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SICANLARDA TOLUEN TOKSISITESININ GLUTATYON PEROKSIDAZ,
KATALAZ ve SUPEROKSIT DISMUTAZ AKTiVITELERI UZERINE
ETKISININ POST-MORTEM ARASTIRILMASI

Emine Gonca PEKEL

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsi
Kriminalistik Anabilim Dali

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Egemen DERE

Post-mortem biyokimyasal arastirmalar organizmada oOliim sonrasi gergeklesen
biyokimyasal degisimlerin belirlenmesini saglayarak 6lim nedeni ve oliim zamani
aragtirmalarina, ante-mortem ve post-mortem siireclerin aydinlatilmasina katki saglar.
Farkli belirteclerle yapilacak arastirmalar ile bu alanda yeni bilgilere ulasilmasi
onemlidir. Bu g¢aligmada endiistriyel alanda ve gilinlik yasamda kullanim alani fazla
olan ayrica kotiiye kullanim1 da yaygin, ucucu bir bilesik olan toliien kullanilmistir.
Toliiene maruz kalan kisilerde birgok doku ve organda ciddi hasarlar goriliir. Hatta
yiiksek dozlarda maruziyetin olusturdugu toksik etkiler, 6lime yol acgabilmektedir.
Toliien metabolizmasi sonucu reaktif oksijen tiirleri olusur. Bunlara kars: da savunmada
antioksidanlar gorev yapar. Bu calismada, sicanlarda toliien maruziyeti nedeniyle
gerceklesen Oliimlerde antioksidan enzimler olan glutatyon peroksidaz (GSH-Px),
katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitelerinin nasil etkilendigi ve post-
mortem zamana bagli degisimleri arastirildi. Bu amagla, 30 adet Wistar-albino erkek
sigan kontrol grubu ve deney grubu olarak ayrildi. Deney grubu sig¢anlara toliien
enjeksiyonu yapilarak toliien maruziyetine bagl olimi gerceklestirildi. Kontrol
grubuna ise toliien yerine serum fizyolojik uygulamasi yapildi. Post-mortem 0, 6, 12, 24
ve 48 saat sonunda kontrol ve deney grubu si¢anlarin karaciger dokular1 ve kalp kani
ornekleri toplanarak GSH-Px, CAT ve SOD aktiviteleri incelendi. Sonug olarak deney
grubunda karacigerde GSH-Px, SOD ve CAT, kanda GSH-Px aktiviteleri kontrol
grubuna gore anlamli dlgiide yiiksek bulundu. Post-mortem zamana gére GSH-Px ve
CAT enzimlerinde 6zellikle 12-48 saat araliginda enzim aktivitelerinde artig belirlendi.
Sonuglar yiiksek dozlarda akut toliien maruziyetinin olusturdugu toksik etkiyi ve
antioksidan savunmay1 harekete gecirdigini gostermektedir. Post-mortem 12-48 saat
araligindaki enzim aktivite artisi ise 6liim sonrasi otolize bagli ger¢eklesmis olabilir.

Anahtar kelimeler: Post-mortem biyokimya, toliien, glutatyon peroksidaz, katalaz,
stiperoksit dismutaz
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POST-MORTEM INVESTIGATION of the EFFECT of TOLUENE TOXICITY
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Post-mortem biochemical investigations contribute to the determination of post-mortem
biochemical changes in the organism and to the investigation of cause of death and
death time, ante-mortem and post-mortem processes. It is important to reach new
information in this area with the researches to be done with different markers. In this
study, toluene was used which is a common volatile compound used in the industrial
field and in daily life, which is also used abused solvent. In case of people exposed to
toluene, serious damage occurs in many tissues and organs. In addition, toxic effects
caused by exposure at high doses can lead to death. Reactive oxygen species are
produced as a result of toluene metabolism. Antioxidants work in defense against these
reactive oxygen species. In this study, the effects of deaths caused by toluene exposure
in rats on antioxidant enzymes glutathione peroxidase (GSH-Px), catalase (CAT) and
superoxide dismutase (SOD) activities and post-mortem time dependent changes of
these enzymes were investigated. For this purpose, 30 Wistar-albino male rats were
divided into a control group and an experimental group. In the experimental group, rats
were injected with toluene and death due to toluene exposure was performed. In the
control group, saline injection was performed instead of toluene. At the end of post-
mortem 0, 6, 12, 24 and 48 hours, liver tissues and heart blood samples of control and
experimental groups were collected, then GSH-Px, CAT, and SOD activities were
measured. As a result, GSH-Px, SOD, and CAT activities in the liver samples of
experimental group and GSH-Px activity in the blood samples of experimental group
were significantly higher than the control group. Depending on the post-mortem time,
an increase in enzyme activities was observed in GSH-Px and CAT, especially in the
12-48 hour period. The results show that the toxic effect of acute toluene exposure at
high doses and the antioxidant response. Also, the increase in enzyme activity in the
post-mortem range of 12-48 hours may be due to autolysis after death.

Keywords: Post-mortem biochemistry, toluene, glutathione peroxidase, catalase,
superoxide dismutase
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1.GIRIS

Post-mortem biyokimyasal aragtirmalar organizmada oliim sonras1 gergeklesen
biyokimyasal degisimlerin  belirlenmesini  saglamaktadir. Viicut sivilarindaki
biyokimyasal degiskenler post-mortem siiregte, gecen zamana ve Oliimiin tliriine gore
degisiklik gostermektedir (Teyin ve ark. 2015). Bu sayede kan, perikardiyal sivi, vitroz
stvi gibi gesitli viicut sivilar1 Orneklerinde yapilan post-mortem biyokimyasal
aragtirmalar 6liim zamani ve 6liim sebebi gibi sorularin cevaplanmasina katki saglar
(Garg ve ark. 2004, Young ve ark. 2013). Bu amagla viicut sivilar1 disinda doku, iskelet
kas1, kemik iligi gibi cok c¢esitli 6rnekler de kullanilmaktadir.

Adrenalin, kortizol, adrenokortikotropik hormon (ACTH) gibi hormonlar, sodyum (Na),
klor (CI), stronsiyum (Sr), potasyum (K), kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg) gibi
elektrolitler, glukoz, kreatinin, iirik asit gibi ¢esitli molekiiller bu alanda kullanilan post-
mortem biyokimyasal belirteglerden bazilaridir (Giirler ve Altuntas 2014). Ornegin bu
belirteglerden biri olan ve baslica beyin astrositlerinde bulunan S100B proteini doku
spesifik belirte¢ olarak mekanik asfiksi, beyin hasar1 gibi durumlarla iliskilidir (Li ve
ark. 2006).

Oliim zaman1 ve 6liim nedenine ydnelik post-mortem ¢aligmalarda enzim seviyelerinde
meydana gelen degisimler de incelenmektedir. Ornegin karaciger enzimi olan gama-
glutamil transpeptidaz (GGT) seviyeleri agoni (can c¢ekisme) sirasinda yiikselir.
Hipotermi durumunda da serum amilaz ve GGT seviyelerinde hafif bir yilikselme sz
konusudur (Maeda ve ark. 2011). Sharma ve ark. (2012) enzimlere yonelik yaptiklart
calismada perikardiyal sivida post-mortem kreatin kinaz (CK) seviyesinin olim
zamanina bagh olarak anlamli olclide arttigin1 gostermislerdir. Anlasilacagr gibi
histolojik, toksikolojik, radyolojik ¢esitli incelemeler ile birlikte yapilacak biyokimyasal
arastirmalar Oliime dair ¢evresel kosullarin aydinlatilmasi, 6lim zamani ve 6liim sebebi

aragtirmalari gibi konularda ¢ok 6nemli bir yer tutmaktadir (Giirler ve Altuntas, 2014).

Toliien boya ve boya incelticilerde, yapistiricilarda, kozmetik {irlinleri ve birgok ev
tiriiniinde bulunan ayrica ucuz ve kolay ulasilabilmesi nedeniyle narkotik kullanim1 da
yaygin olan ugucu bir bilesiktir. Kotiiye kullanim1 fazla bir baska ugucu madde olan

tinerin de igeriginde yiiksek oranlarda bulunur. Toliienin ya da toliien i¢eren tiner gibi



ucucu maddelerin kullanimina baglh gerceklesen oOliim olgulart literatiirde yer
almaktadir (Ameno ve ark. 1989, Akcan ve ark. 2010). Toliien, metabolizmas: sirasinda
olusan reaktif oksijen tiirleri nedeniyle hiicreler iizerinde toksik etki gostermektedir
(Mattia CJ ve ark. 1991). Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusturdugu zararl etkileri en
aza indirmek iizere canlilarda antioksidan savunma sistemi bulunmaktadir (Elliot 1999).
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) da
antioksidan savunma sistemi enzimlerindendir. Toliien ve tiner gibi ugucu maddelere
maruziyetin bu enzim seviyelerini degistirdigine yonelik ¢esitli calismalar
bulunmaktadir (Ulakoglu ve ark. 1998, Kamel ve Shehata 2008, Stajkovic ve ark.
2009).

Bu caligmada ise si¢anlarda toliien maruziyeti nedeniyle gergeklesen Sliimlerde GSH-
Px, CAT ve SOD aktivitelerinin post-mortem seviyelerinin incelenmesi ve 6liim sonrasi

gecen zamana bagli degisimlerinin arastirilmasi amaglandi.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Post-mortem Biyokimyasal Arastirmalar
2.1.1. Post-mortem Biyokimyasal Arastirmalarin Onemi

Post-mortem biyokimya Ozellikle son yillarda adli patoloji alaninda rutin olarak
kullanima girmeye ve giderek 6nem kazanmaya baslamistir (Giirler ve Altuntas 2014).
Giirler ve Altuntas (2014) post-mortem biyokimyasal incelemelerin onemini; "rutin
uygulanan tam otopsi i¢inde biyokimyasal incelemelerin de yer almasi; 6liim éncesi var
olan akut-kronik patolojileri, oliime sebep olabilecek hastaliklar, oliim stirecinde
kisinin metabolik durumunu, canlilik siiresini, oliim sonrasi biyokimyasal degisiklikleri
ve analitlerin kaynagimi gostermesi agisindan onemli bilgiler saglayabilir" seklinde
ifade etmektedir. Ozellikle travmatik ve ani 6liim vakalarinda 6liim nedeni ve &liim

zamani gibi konularin arastirilmasi bu alandaki temel zorunluluklardir (Maeda 2009).

