatolojik yöntemler 

Deney hayvanlarından alınan beyin dokularının rutin doku takipleri yapılarak parafin 

bloklara gömülmesi sağlandıktan sonra bloklardan mikrotom yardımı ile 5µm 
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kalınlığında kesitler alındı ve aĢağıda özetlenen yöntem ile boyamaları gerçekleĢtirildi. 

Boyanan preperatlar Olympus BX-50 araĢtırma mikroskobunda incelendi ve Leica 

DM750 dijital kamera destekli araĢtırma mikroskobunda (Atatürk Üniversitesi Fen 

Fakültesi Biyoloji Bölümü Hayvan Fizyolojisi ve Histolojisi AraĢtırma Laboratuvarı) 

preperatların fotoğrafları çekildi 

3.2.2.a. Hematoksilen-eozin metodu 

1. Ksilol I’de (20 dak.) bekletildi. 

2. Ksilol II ve Ksilol III’ de (10 dak.) bekletildi. 

3. %80’lik Alkolde (10 dak.) bekletildi. 

4. Ġki ayrı %96’lık Alkol serisinde (5 dak.) bekletildi. 

5. Kesitler çeĢme suyunda yıkandı. 

6. Hematoksilen boyasında 1 dak. bekletildi. 

7. Asit-Alkol karıĢımına batırılıp çıkarıldı. 

8. Eozin solüsyonunda (1 dak.) bekletildi. 

9. Suda (1 dak.) yıkandı. 

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

11. Ġki ayrı %96’lık Alkol serisinde (10 dak.) bekletildi. 

12. Ksilol I, Ksilol II ve Ksilol III serilerinde (20 dak.) bekletildi. 

13. Entellan ile kapatma iĢlemi gerçekleĢtirildi. 

3.2.2.b. Bax ve Kaspaz-3 için boyama metodu 

Doku takipleri yapılıp parafin bloklara gömülen doku örneklerinden 5 µm kalınlığında 

histopatolojik kesitler alınmıĢ ve immunohistokimyasal boyama için aĢağıdaki iĢlemler 

sırasıyla uygulanmıĢtır (Çizelge 3.1). 
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Çizelge 3.1. Bax ve Kaspaz-3 için immun boyama tekniği 

 

Alınan kesitler, bir gece 60°C bekletilir.  

Alınan kesitler soğuduktan sonra iki kere 30 dk ksilende tutulur.  

Alınan kesitler sırasıyla; %96, %80, %70 ve %60’lık etil alkolde ikiĢer dk 

tutulur.  

Kesitler saf suda10 dk yıkanır. 

Kesitlerin çevreleri pabpen ile çizilir. 

PBS solüsyonu ile üç kez beĢ dk yıkanır. 

Kullanılacak antikora has antijen ile “retrival” yöntemi uygulanır.  

PBS solüsyonu ile üç kez beĢ dk yıkanır 

Kesitlere beĢ dakika endojen peroksit blokajı yapılır (%3 H2O2).  

PBS solüsyonu ile üç kez beĢ dk yıkanır 

Kesitler üzerine Blok solüsyonu damlatılarak 60 dakika beklenir. 

Blok solüsyonu yıkamadan uzaklaĢtırılarak dilüsyonu yapılmıĢ 50 µl primer 

antikor damlatılır, kapalı nemli kutuda 60 dakika 20 derecede bekletilir. 

PBS solüsyonu ile üç kez beĢ dk yıkanır 

Primer antikor ile uyumlu biyotinlenmiĢ sekonder antikor damlatılır, kapalı 

nemli kutuda yarım saat oda ısısında bekletilir. 

PBS solüsyonu ile üç kez beĢ dk yıkanır 

Hazırlanan streptavidinle iĢaretli sekonder antikor damlatılır, kapalı nemli 

kutuda yarım saat 20 dercede bekletilir. 

PBS solüsyonu ile üç kez beĢ dk yıkanır 

DAB solüsyonu damlatılır, on- onbeĢ dakika kapalı nemli kutuda bekletilir. 

PBS solüsyonu ile üç kez beĢ dk yıkanır 

Saf su ile yıkanır. 

Hematoksilen ile çekirdek boyanması kontrol edilerek bir-beĢ dakika boyama 

yapılır. 

Saf su ile yıkanır. 

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

Kesitler kuruduktan sonra iki kez beĢer dk. ksilende ĢeffaflaĢtırılır. 

Kapatma medyumu kullanılarak lamel ile kesitler kapatılır. 
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Proapoptotik Bax proteini; 

Bcl-2 yani antiapoptotik protein ailesi apoptotik kaskadın kontrolünde en önemli grup 

olmakta ve bunlardan Bax proteininin apoptotik aktivitenin öncüleri olduğu 

görülmektedir (Lu et al. 2000). Sağlıklı hücrelerde Bax proteini sitozolde 

bulunmaktadır. Apoptotik uyarım ile sitozolik Bax proteini hücre mitokondrisine 

yönelmektedir. Bazı değiĢimler sonucunda Bax proteininin hidrofobik olan C terminal 

ucu açığı çıkmakta ve sitokrom-c salınımına neden olmaktadır. Kalpain tarafından Bax 

proteininin salınımı ile uyarılmasıyla sitokrom-c açığı çıkmaktadır. Apoptozis sırasında 

Bax proteini değiĢime uğramakta ve N terminal ucu açığa çıkmaktadır (Miyashita et al. 

1994). Bax proteininin seviyeleri hücrenin öleceğine veya yaĢayacağına karar 

vermektedir. Bax proteini etkisini diğer bir protein ailesi olan kaspazlar üzerinden 

gerçekleĢtirmektedir (Newton and Starsser 1998).   

 

Kaspaz-3 proteini; 

Hücre organellerinden mitokondri normal Ģartlar altında ATP oluĢturmak üzere 

sitokrom-c’ yi muhteviyatında bulundurmaktadır. Mitokondrilerdeki stres durumlarında 

serbestleĢen sitokrom-c apoptotik hücre ölümünde Kaspaz-3 aktivasyonu için büyük bir 

önem arz etmektedir (Crowe et al. 1997; Li et al. 2000). Bu yolakta mitokondrinin 

kontrol ettiği apoptotik proteaz aktive edici faktör (Apaf-1) ve kaspaz-9 bulunmaktadır. 

Ko-faktör nükleotid olarak ATP ile aktifleĢtirilen Sitokrom-c ve Apaf-1 birleĢerek 

prokaspaz-9’ u aktive etmektedir. Aktif Kaspaz-9  da Kaspaz-3’ ü aktifleĢtirmek 

suretiyle diğer kaspaz kaskadının tetiklenmesini sağlamaktadır (Hu et al. 1999; Liu et 

al. 1997; Krajewski et al. 1999; Keane et al. 2001). Normal bir hücrenin 

mitokondrisinin dıĢ membranında Bcl-2 proteini yer almaktadır. Bcl-2, Apaf-1 

proteininin bir molekülünü bağlamaktadır. Bcl-2’ nin sebep olduğu internal hasarla 

mitokondride çatlaklar oluĢturmak suretiyle Apaf-1 ve Sitokrom-c salınımına neden 

olmaktadır (Newton and Strasser 1998; Choi et al. 2001). Bu iki protein Kaspaz-9 

molekülüne bağlanmaktadır. Protealitik bu aktivitenin kaskadı kan pıhtılaĢması ve 
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kompleman aktivasyonuna benzemektedir. Burada terminal uç Kaspaz-3 olmaktadır. Bu 

protealitik aktivite sayesinde sitoplazmada yapısal proteinlerin sindirimi, kromozamal 

DNA’ nın degredasyonu ve hücrenin fagositozu sağlanmaktadır (Kerr 1992; Choi et al. 

2001), 

3.2.2.c. Histopatolojik, immunohistokimyasal analiz ve değerlendirme 

Preperatların boyama iĢlemleri bittikten sonra kontrol (n=7) ve Toluen (n=10) grubunda 

bulunan deney hayvanlarından hematoksilen eosin, Kristal viyolet, BAX 

immunreaktivitesi ve Kaspaz-3 immunreaktivitesini göstermek için her bir parameter ve 

her bir deney hayvanı için ikiĢer adet preperat boyaması yapıldı. Her preperatta 

prefrontal korteks, entorinal korteks, hipotalamus, hipokampus ve substantia nigra 

bölümleri ıĢık mikroskobu altında incelenip değiĢiklikler gözlemlendikten sonra uygun 

alanlar fotograflanmıĢtır. Bu durum histopatolojik parametreler ve 

immunohistokimyasal parametreler için ayrı ayrı yapıldı. 

Semikantitatif Histopatolojik analizlerin skorlamasının yapılması için tabloda gösterilen 

değerlendirme parametreleri kullanılmıĢtır. Kontrol ve Toluen gruplarında; Prefrontal 

Korteks, Entorinal Korteks, Hipotalamus, Hipokampus ve Substantia Nigra bölgelerinde 

her hayvan ayrı ayrı değerlendirilip skorlanmıĢtır (Çizelge 3.2). Tüm hayvanlar ayrı ayrı 

değerlendirildikten sonra (bölgesel olarakta) grubun ortalama skoru bulunmuĢtur 

(Kanter 2011b).  
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Çizelge 3.2. Hematoksilen-Eozin  boyama ile histopatolojik  semikantitatif analiz 

değerlendirme parametreleri 

Skor 
Fokal 

Vakualizasyon 
Dejenerasyon 

Perivaskular 

Demiyelinizasyon 

Inflamatuar 

hücre 

Kan Damarı 

Hasarı 

Piknotik 

Hücre 

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 
Orta 

derece 

3 Bol miktarda Bol miktarda Bol miktarda 
Bol 

miktarda 

8 den fazla 

damar 

Bol 

miktarda 

Bax ve Kaspaz-3 proteini imminohistokimyasal boyamaları immunreaktivite ve Senil 

plak (Amiloid plak) oluĢumunu göstermek için yapılan semikantitatif analizlerinin  

değerlendirilmesi tablodaki parametrelere göre yapılmıĢtır (Çizelge 3.3). 

Çizelge 3.3. Bax, Kaspaz-3 ve Kristal Viyolet  boyamaları semikantitatif analiz 

değerlendirme parametreleri 

Skor 
0 +  1 + 2 + 3 + 

Bölgeler 

Prefrontal Korteks 
Boyama 

Olmayan 

Zayıf ama 

saptanabilir 

boyama 

Orta veya belirgin 

boyama 

Yoğun 

boyama 

Entorinal Korteks 
Boyama 

Olmayan 

Zayıf ama 

saptanabilir 

boyama 

Orta veya belirgin 

boyama 

Yoğun 

boyama 

Hipotalamus 
Boyama 

Olmayan 

Zayıf ama 

saptanabilir 

boyama 

Orta veya belirgin 

boyama 

Yoğun 

boyama 

Hipokampus 
Boyama 

Olmayan 

Zayıf ama 

saptanabilir 

boyama 

Orta veya belirgin 

boyama 

Yoğun 

boyama 

Substantia Nigra 
Boyama 

Olmayan 

Zayıf ama 

saptanabilir 

boyama 

Orta veya belirgin 

boyama 

Yoğun 

boyama 

3.2.4. Biyokimyasal yöntemler 

Deney hayvanlarından alınan serum ve plazmalardan NGF, TNF alfa, Dopamin ve 

GFAP seviyelerinin tespiti için ELISA yöntemi ile (enzym-linked immunosorbant 
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assay) (ELISA), (Abbott AXSYM system, USA), Na ve K serumdan kemoluminisans 

yöntemi ile otoanalizörde (MINDRAY Perfect Plus 400, CHINA) ve MDA, GSH ve 

NO serbest radikallerinin seviyelerinin tayini için spektrofotometrik yöntem (UV–160–

A, Shimadzu) kullanılmıĢtır. 

3.2.4.a. ELISA  

ELISA, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay testinin Ġngilizce kısaltmasıdır. Antijen-

antikor iliĢkisini, antikora bağlanmıĢ bir enzimin aktivitesini araĢtırmak temeline 

dayanan kantitatif ölçüm yöntemidir. Antijene karĢı antikor ya da antikora karĢı antijen 

aramak mümkündür. 

