SICANLARDA TOLUEN TOKSISITESININ
ASETILKOLINESTERAZ, Na+/K+ ATPaz,
FOSFOFRUKTOKINAZ AKTIVITELERI UZERINE
ETKISININ POST-MORTEM ARASTIRILMASI

Abdelazim Adil MOHAMMED



SICANLARDA TOLUEN TOKSISITESININ
ASETILKOLINESTERAZ, Na+/K+ ATPaz,
FOSFOFRUKTOKINAZ AKTIVITELERI UZERINE
ETKISININ POST-MORTEM ARASTIRILMASI

Abdelazim MOHAMMED




T.C.

ULUDAG UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

SICANLARDA TOLUEN TOKSISITESININ ASETILKOLINESTERAZ,
Na+/K+ ATPaz, FOSFOFRUKTOKINAZ AKTIVITELERI UZERINE
ETKISININ POST-MORTEM ARASTIRILMASI

Abdelazim Adil MOHAMMED

Dr. Ogr. Uyesi. Egemen DERE

YUKSEK LISANS TEZI

BIYOLOJi ANABILIM DALI

BURSA-2018



TEZ ONAYI

Abdelazim Adil MOHAMMED tarafindan hazirlanan “Siganlarda Toliien Toksisitesinin
Asetilkolinesteraz, Na+/K+ ATPaz, Fosfofruktokinaz Aktiviteleri Uzerine Etkisinin
Post-mortem Arastirilmasi” adli tez calismasi asagidaki jiiri tarafindan oy birligi/oy

¢oklugu ile Uludag Universitesi Fen Bi-limleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali’'nda
YUKSEK LISANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Damsman:  Dr. Ogr. Uyesi Egemen DERE

Baskan : Dr. Ogr. Uyesi. Egemen DERE
Uludag Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Anabilim Dali

Uye : Prof. Dr. Engin Ulukaya
Istinye / Tip / Tibbi Biyokimya

Uye:  Prof Dr. Belgin Izgi
Uludag / Fen-Edebiyat / Kimya

Yukandaki sonucu onaylarim
Prof. Dr. Ali BAYRAM
Enstitii Miidiirii

06/07/2018



U.U. Fen Bilimleri Enstitiisii, tez yazim kurallarina uygun olarak hazirla-digim bu
tez calismasinda;

- tez icindeki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ergevesinde elde et-tigimi,

- gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglar1 bilimsel ahlak kurallaria uy-gun olarak
sundugumu,

- bagkalarinin eserlerinden yararlanilmasi durumunda ilgili eserlere bilimsel normlara
uygun olarak atifta bulundugumu,

- atifta bulundugum eserlerin tiimiinii kaynak olarak gosterdigimi,

- kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigima,

- ve bu tezin herhangi bir boliimiinii bu {iniversite veya baska bir tiniversitede baska bir
tez calismasi olarak sunmadigimi

beyan ederim.

06/07/2018

Abdelazim Adil MOHAMMED



OZET
Yiiksek Lisans Tezi

SICANLARDA TOLUEN TOKSISITESININ ASETILKOLINESTERAZ, Na+/K+
ATPaz, FOSFOFRUKTOKINAZ AKTIVITELERI UZERINE ETKISININ POST-
MORTEM ARASTIRILMASI

Abdelazim Adil MOHAMMED
Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dali