Bu alanda yapilan ilk caligsmalar genel olarak kan, beyin-omurilik sivisi, vitrdz sivi,
perikard sivis1 ve sinoviyal sivi gibi farkli viicut sivilarinda meydana gelen
biyokimyasal degisiklikler iizerine yogunlasmistir (Coe 1977). Bu viicut sivilar1 sadece
Olim zamam tahmininde degil, ayn1 zamanda 6lim nedeni, Sliim sekli ve Sliimiin
gerceklestigi kosullarin belirlenmesinde de kullanilmaktadir (Siddhamsetty ve ark.
2014). Son yillarda ise yapilan post-mortem biyokimyasal testler ile birlikte
makroskopik bulgular, histolojik ve toksikolojik incelemeler, radyolojik incelemeler de
g0z Oniline alinmaktadir, tek basina biyokimyasal testlerin uygulanmasi yeterli sonuglar

vermeyebilir (Glirler ve Altuntag 2014).

2.1.2. Post-mortem Biyokimyasal Belirtecler

Post-mortem siiregte yapilan biyokimyasal testler ile 6liim zamani ve 6liim nedeniyle
ilgili arastirmalar yapilmaktadir. Bu c¢alismalarda kan, idrar, goz ici sivisi gibi cesitli
viicut sivilart ve doku spesifik enzimler kullanilmaktadir. Oliim zamani tespitinde
cesetteki fiziksel degisimlerin incelenmesi disinda biyokimyasal incelemeler gibi baska
yontemler de mevcuttur. K, Na, CI, Ca, Sr, Mg gibi ¢esitli elektrolitlerin ve glukoz gibi
metabolitlerin farklt post-mortem zaman dilimlerinde sinoviyal sividaki seviyeleri
incelenerek Oliim zamani ile iligkilerinin arastirildigi ¢alismalar mevcuttur (Sahoo ve

Mohanty 1998, Madea ve ark. 2001, Sheikh 2007, Tumram ve ark. 2011, Siddhamsetty



ve ark. 2014). Ayrica goz i¢i sivisi iyi korunmasi, post-mortem kimyasal degisimlerin
yavags gerceklesmesi ve kolay elde edilebilir olmasi gibi avantajlarla, mineraller ve bazi
metabolitler de post-mortem zaman arastirmalarinda sik¢a kullanilan 6rneklerdir (Teyin
ve ark. 2015). Teyin ve ark. (2015) yaptiklar1 bir ¢alismada g6z i¢i sivisinda Na, K, Cl,
glukoz, laktat dehidrojenaz (LDH), amilaz ve {irik asit diizeylerini farkli post-mortem
stireclerde ve farkli 6liim nedenlerinde inceleyerek bu metabolitlerin 6liim zamani ve

Oliim nedeni ile iliskilerini arastirmislardir.

Post-mortem biyokimyasal arastirmalarda kullanilan belirtegler genel olarak;
karbohidrat metabolizmasi, bébrek fonksiyonu, karaciger fonksiyonu, kalp fonksiyonu
ile ilgili belirtegler, sepsis, enflamasyon ve enfeksiyon belirtecgleri, anaflaksi ile ilgili
belirtegler, hormonlar ve diger testler olarak siniflandirilabilir (Giirler ve Altuntag 2014)

(Cizelge 2.1).

Farkli post-mortem biyokimyasal belirteclere yonelik ¢esitli ¢aligmalar bulunmakta ve
bu alandaki arastirmalar devam etmektedir. Ornegin Attia ve ark. (2016) tarafindan
tavsanlarla yapilan bir calismada enfeksiyon modeli dahil dért farkli 6lim modeli
olusturulmus ve Olim sonrasi serum, bdbrek, karaciger ve beyin Orneklerinde
prokalsitonin (PCT) seviyeleri incelenmistir. Sonugta enfeksiyon nedeniyle 6liimiin
gerceklestigi grupta diger gruplarla karsilastirildiginda en yiiksek PCT seviyeleri elde

edilmis, boylece sepsis kaynakli ve sepsis dist 6liimlerdeki PCT farki arastirilmistir.

Cizelge 2.1. Post-mortem biyokimyasal belirteglerden bazilar1 (Giirler ve Altuntag 2014)

Karbohidrat Metabolizmasu ile Ilgili Belirtecler

Glukoz Keton cisimleri
Glukolize hemoglobin Izopropil alkol
Laktat Insiilin ve C peptid

Bébrek Fonksiyonu ile Ilgili Belirtecler

Ure azotu Urik asit
Kreatinin Elektrolitler (Na, K, CI, Ca, Mg, Sr)

Karaciger Fonksiyonu ile Ilgili Belirtecler

Kolesterol
Bilirubin
Etil siilfat (EtS)

Karbohidrat eksik transferrin (CDT)
Etil glukuronid (EtG)




Cizelge 2.1. Post-mortem biyokimyasal belirteglerden bazilari (devam) (Giirler ve Altuntag
2014)

Kalp Fonksiyonu ile Ilgili Belirtecler

Myokard iskemisinin biyokimyasal belirtegleri:
Atrial natriuretik peptid (ANP) cTnl, ¢TnT, miyosin, miyoglobin,
Brain natriuretik peptid (BNP)  kreatin kinaz (CK) ve kreatin kinaz-kas/beyin (CK-
MB)

Sepsis, Enflamasyon ve Enfeksiyon Belirtecleri

Serum prokalsitonin (PCT) Neopterin
C-reaktif protein (CRP) Akut faz proteinleri ve sitokinler

Anaflaksi Belirtecleri

Triptaz ve simaz

Hormonlar

Adrenokortikotropik hormon  Tiroid hormonlari (TH)

Tiroglobulin (TQg) Katekolaminler (epinefrin, norepinefrin, dopamin)
Kortizol Koryonik gonadotropin (HCG)
Eritropoietin (EPO)
Diger Belirtecler
Kromogranin A Serotonin
$100B Miyoglobin
2.2. Toliien

2.2.1. Toliienin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

Ugucu bir sivi olan toliien (CeHsCHs) renksiz, berrak ve keskin kokuya sahip aromatik
hidrokarbondur. Fenil halkasina bagli bir metil grubundan olusur (Sekil 2.1).
Yogunlugu sudan azdir (0,867 g/cm®) ve suda ¢cOzlinmez
(https://cameochemicals.noaa.gov, 2017). Etanol, benzen, dietil eter, aseton, kloroform
gibi bir¢ok madde i¢inde ¢6ziinebilir (https://toxnet.nIm.nih.gov, 2017). Toliienin genel

tanimlayici 6zellikleri sOyle siralanabilir;

= Kimyasal adlar : Toliien, metil benzen, toliiol, fenil metan
= Casno : 108-88-3

= Molekiiler formiil : CeHsCH3 veya C7Hs

= Molekiil kiitlesi : 92,141 g/mol

= Kaynama noktasi : 110,6 °C (760 mm/Hg)

= Erime noktasi :-949 °C



Donma noktasi :-139°C

Parlama noktasi :4°C

Coziintrlik . Etanol, benzen, dietil eter, aseton, kloroform
gibi organik c¢oziciilerde ¢oziniir. Sudaki
¢ozinlrligli ¢ok azdir (100 ml ¢oziiciide 0,05

gr).
* Yogunluk : 0,867 g/cm?®
= Gaz yogunlugu : 3,1 (hava=1)
* Gaz basinci : 28,4 mm/Hg.

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov,2017a)

CH,

Sekil 2.1. Toliienin kimyasal yapist
2.2.2. Kullamim Alanlari ve Toliien Maruziyeti

Toliien endiistride yaygin olarak kullanilan organik c¢dziiciilerden biridir. Baglica;
boyalar, boya incelticiler, vernik, yapistiricilar, solvent tabanl temizleyicilerde, ¢esitli
kozmetik malzemelerde ve bir¢ok ev iriiniinde bulunur (Faust 1994, Jones 1997).
Tiirkiye’de satilan ¢esitli boya incelticilerin igerdigi toliien miktar1 yaklasik %50-70,
yapistiricilarin ise yaklasik %35-40’tir (Vural ve Ogel, 2007). Ayrica benzinde oktan
arttirict olarak, naylon yapiminda kullanilan polimerlerin tretiminde, plastik soda
siseleri, poliliretanlar ve ilaglarda, organik kimyasallarin sentezinde de toliien
kullanilmaktadir (Anonim 2000a). Toliien ayn1 zamanda kdtiiye kullanimi en yaygin

¢Oziiclilerden biri olan tinerin de temel maddesidir.

Toliien maruziyeti, basta solunum yolu (inhalasyon) olmak {iizere sindirim ve deri yolu
gibi ¢esitli sekillerde gerceklesebilir. Benzin istasyonlari, sigara kullanimi, toliienin
¢oziicii olarak ya da ev iiriinlerinde kullanim1 gibi nedenlerle havada bulunan toliien
buharinin inhalasyonu, toliien maruziyetinin temel sebebidir (Anonim 1986, Anonim
2000b, Anonim 2009a). Ozellikle toliienin ¢oziicii olarak siklikla kullanildig
mesleklerde, isyerlerinde de toliiene maruz kalma s6z konusudur (Anonim 2000a).

Yiyecek ve iceceklerde kontaminasyon sebebiyle sindirim yoluyla, yakitlardan ve



tolien iceren kozmetik {rlinlerinin kullanimiyla da deri yoluyla maruziyet

gercgeklesebilir (Anonim 2000b).

Toliien ¢evrede uzun siire bulunmaz, hizlica buharlasir ya da biyodegradasyona ugrar.
Toprak ylizeyindeki toliienin %90°nin 24 saat i¢cinde buharlagmasi beklenirken, havada
bulunan toliien de kolayca bozunmaktadir (Anonim 2009b). Yarilanma émrii 13 saat ile
1 giin arasinda olan atmosferik toliien; Oz, hidroksil radikalleri ve ozon ile tepkimeye

girmesi sonucu uzaklastirilir (Slooff ve Blokzjil 1988).