Tüm reaktifler oda sıcaklığına getirilmiĢ ölçümler oda sıcaklığında yapılmıĢtır. Uygun 

kuyucuklara 50 μL standard veya numune eklenmiĢ, kuyucuklar kaplanmıĢ ve 1 saat 

inkübasyona bırakılmıĢtır. 200 μL Wash Buffer ile 5 kez yıkanmıĢ, plate ters çevrilmiĢ 

ve sıvı kısmı dökmek için kağıt bir havluya 4-5 kez vurulmuĢtur. 

Bu itibarla her bir kuyucuğa 50 μL NGF, TNF-alpha, Dopamine ve GFAP Antikoru 

eklenmiĢ ve 1 saat inkübasyona bırakılmıĢtır (Bu iĢlemler tüm parametreler için ayrı 

ayrı yapılmıĢtır). 

200 μL Wash Buffer ile 5 kez yıkanmıĢ, her bir kuyucuğa 50 μL Streptavidin-

Peroksidaz Conjugate eklenmiĢ ve 30 dakika inkübe edilmiĢtir. 

200 μL Wash Buffer ile 5 kez yıkanmıĢtır. 

Her bir kuyucuğa 50 μL Kromojen substrat eklenmiĢ ve 8 dakika inkübe edilmiĢtir. 

Her bir kuyucuğa 50 μL Stop Solüsyon eklenmiĢ ve renk maviden sarıya dönüĢmüĢtür. 
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450 nm dalga boyunda bir mikroplate okuyucu üzerinde absorbanslar okunmuĢtur. 

3.2.4.b. Serum örneklerinde MDA tayini 

Lipit peroksidasyon ölçüm metodu olan Esterbauer metoduna göre yapılmıĢtır 

(Esterbauer 1990) ve sonuçlar nmol/gr doku proteini olarak ifade edilmiĢtir. Numune ve 

kör tüpleri hazırlanıp vortex ile karıĢtırıldıktan sonra yarım saat kaynar su banyosunda 

kapatılıp bekletilmiĢtir. Sonrasında akan su altında soğutulmasının ardından 2mL n-

bütanol eklenir ve karıĢtırılmıĢtır. 3000 rpm devirde on dakika santrifüj edildikten sonra 

532 nm’de n-bütanola karĢı okunmuĢtur (Yagi 1984). 

3.2.4.c. Serum örneklerinde nitrik oksit tayini 

Vücudumuzda endojen olarak ortaya çıkan nitrik oksit yoğunluğu toplam nitrit ve nitrat 

türünden hesaplanmıĢtır. Üretilen nitrik oksit önce nitrite sonra nitrata 

dönüĢtürülmüĢtür. Ortamdaki proteinler deproteinizasyon iĢlemi ile ortamdan 

uzaklaĢtırılmıĢtır. Daha sonrasında nitrit ve nitrat ölçümleri yapılmıĢtır (Somogy 1930). 

Deproteinizasyon için 500 mL numunenin üzerine 2 mL çinko sülfat eklenip vortex 

yardımıyla karıĢtırılmıĢtır. KarıĢıma 2,5 mL sodium hidroksit çözeltisi ilave edilmiĢ ve 

tekrar vortex ile karıĢtırılmıĢtır. 3500 rpm’de on dakika boyunca santrifüj yapıldıktan 

sonra elde edilen numune supernatant olarak kullanılmıĢtır. Bakır ile kaplanmıĢ 

kadmiyum granülleri üzerine 1mL glisin tamponu eklendikten sonra süpernatanttan 

1mL ve 2mL de distile su ilave edilmiĢtir. 90 dakika inkübasyona bırakılmıĢ ve 

inkübasyon sonunda 2mL alınmıĢ ve üzerine 2,5mL distile su ve 2mL renklendirici 

ilave edildikten sonra oda ısısında 60 dakika inkübasyona bırakılmıĢ ve 545 nm’de köre 

karĢı okutulmuĢtur (Fairbanks et al. 1999). 

3.2.4.d. Serum örneklerinde GSH tayini 

Eritrositlerin hemen hemen hepsinde non-protein sülfidril gruplarında indirgenmiĢ GSH 

bulunmaktadır. Sarı renkli anyon oluĢturan 5,5’ditiyo-bis-2-nitrobenzoik asit redükte 
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edilmiĢ disülfit bileĢiğini oluĢturmaktadır. Glutatyon madde miktarı bu sarı bileĢiğin 

412 nm’de okutulması ile değerlendirilmektedir. Numune tüpüne 0,45 mL deiyonize su, 

eritrositlerin hemolizi için 0,05 mL anti-koagulantlı tam kan ve 0,75 mL reaktif I 

konulurken kör tüpüne de 0,2 mL deiyonize su ve 0,3 mL reaktif I konularak 

vortekslenmektedir. Oda ısısında 5 dakika beklenip numune tüpünü 3000 rpm devirde 

on dakika santrifüj edilmektedir. Süpernatanttan 0,5 mL alınıp ve kör ve süpernatantın 

bulunduğu tüpe 2 mL reaktif II ilave edilip vortekslenmektedir. Kör ve numne tüplerine 

0,25 mL reaktif III eklenip beklemeden distile suya karĢı 412 nm dalga boyunda 

ölçülmektedir (Beutler et al. 1963). 

3.2.5. İstatistiksel analiz 

Normallik denetimi Shapiro-Wilk testi ile gerçekleĢtirildi. Ġstatistiksel anlamlılık p<0,05 

olarak kabul edildi. Sayısal veriler, aritmetik ortalama ± standart hata (SH) olarak 

gösterildi. Ġstatistiksel değerlendirmede SPSS 20.0 bilgisayar paket programı (SPSS Inc. 

Software Chicago, IL, USA) kullanıldı. Gruplar arası fark Kruskal Wallis testi ile 

gruplar arası farkın anlamlılığı ise Mann Whitney U testi ile değerlendirildi. Grupların 

karĢılaĢtırılmasında bağımsız iki örnek T testi kullanıldı. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

4.1. Makroskobik Bulgular 

Deneysel araĢtırmamızda Toluen verdiğimiz tavĢanlarda kontrol grubundan farklı bir 

Ģekilde makroskobik olarak pupillerde büyüme, kusma, bazı hayvanların ağız ve burun 

bölgelerinde kanama ve ayakta dengede duramama gibi postür bozuklukları 

gözlemlenmiĢtir. 

4.2. Histopatolojik Bulgular 

Hematoksilen-Eozin ile boyanan preparatlar incelendiğinde (Çizelge 4.1 ve ġekil 4.1), 

kontrol grubunda beyin dokularının korteks morfolojisi ve nöronal yapısının normal 

olduğu gözlendi. Kontrol grubunun yüksek büyütmesinde nöropil bozulmamıĢ 

damarlarla normal ve homojen görüldü. Çekirdekli nöron cisimleri normaldi. Toluen 

verilen tavĢanlarda prefrontal ve entorinal beyin kortexinde fokal vakuoler dejenerasyon 

(abseleĢmeler), gliozis, perivasküler demiyelinizasyon, çok sayıda piknotik hücre ve 

nekroz alanları izlendi (ġekil 4.2, 4.3, 4.4 ve 4.5). Toluen grubunda kontrol grubuna 

oranla prefrontal korteks, entorinal korteks ve hippokampus alanlarında belirgin 

derecede kan damarlarında aĢırı geniĢlemeler ve hücreler arasında kompenzasyonun 

ciddi ölçüde dejenerasyona uğradığı hücre sınırlarının nerdeyse dağıldığı görülmektedir 

(ġekil 4.6 ve 4.7). Toluen grubunda piamater de ayrılmalar ve kanamalar gözlemlendi. 

Nöron cisimciklerinde küçülme ve dejenerasyon ve nöropilin vakuolizasyonu belirlendi. 

Oligodendrosit hücrelerinde Toluen grubunda hücre çekirdeklerinde anormal Ģekil 

bozuklukları görülmektedir. Hippokampus bölgesindeki sıralı nöronların gövdelerinde 

Toluene maruz kalan grupta nöron gövdeleri kontrol grubuna kıyasla yapısal olarak 

daha belirgin bozunmalara uğramıĢtır (ġekil 4.8, 4.9, 4.10 ve 4.11). 
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Çizelge 4.1. Yüksek doz akut Toluen maruziyetine bağlı histopatolojik değiĢimlerin skorlarının 

bakılan tüm beyin bölgelerinde ki ortalama skorların toplamı ve istatistiki analiz 

 

 
 

 

 

 

 
 

Şekil 4.1. Yüksek doz akut Toluen maruziyetine bağlı histopatolojik değiĢimlerin 

skorlarının bakılan tüm beyin bölgelerinde ki skorların grafik gösterimi 
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Çizelge 4.2. Yüksek doz akut Toluen maruziyetine bağlı histopatolojik değiĢimlerin 

skorlarının prefrontal korteks ve entorinal kortekste ki gösterimi 

Denek No
Fokal 

Vakualizasyon
Dejenerasyon

Perivaskular 

Demiyelinizasyon

Inflamatuar 

hücre

Kan Damarı 

Hasarı

Piknotik 

Hücre
Denek No

Fokal 

Vakualizasyon
Dejenerasyon

Perivaskular 

Demiyelinizasyon

Inflamatuar 

hücre

Kan Damarı 

Hasarı

Piknotik 

Hücre

1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0

2 1 0 0 1 0 0 2 0 0 1 1 0 1

3 0 0 0 0 1 0 3 1 1 1 0 1 1

4 0 1 0 0 1 1 4 1 0 0 1 1 1

5 1 1 1 1 0 1 5 0 1 1 0 0 1

6 1 0 1 1 1 1 6 1 0 1 1 1 1

7 0 0 1 0 0 0 7 0 1 1 1 1 0

8 8

9 9

10 10

Toplam 

Skor
3 2 3 4 3 3

Toplam 

Skor
4 3 5 5 4 5

Ortalama 0,43 0,29 0,43 0,57 0,43 0,43 Ortalama 0,57 0,43 0,71 0,71 0,57 0,71

Denek No
Fokal 

Vakualizasyon
Dejenerasyon

Perivaskular 

Demiyelinizasyon

Inflamatuar 

hücre

Kan Damarı 

Hasarı

Piknotik 

Hücre
Denek No

Fokal 

Vakualizasyon
Dejenerasyon

Perivaskular 

Demiyelinizasyon

Inflamatuar 

hücre

Kan Damarı 

Hasarı

Piknotik 

Hücre

1 2 3 2 3 2 3 1 2 3 3 3 3 3

2 3 3 2 3 2 3 2 3 3 2 2 2 3

3 3 3 1 3 2 3 3 2 3 2 3 3 3

4 3 3 3 3 3 3 4 3 3 3 2 2 2

5 2 2 3 2 3 3 5 2 3 1 2 3 3

6 2 3 2 2 2 3 6 3 2 2 3 2 3

7 2 3 2 2 1 3 7 2 2 3 3 2 2

8 3 3 1 3 3 3 8 2 3 2 2 3 3

9 3 2 3 2 3 3 9 3 3 3 3 2 2

10 3 2 3 3 2 3 10 3 2 1 3 2 3

Toplam 

Skor
26 27 22 26 23 30

Toplam 

Skor
25 27 22 26 24 27

Ortalama 2,6 2,7 2,2 2,6 2,3 3 Ortalama 2,5 2,7 2,2 2,6 2,4 2,7

Entorinal Korteks Kontrol Grubu

Entorinal Korteks Toluen Grubu

Prefrontal Korteks Kontrol Grubu

Prefrontal Korteks Toluen Grubu
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Çizelge 4.3. Yüksek doz akut Toluen maruziyetine bağlı histopatolojik değiĢimlerin 