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Egemen DERE

Planlanan bu ¢aligmada, sigcanlarda toliien maruziyetine baglh gerceklesen Oliimlerde
asetilkolinesteraz, Na+/K+ ATPaz ve fosfofruktokinaz enzimlerinin kalp kani ve beyin
dokusunda post-mortem diizeylerinin incelenmesi, 6liim sonrasi gegen zamana bagli olarak
aktivite degisimlerinin hesaplanmas1 amaglanmaktadir. Toliien maruziyeti sebebiyle gerceklesen
ani 0liimlerde enzimlerin (asetilkolinesteraz, Na+/K+ ATPaz, fosfofruktokinaz) nasil etkilendigi
incelenerek Oliim zamam ile iligkisi arastirilacaktir. Organik ¢oziiciiler giinliik yasamda sik
kullanilan sivi maddelerdir. Cesitli alanlarda kullanilir (tiner, boyalar, boya incelticiler, vernik,
pas oOnleyiciler, yapistiricilar, solvent tabanli temizleyiciler, kozmetik {iriinleri vb.) ve insanlar
bu c¢oziiciilere inhalasyon, cilt temasi, oral yol gibi ¢esitli sekillerde maruz kalirlar. Bu
kimyasallar arasinda 6zellikle toplumun diisiik sosyoekonomik grubundaki gencler tarafindan
narkotik olarak kullanilan ugucu maddeler bulunmaktadir. Tiirkiye’de orta Ggrenim gdren
ogrencilerin, ugucu madde kullanim sikligmin %5,1 civarinda oldugunu ileri siirmektedir.
Toliien; renksiz, berrak, keskin ve hos kokusu olan ugucu bir sivi hidrokarbondur. Ham
petrolden benzin ve diger yakitlarin ayristirilmasi sirasinda ortaya ¢ikmaktadir. Endiistride sik
kullanilan bir maddedir, toliienin baslica; boyalar, vernik, pas onleyiciler, yapistiricilar, solvent
tabanli temizleyicilerde, boya incelticiler ve ayrica kozmetik iiriinlerde kullanmasi yaygindir.
Cok yaygin bir kullanima sahip olan toliiene maruz kalan canlilarda kalp, akciger, karaciger,
bobrek, sinir sistemi ve beyin iizerinde hasar birakir. Tollien, absorbsiyonu sonrasi sitokrom p-
450 enzim ailesi tarafindan okside olur ve sonugta reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusur. Bu
reaktif oksijen tiirleri bircok doku ve organda hiicresel toksisiteye neden olur. Organik
solventlerin hiicre hasarindaki toksik etkilerini ROS olusumu yolu ile gosterdikleri
belirlenmistir. Siiperoksid anyonu, ferril ve hidroksil iyonlar1 gibi reaktif oksijen iirlinlerinin
lipid peroksidasyonlarini baslattig1 bilinmektedir. ROS'un zararl etkilerine engel olmak iizere
antioksidan savunma sistemleri geligsmistir. Ancak bazi durumlarda mevcut antioksidan
savunma sistemi serbest radikallerin etkisini tamamen Onleyemez ve oksidatif stres olarak
adlandirilan durum ortaya cikar. Oksidatif stres ile birlikte olusan ve ROS olarak bilinen
molekiiller, 6zellikle lipit, protein ve DNA gibi hiicre bilesenlerine zarar verir.

Anahtar Kelimeler: Toliien, postmortem Asetilkolinesteraz, Na+/K+ ATPaz, Fosfofruktokinaz

2018, ix+ 81 sayfa



ABSTRACT
MSc Thesis

POST-MORTEM INVESTIGATION OF THE EFFECT OF TOLUENE TOXICITY
ON ACETYLCHOLINESTERASE, Na +/ K + ATPase, PHOSPHOFRUCTOKINASE
ACTIVITY IN RATS

Abdelazim Adil MOHAMMED
Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Egemen DERE