2.2.3. Absorbsiyonu, Dagilimi, Metabolizmasi ve Atilimi
Absorbsiyonu:

Toliien, basta solunum sistemi olmak iizere, sindirim sistemi ve deri yoluyla viicuda
alinabilir. Solunan toliienin %40-60 kadar1 absorbe edilir. Oral yol ile alinan toliienin
absorbsiyonu pulmoner absorbsiyona gore daha yavas gergeklesirken, deri yoluyla
emilim digerlerine gore nispeten daha yavastir (Anonim 1986, Anonim 2000a). Ornegin
onkol kisminda deri yiizeyinden absorbe edilen toliien orani saatte 14-23 mg/cm?dir
(Anonim 2008). Toliienin oral emilimine yonelik ¢alismalar sinirli olsa da yapilan
calismalar oral maruziyet sonrasi neredeyse %100 emilim oldugunu gdstermektedir

(Anonim 2005).

Dagilimi:

Absorbsiyonuyla birlikte toliien tiim viicuda kolayca dagilir. Solunum sistemi tarafindan
absorbe oldugunda ilk maruziyetten sonraki 10 saniye icinde dolasimda goriiliir
(Anonim 2013). Yapilan inhalasyon ¢aligmalarinda toliienin yiiksek dozlarina yag doku,
kemik iligi, karaciger, bobrek, beyin ve kanda rastlanmistir (Anonim 2009a). Toliien
maruziyeti egzersiz sirasinda gerceklesen kisilerde alveoler toliien miktari, dinlenme
sirasinda maruziyet gergeklesenlere gore 1-4 kat daha fazla olabilmektedir (Anonim
2014).

Metabolizmast:

Toliien baglica karacigerde olmak lizere hizlica metabolize edilir (Slooff ve Blokzijl

1988). Absorblanan toliienin %60-70 kadar1 hippurik asit ve benzoik aside metabolize



olur. Bu formu bébreklerden atilir. Ilk adim toliienin sitokrom p-450 enzim ailesi
tarafindan yan zincir oksidasyonu ile benzil alkol olusumudur. Benzil alkol, alkol
dehidrojenaz ve aldehit dehidrojenaz enzimleri ile ileri oksidasyonlarla benzaldehit ve
benzoik aside doniisiir. Benzoik asidin glisin ile konjugasyonuyla hippiirik asit olusur
(Anonim 1986). Hippiirik asit, toliienin idrarda tespit edilebilen ana metabolitidir.
Absorblanan toliienin %10-20 kadar1 benzoil glukuronid olusturur. Benzoil glukuronid,
benzoik asit ve glukuronik asit tepkimesiyle olusur (von Oettingen ve ark. 1942, Srbova
ve Teisinger 1952, Smith ve ark. 1954, EI Masry ve ark. 1956, Daly ve ark. 1968,
Bakke ve Scheline 1970, Angerer 1976, Pfaffli ve ark. 1979, Toftgard ve Gustafsson
1980, Van Doorn ve ark. 1980, Woiwode ve Drysch 1981, Baelum ve ark. 1987).
Toliienin kiiclik bir miktar1 (%1°den az miktar) ise halka hidroksilasyonu ile o-, m- ve
p- kresol formlarina doniiserek idrarla atilir (DeBruin 1976, Woiwode ve ark. 1979,
Baelum ve ark. 1987) (Sekil 2.2.).

CHO
CONHCH,COOH

/vb enlﬂldEhit\‘ glisy' hippiirik asit

CHOH COOH

degisime @ ee————— @
ugramadan atilan =

) w%y benzil alkol benzoik asit
2s%—4ck CH3

1096-209¢ glukuronik

asit

toliien benzoil glukuronit

’
~0.1
; \’: CH3
: ©/OH
’
H

‘ o-kresol
. ~1%
; glukuronit ve siilfat
‘ konjugatlar
‘
4
CH3 CH3
©\ OH
m-Kresol OH
p-kresol

Sekil 2.2. Toliien Metabolizmas1 (Anonim,1986)



Atilima:

Toliienin viicuttan atilimi agirlikli olarak hippiirik asit metaboliti seklinde idrarla
gerceklesir. Kresol formlart da idrarla atilan ikincil metabolitleridir. Toliienin yaklasik
%25-40 kadar1 ise degisime ugramadan hava ile disar1 atilir. Toliien ayrica anne siitii ile
atilabildigi gibi plasentayr da gecebilir, anne kanindaki mevcut toliien miktarinin
yaklagik %75°1 fetusa da gecebilmektedir (Anonim 2009a). Basit akut maruziyet
durumlarinda, toliien ve metabolitlerinin neredeyse tamami 24 saat iginde elimine

edilmektedir (Anonim 1986, Anonim 2000b).

2.2.4. Toksik Etkileri

Toliien maruziyeti karaciger, akciger, bobrek, kalp, beyin gibi ¢esitli dokular iizerinde
ciddi hasarlar yaratabilir (Carabez ve ark. 1998). Onemli etkilerinden biri sinir sistemi
tizerinedir. Bu etkiler bas agrisi, bas donmesi ya da biling kayb1 gibi gecici etkiler
olabilir. Ancak tekrarlanan maruziyetlerde, 6zellikle kétiiye kullanimlarda oldugu gibi
yiiksek dozlarda viicuda alinmasi ile biligsel bozukluklar, gérme ve isitme kaybi1 gibi
kalict hasarlar da olusabilir (Anonim 2017b). Ozellikle toliienin ¢oziicii olarak
kullanildigi mesleki kosullarda norotoksik etkiler gdézlenmektedir (Kobald ve ark.
2015).

Tek seferlik maruziyetler ya da birkac haftanin {izerindeki maruziyetler basagrisi, uyku
hali ve diisiinme faaliyetleri lizerinde etki yaratir. Kasith olarak boya ya da tutkal gibi
tollien igeren maddeler koklayarak kisa siire i¢inde yiiksek miktarlarda toluene maruz
kalmmas: ciddi hasarlara sebep olur. Ilk olarak kisi kendini sersemlemis hisseder,
maruziyet devam ederse bas dénmesi, uyku hali ve biling kaybi olusur. Ilerleyen dozlar

ise olusan kalp ritm problemleri sebebiyle 6liimciil olabilmektedir (Anonim 2017b).

Toliien metabolizmasinda sitokrom p-450 enzim ailesi tarafindan oksidasyon
gerceklesir. Bu sirada ROS olusur ve oksidatif stres meydana gelir. Toliien gibi organik
cozgenler, olusan bu ROS’lar nedeniyle hiicreler iizerinde toksik etki olustururlar
(Mattia CJ ve ark. 1991). Olusan serbest radikaller elektronlarini eslestirmek iizere
hiicre zarlarina, protein ve DNA yapilarina zarar verir. Yapilan bir ¢alismada toliiene
maruz birakilan siganlarin karaciger dokusunda bulunan ve antioksidan o6zellige sahip

ghrelin hormonunun azaldig1 bulunmustur (Tas ve ark. 2009). Bir baska ¢aligmada ise



tiner inhalasyonunun karaciger tlizerindeki etkileri histopatolojik olarak incelenmis ve

toksik hepatit bulgular gézlenmistir (Toros ve ark. 2013).

Toliienin bir¢ok doku ve organ iizerinde yarattig1 toksik etkilerin sonucu ile ani 6liimler
gerceklesebilmektedir (Vural ve Ogel 2007). Kalp fonksiyonlarmin bozulmasima bagl
gergeklesen ani  Olimler hidrokarbonlarin  katekolamin  salimmimini  artirarak
miyokardiyumu epinefrine duyarlilagtirmast sonucu olusan ani kardiyak ritm

bozukluklarina baglanabilir (Ives 2000, Ridenour ve ark. 2007).

Toliienin kalp itizerindeki etkileri; direk hiicresel toksisite, miyokardiyal iskemi veya
enfarktiis, kardiyomiyopati, miyokardit ve iletim bozukluklar1 seklinde, beyin lizerine
etkileri ise ndrotoksisite, geri doniisiimsiiz yapisal bozukluklar, noropsikiyatrik yan

etkiler seklindedir (Vural ve Ogel 2007).

2.2.5. Kotitye Kullanim

Ucucu maddelerin kotiiye kullanimlari ve bagimlilik yapici etkileri tiim diinyada 6nemli
bir saglik sorunudur. Bu maddelerin 6fori olusturmasi nedeniyle o6zellikle gencler
arasinda kotiiye kullanimi giderek artmakta ve bu olgularda maruziyete bagh gelisen
akut kardiyo-pulmoner nedenlerle ani 6liimler meydana gelebilmektedir (Akcan ve ark.

2010).

Endiistri, ev iriinleri ve kozmetik iirlinler gibi ¢ok ¢esitli alanlarda kullanilan bu
maddelerin ucuz ve bulunmasi kolay triinler olmasi kullanimlarini kolaylastirir. Ugucu
madde kullanimi, toplumun diisiik sosyoekonomik gruplarinda, depresyon, aile
daginiklig, bagka madde kullanim1 gibi ge¢misi olan gruplarda siktir (Boztas ve Arisoy
2010). Ogel ve ark. (2000) Istanbul’da lise gengleri arasinda yaptiklari bir calismada

yasam boyu en az bir kez ugucu madde kullananlarin oranini1 %8,6 olarak bulmuslardir.

Toliien, narkotik kullanimi en yaygin ugucu maddelerden biridir. Yapilan arastirmalara
gore ucucu madde bagimlarinin %901 toliien kullanmaktadir, kullanilan diger maddeler

klorlu hidrokarbonlar, biitan vb. ugucu maddelerdir (Koyuncuer 2004).
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2.3. Oksidatif Stres ve Antioksidan Enzimler
2.3.1. ROS ve Oksidatif Stres

Oksijen, yasam icin zorunlu bir molekiil olmasina ragmen toksik tepkimelerde de yer
alir. Oksijenin zararl etkilerinin ¢ogu oksidan olarak bilinen ROS olusumuna baglidir,

birgok ROS serbest radikaldir (Langseth 1993).