skorlarının hipotalamus ve hipokampusta ki gösterimi 
 

Denek No
Fokal 

Vakualizasyon
Dejenerasyon

Perivaskular 

Demiyelinizasyon

Inflamatuar 

hücre

Kan Damarı 

Hasarı

Piknotik 

Hücre
Denek No

Fokal 

Vakualizasyon
Dejenerasyon

Perivaskular 

Demiyelinizasyon

Inflamatuar 

hücre

Kan Damarı 

Hasarı

Piknotik 

Hücre

1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0

2 1 0 0 1 0 0 2 1 0 1 0 0 0

3 1 1 1 0 0 0 3 1 0 0 0 1 0

4 0 1 0 1 1 1 4 0 0 0 0 0 1

5 1 1 1 1 0 0 5 0 1 1 1 0 0

6 1 0 0 0 1 1 6 0 0 1 1 0 1

7 1 1 1 1 0 0 7 0 0 1 0 0 0

8 8

9 9

10 10

Toplam 

Skor
5 4 4 4 2 2

Toplam 

Skor
2 1 4 2 2 2

Ortalama 0,71 0,57 0,57 0,57 0,29 0,29 Ortalama 0,29 0,14 0,57 0,29 0,29 0,29

Denek No
Fokal 

Vakualizasyon
Dejenerasyon

Perivaskular 

Demiyelinizasyon

Inflamatuar 

hücre

Kan Damarı 

Hasarı

Piknotik 

Hücre
Denek No

Fokal 

Vakualizasyon
Dejenerasyon

Perivaskular 

Demiyelinizasyon

Inflamatuar 

hücre

Kan Damarı 

Hasarı

Piknotik 

Hücre

1 2 2 2 3 2 3 1 3 3 2 3 2 2

2 2 3 1 3 3 3 2 3 2 3 3 2 3

3 3 3 3 3 2 2 3 2 3 2 2 2 3

4 3 2 2 3 1 3 4 2 2 3 3 3 2

5 3 2 3 1 3 3 5 2 2 3 2 2 3

6 2 3 2 2 2 2 6 2 2 3 3 2 3

7 2 2 1 2 1 3 7 3 3 2 2 2 3

8 3 3 2 2 2 3 8 2 3 2 2 2 3

9 2 3 3 2 3 2 9 2 3 3 3 2 3

10 3 2 2 3 3 3 10 3 2 2 3 2 2

Toplam 

Skor
25 25 21 24 22 27

Toplam 

Skor
24 25 25 26 21 27

Ortalama 2,5 2,5 2,1 2,4 2,2 2,7 Ortalama 2,4 2,5 2,5 2,6 2,1 2,7

Hipokampus Kontrol Grubu

Hipokampus Toluen Grubu

Hipotalamus Kontrol Grubu

Hipotalamus Toluen Grubu
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Çizelge 4.4. Yüksek doz akut Toluen maruziyetine bağlı histopatolojik değiĢimlerin 

skorlarının substantia nigrada ki gösterimi 
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Şekil 4.2. Yüksek doz akut Toluen maruziyetine bağlı histopatolojik değiĢimlerin 

gösterimi H&E boyama 
*E) Kontrol grubu, prefrontal kortex, H&E (x40) F) Toluen grubu, prefrontal kortex, H&E (x40) 

(Oklarda gösterilen histomorfolojik değiĢiklikler; abseleĢme(siyah ok), kan damarlarında hasar(mavi ok), 

hücre sınırlarında belirgin kayıplar ve gliozis(sarı ok)) 

 

 

 
 

Şekil 4.3. Prefrontal Kortekste ki yüksek doz akut Toluen maruziyetine bağlı 

histopatolojik değiĢimlerin grafiksel gösterimi 
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Şekil 4.4. Yüksek doz akut Toluen maruziyetine bağlı histopatolojik değiĢimlerin 

gösterimi H&E boyama 
*A) Kontrol grubu, entorhinal cortex, H&E (x40) B) Toluen grubu, entorhinal cortex, H&E (x40) 

(Oklarda gösterilen histomorfolojik değiĢiklikler; abseleĢme(siyah ok), kan damarlarında hasar(mavi ok),  

gliozis ve  hücre sınırlarında belirgin kayıplar(sarı ok)) 

 

 

 

Şekil 4.5. Entorinal Kortekste ki yüksek doz akut Toluen maruziyetine bağlı 

histopatolojik değiĢimlerin grafiksel gösterimi 
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Şekil 4.6. Yüksek doz akut Toluen maruziyetine bağlı histopatolojik değiĢimlerin 

gösterimi  H&E boyanma 40X büyütme 
*A) Kontrol Grubu hipotalamus B) Toluen Grubu hipotalamus (Oklarda gösterilen histomorfolojik 

değiĢiklikler; abseleĢme(sarı ok), kan damarlarında hasar(mavi ok), piknotik hücreler ve  hücre 

sınırlarında belirgin kayıplar(siyah ok)) 

 

 

 

 

 

 
 

Şekil 4.7. Hipotalamusta ki yüksek doz akut Toluen maruziyetine bağlı histopatolojik 

değiĢimlerin grafiksel gösterimi 
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Şekil 4.8. Yüksek doz akut Toluen maruziyetine bağlı histopatolojik değiĢimlerin 

gösterimi H&E boyama 
*C) Kontrol grubu, hippocampal alan, H&E (x40) D) Toluen grubu, hippocampal alan, H&E (x40) 

(Oklarda gösterilen histomorfolojik değiĢiklikler; abseleĢme(siyah ok), kan damarlarında hasar(mavi ok), 

piknotik hücreler(siyah ok), demiyelinizasyon ve  hücre sınırlarında belirgin kayıplar(sarı ok)) 

 

 

 

 

 
 

Şekil 4.9. Hipokampusta ki yüksek doz akut Toluen maruziyetine bağlı histopatolojik 

değiĢimlerin grafiksel gösterimi 
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Şekil 4.10. Yüksek doz akut Toluen maruziyetine bağlı histopatolojik değiĢimlerin 

gösterimi H&E boyama 
*C) Kontrol grubu, substantia nigra, H&E (x40) D) Toluen grubu, substantia nigra, H&E (x40) (Oklarda 

gösterilen histomorfolojik değiĢiklikler; abseleĢme(siyah ok), kan damarlarında hasar(mavi ok), 

astrositlerde gliozis(siyah ok), piknotik hücreler(siyah ok), demiyelinizasyon ve  hücre sınırlarında 

belirgin kayıplar(sarı ok)) 

 

 

 

 

 
 

Şekil 4.11. Substantia nigra daki yüksek doz akut Toluen maruziyetine bağlı 

histopatolojik değiĢimlerin grafiksel gösterimi 
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Kristal viyole boyama yapılmıĢ kesitler incelendiğinde (Çizelge 4.5) kontrol grubunda 

spesifik bir boyanma gözlenmedi (ġekil 4.12 ve  4.13). Ancak Toluen grubunda ki 

kesitler incelendiğinde ise boyanma yoğunluğunda belirgin bir artıĢ olduğu ve Senil 

plakların büyüklüklerinin ve sayısının arttığı fark edildi. Nöronların hücre gövdelerinin 

ve uzantılarının etrafında amiloid plakların depolandığı ve bu alanların geniĢleyerek 

senil plakları oluĢturduğu gözlendi. Beyin korteksinin üst tabakasında daha az, alt 

tabakasında ve substantia nigra alanlarında ise daha yoğun diffüz amiloid plak izlendi 

(ġekil 4.14 ve 4.15). 

Çizelge 4.5. Kristal Viyolet boyama ile senil plak (amiloid plak) yoğunluk bulguları 

Senil Plak 

Histopatolojisi 

  Grup  Toplam   

  Kontrol Toluen     

Yoğunluk n % n % n % P 

Prefrontal 

Korteks 

+++ 0 0 10 100 7 100 

0,001* 
+ 7 100 0 0 7 100 

Entorinal Korteks 
+++ 0 0 10 100 7 100 

0,001* 
+ 7 100 0 0 7 100 

Hipotalamus 
+++ 0 0 10 100 7 100 

0,001* 
+ 7 100 0 0 7 100 

Hipokampus 
+++ 0 0 10 100 7 100 

0,001* 
+ 7 100 0 0 7 100 

Substantia Nigra 
+++ 0 0 10 100 7 100 

0,001* 
+ 7 100 0 0 7 100 
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Şekil 4.12. Toluen maruziyeninin Kristal Viyolet boyanmasında senil ve amiloid 

plakların oluĢumu 40X büyütme 
*A) Kontrol Grubu Prefrontal Korteks B) Toluen Grubu Prefrontal Korteks 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Şekil 4.13. Toluen maruziyeninin Kristal Viyolet boyanmasında senil ve amiloid 

plakların oluĢumu 40X büyütme 
*A) Kontrol Grubu Entorinal Korteks B) Toluen Grubu Entorinal Korteks 
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Şekil 4.14. Toluen maruziyeninin Kristal Viyolet boyanmasında senil ve amiloid 

plakların oluĢumu 40X büyütme 
*A) Kontrol Grubu Hipotalamus B) Toluen Grubu Hipotalamus 

 
 

 

 
 

Şekil 4.15. Toluen maruziyeninin Kristal Viyolet boyanmasında senil ve amiloid 

plakların oluĢumu 40X büyütme 
*A) Kontrol Grubu Hipokampus  B) Toluen Grubu Hipokampus 

4.3. İmmunohistokimyasal Bulgular 

ÇalıĢmamızda, apoptozisin varlığını ortaya koymak için her iki gruba ait beyin doku 

kesitlerinde yapılan immünohistokimyasal boyamada Bax Kaspaz-3 immün reaktivitesi 

gözden geçirildi (Çizelge 4.6 ve 4.7). Bax ve Kaspaz-3 proteininin beyin dokusunda 

görünür hale getirilerek incelenmesi için yapılan bu boyamada, saptanan reaksiyonun 

yoğunluğuna göre semi kantitatif değerlendirme yapıldı. 
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Kontrol grubuna ait beyin kesitleri incelendiğinde, beyin kortexi, hippocampal alan, 

entorhinal kortex ve substantia nigra bölgelerindeki hücre sitoplazmalarında, 

immünohistokimyasal olarak Bax (ġekil 4.16.A-20.A) ve Kaspaz-3 (ġekil 4.21.A,-

25.A) immün reaktivitesinin negatif olduğu (0) görüldü. 

Toluen uygulanan tavĢanlarda ise, beyin kortexi hücre sitoplazmalarında Ģiddetli 

derecede (3+) Bax ve Kaspaz-3 immün reaktivitesinde önemli oranda artıĢ meydana 

geldiği tespit edildi (ġekil 4.16.B-20.B) (ġekil 4.21.B-25.B). 