In this study, it is aimed to investigate the post-mortem levels of acetylcholinesterase, Na + / K+
ATPase and phosphofructokinase enzymes in the blood of the heart and brain tissues, and to
calculate the activity changes depending on the time after death in deaths due to toluene
exposure in rats. In addition to how the enzymes (acetylcholinesterase, Na + / K + ATPase,
phosphofructokinase) are affected by sudden deaths due to toluene exposure, and the
relationship with the time of death will be investigated. Organic solvents are frequently used
liquids in everyday life. It is used in various areas (thinner, dyes, paint thinners, varnishes, rust
inhibitors, adhesives, solvent-based cleaners, cosmetics etc.) and people are exposed to these
solvents in various forms such as inhalation, skin contact, oral route. These chemicals are in
particular volatile substances used as narcotics by young people in the low socioeconomic group
of the society. There is a continuous increase of 5.1% in the prevalence of this volatile
substance, especially among secondary students in Turkey. Toluene; a volatile liquid
hydrocarbone with colorless, bright, strong and pleasant odor. This liquid is shown during the
decomposition of gasoline and other fuels from crude oil. In the industry it is a commonly used
material, toluene is mainly used in; paints, varnishes, rust inhibitors, adhesives, solvent-based
cleaners, paint thinners and also cosmetic products, And other common uses. Exposure to
toluene causes damage to the heart, lungs, liver, kidney, nervous system and brain. Toluene is
oxidized by the cytochrome p450 enzyme family after absorption, resulting in reactive oxygen
species (ROS), these ROS cause cellular toxicity in many tissues and organs. It has been
determined that organic solvents show toxic effects of cell damage through the formation of
ROS. Superoxide anion is known to initiate lipid peroxidation of ROS such as ferric and
hydroxyl ions. Antioxidant defense systems have been developed to prevent the harmful effects
of ROS. However, in some cases, the available antioxidant defense system can not completely
inhibit the action of free radicals and the condition called oxidative stress occurs. Molecules that
are formed by oxidative stress and are known as ROS, it damages especially cell components
such as lipids, proteins, and DNA.

Keywords: Toluene, post-mortem, Acetylcholinesterase, Na + / K + ATPase and
Phosphofructokinase
2018, ix + 81 pages
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1. GIRIS
Toliien; renksiz, berrak, keskin ve hos kokusu olan ugucu bir sivi hidrokarbondur.

Toliien (metilbenzen) aromatik bir c¢oziiciidiir. tasidigi metil grubundan dolay1
metabolizmas1 benzenden farkli olmaktadir (Anonim 1980). Ham petrolden benzin ve
diger yakitlarin ayristirilmasi sirasinda ortaya ¢ikmaktadir (Tas 2008, Anonim 2009).
Cok yaygin bir kullanima sahiptir. Rafineri ve deri sanayisi ¢alisanlari, ayakkabi is¢ileri,
benzin istasyonu, matbaacilar, boyacilar, oto sanayi ¢alisanlari, kaportacilar, vb. meslek
gruplarinda c¢aligan kisileri etkilemektedir (Anonim 2009). Endiistride sik kullanilan bir
maddedir, toliienin baglica; boyalar, vernik, dnleyiciler, pas yapistiricilar, solvent tabanli
temizleyicilerde, boya incelticiler ve ayrica kozmetik iirlinlerde kullanmas1 yaygindir
(Faust 1994, Jones 1997). Gerek ugucu ¢oziicli bagimlilarinin kullandiklar1 ¢oziiciilerin
iceriginin biiyiik bir kisminda yer almasi, gerekse degisik alanlardaki igyerlerinde maruz
kalma sonucu ortaya ¢ikabilecek toksik etkilerden dolay1 analizi adli toksikolojinin ilgi
alaninda yer alir (Anonim 1980). Toliienin lokal ve sistemik zararh etkilerine sahip
oldugu bilinmektedir. Gozlerde, solunum sisteminde ve deride iritatif etkileri vardir.
Kronik ya da akut olarak diisiik dozda maruziyetinde santral sinir sisteminde
baskilanma ve bellek azalmasmin nedeni olur. Genellikle bas agrisi, yorgunluk, kaslarda
zayiflik, bas donmesi, gligsiizlik, parestezi, karmn agrisi, yliriime bozukluklari,
hematemez, distal renal tiibiiler asidoz, kollaps ve koma seklinde belirtileri
gozlenmektedir (Streicher ve ark. 1981, Kamijima ve ark. 1994). Akcigerler tarafindan
toliien kolayca absorblanmaktadir, inhale edilen dozlar %40°’la %80 arasinda alveollere
gegmektedir (Carlsson ve Ljungquist 1982). Absorblanan toliienin %20’si akcigerlerde
degisiklige ugramadan atilmaktadwr. Kalan kismi ise Oncelikle hippiirik asit haline
doniip metabolize olmaktadir, daha kii¢iik oranda da kresola metabolize olmaktadir
(Sekil 2.2), normal olarak insan idrarinda o-kresol bulunmadigindan, idrarda o-kresol
varlig1 toliien maruziyetinin belirte¢lerinden birisi olarak kabul edilmektedir (Angerer
1979). Maruz kalinan toliien kanda belirlenebilir ve havadaki derisimin bir gdstergesi
olarak kabul edilir (Angerer 1979, Carlsson ve Ljungquist 1982). Maruziyet bittikten
sonra kandaki diizey hizla diismeye baslar, 2-3 saat kadar yarilanma omrii olarak
belirlenmistir, vendz kanda izin verilen toliilen diizeyi 1mg/L’dir (Lauwerys 1983).
Tolilen maruziyetinin diizeyinin belirlenmesi amaci i¢in, idrarda metabolitlerinin
Olciilmesi genelde uygulanan yontemken idrarda toliienin kendisinin belirlenmesinin