Dis yoriingelerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron igeren atom, iyon ve
molekiller serbest radikaller olarak ifade edilir. Elektronlar ciftler halinde bulunmak
ister, ¢iftlenmemis bu elektronlar serbest radikallere aktiflik kazandirir ve hiicreler igin
onemli molekiiller olan protein, lipid ve DNA gibi yapilarda hasara neden olurlar

(Langseth 1993). Sekil 2.3.te serbest radikallerin olusturabilecegi hasarlar

gosterilmektedir.
Hedef Sonug
—> Protein >  Artmigturnover

/

Enzim aktivitesinde azalma ——> Hiicrede hasar

/

\

Lipid oksidasyonu -i) Membran hasari
l LDL hasari ”
Sekonder urlinler Ateroskleroz
(aldehitler)
L5 DNA > Mutasyon

Karbohidrat

Reseptor degisimleri

/

Viskozitede azalma (sinoviyal sivi)

Sekil 2.3. Serbest radikallerin olusturdugu hasarlar (Langseth 1993)

Baslica serbest radikal ve oksidanlar Cizelge 2.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 2.2. Canli organizmalardaki baslica ROS’lar (Langseth 1993)

Serbest Radikaller

Hidroksil radikali OH
Siiperoksit radikali 02"
Nitrik oksit radikali NO
Lipit peroksil radikali LOOr

Radikal olmayanlar

Hidrojen peroksit H202
Tekli oksijen 10,
Hipokloroz asit HOCI
Ozon O3

Insan viicudunda bu ROS’lar normal metabolizmanm bir {iriinii olarak {iretilirler.
Serbest radikal olusumundaki faktorler mitokondri, fagositler, ksantin oksidaz, gecis
metal iyonlari, peroksizomlar gibi i¢ kaynakli olabilecegi gibi ¢evresel kirlilik, sigara

kullanimi, ultraviyole 1ginlar gibi dis kaynakli da olabilir (Langseth 1993) (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. Serbest radikal olusumundaki faktorler (Langseth 1993)

I¢ kaynaklar
Mitokondri Fagositler
Ksantin oksidaz Demir ve gegis metal iyonlar1
Peroksizomlar Enflamasyon
Egzersiz Iskemi
Dus kaynaklar
Sigara kullanimi Cevresel kirlilik
Radyasyon Ultraviyole 1ginlar
fﬁ:sltg;i(ﬁ% rr, bocek ilact, Endiistriyel ¢oziiciiler

Olusan serbest radikalleri yakalamak ve etkisiz hale getirmek, bdylece olusabilecek
hasar1 en aza indirmek i¢in antioksidan sistemler bulunmaktadir (Elliot 1999). Bu
antioksidanlar farkli oksidanlara kars1 etki gostermeleri ve farkli hiicresel boliimlerde
bulunmalan ile birbirlerini tamamlayici niteliktedirler ve oksidan etmenler ile denge

halindedirler (Langesth 1993).
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Antioksidan savunma sistemlerinden birincisi GSH-Px, SOD ve CAT gibi antioksidan
enzimlerden olusur. Bu enzimler baslica oksidanlarin ortamdaki varligin1 azaltarak
hiicresel molekiiller iizerindeki zararh etkileri en aza indirmede rol oynarlar (Langesth
1993). Ikinci savunma sistemi ise antioksidan oOzellikteki kii¢iik molekiil agirlikli
bilesiklerdir. Bunlarin bazilari; glutatyon, ubiquinol, iirik asit, vitamin E, vitamin C’dir
(Langesth 1993). Cizelge 2.4’te oksidanlarin kaynaklar1 ve antioksidan savunma

sistemleri gosterilmistir (Diplock 1998).

Cizelge 2.4. Oksidan faktorler ile antioksidan savunmalar arasindaki denge (Diplock 1998)

Oksidan Kaynag: Antioksidan Savunmasi
Sigara dumani Siiperoksit dismutaz
Cevre kirleticiler Katalaz
Radyasyon Glutatyon peroksidaz
Atesli hastaliklar Glutatyon
Iskemi Ubikinon
Egzersiz Selenyum
Coklu doymamus yag asitlerince | Urik asit
(PUFA) zengin diyet E vitamini
Karsinojenler C vitamini

B- karoten ve diger karotenoidler

2.3.2. GSH-Px

GSH-Px, H20: dahil hidroperoksitlerin indirgenmesini saglayarak hiicreleri oksidatif
hasardan koruyan bir enzimdir. GSH-Px, hiicre membraninda bulunan fosfolipit
hidroperoksit GSH-Px (monomer) harig, tetramerik yapidadir (Forstrom ve ark. 1978,
Ursini ve ark. 1985). Her alt birim aktif bolgesinde selenosistein igerir. Enzimin
yapisinda bulunan bu selenosistein, peroksitlerin indirgenmesinde rol oynar (Forstrom

ve ark. 1978, Ursini ve ark. 1985).

GSH-Px, hidroperoksitleri indirgerken, indirgenmis glutatyonu (GSH) oksitlenmis hale
(GSSG) getirir. Glutatyon tiyol grubu tasiyan bir tripeptittir. Koca ve Karadeniz’in
(2003) de belirttigi gibi serbest radikallerin etkisini azaltan bir¢ok enzimin substrati
olarak gérev yapar, radikal tutucusu gibi davranir. Glutatyonun enzim aktivitelerinde
kullanilabilmesi i¢in indirgenmis halde kalmasi onemlidir. Glutatyon rediiktaz (GR),

GSSG’yi NADPH yardimiyla indirger ve 2 tane GSH meydana gelir.
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GSH-Px
R-0-0-H+2GSH ———=R-0-H+ G55G + H,0

GR
GSS5G +NADPH+H™ — = 2GSH + NADP™

GSH-Px, hiicreleri H2O2 ve diger hidroperoksitelerin zararli etkilerine karst korurken
ayrica hem lipit peroksidasyonunun baslamasini onler, hem de lipit peroksidasyonu

sonucu olugan lipit hidroperoksitlerin metabolizmasini saglar.

2.3.3.S0D

SOD, 02’1, O2 ve H202’e doniistiirerek hiicreleri O2’in zararli etkilerinden koruyan
metaloenzimdir.
SOD
20 +2H ——= H0:+ O
Aktif merkezlerinde bulunan metal iyonu tiirline gore li¢ sekildedir; bakir-¢inko
(Cu/Zn)-SOD, manganez (Mn)-SOD ve demir (Fe)-SOD. Gutteridge (1995) tarafindan
bildirildigine gére Cu/Zn-SOD, McCord ve Fridovich (1969) tarafindan kesfedilmistir

ve tepkime hizin1 6nemli derecede arttirmaktadir.

Aerobik tiim hiicreler SOD igerir. Beyin, karaciger, kalp ve bobrekte yliksek
derisimlerde bulunur. Insanlarda ii¢ formda bulunur; sitozolik Cu/Zn-SOD,
mitokondriyal Mn-SOD ve ekstraseliiler SOD. Ekstraseliiler SOD dokular arasi alanda
ve ekstraseliiler sivida bulunur, aktivitesi baglica plazma, lenf ve sinoviyal sivida
hesaplanabilir (Marklund 1980, Sun ve ark. 1995). Hiicresel ve ekstraselliiler sivida
bulunan SOD oksidatif strese karsi savunmada ve hastaliklardan korunmada 6nemlidir.
Alzheimer, Parkinson, Huntington hastaligt gibi noérodejeneratif hastaliklarin
onlenmesinde 6nemli oldugu diisiiniilmektedir (Majer ve Chan 2002). SOD tarafindan
katalizlenen tepkimeler oldukga hizli gerceklesir (turnover: 2x10%M. s), dokularda ve
hiicrelerde bulunan yeterli SOD miktari, Oz derisimini diisiik seviyelerde tutar

(Malstrom ve ark. 1975).

2.3.4. CAT

CAT, SOD aktivitesi sonucunda da olusan ve toksik etki gosteren H20.’in, O2 ve

H20’ya doniisiimiinii katalizler (Duthie ve ark. 1989). H.O> her ne kadar serbest radikal
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olmasa da demir iyonuyla tepkimeye girme kabiliyeti nedeniyle reaktif oksijen tiirleri

arasinda yer almaktadir (Kraeva ve ark. 2017).

CAT, tetramer yapida bir enzimdir ve H20z’le tepkimeye olanak saglayan demir iyonu
iceren dort HEM grubu tasir (Kirkman ve Gaetani 1984). H202’in uzaklastirilmasini
saglayarak hiicrelerin aerobik metabolizma sonucu olusan reaktif oksijen tiirlerine karsi

korunmasinda 6nemli rol oynar (Mates 2000).

CAT
2H:O0p ———= 2 H:0+ O

Aerobik hiicrelerin ¢ogunda bulunan CAT, peroksizomlarda ve sitozolde yer alir.
Insanlarda CAT’m yiiksek seviyeleri, H2O2 igeriginin yiiksek olduguna inanilan

karaciger, bobrek ve eritrositlerde bulunur.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu ¢alismada kullanilan siganlar Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlart
Yetistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edilmistir ve ¢alisma Uludag
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunca verilen 2016-11/03 nolu etik kurul

karar1 ile gergeklestirilmistir.

3.1.Materyal
3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Kitler

-Siiperoksit dismutaz aktivite dl¢tim kiti, Cayman Chemical
-Glutatyon peroksidaz aktivite 6l¢iim kiti, Cayman Chemical
-Katalaz aktivite 6l¢iim kiti, Cayman Chemical

-Katalaz methanol, Cayman Chemical

-Toliien, %97 saflikta, Tekkim

-di-Potasyum hidrojen fosfat (KoHPO4), Merck

-Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4), Merck
-Etilendiamintetra asetik asit (EDTA), Merck

-Sodyum hidroksit (NaOH), Merck

-Polifleks %9 izotonik sodyum kloriir ¢ozeltisi, Polifarma Ila¢ San.