Çizelge 4.6. Bax boyama ile immunreaktivite yoğunluk bulguları 

Bax 

İmmunreaktivitesi 

  Grup  Toplam   

  Kontrol Toluen     

Yoğunluk n % n % n % P 

Prefrontal Korteks 
+++ 0 0 10 100 7 100 

0,001* 
+ 7 100 0 0 7 100 

Entorinal Korteks 
+++ 0 0 10 100 7 100 

0,001* 
+ 7 100 0 0 7 100 

Hipotalamus 
+++ 0 0 10 100 7 100 

0,001* 
+ 7 100 0 0 7 100 

Hipokampus 
+++ 0 0 10 100 7 100 

0,001* 
+ 7 100 0 0 7 100 

Substantia Nigra 

+++ 0 0 10 100 7 100 

0,001* 

+ 7 100 0 0 7 100 
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Şekil 4.16. Yüksek doz akuz Toluen maruziyetinin neden olduğu apopitozisin 

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

immunreaktivitesi Prefrontal Korteks (x40) 

 

 

 

Şekil 4.17. Yüksek doz akuz Toluen maruziyetinin neden olduğu apopitozisin 

Ġmmunohistokimyasal boyama ile gösterimi 
*A) Kontrol grubu, Bax immunreaktivitesi  Entorinal Korteks (x40) B) Toluen grubu, Bax 

immunreaktivitesi Entorinal Korteks (x40) 

 

 
 

 

 



67 

 

 
 

Şekil 4.18. Yüksek doz akuz Toluen maruziyetinin neden olduğu apopitozisin 

Ġmmunohistokimyasal boyama ile gösterimi 
*A) Kontrol grubu, Bax immunreaktivitesi  Hipotalamus (x40) B) Toluen grubu, Bax immunreaktivitesi 

Hipotalamus (x40) 

 

 

 

 
 

Şekil 4.19. Yüksek doz akuz Toluen maruziyetinin neden olduğu apopitozisin 

Ġmmunohistokimyasal boyama ile gösterimi 
*A) Kontrol grubu, Bax immunreaktivitesi  Hipokampus (x40) B) Toluen grubu, Bax immunreaktivitesi 

Hipokampus (x40) 
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Şekil 4.20. Yüksek doz akuz Toluen maruziyetinin neden olduğu apopitozisin 

Ġmmunohistokimyasal boyama ile gösterimi 
*A) Kontrol grubu, Bax immunreaktivitesi  Substantia Nigra (x40) B) Toluen grubu, Bax 

immunreaktivitesi Substantia Nigra (x40) 

 

 

 

Çizelge 4.7. Kaspaz-3 boyama ile immunreaktivite yoğunluk bulguları 

Kaspaz-3 

İmmunreaktivitesi 

  Grup  Toplam   

  Kontrol Toluen     

Yoğunluk n % n % n % P 

Prefrontal Korteks 
+++ 0 0 10 100 7 100 

0,001* 
+ 7 100 0 0 7 100 

Entorinal Korteks 
+++ 0 0 10 100 7 100 

0,001* 
+ 7 100 0 0 7 100 

Hipotalamus 
+++ 0 0 10 100 7 100 

0,001* 
+ 7 100 0 0 7 100 

Hipokampus 
+++ 0 0 10 100 7 100 

0,001* 

+ 7 100 0 0 7 100 

Substantia Nigra 

+++ 0 0 10 100 7 100 

0,001* 
+ 7 100 0 0 7 100 
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Şekil 4.21. Yüksek doz akuz Toluen maruziyetinin neden olduğu apopitozisin 

Ġmmunohistokimyasal boyama ile gösterimi 
*C) Kontrol grubu, Kaspaz-3 immunreaktivitesi Prefrontal Korteks (x40) D) Toluen grubu, Kaspaz-3 

immunreaktivitesi Prefrontal Korteks (x40) 

 

 

 

 

 
 

Şekil 4.22. Yüksek doz akuz Toluen maruziyetinin neden olduğu apopitozisin 

Ġmmunohistokimyasal boyama ile gösterimi 
*C) Kontrol grubu, Kaspaz-3 immunreaktivitesi Entorinal Korteks (x40) D) Toluen grubu, Kaspaz-3 

immunreaktivitesi Entorinal  Korteks (x40) 
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Şekil 4.23. Yüksek doz akuz Toluen maruziyetinin neden olduğu apopitozisin 

Ġmmunohistokimyasal boyama ile gösterimi 
*C) Kontrol grubu, Kaspaz-3 immunreaktivitesi Hipotalamus (x40) D) Toluen grubu, Kaspaz-3 

immunreaktivitesi Hipotalamus (x40) 

 

 

 

 

 
 

Şekil 4.24. Yüksek doz akuz Toluen maruziyetinin neden olduğu apopitozisin 

Ġmmunohistokimyasal boyama ile gösterimi 
*C) Kontrol grubu, Kaspaz-3 immunreaktivitesi Hipokampus (x40) D) Toluen grubu, Kaspaz-3 

immunreaktivitesi Hipokampus (x40) 

 

 

 

 

 

 



71 

 

 
 

Şekil 4.25. Yüksek doz akuz Toluen maruziyetinin neden olduğu apopitozisin 

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

immunreaktivitesi Substantia Nigra (x40) 

 

4.4. Biyokimyasal Bulgular  

Kan serumunda yapılan ELISA ölçümleri sonucunda elde edilen veriler 

değerlendirildiği zaman Toluen uygulanan gruplarda ki TNF alpha seviyelerinin kontrol 

grubuna göre anlamlı ölçüde artmıĢ olduğu saptanmıĢtır (Çizelge 4.8) (ġekil 4.26) 

(p<0,001). 

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

 

 

 

 

 Group   

  Control Toluene   

  ±SD ±SD t p 

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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Çizelge 4.9. Yüksek doz akut Toluen maruziyetine bağlı biyokimyasal ELISA 

analizlerinin skorlarının gösterimi 

Denek 

No

Kontrol 

Grubu

Toluen 

Grubu
Birim

Denek 

No

Kontrol 

Grubu

Toluen 

Grubu
Birim

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

Denek 

No

Kontrol 

Grubu

Toluen 

Grubu
Birim

Denek 

No

Kontrol 

Grubu

Toluen 

Grubu
Birim

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

TNF-alpha Dopamine

GFAP NGF
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Şekil 4.26. TNF-alpha serum seviyeleri gariği 

Substantia nigra bölgelerinden salgılanan dopamine (DA) serum seviyeleri toluene 

grubunda control grubuna gore anlamlı derecede azaldığı görülmüĢtür (ġekil 4.27) 

(p<0,001). 

 

Şekil 4.27. Dopamin serum seviyeleri grafiği 
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Hippocampal nöronlardan salınan sinir büyüme faktörü (NGF) toluen maruziyeti olan 

grupta serum NGF seviyeleri control grubuna kıyasla önemli ölçüde azalmıĢ olduğu 

görülmüĢtür (ġekil 4.28) (p<0,001). 

 

Şekil 4.28. NGF serum seviyeleri grafiği 

Beyindeki astrosit hücrelerinden salınan GFAP seviyelirinde de toluene grubunda 

azalma olduğu görülmüĢ ve bu azalmanın control grubuna kıyaslandığı zaman anlamlı 

seviyede düĢük olduğu gözlemlenmiĢtir (ġekil 4.29) (p<0,001). 
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Şekil 4.29. GFAP serum seviyeleri grafiği 

Gruplara ait kan serum örneklerinde, spektrofotometrik olarak Na, K, NO, GSH ve 

MDA değerleri Çizelge 4.10’daki bulundu. Buna göre oksidatif hasarı belirlemede 

önemli bir parametre ve kanda lipid peroksidasyonun bir göstergesi olan MDA 

düzeylerinin, Toluen uygulanan grupta istatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde arttığı 

tespit edildi (p<0,05). Antioksidan ve oksidatif hasarı düĢürerek koruyucu ve 

düzenleyici etkisi olan NO ve GSH düzeylerinin kontrol grubuna kıyasla önemli ölçüde 

azaldığı bulundu (p <0,05). Toluene maruz bırakılan hayvanlarda serum Na ve K 

düzeylerinin kontrol grubuna oranla oldukça yüksek olduğu, bu yüksekliğin istatistiksel 

açıdan anlamlı olduğu belirlendi. 
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Çizelge 4.10. Deney ve kontrol grubu kan serum örneklerindeki Na, K, NO, GSH ve 

MDA değerleri (Değerler ortalama ± standart hata Ģeklinde ifade edildi). 

 

Grup   

Deney (Toluen) Kontrol   

±SH ±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 anlamlı bir Ģekilde artıĢ 

göstermiĢtir (ġekil 4.30) (p< 0.001). 
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Çizelge 4.11. Yüksek doz akut Toluen maruziyetine bağlı biyokimyasal Na, K ve 

antioksidan analizlerinin skorlarının gösterimi 

 

Grup I (Toluen Grubu) Grup II (Kontrol Grubu)
Grup I (Toluen 

Grubu)

Grup II (Kontrol 

Grubu)

41.32 58.96 170 135

40,35 57,64 168 138

43,68 55,69 184 145

39,25 59,36 157 144

38,48 61,25 191 136

41,87 60,97 187 138

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

Grup I (Toluen 

Grubu)

Grup II (Kontrol 

Grubu)

Grup I (Toluen Grubu) Grup II (Kontrol Grubu) 6,56 4,78

4,75 4,07 5,98 4,63

5,01 3,17 7,25 6,71

4,65 3,21 7,39 6,39

4,32 2,98 7,65 4,97

5,23 3,25 6,34 6,12

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 (Toluen Grubu) Grup II (Kontrol Grubu)

78,43 113,83

70,28 120,67

71,36 119,34

82,64 126,01

79,39 99,48

72,69 108,35

85,64 110,53

80,98

70,69

87,02

Ortalama 77,912 114,03

p

GRUPLAR

Potasyum  

(mmol/L)

GRUPLAR

GRUPLAR

NO (µmol/L)

Grup I-II 0,970

Sodyum  

(mmol/L )

GSH  

(nmol/mL)

Grup I-II 0,970

MDA 

(nmol/mL)

GRUPLAR

Grup I-II 0,970

GRUPLAR
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Şekil 4.30. Serum sodyum değerlerinin gösterimi 

Potasyum düzeyleri incelendiğinde Toluen grubundaki artıĢın istatistiksel olarak anlamlı 

olduğu belirlenmiĢtir (ġekil 4.31) (p< 0.005). 

 

Şekil 4.31. Serum potasyum değerlerinin gösterimi 

Lipid peroksidasyonunu gösteren MDA değerleri toluen verilen grupta 4,849 nmol/L ve 

kontrol grubunda ise 3,458 nmol/L olarak bulunmuĢtur (ġekil 4.32) (p<0,001). 
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Şekil 4.32. Serum MDA değerlerinin gösterimi 

NO değerleri toluen verilen grupta 40,86 µmol/L ve kontrol grubunda ise 58,47 µmol/L 

olarak bulunmuĢtur. Toluen verilen grupta plazma NO değerleri kontrol grubundan 

istatistiki olarak önemli düzeyde düĢük bulunmuĢtur (ġekil 4.33) (p<0,001). 

 

Şekil 4.33. Serum NO değerlerinin gösterimi 

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

grubundan istatistiki olarak önemli düzeyde düĢük bulunmuĢtur (ġekil 4.34) (p<0,001). 

 
 

Şekil 4.34. Serum GSH değerlerinin gösterimi 

ÇalıĢmamızın biyokimyasal bölümünden elde ettiğimiz sonuçlara göre Toluen 

tavĢanlarda oksidatif hasara yol açar ve vücut sıvısı elektrolit dengesini bozar. 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

Toluen hayatın birçok alanında kullanılan ve oldukça sık karĢılaĢılan bir maddedir. 

Evde ve endüstride sayısız yerde kullanılması bağımlılık yapıcı bir madde olması ve 

istenildiğinde kolaylıkla temin edilebilmesi nedeniyle toplumun önemli bir bölümünü 

etkilediğinden, diğer organik solventlerden farklı  bir öneme sahiptir (Faust 1994; Jones 

1997; OEHHA 1999). Toluenin özellikle merkezi sinir sistemi ve karaciğer baĢta olmak 

üzere birçok doku üzerinde toksik etkilerinin olduğunu kanıtlayan bilimsel araĢtırmalar 

vardır (Park et al. 2003). Toluene maruz kalan insan ve hayvanlarda ilk etki merkezi 

sinir sistemi depresyonudur. Yüksek konsantrasyonlarda diğer uçucu maddelerle benzer 

olarak psikomotor hasarlanma, lokomotor aktivitelerde eksitasyon ve daha sonrada 

inhibisyon, ayakta durma refleksinin kaybolması ve sedasyon gibi etkileri vardır 

(Dossing et al. 1983b; Tsatsakis et al. 1997; Tomei et al. 1999). Deneysel 

araĢtırmamızda Toluen verdiğimiz tavĢanlarda makroskobik olarak pupillerde büyüme, 

kusma, bazı hayvanların ağız ve burun bölgelerinde kanama ve ayakta dengede 

duramama gibi postür bozuklukları gözlemlenmiĢtir. Toluen bu etkileri gabaerjik, 

glutamaterjik, serotonerjik, dopaminerjik yolakları etkileyerek yapar (Bowen et al. 

2005; Balster 1998). Toluen lipofilik özelliğinden dolayı hücre duvarındaki lipit 

yapısını değiĢtirir ve proteinlerle etkileĢime girer. Akut dozlarda Na/K-ATPaz 

aktivitesini önemli oranda artırarak membran akıĢkanlığını artırır (Calderon-Guzman et 

al. 2005b). ÇalıĢmamızda serum sodyum ve potasyum değerlerinin kontrol grubuna 

kıyasla anlamlı derecede yüksek olduğunun bulunmazı aynı yolla Toluen’in etkisini 

gösterdiğinin bir kanıtı olarak değerlendirilebilmektedir. 