daha uygun oldugu arastiricilar tarafindan belirlenmektedir (Kawai ve ark 1996).



Planlanan bu calismada, sicanlarda tolilen maruziyetine bagh gerceklesen Oliimlerde
asetilkolinesteraz, Na+/K+ ATPaz ve fosfofruktokinaz enzimlerinin kalp kan1 ve beyin
dokusunda post-mortem diizeylerinin incelenmesi, 6liim sonrasi gegen zamana bagl
olarak aktivite degisimlerinin hesaplanmasi amaglanmaktadir. Toliilen maruziyeti
sebebiyle gerceklesen ani Oliimlerde enzimlerin (asetilkolinesteraz, Na+/K+ ATPaz,

fosfofruktokinaz) nasil etkilendigi incelenerek 6liim zamana ile iliskisi arastirilacaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Toliien

2.1.1. Toliien Kimyasi

Toliien (metil benzen) aromatik yapida, korozif olmayan aywrt edici kokusu olan bir

coziiclidiir. Fiziksel ve kimyasal 6zellikleri Cizelge 2.1'de agik molekiil yapisi sekil

2.1'de gosterigmistir (Anonim 2005).

Cizelge 2.1. Toliienin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Anonim 2005)

CAS Yapisal Molekiil | Yogunluk | Buhar Sudaki Dagilma | Doniisiim
numarasi formiilii agirhg basinci coziiniirliigii katsayisi faktorii
1 ppm =
3.77
28,4 | mg/m3,1
108-88-3 | CeHsCHs | 92,14 | 0.867 gmL | mm Hg / O’LSZSOC L"% I7<§W mg/m3 =
(25°C) | me/mLE5°C) : 0.265 ppm
(25°C, 760
mmHg)

Toluen

CH3

Sekil 2.1. Toliienin kimyasal yapisi (Anonim 2005)




2.1.2. Toliien Maruziyeti
Hava

Motorlu araglarin egzos dumanlarindan dolay:r hava kirliligi baslica maruziyet kaynagi
olarak kabul edilmektedir. Toliien veya ilgili madde {iretiminde veya toliien igeren
maddelerin kullanildig1 is alanlarinda ¢aliganlar genel popiilasyondan belirgin sekilde
yiiksek seviyelere maruz kalmaya devam etmektedir. Ayrica, petrol istasyonlarma veya
endiistriyel alanlara yakin bolgelerde havada toliien varligindan dolay: ¢alisanlara ve
bolge sakinlerine ek bir zarara da neden olmaktadir (Meek ve Chan 1994, Angerer ve

Kramer. 1997, Bieniek ve ark. 2004, Ana-Lilia ve ark. 2005).

Tiitiin igimi

Toliien, sigaradan sigaraya biiyiik oranda degismekle birlikte tiitiin dumaninin baslica
bilesenidir. Filtresiz sigaranin dumaninda toliilen miktar1 100-200pg araligindadir.