3.1.2. Sarf Malzemeler

-96 kuyulu mikroplaka, NEST Biotechnology
-2 ml hacimli santrifiij tiipleri, ISOLAB

-2 ml hacimli EDTA’l1 tiipler, Vacutest
-1000 pl’lik pipet u¢lari, ISOLAB

-200 pl’lik pipet uclari, ISOLAB

-10 pl’lik pipet uglari, SSIBio

-5 cc enjektorler,

3.1.3. Cihazlar

-Hassas terazi, Sartorius

-Homojenizatdr, Schuett homgenP!"s, yar1 otomatik homojenizatér

-Santrifiij, HERMLE Z 326 K sogutmal1 santrifiij
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-Santrifiij, Sigma-2-16PK sogutmali santrifii
-Mikropleyt okuyucu, BioTek ELx800
-Mikropleyt ¢alkalayici, bioSan PSU-2T
-Vorteks, VELP Scientifica

-pH metre, Sartorius PP-15

-Derin dondurucu, Argelik

-10 pl otomatik pipet, Eppendorf

-20-200 pl otomatik pipet, ISOLAB
-100-1000 pl otomatik pipet, ISOLAB

3.2. Yontem
3.2.1. Deney Hayvanlar

Calismada 250-400 gram agirliginda 30 adet eriskin erkek Wistar-Albino sigan
kullanildi. Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme Uygulama
ve Arastirma Merkezi kosullarinda tutulan siganlar, kontrol gurubu ve deney grubu
olmak iizere ayrildi, kontrol ve deney gruplari da kendi i¢inde post-mortem gegen
zamana gore 0, 6, 12, 24 ve 48 saat gruplarina ayrildi. Her zaman dilimi i¢in kontrol

grubu 2, deney grubu ise 4 hayvandan olusturuldu (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan si¢anlarin gruplandirilmasi

Saat 0. 6. 12. 24. 48.
Kontrol ii%; zt%; %‘3 K%Q L%B
Grubu 5:.@} @ ﬁ;::} ":pg} g;-g}

5 BSOS By |Eois |Eois |EnEy
eney &~ &~ .3 .3 —~&~ —~&~ ~&~ ~&~ ~6 "\ ~6 "\
Grubu | 08D (B0 |Eoiy |08y | 808y

3.2.2. Toliien Maruziyetinin Gerg¢eklestirilmesi

Toliienin LDsp dozu 1,64g/kg’dir (Ikeda ve Ohtsuji 1971). 24 saat a¢ birakilan
hayvanlara, deney grubuna toliienin letal dozu intraperitonal (i.p) yolla uygulanirken

kontrol grubuna aynt doz ve yontemle serum fizyolojik uygulamasi yapildi.
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Enjeksiyondan sonra su ve yem serbest olarak verildi. Deney grubu hayvanlarin Sliimi
tollien maruziyeti sebebiyle gerceklesirken, kontrol grubu hayvanlarin 6limii zamana

bagli olarak servikal dislokasyon ile gerceklestirildi.

3.2.3. Doku ve Kan Orneklerinin Toplanmasi

Kan ve karaciger dokularinin homojenizasyon ve santrifiij kosullar1 Cizelge 3.2’de
gosterilmistir. Kontrol ve deney gruplarinda post-mortem zamanin etkisini goérebilmek
icin Oliimden 0, 6, 12, 24 ve 48 saat sonra siganlar agilarak karaciger dokular siiratle
cikarilldi ve kalp kami pihtilasmayr Onlemek amaciyla EDTA’L tiiplere toplandi.
Karaciger dokular1i pH=7,4 soguk potasyum fosfat tamponu ile yikanarak iizerindeki
kan temizlendi. Toplanan kan Orneklerinde santrifiij, karaciger dokularinda
homojenizasyon ve santrifiij islemleri aktivite Ol¢iimlerinde kullanilan kitlerin
talimatlarina uygun sekilde yapilarak oOrnekler analize hazir hale getirildi.
Homojenizasyon islemi, karaciger dokularinin yas kiitleleri hassas terazide tartildiktan
sonra 1/9 (w/v) olacak sekilde soguk tampon ¢ozelti ile buzlar iginde gergeklestirildi.

Hazirlanan 6rnekler aktivite dlgtimleri gergeklesinceye kadar -80°C’de saklandi.

Cizelge 3.2. Kan 6rnekleri ve karaciger dokularinin homojenizasyon ve santrifiij kosullar

Enzim Kan Ornegi Karaciger Dokusu

Homojenizasyon: 1mM EDTA igeren pH=7,0
Santrifiij: 1000g, 10dak, | potasyum fosfat tamponu i¢inde 3000devir/dak
GSH-Px 4°C hiz ile

Analiz: Plazma Santrifiij: 10 000g, 15dak, 4°C

Analiz: Siipernatant

Homojenizasyon: 1mM EDTA igeren pH=7,0
Santrifiij: 1000g, 10dak, | potasyum fosfat tamponu i¢inde 3000devir/dak
SOD 4°C hiz ile

Analiz: Plazma Santrifiij: 1500g, 5dak, 4°C

Analiz: Stipernatant

Homojenizasyon: 1mM EDTA igeren pH=7,0
Santrifiij: 1000g, 10dak, | potasyum fosfat tamponu i¢inde 3000devir/dak
CAT 4°C hiz ile

Analiz: Plazma Santrifiij: 10 000g, 15dak, 4°C

Analiz: Siipernatant
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3.2.4. GSH-Px Aktivite Ol¢iimii

GSH-Px aktivite 6l¢iimii ticari olarak alinan CAYMAN marka kit ile talimatlara uygun
sekilde gergeklestirildi.

Deney Prensibi:

GSH-Px aktivitesi, glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesine bagli olarak 6lgiildi. Tepkime
ortamini olusturan kiimen hidroperoksit ve kosubstrat karisimi iginde NADPH, GSH ve
GR bulunur. Kiimen hidroperoksit GSH-Px aktivitesi sonucu indirgenirken GSH,
GSSG’ye doniigiir. GSSG, GR ve NADPH ile indirgenerek GSH olusur.

GSH-Px
R-0-0-H +2GSH —— = R-O-H + GS5G + H:0

GR
GS5G + NADPH + H® — =2GSH + NADP™

NADPH’Im NADP*a oksidasyonu ile 340nm dalga boyunda absorbansta azalma
meydana gelir, GSH-Px aktivitesi absorbanstaki bu azalma ile dogrudan orantilidir
(Paglia ve Valentine 1967). Analize hazir hale getirilen kan plazmasi ve karaciger
homejanatlarinda GSH-Px aktivitesi bu prensibe gore olgiildi. Santrifiij sonrast elde
edilen kan plazmasi1 ve karaciger homojenatlari, 6rnek tamponu ile 1:2 oraninda
seyreltilerek deney gergeklestirildi. Deneysel islemler Cizelge 3.3’de gosterilen adimlar
takip edilerek yapildi ve her 6rnek icin ii¢ tekrar olacak sekilde ¢alisildi.

Cizelge 3.3. GSH-Px aktivite 6l¢limiinde uygulanan deneysel islemler

Kor Pozitif Kontrol Ornek
Sﬁezr;ﬁ’istiampo” 120 uL 100 uL 100 uL
Kosubstrat karisim 50 uL 50 ub 50 uL
GSH-Px (Kontrol) - 20 uL -
Ornek - - 20 uL
Kiimen hidroperoksit 20 uL 20 uL 20 pl

Mikroplaka birkag saniye dikkatlice karistirildi.

Absorbans degisimi 340nm dalga boyunda, her dakikada bir kez toplam 5 dakika boyunca
kaydedildi.
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Aktivite Hesaplama:
Her 6rnek ve kor i¢in 340nm dalga boyunda, dakikadaki absorbans degisimi (AA340)

asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

|Azsp(Zaman 2) - Azsp(Zaman 1)
Zaman 2(dak) - Zaman 1(dak)

AAzap/dak=

Kor i¢in hesaplanan AAszso/dak degeri drnek degerlerinden ¢ikarilarak asagidaki formiil
ile GSH-Px aktivitesi hesaplandi. Bir tnite (U), dakikada 1,0nmol NADPH'n

NADP*'ye oksidasyonunu saglayan enzim miktari olarak tanimlanmugtir.

.ﬁAsq.c.—':dal{ O_. 19
GSH-Px aktivitesi= X X Seyreltme orani
(nmol/dak/ml) 0,00373uM! 0,02

AA340: 340nm dalga boyunda absorbans degisimi
0,00373uM* : NADPH 1n 340nm’deki ekstinksiyon katsayisi
0,19: kuyucuktaki ¢ozeltinin son hacmi (mL)

0,02: 6rnek hacmi (mL)

3.2.5. SOD Aktivite Ol¢iimii

SOD aktivite Ol¢iimii ticari olarak alinan CAYMAN marka kit ile talimatlara uygun
sekilde gergeklestirildi.

Deney Prensibi:

Deney prensibi ksantin oksidaz ve hipoksantin tepkimesi sonucu olusan O2
radikallerinin, tetrazolyum tuzu ile belirlenmesi esasina dayanir. Ksantin oksidaz enzimi
ksantin ve hipoksantini, iirik asit ve H202’e metabolize eder. Bu tepkime sirasinda da
Oz radikalleri olusur. Deney ortamina eklenen 6rnek homojenatlarindaki SOD, bu Oz
radikallerini molekiiler oksijen ve H202’e doniistiirerek aktivite gosterir. Ortamdaki
SOD aktivitesinin yeterli olmadig1 durumda, O™ radikalleri tetrazolyum ile tepkimeye
girer ve tetrazolyum tuzunun elektron alarak indirgenmesi sonucu formazen boyasi
olusarak renk degisikligi gerceklesir (Sekil 3.1). SOD aktivitesi, bu tepkimenin

inhibisyonu ile dl¢iiliir.
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Sekil 3.1. SOD aktivitesi ve tetrazolyum tuzunun olusum mekanizmasi

Standart grafigi olusturmak i¢in SOD standartlar1 0-0,05 U/mL aktivite arasinda
hazirland1 (Cizelge 3.4) ve Cizelge 3.5’de gosterilen islemler uygulanarak deney
gerceklestirildi. Kan ve karaciger homojenatlari 6rnek tamponu ile 1:5 oraninda

seyreltildi, tiim standart ve 6rnekler iki tekrar olacak sekilde ¢alisildi. Deneyler arasinda

fark saptaninca deney tekrarma gidildi.