Tiner inhalasyonun etkisini incelemek için sıçan modelini kullanan bazı çalıĢmalar 

vardır. Bu çalıĢmaların çoğu tineri, özellikle tinerin ana bileĢeni olan Toluen'in birçok 

dokuyu ve merkezi sinir sistemini etkilediğini ortaya koymaktadır. Halifeoğlu et al. 

(2000) bir çalıĢmalarında Toluen'in etkisini kan, bazı dokular ve vücut sıvılarına yayma 

yeteneği olduğunu göstermiĢtir. Bu çalıĢmalarında lipid peroksidasyonunun bir ürünü 

olan MDA düzeyleri, kontrol grubuna kıyasla, tinere maruz kalan iĢçilerde belirgin 

olarak daha yüksek bulunmuĢtur. Lipid peroksidasyonu, çoklu doymamıĢ yağ asitlerinin 



82 

 

oksidatif serbest radikallerle reaksiyonu sonucunda oluĢmaktadır. Lipid 

peroksidasyonundan türetilen metabolik ürünler, hücrelerin birçok bileĢeniyle 

reaksiyona girebilmekte ve hücresel ve metabolik fonksiyonlar üzerinde zehirli etkilere 

neden olabilmektedir (Köse and Doğan 1991). Toluen fosfolipid etkileĢimlerinden 

dolayı, hücresel membran kompozisyonları, fonksiyonu ve akıĢkanlıklarını büyük 

ölçüde değiĢtirmiĢtir. In vitro olarak lipid peroksidazlarının oluĢması nedeniyle serbest 

oksijen radikallerinin araĢidonik asit metabolizmasını dolaylı olarak uyardığı ve 

prostaglandin, tromboksan ve lökotrien konsantrasyonlarında artıĢa neden olduğu 

gösterilmiĢtir. Bu olaylar, geçirgenlik ve dolaĢımda değiĢikliğe neden olmaktadır 

(Ererel et al. 1992). Bazı deneysel çalıĢmalarda, sıçanlar tiner inhalasyonuna maruz 

bırakıldığında, doku MDA düzeylerinin arttığı, buna karĢılık SOD aktivitesi 

düzeylerinde bir düĢüĢ olduğu bildirilmiĢtir (TaĢ vd 2011). Halifeoğlu et al. (2000) 

çalıĢma bulgularına göre uzun vadeli teneffüs sonucunda, sadece lipid peroksidasyonu 

değil, aynı zamanda eritrositlerdeki antioksidan SOD ve GSH’ın enzim aktivite 

seviyeleri de büyük oranda artmıĢtır. En az on yıl boya tineriyle uğraĢan olgularında 

SOD ve GSH aktivite düzeylerinin indüksiyonu olabildiğini düĢünmektedirler. Bu 

sonuçlar ıĢığında SOD ve GSH aktivite seviyelerinin azalmadığını, ancak eritrositlerde 

indüklendiğini açıkça göstermekte olduğunu söylemektedirler. Oksidatif stres doku 

hasarına neden olabilmektedir. Bu hasarın bir göstergesi olarak kullanılabilecek 

parametrelerden biri MDA’dır. MDA, lipid peroksidasyonu sonucu ortaya çıkan bir 

üründür (Kamal et al. 1989; Pompella 1997). CoĢkun et al. (2006) tarafından yapılan bir 

rat çalıĢmasında periferik sinirlerde kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığı zaman Toluen 

grubunda doku MDA düzeylerinde bir artıĢ olduğu belirtilmiĢtir. Rat beyin dokuları 

üzerinde yapılan baĢka bir çalıĢmada ise Toluen ihtiva eden tinerin kullanıldığı grupta ki 

MDA düzeyleri kontrol grubuna kıyasla artıĢ göstermiĢtir (BaydaĢ et al. 2003). Bu 

sonuçlar ıĢığında çalıĢmamızdaki lipid peroksidasyonu metabolizması ürünü olan MDA 

bulguları sonucunda Toluen’in prefrontal kortekste oksidatif hasara neden olduğunu 

düĢünebiliriz. 

Lipid peroksidasyonu, hücre zarındaki fosfolipidlerde bulunan çoklu doymamıĢ yağ 

asitlerinin oksidasyonu ve bu nedenle hücre zarındaki lipid yapısında meydana gelen 



83 

 

değiĢiklikler ile hücrenin yapısını ve fonksiyonlarının bozulmasıdır (Thomas 1999). 

Serbest radikallerin zardaki doymamıĢ yağ asitlerini etkileyerek bir kimyasal zincir 

tepkimesi ile baĢlayıp radikaller için devamlı bir kaynak oluĢturarak hücre zarına geri 

dönüĢümü olmayan bir hasar oluĢturur (Murray et al. 1996; Canoruç et al. 2001). Bir 

çok çalıĢmada Toluen maruziyetin doku, eritrosit ve plazma MDA seviyelerini arttırdığı 

rapor edilmiĢtir (Ulakoğlu et al. 1998; Karagözler et al. 2002; Dündaröz et al. 2003; 

Ilgazlı et al. 2004). ÇalıĢmamızda Toluen grubunun MDA seviyeleri kontrol grubuna 

göre önemli ölçüde yüksek olduğu tespit edilmiĢtir. Bu sonuçlar reaktif oksijen türleri 

oluĢumunun çok fazla olduğunu, serbest radikallerle antioksidan savunma sistemi 

arasındaki dengenin bozularak oksidatif strese ve oksidatif hasara yol açtığını 

göstermektedir. Bu nedenle lipit peroksidasyonun en önemli ürünü olan MDA 

düzeylerinde artıĢa neden olduğunu düĢünmekteyiz. 

Toluen, maruziyeti ile ilgili yapılan toksikolojik çalıĢmalar bu kimyasalın oldukça 

zararlı olduğunu göstermektedir. Tumer et al. (2007) yaptıkları bir rat çalıĢmasında 

piknotik hücrelerle ilgili histopatolojik gözlemleri, yani hücre ölümü ve özellikle 

Toluen grubundaki beyin parankimindeki TUNEL pozitif apoptotik hücrelerin önemli 

oranda artması reaktif oksijen türleri (ROS) ile iliĢkili olabileceğini düĢünmüĢlerdir. 

Toluen nörotoksisitesinin önemli yolaklarından birinin, normal hücre fizyolojisini 

etkileyen nihai olarak nöronal yok oluĢa yol açan lipidlere, proteinlere ve nükleik 

asitlere oksidatif zarar veren ROS oluĢumunu içerdiği düĢünülmektedir. ROS, hücre 

ölümüne ve hayatta kalmaya yol açan sinyal yolaklarında yer alan anahtar protein 

kinazları modüle eder. Nöronların nitrik oksit (NO) için çok hassas oldukları ve sürekli 

NO ürettiklerinde hücre ölümü meydana getirdikleri gösterilmiĢtir (Heneka et al. 1998). 

Yapılan bir çalıĢmada, NO'nun, pro ve anti apoptotik protein düzeylerini düzenleyerek 

apoptosise neden olduğu gösterilmiĢtir. Bu çalıĢmada ki infiltratif glial hücrelerin artıĢı 

ile ilgili histopatolojik bulgu dikkate alınması gereken önemli bir değiĢikliktir. ROS'un, 

beyin parankimasındaki artmıĢ iltihap hücresi ve glial hücrelerin sayısını açıklayabilen 

pro-inflamatuar mediatörler olarak hareket ettiği bildirilmektedir. ROS ile uyarılan 

sitokin salınımı potansiyel olarak inflamatuar koĢulları hızlandırır (Carbonell et al. 

2005).  
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Bir çalıĢmada, Toluen grubundaki beyin dokusunda gözlenen nöropil ödemi yaygın bir 

değiĢim olarak raporlanmıĢtır (Tumer et al. 2007). Beyin ödemi, sinir dokusunda doku 

sıvısının birikmesine neden olan kan-beyin bariyerinin bozulma durumuna bağlı 

olabilir. Kan-beyin bariyerinin çöküĢünün, sadece kılcal endotelyal astarla değil, aynı 

zamanda, vasküler bazal laminanın dıĢında bulunan astrositlerin uç ayaklarıyla da 

iliĢkili olduğu ileri sürülmüĢtür. Dolayısıyla ödem, aynı zamanda sıvı nakilinin ve 

iyonların perineural hücre dıĢı alanından kan damarlarına kadar bozulmasının bir 

sonucu olmaktaydı (Tumer et al. 2007). Ödemle ilgili histopatolojik bulgular, Toluen'in 

sadece kan dolaĢımını etkilemediğini, aynı zamanda Ameno et al. (1992) da belirttiği 

gibi, beyin omurilik sıvısının dolaĢımı yoluyla etkili olabileceğini ima etmektedir.  

Birçok oksijenli bileĢik, özellikle de MDA gibi aldehitler, membran lipoproteinleri ve 

çoklu doymamıĢ yağ asitleri üzerindeki serbest radikallerin saldırıları sırasında üretilir. 

MDA testi, lipit peroksidasyonunun ölçümü için en yaygın kullanılan testtir (Floyd 

1990). Toluene hem in vivo hem de in vitro maruz kalma, beyin dokusu da dahil olmak 

üzere birçok dokuda ROS oluĢumuna neden olur (Mattia et al. 1993c). Serbest 

radikallerin neden olduğu lipid peroksidasyonu beyin hasarının patogenezindeki en 

önemli yolaklardan biridir. Biyokimyasal değiĢiklikler yanında, beyindeki histopatolojik 

değiĢiklikler de davranıĢsal değiĢikliklerle belirginleĢebilir (Tillar et al. 2002). 

ÇalıĢmamızda elde ettiğimiz MDA düzeyleri ile histopatolojik değiĢiklikleri ifade 

ettiğimiz bulguların kombinasyonu hücreler için önemli oksidatif değiĢiklikler ortaya 

koymaktadır. 

Nitrik oksit (NO) suda ve yağda çözünebilen, organizmada vazoregulasyon ve hücresel 

toksisiteyi gösteren, kan ve endotel hücreleri arasında oluĢan etkileĢimin 

düzenlenmesinden sorumlu, antioksidan ve oksidatif hasarı azaltan biyolojik koruyucu 

ve düzenleyici bir moleküldür (Palmer et al. 1993; Matthew et al. 1999; Kuyumcu vd. 

2004). ÇeĢitli çalıĢmalarda, Toluen’in kan yoluyla tüm vücuda yayıldığı ve dokularda 

birikerek serbest radikal oluĢumunu arttırdığı antioksidan seviyelerini ise azalttığı 

bildirilmiĢtir (Mohan and Dsa 1997; Altındağ vd. 2001). Bizim çalıĢmamızda ise paralel 

bir Ģekilde toluene maruz bırakılan deneklerin plazma NO seviyeleri kontrol grubuna 



85 

 

kıyasla anlamlı ölçüde azalma göstermiĢtir. Toluene maruz kalan insanların 

serumlarında NO ürünlerinin, nitritin ve nitrat düzeylerinin artması, sitokinlerin 

yoğunluğuna veya oksidatif stres durumuna bağlanabilir (Nussler et al. 1992). 

ÇalıĢmamız sonucunda Toluen grubunun NO seviyelerinin kontrol grubuna kıyasla 

düĢük olarak izlenmesinin nedenini, çözücüye maruz kalma sonucunda enzimlerin 

inhibe edilmesine veya substrat moleküllerinin tükenmesi ile reaktif oksijen türlerinin 

(ROS) konsantrasyonunda bir artıĢa neden olabileceğini düĢünebilmekteyiz. 

Akut dozlarda Na/K-ATPaz aktivitesini önemli oranda artırarak membran akıĢkanlığını 

artırır (Calderon-Guzman et al. 2005b). ÇalıĢmamızda serum sodyum ve potasyum 

değerlerinin kontrol grubuna kıyasla anlamlı derecede yüksek olduğunun bulunmazı 

aynı yolla Toluen’in etkisini gösterdiğinin bir kanıtı olarak değerlendirilebilmektedir. 