Sigara icicilerinin kandaki toliien seviyeleri, igmeyenlere gore belirgin olarak yiiksek bir

orandadir (Wang ve ark. 1993).

I¢me suyu
Igme suyu yoluyla maruziyet, yogun kontaminasyon vakalar1 disinda énemli degildir.

ABD’de yapilmis olan ¢aligmalar igme suyunda 10pug/L’den az oldugunu gostermistir
(Anonim 1990a).

Besinler

Beslenme yoluyla maruziyet de 6nemsiz olarak kabul edilmektedir (Meek ve Chan

1994).

2.1.3. Toksikokinetik
Absorpsiyon
Oral absorpsiyonu

Toliienin oral absorpsiyonu ¢ok az c¢aligilmistir. Yapilan bir ¢caligmada tek bir doz oral
maruziyetten sonra yaklasik %100 absorpsiyon gerceklestigi gortilmiistiir. 3 saat
boyunca gastrik bir tiip araciligiyla 2mg toliien/dak inflizyona maruz kalan goniilliilerde

absorpsiyonun tam oldugu gézlenmistir (Baelum ve ark. 1993, Anonim 2005).



Solunum yolu

Toliien absorpsiyonu solunum yoluyla esas olarak gergeklesir. Maruziyet kosullarina
baglt olarak alinma orami 0,16-1,6mg/dak olarak hesaplanmistir. Solunum olay1
gerceklestikten sonra viicutta kalan toliien miktarmin ortalamasi %36-85 oldugu tespit
edilmemistir. Maruziyet siiresi artti§1 zaman alikonma azalmaktadir. Fiziksel aktivite
toplam almmay1 artirp alikonmayr azaltmaktadwr. Kan toliien seviyeleri, caligma
ortaminda toliiene maruziyetine kalmayan c¢alisanlarda 3 pg/L’den az olarak

hesaplanmistir (Molhave ve Pedersen. 1984, Pezzagno ve ark. 1988) .

Dermal

Toliien, insan derisinden 14-23mg/cm 2 saat arasinda hizla absorblanmaktadir
(Dutkiewicz ve Tyras 1968, Sato ve Nakajima 1978). Perkiitan absorpsiyonu solunuma
kiyasla %1 oranindadir (Anonim 1990).

Dagilim

625mg/kg toliien yuttuktan 30 dakika sonra Olen kiside, en yliksek toliilen derisimi
karacigerde 433,5ug/g goriilirken diger organlarda, pankreasta 88,2ug/g, beyinde
85,3ug/g, kalpte 27,6pg/g, viicut yaglarinda 12,2pg/g ve omurilik sivisinda 11,1pg/g
goriilmiistiir. Tolilen maruziyeti ve 0liim arasindaki ¢ok az zaman toliienin ¢evresel
viicut dokularma dagilimi sinirlamaktadir (Ameno ve ark. 1989). Sicanlar oral olarak
400mg/kg toliilene maruz kaldiklarinda, maruz kalma anindan itibaren 1,5 saat sonra,
kandaki toliien seviyesi en yliksek derisimine ulagmaktadir. Oral ve inhalasyon
maruziyet arasinda, beyindeki toliien dagilimi agisindan bir benzerlik bulunmaktadir

(Ameno ve ark. 1992).

Alveolar hava ve kandaki toliien seviyelerine gore, hayvanlarla insanlar arasinda pozitif
bir korelasyon goriilmektedir. Insanlarda 4 saat boyunca 80ppm toliien maruziyetinden
sonra, kandaki toliien tutar1 2 saat kadar 6-7pumol/L diizeyinde plato yaptigi
diistiniilmektedir (Hjelm ve ark. 1988).

Hayvanlarda ve insanlarda dermal maruziyet sonrast dagitimla ilgili olan bir ¢alisma
tanimlanmigtir. Dermal maruziyetin diger maruziyet yollarina gore ¢ok kiigiik miktarda
olmas1 bu durumun gegerli bir nedeni olarak Sl¢limlendirilmektedir (Hjelm ve ark.