Cizelge 3.4. SOD standartlarinin hazirlanmasi

Standart SOD Aktivitesi SOD Stok Cozelti Ornek Tamponu
(L) (L)
A (0U/mL) 0 1,00
B (0,005 U/ mL) 20 980
C (0,010 U/ mL) 40 960
D (0,020 U/ mL) 80 920
E (0,030 U/ mL) 120 880
F (0,040 U/ mL) 160 840
G (0,050 U/ mL) 200 800
Cizelge 3.5. SOD aktivite dl¢iimiinde uygulanan deneysel islemler
Standart Ornek
(racicl bt 200 pL 200 pl
Standart (A-G) 10 ul -
Ornek - 10 puL
Ksantin Oksidaz 20 pL 20 pL

Birkag saniye dikkatlice karistirilarak mikroplaka kapagi kapatildi

Oda sicakliginda 30 dakika galkalayici ile inkiibasyona birakildi

450nm dalga boyunda absorbanslar okundu
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Aktivite Hesaplama:

Tiim standart ve Orneklerin absorbans ortalamalari hesaplandiktan sonra standartA
absorbansi kendisine ve diger tiim standart ve ornek absorbanslarina boliinerek lineer
oran  (LR-dogrusallastirilmis  oran) hesaplandi.  Ornek; StdA  icin  LRa=
Abs(StdA)/Abs(StdA) , LRe= Abs(StdA)/Abs(StdB)

Elde edilen dogrusal oranlar (LR) ve standart SOD aktiviteleri ile standart grafik
olusturuldu (Sekil 3.2). Standart grafik denklemi ve 6rneklerin LR degerleri kullanilarak
SOD aktiviteleri hesapland1. 1 {inite (U), stiperoksit radikallerinin %50’sini doniisiime

ugratan enzim miktart olarak tanimlandi.

(Ornek LR - 1,0417) 0,23
SOD (U/ml= X X Seyreltme oram
63,99 0,01

1,0417: y ekseni kesim noktasi (y-intercept)
63,99: egim

0,23: kuyucuktaki toplam hacim (ml)

0,01: 6rnek hacmi (ml)

SOD Standart Grafigi

5,000
4,000
3,000
2,000
1,000

'000 T T T T T T 1
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
Standart SOD Aktivitesi (U/ml)

y=63,99x + 1,0417
R?=0,9692

Dogrusal Oran (LR)

Sekil 3.2. SOD standart grafigi

3.2.6. CAT Aktivite Ol¢iimii

CAT aktivite dl¢limii ticari olarak alinan CAYMAN marka kit ile talimatlara uygun
sekilde gerceklestirildi.
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Deney Prensibi:

Aktivite dl¢timiinde katalazin peroksidatik aktivitesinden yararlanildi. CAT, H202’in O2
ve H>O’ya doniisiimiinde katalitik aktivite gosterirken, diisiik molekiil kiitleli alkollerin
(metanol gibi) elektron vericisi gibi davranmasini saglayarak peroksidatik aktivite
gosterir. Buna gore deneyin prensibi H2O2 varliginda CAT’1n metanol ile tepkimeye

girerek formaldehit olusturmasina dayanir (Sekil 3.3).

CH.OH Katalaz CH,0

(metanol) r \ (formaldehit)

H,0, 2H,0

Sekil 3.3. Katalaz peroksidatik aktivitesi

Olusan formaldehit purpald ile kolorimetrik olarak Ol¢iildii. Purpald (4-amino-3-
hidrazin-5merkapto-1,2,4-triazol), formaldehit tepkimesi ile oksidasyonu sonucu mor
renge doniistii (Johansson ve Borg 1998, Wheeler ve ark. 1990). CAT aktivitesi, ortaya
¢ikan formaldehit miktarna baglhi olusan mor rengin 540nm dalga boyunda

absorbanslar1 okunarak olg¢iildii.

Standart grafigi olusturmak i¢in formaldehitin degisen derisimleri kullanildi (Cizelge
3.6) ve Cizelge 3.7°de gosterilen adimlar takip edilerek deneysel islemler
gerceklestirildi. Kan orneklerinde 1:200, karaciger orneklerinde ise 1:500 oraninda

seyreltme kullanildi, her 6rnek iki tekrarli olacak sekilde calisildi.

Cizelge 3.6. Formaldehit standartlarinin hazirlanmasi

Standart formaldehit Formaldehit Ornek Tamponu
derisimi (uL) (nL)

A (0 uM) 0 1,000

B (5 uM) 10 990

C (15 uM) 30 970

D (30 uM) 60 940

E (45 uM) 90 910

F (60 uM) 120 880

G (75 uM) 150 850
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Cizelge 3.7. CAT aktivite ol¢iimiinde uygulanan deneysel islemler

Standart Pozitif Kontrol Ornek

Der‘c%i:ﬁri‘;fon 100 uL 100 L 100 uL

Metanol 30 uL 30 uL 30 uL
Standart (A-G) 20 uL - -
Katalaz Kontrol - 20 uL -

Ornek - - 20 ulL

Hidrojen peroksit 20 uL 20 uL 20 uL

20 dakika oda sicakliginda ¢alkalayici ile inkiibasyona birakildi

Potasyum hidroksit

30 puL

30 pL

30 uL

Purpald

30 uL

30 puL

30 uL

10 dakika oda sicakliginda galkalayici ile inkiibasyona birakildi

Potasyum periodat

10 pL

10 pL

10 pL

5 dakika oda sicakliginda calkalayici ile inkiibasyona birakildi

540nm dalga boyunda absorbanslar okundu

Aktivite Hesaplama:

Tiim standart ve orneklerin absorbans ortalamalar1 hesaplandiktan sonra standart A’nin
absorbansi kendinden ve diger tiim standart ve 6rnek absorbanslarindan ¢ikartildi. Bu
absorbans degerleri ve standart formaldehit derisimleri ile formaldehit standart grafigi
olusturuldu (Sekil 3.4). Elde edilen standart grafik denkleminden her 6rnekte olusan
formaldehit derisimi hesaplandi. Olusan formaldehit miktar1 CAT in 20 dakikalik
aktivitesidir. Buna gore dakikadaki aktivite hesaplanarak seyreltme oranlariyla ¢arpildi.

1 iinite (U), dakikada 1,0 nmol formaldehit doniisiimiinii saglayan enzim miktar1 olarak

tanimlandi.

Formaldehit (uM)=

Ornek absorbansi — (— 0.0217)

0.17

0.0082

24

0.02




Ornek Formaldehit konsantrasyonu (uM)
CAT Aktivitesi = X Seyreltme orani

(nmol/dak/ml) 20 dak

0,0217: y ekseni kesim noktasi (y-intercept)
0,0082: egim

0,17: reaksiyonun gerceklestigi toplam hacim (mL)
0,02: 6rnek hacmi (mL)

Formaldehit Standart Grafigi

0,8 -
'g 06 - y =0,0082x - 0,0217
c ’ -
S R2=0,9954
v 04
e
8 02
S
Q0 0 1
<

30 40 70 80

-0,2

Formaldehit (M)

Sekil 3.4. Formaldehit standart grafigi

3.2.7. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS 24.0 istatistik paket programi kullanilarak yapildi. Deney ve
kontrol gruplari arasinda toliienin etkisini incelemek ig¢in bagimsiz orneklem t-testi,
post-mortem zamana bagli degisimi incelemek i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
kullanildi. Zaman gruplar1 arasinda belirlenen farklar ¢oklu karsilastirma testleri ile
degerlendirildi. Iki ve ii¢ tekrarli yapilan denemelerin sonuglar1 ortalama ve standart

sapmalar ile verildi. p<0,05 degeri istatiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Caligmamizda her enzim i¢in karaciger ve kan orneklerinde toliilen maruziyetinin ve
post-mortem zamanin antioksidan enzimler iizerine etkisi incelendi. Belirlenen her
zaman diliminde (0, 6, 12, 24, 48 saat) kontrol grubu n=2, deney grubu ise n=4 hayvan
kullanildi. Aktivite dlgiimleri sirasinda her 6rnek en az iki tekrar olacak sekilde calisildi,

sonuglar ortalama ve standart sapmalar seklinde verildi.

4.1. GSH-Px Bulgulari

Deneyler sonucunda elde edilen karaciger GSH-Px bulgulant Cizelge 4.1 ve Sekil
4.1°de, kan GSH-Px bulgular1 Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2°’de gosterilmistir. Karaciger
GSH-Px aktiviteleri incelendiginde, tiim post-mortem zaman dilimlerinde, deney grubu
aktiviteleri kontrol grubuna gore daha yiiksek bulundu. Bunlarin iginde 6., 12. ve 24.
saatlerde gerceklesen aktivite artisi istatistiksel olarak anlamli bulunurken (p<0,05), 6.
saatte %38, 12. saatte iki katindan fazla ve 24. saatte %93’liik aktivite artis1 gézlendi. 0.
an ve 48 saat dilimlerindeki artis ise istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05). Post-
mortem zamana bagl aktivite degisimlerine bakildiginda kontrol grubunda, ilk
saatlerden baglamak {izere 12 saate kadar enzim aktivitesinde bir azalmanin oldugu
gozlendi. 0-6 saat arasindaki aktivite kaybi istatistiksel olarak anlamli olmamakla
birlikte (p>0,05) 0-12 saat arasinda aktivitede %60 diizeyinde bir azalma bulundu
(p<0,05). Bu azalmanin aksine, ileri zaman dilimlerine bakildiginda, 12-48 saat arasinda
2,2 kat aktivite artig1 gézlendi (p<0,05). Deney grubu aktivite degerlerinde post-mortem

zaman dilimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).

Kan o6rneklerinde GSH-Px bulgular1 incelendiginde, deney grubu aktiviteleri kontrol
grubuna gore post-mortem 6. saatte %95,53, 24. saatte %83,94 oraninda daha yiiksek
bulunurken (p<0,05) 0., 12. ve 48. saatlerde anlaml bir fark gézlenmedi (p>0,05). Kan
orneklerinde post-mortem zamana bagh aktivite degisimi kontrol grubunda, karacigere
benzer sekilde, 12 saate kadar %65 oraninda anlamli bir azalma gosterdikten sonra, 12-
48 saat arasinda 3 kata yakin bir artig gosterdi (p<0,05). Deney grubunda da 12 saate
kadar %55°1ik bir aktivite kayb1 olduktan sonra ilerleyen post-mortem zamanlarda, 12-
48 saat arasinda, yaklasik 2 katlik bir aktivite artig1 bulundu (p<0,05).
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Cizelge 4.1. Karaciger GSH-Px aktiviteleri (ortalama + standart sapma)

Post-mortem

Zaman (saat) g & 12 2 -
GSH-Px

(nmol/dk/mL) | 92,96+12,6 | 76,40+0,005 | 36,9349,01 48,4+10,80 81,5+7,21
Kontrol a,X a,X b,x b,x a,X
Grubu

CilHP 101,24429.8 | 106,12+6,41 | 94,22+18.36 | 93,59+11,45 | 106,26+21.91
(nmol/dk/mL) ’CX ’ ’C > ' . ’ ' . ’ ’CX ’
Deney Grubu ’ Y Y Y ’

Yatay siitunlarda ayni harfler ile (a,b ve c) gosterilen veriler istatistiksel olarak anlamsizdir (p>0,05).
Dikey siitunda aym harfler ile (x,y) gosterilen veriler istatistiksel olarak anlamsizdir (p>0,05).
Tablodaki her veri nmol/dk/mL olarak hacimsel aktiviteyi gostermektedir.