Glutatyon, tripeptit yapısında olan ve vücuttaki birçok hücrenin fonksiyonel 

proteinlerini oksidan maddelere karĢı koruyan bir moleküldür (Champe and Harvey 

1997). Glutatyon DNA’nın sentezinde, hasarlı parçalarının onarılmasında, metabolik 

fonksiyonların yerine getirilmesinde, zehirli maddelerin inaktif hale dönüĢtürülmesinde 

ve serbest radikallerin muhtemel hasarlarının önlenmesinde görev almaktadır (Chavan 

et al. 2005). Park et al. (1998 ve 2006) çalıĢmalarında organik çözücü ve sigaraya 

maruz kalan bir vücutta serbest radikal ve reaktif oksijen türlerinin artarak kanser gibi 

hastalıklara sebep olduklarını, glutatyon gibi antioksidan maddelerin de vücut 

dokularında biriken bu serbest radikallere karĢı koyarak toksik olan bu maddeleri 

zararsız hale getirdiklerini ve bu yüzden antioksidanların konsantrasyonlarında azalma 

meydana geldiğini göstermiĢledir. Toluen maruziyetiyle ilgili bir çalıĢmada GSH 

enziminin konsantrasyonlarında kontrol grubuna göre azalma meydana gelmiĢtir 

(BaydaĢ et al. 2003). Meydan et al. (2012) tarafından yapılan çalıĢmalarda da SOD ve 

GSH enzim seviyelerinde kontrol grubuna kıyasla azalma meydana geldiği 

gözlenmiĢtir. ÇalıĢmalarında elde ettikleri bulguların oksidatif hasarın baĢlangıcını 

yansıttığını söylemiĢlerdir. Bir baĢka çalıĢmada Toluen verilen grupta GSH enzim 

değerlerinde düĢüĢ görülmüĢtür (Ozen et al. 2008). Toluenle indüklenen reaktif 

gliyozun Toluen ile indüklenen ROS oluĢumuna bağlı olduğuna inanılmaktadır. Serbest 
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radikallerin reaktif gliyozu baĢlattığı ve antioksidanlarla tedavinin, serbest radikalleri 

nötralize ederek ve lipit peroksidasyonunu inhibe ederek gliozu azalttığı öngörülmüĢtür 

(Halks-Miller et al. 1986). Mattia et al. (1993a, 1993b) ratlarda intraperitoneal Toluen 

enjeksiyonunun ROS oluĢum hızında ve beynin GSH düzeylerinde bir düĢüĢe neden 

olduğunu göstermiĢtir. Merkezi sinir sisteminde GSH, çoğunlukla glial hücreler içinde 

yoğunlaĢmıĢtır (Raps et al. 1989). Glial hücrelerin, nöronal GSH'nin korunmasında ve 

nöronları oksidasyona dayalı nörotoksiteye karĢı korumak için önemli bir rol oynadığı 

gösterilmiĢtir (Makar et al. 1994). Bu nedenle, astrositlerin nöronal oksidan ve 

antioksidan homeostazı sürdürdüğüne inanılmaktadır. GSH'nin yüksek hücre içi 

konsantrasyonu, nöronları nörotoksik hasarlardan korumak için çok önemlidir (Bridges 

et al. 1991). Bir Toluen çalıĢmasında, melatonin uygulaması nöral toplam GSH 

düzeylerini ve diğer raporlarda belgelenen GSH metabolizmasına katılan enzimlerin 

aktivitelerini arttırmaktadır (Baydas et al. 2001, 2002). Bizim çalıĢmamızda ise Toluen 

grubunun serum glutatyon miktarının kontrol grubuna göre anlamlı ölçüde azalmıĢ 

olması Toluen hasarını ortaya koymaktadır. Ayrıca süperoksit radikalinden daha zayıf 

etkili olan hidrojen peroksit, dokularda bulunan glutatyon enzimi ile su ve oksijen gibi 

daha zayıf etkili ürünlere dönüĢtürülerek etkisiz hale getirilmesi gerekirken glutatyon 

konsantrasyonlarında ki bu azalmanın sonucunda oksidatif hasara neden olduğunu 

düĢünmekteyiz. 

ÇeĢitli hayvan deneylerinde, santral sinir sisteminin Toluene bağlı toksik hasarlarında 

ilk belirgin hücresel yanıtın astrositler tarafından verildiği bildirilmiĢtir. Eisenberg 

(2003) toluen nörotoksik etkisini oluĢtururken: dopaminin kolinerjik aktivitesini 

artırarak, GABA reseptörlerine bağlanıp NMDA reseptörlerine karĢı nonkompetitif 

antagonist bir etki gösterdiğini saptamıĢtır. Mevcut sonuçlar Toluenin doğrudan nukleus 

akumbens (ACB)'de Dopamin (DA) salınımını kolaylaĢtırdığına iĢaret etmektedir. 

ACB'nin dopaminerjik innervasyonu diğer ilaç suistimallerinin takviye etkileri için 

önemli bir alt tabaka oluĢturmaktadır (Wise 2002). Bununla birlikte, yoğun çalıĢmalara 

rağmen, Toluen'in merkezi sinir sistemi (MSS) eylemlerine aracılık eden sinirsel 

substratların anlaĢılması zor olmuĢtur. Önceki davranıĢsal araĢtırmalar, Toluen'in 

lokomotor aktive edici etkilerinin bozulmamıĢ mezoakkumbal Dopamin (DA) 
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transmisyonu gerektirdiğini göstermektedir (Riegel et al. 2003). Dahası Toluen, VTA 

DA nöronlarının aktivitesini in vivo olarak artırmıĢtır (Riegel and French 1999). 

Bununla birlikte, bugüne kadar yapılan çalıĢmalarada, Toluen'in Ventral Tegmental 

Area (VTA) içindeki nöronlar üzerinde doğrudan eylemler yoluyla bu nöronları uyarıp 

uyarmadığı ve bu aktivasyonu ACB'deki uzak DA terminallerinden DA salınımını 

arttırması için yeterli olup olmadığı belli olmamıĢtır. Toluen, VTA nöronlarını uyarır ve 

ACB'de DA salımına yol açar. Verilerimiz, Toluen içeren uçucu maddelerin akut 

yüksek dozlarda alınması sonucunda, VTA DA nöronlarında doğrudan eylemler yoluyla 

mezoakumbal nörotransmisyonunu inaktive ettiğini göstermektedir. 

Ġlk olarak, Toluen, DA hücrelerine transinaptik girdilerin koptuğu VTA dilimindeki DA 

nöronlarını uyarmaktadır (Tzschentke 2001). Ġnkübasyon dilimlerinde de benzer etkiler 

gözlenmiĢtir (Katz and Miledi 1970). Bu bulgular Toluen’in, DA nöronal aktivitesini 

postsinaptik ve afferent girdiden bağımsız olarak arttırdığını düĢündürmektedir. Ġkinci 

olarak, in vivo mikrodiyaliz, doğrudan intraVTA toluen perfüzyonunun DA 

konsantrasyonlarını VTA ve ACB'de arttırdığını göstermiĢtir (Adell and Artigas 2004) . 

Uzun yıllar kronik olarak Toluene maruz kalanlarda VTA DA nöron hücre gövdeleri, bu 

bölgedeki DA'nın bilinen tek kaynağı olduğundan, DA nöronlarının parçalanmasını 

artmasının bir sonucu olarak ortaya çıkan somatodendritik DA salınımında artıĢ olması 

gerekmekteyken deneysel çalıĢmamızdan elde ettiğimiz verilere göre akut olarak 

yüksek doz Toluene maruziyetin sonucunda somatodendritik hücrelerinde oluĢan 

harabiyet ile dopamin salgılanmasında ve kan serum seviyelerinde ciddi düĢüĢ meydana 

geldiğini görmekteyiz. 

Toluen'in etkileri anatomik olarak spesifiktir. Ön VTA DA nöronlarının Toluen ile 

indüklenen stimülasyonu, prefrontal kortekste DA salınımında bildirilen Toluen ile 

indüklenen artıĢ ile iliĢkili olabilir (Gerasimov et al. 2002). Birlikte ele alındığında, bu 

bulgular posterior VTA DA hücrelerini uyararak Toluen'in distal ACB'deki hücre dıĢı 

DA konsantrasyonlarını arttırdığını göstermektedir (Riegel and French 1999). 

Dolayısıyla, daha önceki in vivo araĢtırmalarda Toluen ile indüklenen DA salınımındaki 

eksikliğin, yüksek Toluen konsantrasyonları ile indüklenen VTA DA nöronları 
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inaktivasyonundan kaynaklanmaktadır (Kondo et al. 1995; Gerasimov et al. 2002). 

Yüksek Toluen konsantrasyonunun VTA ve ACB DA düzeyleri üzerindeki farklı 

etkilere aracılık eden mekanizmaları belirsizdir (Cragg and Greenfield 1997). 

Depolarizasyonun DA taĢıyıcı fonksiyonunu inhibe ettiği bilinmektedir (Sonders et al. 

1997). Toluen tarafından oluĢan devamlı depolarizasyon, VTA DA salınımını daha da 

önleyebilmektedir (Robinson et al. 2005). Dolayısıyla, Toluen'in taĢıyıcı aktivite 

üzerindeki doğrudan etkileri göz ardı edilemez. Bununla birlikte, DA hücrelerinden 

farklı olarak, bu nöronlar tekrarlanan uyarıyla daha düĢük bir inaktivasyon eĢiği 

göstermektedir. AraĢtırma bulgularımız bize substantia nigra bölgelerinden salgılanan 

dopamine (DA) serum seviyelerinin Toluen grubunda kontrol grubuna göre anlamlı 

derecede azaldığını göstermiĢtir. 

Hücresel hedefler ile ilgili olarak, hücre ekspresyon sistemindeki çalıĢmalar Toluenin 

birçok iyon kanalının aktivitesini bozduğunu göstermektedir (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 çeĢitli proteinleri 

içerir. Toluen, mezoakumbal nörotransmisyonunu doğrudan uyaran dar bir 

konsantrasyon aralığını tanımlamaktadır Sonuçlarımız Toluen'in DA nöronlarını seçici 

olarak inaktive ettiğini, Na-K sonuçlarına göre de bozulan iyon kanalları aktivitesini 

göstermekte ve bu mekanizmaların bir veya daha fazlasının DA nöronlarının Toluene 

bağlı uyarılmasına katkıda bulunduğunu düĢünmekteyiz. 

Astrositler merkezi sinir sistemine yönelik bir etki olduğunda en erken hücresel tepkileri 

veren makrofaj hücrelerdir. Bu yanıt GFAP (Glial Fibriler Asidik Protein)’ın aĢırı 

miktarda artıĢı ile karakterize olmaktadır (Janeczko 1989, 1993). BaydaĢ et al. (2003) 

çalıĢmalarında tiner inhalasyonun birkaç beyin bölgesinde GFAP ekspresyonunu ve 

bozunumunu arttırdığını göstermiĢlerdir. Ġlaveten bu çalıĢmalarında Toluen maruziyeti, 

özellikle de hipokampusta ki GFAP içeriğini arttırdığını bildirmiĢlerdir. Reaktif gliozu 

yansıtan geliĢmiĢ GFAP ifadesi, Toluen inhalasyonunundan yakın bir zaman sonra fare 

beyninde belirtilmiĢtir (Gotohda et al. 2000). ÇalıĢma verilerimiz içinde histopatolojik 
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bulgular da toluene grubunda kontrol grubuna kıyasla hücresel bazda artmıĢ gliozis 

görülmesine rağmen kan serum seviyelerinde ki GFAP ekspresyonunda Toluen 

grubunda önemli ölçüde azalma meydana gelmiĢtir. Bu durumun akut yüksek doz 

Toluenin etkilerinin sonucunda olduğunu söyleyebiliriz. 

Toluen kullanımına bağlı izlenen astrosit aktivasyonu, Toluen kullananlarda saptanan 

nörofizyolojik değiĢikliklerde astrositlerin de bir rolü olduğunu düĢündürmektedir. 