1988).



2.1.4. Toliien Metabolizmasi

Toliiene ait metabolizma yollar1 Sekil 2.2°de gosterilmistir (Nakajima ve Wang 1994,
Tassaneeyakul ve ark. 1996, Nakajima ve ark. 1997, Angerer ve ark. 1998, Anonim
2000). Toliien metabolizmasinda birincil etkin olan organ karacigerdir (Wallen ve ark.
1985, Wilkins-Haug 1997, Voss ve ark. 2005). Toliien seri hidroksilasyon ve benzoik
asit oksidasyonu ile metabolize olmaktadwr. Glisinin benzoik asitle konjugasyonu
sonucu hippiirik asit meydana gelmektedir, bu yol toliien detoksifikasyonu ve atiliminda
ana yol olarak kabul edilmektedir (Andersen ve ark. 1983, Inoue ve ark. 1986, Angerer
ve ark. 1998, Alvarez-Leite ve ark. 1999, Kongtip ve ark. 2001, Raikhlin-Eisenkraft ve
ark. 2001, Pierce ve ark. 2002, Cok ve ark. 2003). Toliien metabolizmasinda temel
basamak, karacigerde gerceklesen sitokrom P-450 (CYP) enzimleriyle transformasyon
olayidir. En dikkat cekici seylerden biri metil grubudur, bu grubun hidroksilasyonunda
alkol olusumuna yol agmaktadir. Benzil alkol oncelikle benzoik aside okside olur ve
sonra glisinle konjuge olarak hippiirik asit olusumu meydana gelmektedir. Daha ikincil
CYP, iliskili bir yolda aromatik halkanin gecici epoksidasyonundan dolayi, orto- veya
para-kresol olugmaktadir. Bu kresoller ¢esitli konjugasyon tepkilerine girdigi zaman,
temel iirlin olarak siilfat ve glukuronidler olusturmaktadir. Glutatyon’un benzil alkolla
konjugasyonu sonucu (S-benzilglutatyon ve S benzilmerkapturik asit) veya
Glutatyon’un epokside olmus halkayla konjugasyonu sonucu (S-p-toluolglutatyon ve S-
p-toluolmerkapturik asit) olusturmaktadir (Nakajima ve Wang 1994, Tassaneeyakul ve
ark. 1996, Nakajima ve ark. 1997, Dills ve ark. 1997, Angerer ve ark. 1998, Inoue ve
ark. 2002, Inoue ve ark. 2004, Boatto ve ark. 2004, Fustinoni ve ark. 2005).
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Sekil 2.2. Toliien Metabolizmasi (Nakajima ve Wang 1994, Tassaneeyakul ve ark.
1996, Nakajima ve ark. 1997, Angerer ve ark. 1998, Anonim 2000)

2.1.5. Atilimm

Toliienin solunumla atilimi, maruziyetinde ve maruziyetten kisa bir zaman sonra en

fazla olmaktadir, zaman gectikge hizli bir sekilde azalmaya baslamaktadir (Benoit ve
ark. 1985). Absorblanan toliienin %60-70 kadar1 hippurik asit ve benzoik aside

metabolize olmaktadir (Anonim 1991). Bu formu bobreklerden atilir. absorblanan

toliienin %10-20 kadar1 benzoil glukuronid olusturur. Toliienin kii¢iik bir miktar1 ise

halka hidroksilasyonu ile o- ve p- kresol formlarina doniiserek idrar ile atilir

(CARLSSON 1982). Kostrzewski ve Piotrowski (1991) toliien atilimindaki goriislerini

“toliienin maruziyetin bitiminden itibaren kandan atiliminin ¢ok hizli, birka¢ dakika

icinde oldugunu gostermislerdir. 34 mg/L maruziyet diizeyinde, maruziyetten 16 saat

sonraki kan toliien seviyesi kandaki maksimum diizey %2 olmustur ” seklinde ifade

etmektedirler.