Cizelge 4.2. Kan GSH-Px aktiviteleri (ortalama + standart sapma)

Post-mortem
Zaman (saat) b e L es e

GSH-Px
(nmol/dk/mL)
Kontrol Grubu

111,3+1,03 57,31+1,80 38,71+2,88 54,38+0,53 97,06+12,64
a,x b,x b,x b,x a,x

H-Px
gfnolldk/mL) 121,87+13,32 | 112,06+£12,47 | 53,91+8,37 | 100,03+15,76 | 114,02+27,04
C,X cy d,x cy C,X
Deney Grubu

Yatay siitunlarda ayni harfler ile (a,b,c,d) gosterilen veriler istatistiksel olarak anlamsizdir (p>0,05)
Dikey siitunda ayni harfler ile (x,y) gosterilen veriler istatistiksel olarak anlamsizdir (p>0,05)
Tablodaki her veri nmol/dk/mL olarak hacimsel aktiviteyi gostermektedir.

Karaciger

200

150

100
® kontrol grubu
50 -
H deney grubu
O i T T T T
0 6 12 24 48

Post-mortem Zaman (saat)

GSH-Px Aktivitesi
(nmol/dak/ml)

Sekil 4.1. Karaciger GSH-Px aktiviteleri
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Kan

200

150

100 -
H kontrol grubu
>0 1 i B deney grubu
0 i T T T T
0 6 12 24 48

Post-mortem Zaman (saat)

GSH-Px Aktivitesi
(nmol/dak/ml)

Sekil 4.2. Kan GSH-Px aktiviteleri

4.2. SOD Bulgulari

Deneyler sonucunda elde edilen karaciger SOD bulgular1 Cizelge 4.3 ve Sekil 4.3’de,
kan SOD bulgulart Cizelge 4.4 ve Sekil 4.4’te gosterilmistir. Karaciger 6rneklerinin
SOD aktiviteleri incelendiginde, deney grubunda kontrol grubuna gore 0., 6., 12. ve 24.
saatlerde meydana gelen aktivite artiglar1 istatistiksel olarak anlamsizken 48. saatte
goriilen %32’lik artis 0,05 olasilik diizeyinde anlamli bulundu. Kontrol ve deney
gruplarmin post-mortem zamana bagli aktivite degisimlerinde istatistiksel olarak

anlamli fark bulunmadi (p>0,05).

Kan SOD degerlerinde 0., 6., 12., 24. ve 48. saatlerde deney grubu ile kontrol grubu
aktiviteleri arasinda anlaml bir fark olmamakla birlikte gruplarin zamana bagli aktivite

degisimlerinde de istatistiksel olarak anlamli farklar bulunmadi (p>0,05).

Cizelge 4.3. Karaciger SOD aktiviteleri (ortalama + standart sapma)

Post-mortem

Zaman (saat) b 8 12 24 =

ico)rll::r(ollﬂm L) 2,93+0,73 2,56+0,05 3,93+0,14 4,007+0,25 3,16+0,13
a, X a, X a,x a,X a,x

Grubu

SOD (U/mL) 3,40+1,17 4,53+0,10 4,61+0,80 4,53+0,30 4,17+0,36

Deney Grubu b,x b,x b,x b,x by

Yatay siitunlarda ayni harfile (a ve b) gosterilen veriler istatistiksel olarak anlamsizdir (p>0,05)
Dikey siitunda ayni harfler ile (x,y) gosterilen veriler istatistiksel olarak anlamsizdir (p>0,05)
Tablodaki her veri U/mL olarak hacimsel aktiviteyi gostermektedir.
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Cizelge 4.4. Kan SOD aktiviteleri (ortalama + standart sapma)

Post-mortem 0 6 12 24 48
Zaman (saat)

SOD

(U/mL) 3,17+1,33 2,72+0,50 2,30+0,02 2,74+0,68 2,98+0,15
Kontrol a,x a,x a,x a,x a,x
Grubu

SOD (U/mL) 4,13+1,21 3,24+0,96 2,33+0,81 3,48+0,70 3,02+1,33
Deney Grubu b,x b,x b,x b,x b,x

Yatay siitunlardada ayni harf ile (a ve b) gosterilen veriler istatistiksel olarak anlamsizdir (p>0,05)
Dikey siitunda ayni harfile (x) gosterilen veriler istatistiksel olarak anlamsizdir (p>0,05)
Tablodaki her veri U/mL olarak hacimsel aktiviteyi gostermektedir.

Karaciger

5
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~
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Sekil 4.3. Karaciger SOD aktiviteleri
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=
~
23 -
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§ 0 6 12 24 48

Post-mortem Zaman (saat)

Sekil 4.4. Kan SOD aktiviteleri
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4.3. CAT Bulgulan

Deneyler sonucunda elde edilen karaciger CAT bulgular1 Cizelge 4.5 ve Sekil 4.5°de,
kan CAT bulgular1 Cizelge 4.6 ve Sekil 4.6’da gosterilmistir. Kontrol ve deney
gruplarinin CAT aktiviteleri karsilastirildiginda, karacigerde deney grubunda 0., 6., 12.
ve 48. saatte meydana gelen aktivite artislar istatistiksel olarak anlamsizken (p>0,05),
24. saatte deney grubu aktivitesinde olusan 3 katlik artis 0,05 olasilik diizeyinde anlamli
bulundu. Post-mortem zamana bagl aktivite degisimleri incelendiginde karaciger
kontrol grubunda, 0-12 saat arasinda aktivitede azalma bulunsa da istatistiksel olarak
anlamsizdir (p>0,05). Daha ileri zaman dilimlerine bakildiginda 12., 24. ve 48. saatlerde
aktivitenin artmaya basladig1 gozlendi. 12-48 saat arasinda meydana gelen 3 kata yakin

aktivite artisi istatistiki olarak anlamli bulundu (p<0,05).

Kan CAT aktivite degerlerinde gruplar ve post-mortem zaman dilimleri arasinda azalig

ve artiglar olmakla beraber istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edilmedi (p>0,05).

Cizelge 4.5. Karaciger CAT aktiviteleri (ortalama + standart sapma)

Post-mortem 0 6 12 o4 48
Zaman (saat)
Gt 11,2+0.05 9,61+5,71 8,194+0,732 9,94+1,548 21.29+0.36
(umolldaklm L) ’ E il E ) ’ ) ] ) b

X a,x a,x a,x b,x
Kontrol Grubu
CAT 12,4349.29 10,39+3.08 16,88+7.40 26,87+6,17 26,86+9.88
(umolldaklm L) 1 9 ] ) ] ) 1] ) L] )

X c,X X dy X
Deney Grubu

Yatay siitunlarda ayni harfler ile (a,b,c,d) gosterilen veriler istatistiksel olarak anlamsizdir (p>0,05)
Dikey siitunda aym1 harfler ile (x,y) gosterilen veriler istatistiksel olarak anlamsizdir (p>0,05)
Tablodaki her veri pmol/dak/mL olarak hacimsel aktiviteyi gostermektedir.
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Cizelge 4.6. Kan CAT aktiviteleri (ortalama + standart sapma)

Post-mortem

Zaman (saat) b & 12 2 e

Cmt 3,83+0,07 3,91+0,6 5,64+2,45 6,006+0,72 6,92+2,15

(umolldak/mL) L] L] L] L] L] L] 1 1 L] L]
a,X a,X a,X a,X a,x

Kontrol Grubu

Cmt 5,711+2,92 4,30+2,10 6,85+3,67 8,22+1,98 8,67+3,74

(mel/dak/mL) L] L] L] L] L] L] L] L] L] L]
b,x b,x b,x b,x b,x

Deney Grubu

Yatay siitunda ayn1 harfile (a ve b) gosterilen veriler istatistiksel olarak anlamsizdir (p>0,05)
Dikey siitunda ayni1 harf ile (x) gosterilen veriler istatistiksel olarak anlamsizdir (p>0,05)
Tablodaki her veri pmol/dak/mL hacimsel olarak aktiviteyi gostermektedir.
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Sekil 4.5. Karaciger CAT aktiviteleri
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Sekil 4.6. Kan CAT aktiviteleri
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu ¢aligmada 6liime neden olan toliien dozuna i.p. olarak maruz kalan si¢anlarin kalp
kan1 ve karaciger dokusundaki, antioksidan enzimler olan GSH-Px, SOD ve CAT

aktivitelerindeki degisiklikler post-mortem zamana bagli olarak arastirilmistir.

Gerek endiistriyel alanda gerekse giinliik hayatta kullanim alan1 fazla olmakla birlikte
ucucu madde olarak kdtiiye kullanimi da yaygin olan toliienin saglik lizerinde bir¢ok
zararl etkisi oldugu gibi yiiksek dozlarda maruziyet 6liime sebebiyet verebilmektedir.
Toliienin ya da toliien igeren tiner gibi u¢ucu maddelerin kulanimina bagli olarak
Olimlerin goriildiigiic Ameno ve ark. (1989), Akcan ve ark. (2010) tarafindan ileri

siirtilmistiir.