Özellikle ratlarda yapılan çalıĢmalarda toluenin oksidadif strese neden olarak reaktif 

oksijen ürünlerini artırarak nöronal hasar yapıp gliozise neden olduğu belirtilmiĢtir. Rat 

çalıĢmalarında da Toluenin neden olduğu gliozisin belirlenmesinde GFAP 

kullanılmıĢtır. Gliozisin özellikle hippokampous, korteks ve serebellum bölgelerinde 

belirgin olarak arttığı belirtilmiĢtir (Faust 1994; Georganopoulou et al. 2005). 

ÇalıĢmamızın histolojik kesitlerinde özellikle prefrontal korteks kısmında Toluen 

grubunda gliozisin belirgin miktarda arttığını gözlemledik. Beyindeki astrosit 

hücrelerinden salınan GFAP seviyelerinde de Toluen grubunda azalma olduğu görülmüĢ 

ve bu azalmanın kontrol grubuna kıyaslandığı zaman anlamlı seviyede düĢük olduğu 

gözlemlenmiĢtir (p<0,05). Bulgularımıza göre Toluen maruziyetine uğramıĢ deney 

hayvanlarımızda astrosit iĢaretleyici GFAP miktarlarında önemli ölçüde azalmanın 

meydana geldiği görülmüĢtür. 

Daha önceki bir çalıĢmada, Toluen maruziyetinin yetiĢkin farelerde nöroimmün 

karıĢıklığı etkilediği gösterilmiĢtir (Win-Shwe et al. 2007). NGF (Nerve Growth 

Faktör), nörotrofik bir faktör ve spesifik periferik ve beyin nöronlarının sağkalımı ve 

geliĢiminde kritik roller oynar (Chao et al. 2006; Allen and Dawbarn 2006). NGF 

merkezi ve periferik sinir sistemlerinde lokalize olan çeĢitli hücreler tarafından ve 

bağıĢıklık ve endokrin sistem hücreleri tarafından üretilir ve serbest bırakılır (Levi-

Montalcini et al. 1990; Barde 1994). NGF, üç ana homeostatik mekanizmaya ait 

fizyolojik süreçlerin "regülatörü" dür: sinir, immün ve endokrin sistemler (Alleva et al. 

1993). Normal koĢullar altında, NGF kemirgenlerin ve insanların kan dolaĢımında 

bulunur ve stresli olaylar, nöroendokrin alterasyon ve nörolojik hasarları takiben artar 

(Alleva et al. 1993; Aloe et al. 1994). Yüksek doz akut Toluene maruz kalan 
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tavĢanlarımızdan alınan serum örneklerinde hippokampal nöronlardan geliĢen sinir 

büyüme faktörünün (NGF) serum değerleri Toluen maruziyeti olan grubun kontrol 

grubuna kıyasla önemli ölçüde azalmıĢ olduğu görülmüĢtür. 

Dahası, beyinde TNF-α (Tümör Nekroz Faktör Alpha)’yı eksprese eden transgenik 

farelerde geliĢen nörolojik davranıĢlarında TNF-α ile düzenlenen NGF 

konsantrasyonunda endojen değiĢiklikler meydana gelebilir (Fiore et al. 1996). Bu 

gözlemler, NGF ve TNF-α sinyalleĢmesi arasında yakın bir iliĢki bulunduğunu ve bu 

faktörler arasındaki karıĢma bozukluklarının kanser ve Alzheimer hastalığı gibi 

hastalıklara katkıda bulunabileceğini ortaya koymaktadır (Takei and Laskey, 2008). 

Karagözler et al. (2002) ev boyacılarının kan serumlarında yaptıkları bir çalıĢmada kan 

serumundaki TNF-α ve IL-8 konsantrasyonları önemli derecede yükseldiğini 

gözlemlemiĢlerdir. Toksikolojik yanıtlarda TNF-α’nın rolü daha önce yapılan bazı 

çalıĢmalarda bildirilmiĢtir (Baggiolini and Clark-Lewis 1992; Luster et al. 1999). Bu 

çalıĢmalardan bazılarında araĢtırmacılar artan MDA seviyeleri, azaltılmıĢ SOD ve GSH 

aktiviteleri ile birlikte ev boyacılarının serumundaki bulgularının oksidatif stres 

durumunu ortaya koyduğunu söylemiĢler ve oksidatif stres altındaki hücrelerde TNF-α 

için gen ekspresyonunun önemli ölçüde arttırıldığını da bildirmiĢlerdir (Sen and Packer 

1996; Karagözler et al. 2002). OluĢan ROS TNF-α dahil olmak üzere çeĢitli sitokinlerin 

ve kemokinlerin transkripsiyonunu baĢlatan transkripsiyon faktörü NF-k B'yi aktive 

edebilir (Sen and Packer 1996). Toluen uygulanan gruplarda kan serumlarında elde 

ettiğimiz serbest oksijen radikalleri ve lipid peroksidasyon ürünlerinin seviyeleri ile 

TNF-α seviyelerinin kontrol grubuna göre anlamlı ölçüde artmıĢ olması bu duruma bir 

paralellik göstermektedir. 

Enflamatuar sinyalin transkripsiyon faktörü NF-κB yolağı vasıtasıyla insan mikroglia 

hücrelerinde nörotrofin ekspresyonunu indükleyebildiği bildirilmiĢtir (Heese et al. 

1998). Birlikte ele alındığında, beyin geliĢimi sırasında yüksek seviyedeki Toluen 

maruziyetinin NF-kB-TNF-a yoluyla nöroinflamasyonu tetikleyebileceğini ve TNF-

α'nın yukarı regülasyonunun, NGF ve BDNF gibi nörotropik faktörleri üretmek için bir 

NF-kB'ye bağımlı ve / veya NF-kB'den bağımsız mekanizmalar boyunca mikroglia da 
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dahil olmak üzere nöronal ve nöronal olmayan hücrelerin sinyal vereceğini 

önermekteyiz. 

Meydan et al. (2012) yaptıkları bir rat çalıĢmasında Toluen’in prefrontal korteks 

üzerindeki toksik etkilerini araĢtırmıĢlardır. Sinir hücrelerinin sitoplazmasında korteks 

ve beyin sapı dokularının nöronlarında dejeneratif değiĢiklikler, küçülen sitoplazma ve 

aĢırı karanlık piknotik çekirdeği oluĢturduğu gözlemlenmiĢtir. Bazı kronik vakalarda 

Toluen maruziyetine bağlı olarak merkezi sinir sisteminde kalıcı hasar gözlenmiĢtir 

(CoĢkun et al. 2006; ATSDR 2007). Toluene akut maruziyet baĢ ağrısı, baĢ dönmesi, 

koma ve hatta ölümle sonuçlanabilmektedir. Yapılan deneysel çalıĢmalarda Toluenin 

piramidal bozukluklar, periferal nöropati, optik atrofi, sinirsel ses kaybı ve biliĢsel 

iĢlevlerin bozulması gibi bozukluklardan sorumlu olduğunu göstermiĢtir (Uzun et al. 

2001). Yakın tarihli bir çalıĢmada akut Toluen maruziyetinin eriĢkin farelerde 

hippokampal nörogeneziyi inhibe ettiği gösterilmiĢtir (Seo et al. 2010). BaĢka bir 

çalıĢmada Toluene maruziyetin miyelinlerin, aksonların ve endoneal yapıların 

dejenerasyonuna neden olduğu bildirilmiĢtir (Meydan et al. 2012). Zararsız vd (2006) 

Tarafından yapılan bir çalıĢmada prefrontal kortekste meydana gelen formaldehit 

kaynaklı yaralanmalar omega-3 tedavisi ile düzeltilmiĢ, hücresel hasarı ve kortikal 

hasarı da azaltmıĢtır. Bazı araĢtırmacılar tutkal dahil n-heksan veya hem merkezi hem 

de distal aksonal dejenerasyona neden olduğu bilinen diğer çözücüler içerebilen, çeĢitli 

solventleri istismar eden insanlarda yapılan otopsilerde beyinde serebral ve serebellar 

atrofi ile korpus kallozumda ciddi bir incelme, mikroskopik olarak dağınık 

demiyelinizasyon, omuriliğin uzun yollarında serebral korteks, bazal gangliyonlar ve 

serebellumda ciddi nöronal kayıp, Ģiddetli reaktif glioz ve dev aksonal dejenerasyon 

gözlemlemiĢlerdir (Schaumburg and Spencer 1976; Escobar et al. 1980; Griffin 1981). 

Otopsisi yapılan bir olgunun ölüm yılına kadar uzun bir süre günlük saf Toluen 

koklayan bir bağımlı olduğu anlaĢılmıĢtır. Bu vakada demiyelinizasyonun nöronal kayıp 

için sekonder olduğu yorumlanmıĢ ve periferik sinirlerinde etkilendiği rapor edilmiĢtir 

(Rosenberg et al. 1988). Ayrıca bu vakada MRI verileri incelendiği zaman Toluenin 

zehirli hasarının merkezi sinir sistemindeki beyaz maddeye yöneldiği doğrulanmıĢ, 

korpus kallozumda ciddi bir Ģekilde incelme gözlenmiĢ, mikroskobik olarak serebral ve 
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serebellar beyaz cevherde diffüz izlenmiĢ ve tanımlanmamıĢ miyelin solgunluğu 

görülmüĢtür. Ancak belirgin bir beyaz madde renk değiĢikliği veya kavitasyon 

gözlemlenmemiĢtir. Yine aynı olguda, görünürde intakt olan miyelin alanlarında bile 

periyodik asit-schiff boyaması ile yoğun ve kaba granüler pozitif makrofajlar varken 

lenfosittik inflamasyon saptanmamıĢtır. Bu olgunun GFAP immuno boyamasında 

miyelin kaybının bulunmadığı serebral beyaz cevherde bile reaktif glioz sergilediği 

gösterilmiĢtir. Serebral ve serebellar nöronlar bozulmadığı için miyelin solgunluğu olan 

alanlardaki aksonlar korunmuĢ ve bu nedenle Toluenin saf bir miyelin toksini olduğu 

öne sürülmüĢtür. Bizim çalıĢmamızda Hematoksilen-Eozin boyamalarında, kontrol 

grubunda beyin dokularının korteks morfolojisi ve nöronal yapısının normal olduğu, 

yüksek büyütmelerde nöropilin bozulmamıĢ damarlarla normal ve homojen olduğu 

görülmüĢ ve çekirdekli nöron cisimlerinin normal olduğu saptanmıĢtır. Toluen verilen 

tavĢanlarda prefrontal ve entorinal beyin kortexinde fokal vakuoler dejenerasyon 

(abseleĢmeler), gliozis, perivasküler demiyelinizasyon, çok sayıda piknotik hücre ve 

nekroz alanları izlenmiĢ, prefrontal korteks, entorinal korteks ve hippokampus 

alanlarında kan damarlarında belirgin bir Ģekilde aĢırı geniĢlemeler, hücreler arasında ki 

kompenzasyonun ciddi ölçüde dejenerasyona uğradığı ve hücre sınırlarının nerdeyse 

dağıldığı görülmüĢtür. Ayrıca Toluen grubunda piamater de ayrılmalar ve kanamalar 

gözlemlenmiĢ, nöron cisimciklerinde küçülme, dejenerasyon ve nöropilin 

vakuolizasyonu belirlenmiĢtir. 

20 yıl önceki  kanıtlar, bazı bireylerde Toluen metabolizmasına neden olan karaciğer 

enzimlerinden biri olan aldehid dehidrogenaz için gen kodlamasının yetersiz olması 

nedeniyle Toluen metabolizmasının bozulabileceğini göstermiĢtir (Greenberg 1997; 

Benignus 1981; Wilkins-Haug 1997). Bu eksiklik, yüksek doz Toluene maruz kalmıĢ 

beyin de nörotoksisite riskinin artmasına neden olabilmektedir (Greenberg 1997; 

Wilkins-Haug 1997). Bazı hayvan çalıĢmaları, Toluen'in periferik olmayan sinir 

sistemini hedef aldığını doğrulamıĢtır. Bununla birlikte, bu genellemenin ötesinde 

hayvan çalıĢmaları, özellikle insanlarda kaydedilen miyelin hasarının spesifik 

mekanizmalarının aydınlatılmasında yardımcı olamamıĢtır. Solunum yoluyla veya oral 

doz ile Toluene maruz bırakılan sıçanlarda yapılan iki farklı çalıĢmada, Toluen 
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konsantrasyonlarının yüksek lipid içeriğine (Gospe and Calaban 1988; Ameno et al. 