Caligmamiz sonucunda deney gruplarinda, karaciger GSH-Px aktivitesinde 6liim sonrasi
6., 12. ve 24. saatlerde, SOD aktivitesinde 48. saatte ve CAT aktivitesinde 24. saatte
meydana gelen artislar, toliien metabolizmasinin ilk adimi olan sitokrom p-450 enzim
ailesi tarafindan oksidasyon sonucu Ozellikle karacigerde olusan ROS’dan
kaynaklantyor olabilir. Mattia ve ark. (1991, 1993a, 1993b) yaptiklar1 ¢aligmalarda
karaciger dahil c¢esitli dokularda toliiene bagli ROS olusumunun ve lipit
peroksidasyonlarinin arttigini, toliilenin bu sekilde hiicreler iizerinde toksik etki
gosterdigini  belirtmiglerdir. Olusan serbest radikaller ile savunmada gorevli
antioksidanlar arasinda denge durumu saglanamadiginda oksidatif stres kritik seviyelere
ulasir ve oksidatif hasar olusur (Diindar6z ve ark 2003). Bu oksidatif hasar 6zellikle

antioksidan Ozellikteki enzim ve vitamin gibi molekiillerin seviyelerini etkiler (Sies

1993).

Kamel ve Shehata (2008) tarafindan yapilan ¢alismada siganlarda kronik (15, 30 ve 45
giin) tollien maruziyetinin beyin, karaciger, bobrek ve testis dokularinda oksidatif stres
ve antioksidanlara etkisi incelenmis ve maruziyet zamanina bagl olarak ¢ogu dokuda,

bizim sonuglarimizin aksine, GSH-Px aktivitesinde azalma gozlenmistir.

Kronik tiner ve tutkal inhalasyonu sonucu c¢ocuklarda antioksidan enzim seviyelerinin
incelendigi bir baska ¢alismada, ugucu madde kullaniminin GSH-Px seviyelerini

degistirdigini ve lipit peroksidasyonunu arttirdig1 gosterilmis, eritrosit ve plazma GSH-
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Px aktiviteleri deney grubunda anlamli olarak diisiik bulunmustur (Diindar6z ve ark.
2003). GSH-Px aktivitesindeki bu azalma H20O: ve lipit peroksitlerin enzimi etkisiz hale
getirebilecegi seklinde agiklanmistir (Diindar6z ve ark. 2003). Calismamiz sonucunda
elde ettigimiz sonuglar ise kanda deney grubu GSH-Px aktivitelerinin 6liim sonras1 6. ve

24. saatlerde kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugunu gostermektedir.

Kamel ve Shehata (2008) sicanlarda yaptiklar1 kronik toliien maruziyeti c¢alismasi
sonucunda bir¢ok dokuda SOD aktivitesinin arttigin1 bulmuslardir. Bir baska ¢aligmada
Stajkovic ve ark. (2009), on iki giin boyunca diisiik doz ve alt1 giin boyunca yliksek doz
1.p. toliien enjeksiyonu yaptiklari sican gruplarinda diisiik doz uygulamalarinda, ¢alisma
sonuglarimizla benzer sekilde, SOD artis1 elde etmisler ve bunu artan ROS iiretimine

baglamislardir.

Toliien ayni zamanda tinerin etken maddesidir. Yapilan bir c¢aligmada tiner
bagimliliginin akciger ve karaciger dokularinda lipid peroksidasyonuna etkisi
arastirilmis, lipid peroksidasyon diizeyinde artma ve SOD diizeylerinde azalma
gozlenmistir (Ulakoglu ve ark. 1998). Calismanin sonucunda kronik tiner inhalasyonu
sonucu ROS olusumunun hizlanmasina bagl olarak SOD aktivitesinde azalma ve buna
bagl lipid peroksidasyon diizeylerinde artig olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Ulakoglu ve

ark. 1998).

Diindar6z ve ark. (2003) ¢ocuklarda kronik tiner ve tutkal inhalasyonunun etkilerini
inceledikleri ¢calismada, deney grubu eritrosit SOD aktivitelerini kontrol grubuna gore
anlamli olarak yiiksek bulmuglar, bunu olusan Oz anyonlarinin doniisimi i¢in

kullanimina baglamislardir.

Stajkovic ve ark. (2009) alt1 giin boyunca yiiksek doz i.p. toliien enjeksiyonu yaptiklar
calismada, sonuclarimizda oldugu gibi, CAT aktivitesinde artig elde etmisler, bunun

artan ROS iiretimine baglh gergeklestigini ileri stirmiislerdir.

Yapilan c¢alismalar genelde wuzun siireli toliilen maruziyeti etkileri iizerine

yogunlagmistir.
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Calismamizda siganlarda letal doz toliienin i.p. enjeksiyonu ile gerceklesen akut
maruziyet sonucu Oliimlerde antioksidan enzim seviyeleri incelendiginde, toliien
enjeksiyonu yapilan deney grubunun karacigerde GSH-Px, SOD ve CAT, kanda GSH-
Px aktivite degerleri kontrol grubuna gore istatistikel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. Antioksidan enzim aktivitelerindeki bu artigin, toliien enjeksiyonu sonrasi
basta karacigerde gerceklesen toliien katabolizmasi siirecinde olusan serbest radikallerin
zararli etkilerini gidermeye yonelik antioksidan savunmasindan kaynaklandigi
sOylenebilir. Bu sonuglar, yliksek doz toliienin oOzellikle karaciger dokusunda
olusturdugu toksik etkiyi ve buna karsi antioksidan sistemi harekete gegirerek akut

maruziyetlerde bu enzimlerin roliinii gostermistir.

Enzim aktivitelerinin post-mortem zamana goére degisimi incelendiginde GSH-Px
aktivitesinin karaciger kontrol grubunda 0-12 saat arasinda azaldiktan sonra 12-48 saat
arasinda arttig1 (p<0,05), kanda hem deney hem kontrol grubunda 0-12 saat arasinda
azalma gosterip 12-48 saat arasinda arttigr (p<0,05) bulundu. CAT aktivitesinde de
benzer sekilde karaciger kontrol grubunda 12-48 saat arasinda, deney grubunda 6-24
saat arasinda anlamli artis gosterdigi gozlenirken SOD aktivitesinde post-mortem

zamana gore istatistiksel olarak anlamli sayilacak degisimler tespit edilmedi.

Solunum ve dolagimin tamamen durmast sonucu ilk dakikalar i¢inde somatik Gliim
meydana gelirken, hayati fonksiyonlarin durmasindan sonra genellikle 1-2 saat iginde
doku ve hiicrelerin 6liimii gergeklesir (http://www.forensicpathologyonline.com, 2018).
Donaldson ve Lamont (2013) tarafindan da belirtildigi gibi 6liimiin gergeklesmesi ile
birlikte dolasimda oksijen eksikligi ve metabolitlerin anabolik iiretimlerinin durmasi
gibi olaylar meydana gelebilir. Bunun bir sonucu olarak 6liimiin gergeklestigi ilk zaman

dilimlerinde GSH-Px aktivitesinde inhibisyon oldugu disiiniilebilir.

Post-mortem siire¢ uzadikca otolizle birlikte hiicre ve doku yapilarinin bozulmasi
sonucu enzimler hiicre disina salinmis olabilir. Bu nedenle, GSH-Px ve CAT
diizeylerinde ozellikle post-mortem 12 saat sonrasinda gozlenen artisin otoliz sonucu

olabilecegini diisliniiyoruz.

Benzer sekilde Sharma ve ark. (2012) 6liim sekli ve 6liim zamani bilinen 50 kadavra

tizerinde yaptiklar1 calismada perikard sivisinda, amilaz, kreatin kinaz (CK), gama-
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glutamil transferaz (GGT) ve laktat dehidrogenaz (LDH) enzim aktivitelerini post-
mortem zamana gore (<6sa, 6-12sa ve 12-24sa) incelemisler, ¢alisma sonunda 6liimden
sonra dort enzimin de post-mortem zamanla pozitif korelasyonu gézlemlemisler ve CK
post-mortem zamana baglh artisinin istatistiksel olarak anlamli oldugunu tespit
etmislerdir. Oliimden sonra otoliz siireci ile Kkardiyak orijinli enzimlerin perikard
stvisina salindigi ve kardiyak kokenli enzim diizeylerinin 6liim sonrasi araliklarla artig
gosterebilecegi, ancak kardiyak orjinli olmayanlarin artis gostermeyecegi hipotezini

ileri siirmiislerdir (Sharma ve ark. 2012).

Farkli enzimlerle yapilan post-mortem g¢alismalarda da benzer sonuclar gosterilmistir.
Transaminaz aktivitesinin dliimden sonra 60 saate kadar arttigini, LDH seviyelerinin 60
saat lizerine kadar artis gosterdigini ve bunun Olim zamani belirlenmesinde
kullanilabilecegini gosteren ¢esitli ¢aligmalar mevcuttur (Enticknap 1960, Wed 1963).
Maeda ve ark. (2011), karaciger fonksiyonunda klinik belirte¢ olan transaminazin da
dahil oldugu, serum enzimlerinin kan hiicrelerinden ve doku hiicreleri ¢evresinden
sizintilar sebebiyle oliimden sonra kisa siire icinde artis gosterebilecegini ileri
stirmislerdir. Donaldson ve Lamont (2015) tarafindan post-mortem siirecte meydana
gelen degisimleri belirlemek amaciyla yapilan bir g¢alismada, post-mortem kan
plazmasinda metabolik analizler sonucu glutatyon, oksalat, kreatinin, ketoglutarat gibi

cesitli yirmi altt metabolitin de 6liim sonras1 artmis derigimleri bulunmustur.

Oliimiin gergeklesmesi ile dolasimdaki oksijen eksikligi, degisen enzimatik tepkimeler,
hiicresel bozulma gibi nedenlerle tiim viicut dokularinda ¢ok kapsamli biyokimyasal
degisiklikler gerceklesebilmektedir ve bu biyokimyasal degisimler Oliim zamam

belirlenmesine katki saglayabilir (Donaldson ve ark. 2013).

Sonug olarak bu calismadan elde edilen veriler, 6liime neden olacak yiliksek doz akut
toliien maruziyetinin antioksidan enzimler iizerine etkisini ve bu enzim aktivitelerinin
olim sonrast zamana bagli degisimini gostermistir. Post-mortem biyokimyasal
degisimler hakkinda bilgi saglayan bu sonuglar ile daha ileri post-mortem zaman
dilimleri (60, 72, 120 saat) kullanilarak ve calisilan enzimlere ilave olarak glutatyon ve
malondialdehid (MDA) gibi farkli belirte¢lerin de arastirilmasiyla gelistirilebilir

nitelikte bir ¢calismadir.
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