1992) sahip beyin sapı alanlarında (medulla, pons) en yüksek olduğunu ve serebral 

korteks ve hipokampusta daha düĢük miyelin bulunan yerlerde en düĢük olduğunu 

ortaya koymuĢtur (Ameno et al. 1992), ve Toluen'in lipofilik dağılım gösterdiği 

vurgulanmıĢtır (Sharp and Rosenberg 1997). Mattia et al. (1993b), sıçanlarda yaptıkları 

Toluen çalıĢmasında indüklenen reaktif oksijen türlerinin en yüksek seviyesinin 

hipokampusta olduğunu bildirmiĢlerdir. Benzer Ģekilde, Toluen inhalasyon maruziyeti 

olan sıçanlar ile yapılan çalıĢmada, (Korbo et al. 1996), hipokampusta nöronal kayıp 

belirlenmiĢtir. Daha yeni çalıĢmalardan birinde ise inhalasyon maruziyeti olan 

sıçanlarda Purkinje hücre kaybı ve hipokampal nöron kaybı olduğu raporlanmıĢtır 

(Gotohda et al. 2002). Sıçan beyininde, Toluen inhalasyonunun, astrositleri aktive ettiği 

ve GFAP immünreaktivitesinin güçlendiği görülmektedir (Gotohda et al. 2000). 

ÇalıĢmamızda Hematoksilen-Eozin ile boyanan preparatlar histopatolojik olarak 

incelendiğinde, kontrol grubunda beyin dokularının normal yapıda olduğu gözlendi. 

Toluen verilen tavĢanlarda beyin kortexinde fokal vakuoler dejenerasyon 

(abseleĢmeler), gliozis, perivasküler demiyelinizasyon, çok sayıda piknotik hücre ve 

nekroz alanları izlendi. Toluen grubunda kontrol grubuna oranla belirgin derecede kan 

damarlarında aĢırı geniĢlemeler ve hücreler arasında kompenzasyonun ciddi ölçüde 

dejenerasyona uğradığı hücre sınırlarının nerdeyse dağıldığı görülmektedir. 

Oligodendrosit hücrelerinde Toluen grubunda hücre çekirdeklerinde anormal Ģekil 

bozuklukları görülmektedir. Hippokampus bölgesindeki sıralı nöronların gövdelerinde 

Toluene maruz kalan grupta nöron gövdeleri kontrol grubuna kıyasla yapısal olarak 

daha belirgin bozunmalara uğramıĢtır. 

Senil plaklar; dejenere nöronal uzantılar, reaktif glial hücreler ve peptidlerden meydana 

gelen komplike lezyonlardır. BaĢlangıçta nöron gövdeleri ve uzantıları etrafında diffüz 

amiloid birikir. Ardından bu maddelerin birikimi yoğunlaĢarak ve geniĢleyerek senil 

plakları oluĢturur (Arends et al. 2000). Oksidatif stres, amiloid beta ve hiperfosforile 

Tau’nun çözünebilir durumdan çözünemez hale geçmesine neden olmaktadır (Yan et al. 

1996). Bunun sonucu olarak bu maddeler agrege olur ve senil plaklar öle nörofibriler 

yumakları oluĢturmaktadırlar. Amiloid irikimi geliĢtikten sonra enflamatuar bir süreç 
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baĢlamaktadır. Aktif mikroglia hücreleri prolifere olmakta ve NO, serbest oksijen 

radikalleri ve TNF alfa, Ġnterlökin-1 gibi sitokinleri üretmektedir. Bu sitokinler hem 

direkt yolla hem de anormal Amiloid Prekürsör Protein oluĢumuna neden olarak 

indirekt yolla hücre hasarına neden olmaktadır (Kalaria 1999). ÇalıĢmamızda Toluen 

verilen grupta amiloid proteinlerinin senil plaklarda belirgin Ģekilde biriktiğini 

göstermektedir. Histokimyasal olarak Toluen verilen grupta amiloid proteinlerinin 

birikimine bağlı olarak boyanma yoğunluğu ve boyanan alanların büyüklüğünde ve 

sayısında artıĢ olmaktadır. 

Amiloid plak oluĢumu Alzheimer hastalığının ilk patolojik olayı olup nöritik plak 

oluĢumuyla sonuçlanabilmektedir. Amyloid plaklar serebrumda bulunan arteriollerde 

birikerek amyloid anjiopati oluĢturmaktadır. Alzheimer hastalarında serebrumda 

bulunan meningeal arteriollerde amyloid plak gözlemlenmiĢtir (Naslund et al. 2000; 

Gong et al. 2003; Georganopoulou et al. 2005). Amiloid birikiminin Alzheimer’a neden 

olabileceği konusunda yapılan bir çalıĢma da amiloid birikimi olan nöronal uzantılarda 

meydana gelen morfolojik değiĢiklikler ile aksiyon potansiyellerinin ve bu nedenle 

iletimin geciktiği bildirilmiĢtir (Knowles et al. 1999). BaĢka bir araĢtırmasında 

korteksin üst tabakasında daha az diffüz yoğunluk ancak alt korteks tabakasında ise 

daha yoğun diffüz olduğu rapor edilmiĢtir (Dickson 1997). Yaptığımız çalıĢmada 

Toluen grubunda bu duruma paralel bir Ģekilde beyin korteksinin üst tabakasında daha 

az korteksin alt katmanlarında daha yoğun diffüz amiloid plak oluĢumu görülmüĢür. 

Kontrol grubunda ise boyanma yoğunluklarında herhangi bir değiĢiklik 

gözlemlenmiĢtir. Bu durumda Toluen maruziyetinin senil plakların oluĢumunu arttırarak 

Alzheimera neden olma olasılığını artırabileceğini düĢünmekteyiz. 

Apoptozis komĢu hücrelere zarar vermeden sitoplazmada küçülme, membran 

değiĢiklikleri ve DNA parçalanması ile karakterize olan programlı hücre ölümüdür 

(Saraste and Pulkki 2000). Apoptotik yolaklar genel olarak intrinsik (mitokondri aracılı) 

ve ekstrinsik (reseptör aracılı) olarak değerlendirilir. Mitokondri aracılı apoptozis 

sitokrom c, apoptozis indükleyici faktör ve Smac/DIABLO gibi apoptojenik faktörlerin 

mitokondri intermembranal boĢluğundan sitozole salınması ile tetiklenir. Sitokrom c’nin 
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sitozole salınımıyla sitokrom c/Apaf-1/ATP/prokaspaz-9’dan oluĢan apoptoz 

kompleksi, kaspaz-9’u ve sonrasında kaspaz-3’ü aktive eder (Friedlander 2003; Bender 

et al. 2005; Fulda and Debatin 2006). Apoptozun mediatörlerinden proapoptotik 

proteinlerin (Bax, Bad, Bıd) artıĢı apopitozu artırırken anti apoptotik proteinlerin (Bcl-

2) artıĢı apoptozu baskılayarak azaltmaktadır. BaĢka çalıĢmalarda Toluen’in dokuda 

apoptotik aktiviteyi attırdığından bahsedilmektedir (Gotohda et al. 2009; TaĢ et al. 

2011). Bizim çalıĢmamızda apoptozisin varlığını ortaya koymak için her iki gruba ait 

beyin doku kesitlerinde yapılan immünohistokimyasal boyamada Bax ve Kaspaz-3 

immün reaktivitesi gözden geçirilmiĢtir. Bax ve Kaspaz-3 proteininin beyin dokusunda 

görünür hale getirilerek incelenmesi için yapılan bu boyamada, saptanan reaksiyonun 

yoğunluğuna göre semi kantitatif değerlendirme yapılmıĢtır. Kontrol grubuna ait beyin 

kesitleri incelendiğinde, beyin kortexi, hippocampal alan, entorhinal kortex ve 

substantia nigra bölgelerindeki hücre sitoplazmalarında, immünohistokimyasal olarak 

Bax immün reaktivitesinin negatif olduğu (0) görülmüĢtür. Toluen uygulanan 

tavĢanlarda ise, beyin kortexi hücre sitoplazmalarında Ģiddetli derecede (+3) Bax 

immün reaktivitesinde önemli oranda artıĢ meydana geldiği tespit edilmiĢtir. 

El-Nabi Kamel and Shehata (2008) ratlarda yaptıkları bir çalıĢmada Toluenden en fazla 

etkilenen dokunun beyin dokusu olduğunu bildirmiĢlerdir. Özellikle beyin korteksinde 

Kaspaz-3 aktivitesinin önemli oranda arttığını bildirmiĢlerdir. Toluenin frontal korteks 

ve beyin sapında hasara yol açarak Kaspaz-3 aktivitesinde artıĢa yol açtığı da baĢka bir 

çalıĢmada gösterilmiĢtir (Kanter 2008). Yapılan bir çalıĢmada araĢtırmacılar, kronik 

Toluene maruziyetinin Bax immunereaktivitesinde artıĢa yol açtığını göstermiĢlerdir 

(Tas et al. 2011). Toluene maruz kalan sıçanların akciğer, beyin ve testis dokularında 

dokularında tunel pozitif hücre sayısında anlamlı oranda artıĢa neden olduğu 

bildirilmiĢtir (Kanter 2011a, 2011b, 2011c). ÇalıĢmamızda ise bu araĢtırmalara paralel 

olarak beyin kortexi, hippokampal alan, entorhinal korteks ve substantia nigra 

bölgelerindeki hücre sitoplazmalarında, immünohistokimyasal olarak Kaspaz-3 immün 

reaktivitesinin kontrol grubunda negatif olduğu (0) görülmüĢtür. Toluen uygulanan 

tavĢanlarda ise, beyin kortexi hücre sitoplazmalarında Kaspaz-3 immün reaktivitesinde 

(3+) önemli oranda artıĢ meydana geldiği tespit edilmiĢtir. 
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5.1. Sonuç 

Sonuç olarak yüksek dozda Toluenin 3 saat gibi çok kısa bir sürede bile önemli beyin 

hasarı oluĢturduğu, senil amiloid plak oluĢumu ve serum antioksidan seviyelerinde 

önemli derecede azalmanın meydana getirmesi ile akut Toluen maruziyetinin vücutta 

kalıcı ve geri dönüĢümü zor hasarlar oluĢturmasının mümkün olabileceği kanaatine 

varılmıĢtır. Yüksek doz akut Toluen maruziyeti sonucu Toluenin beyin ve beyin dokusu 

ile ilgili birçok alanda aĢırı bir Ģekilde biriktiği görülmüĢtür. Bu durum dikkate alınırsa 

Toluenin kan beyin bariyerini rahatlıkla geçebileceği ve hücre içinde DNA’ya kadar 

ulaĢıp ciddi hasar oluĢturabileceği gözlenmiĢtir. 

Bu sonuçlara ilave olarak; çalıĢmamızda Toluenin özellikle beyinde yaptığı temel hasar 

olan astrosit aktivasyonu ve gliozisi biyokimyasal ve histopatolojik yöntemlerden 

faydalanarak belirgin olarak gözlemiĢ bulunmaktayız. Bu çalıĢma neticesinde 

proapototik proteinler olan Bax ve Kaspaz-3’ün yüksek dozda Toluen verilen 

hayvanların beyin kortexi, hippocampal alan, entorhinal kortex ve substantia nigra 

dokularında yüksek düzeyde olması Toluenin çok kısa bir sürede bile apoptozu 

tetikleyebileceğini göstermektedir. Yüksek doz akut Toluen maruziyetinin oluĢturduğu 

intoksikasyon olgularının histopatolojik incelemelerinde beyin dokusunun ve ilgili 

alanların erken dönemde de hasara neden olduğu görülmüĢtür. 
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