2.2. Post-mortem

Post-mortem 6liimden sonra demektir (Fincanct 1997, Yorulmaz ve ark. 2006, Soysal
ve Eke. 1999). Oliimden sonra gegen siirenin belirlemesinin (Post-Mortem Interval),
kisasi (PMI), bu silirenin 6nemi, 6liim anmin kesin olarak bilinmedigi hadiselerde
oliimden sonra ge¢mis olan miiddetin tahmin etmesi adli bakimmdan 6nemilidir (Jason

ve ark. 2011).

2.2.1. Post-mortem Biyokimyasal Belirtecler

Post-mortem biyokimyasal belirtecler asagidaki ana basliklar altinda toplamak
miimkiindiir (Cizelge 2.2, Cizelge 2.3, Cizelge 2.4 ve Cizelge 2.5).

1. Karbohidrat metabolizmasi ile ilgili belirtegler.
2. Bobrek fonksiyonu ile ilgili belirtecler.

3. Karaciger fonksiyonu ile ilgili belirtecler.

4. Kalp fonksiyonu ile ilgili belirtegler.

5. Sepsis, enflamasyon ve enfeksiyon belirtegleri.
6. Anaflaksi ile ilgili belirtegler.

7. Hormonlar.

8. Diger testler.

Karbohidrat Metabolizmasi ile Ilgili Belirtegler
- Izopropil alkol (IPA) (biyolojik sivilarda).

- C peptid ve Insiilin.

- Keton cisimleri (kan / GIS).

- Laktat (kan, GIS).

- Glukoz (GIS / Beyin-Omurilik Stvisi, BOS).



- Glikolize hemoglobin (kan).

Gozigi stvist ya da beyin omurilik sivisi (BOS) glukozunun 20mmol/L (360 mg/dL) ve
iizeri, laktatin 23,4mmol/L (422 mg/dL) den yiiksek, 3HB (3-hidroksibiitirat)’mn
1000umol/L (10,4mg/dL) iizerinde olmasi yaninda yiikselmis glikolize Hb, aseton ve
3HB degerleri DM veya DKA (Diabetik Ketoasidoz) lehine olmaktadir (Traub 1969,
Palmiere ve Mangin. 2012). Ketozise bagli artmis olan aseton, yiiksek NADH
varliginda [PA’e doniistimektedir. Hipotermi ve ani alkolik dliimlerde de IPA yararl bir
belirte¢ olmaktadir (Davis ve ark. 1984). Kanda yiiksek keton cisimleri bulunan olaylar
“ketoalkolik 6liim” olarak tanimlanmaktadir (Thomsen ve ark. 1995). Kanda 10,000
pumol/L ve GIS’da 5,000 pmol/L iistiinde bulunan keton cisimleri diizeyi alkolik
ketoasidoz i¢in manalidir (Pounder ve ark. 1998). Alkolik laktik asidoz i¢in bazi
kriterler sinirlanmistir. Bunlar; glukoz ve laktatin toplam seviyesinin 300 mg/dL (16,6
mmol/L) ve iistiinde olmasi, olaymnda diyabetin bulunmamasi1 ve agir zehirlenme de
dahil bilinen baska 6liim nedeninin olmamasidir. Insiilinle birlikte C peptid 6lciimii
hipoglisemi teshisi bakimindan onemlidir. I/C>1 ise eksojen insiilin, I/C<I ise
insulinoma veya sulfonilure asir1 dozu bahis konusudur. Analiz i¢in periferal kan drnegi
daha miinasiptir ¢linkii kalp kani yiiksek degerler gostermektedir. Perikard sivisinin da
uygun bir 6rnek olabilecegi a¢iklamistir (Palmiere ve Mangin. 2012). Ayrica enjeksiyon
bdlgesinden alman doku Orneginde insiilin varligini gostermek de onemli bir bulgu
olmaktadir. Postmortem serum insiilin degerlerinin letal dozunu belirlemek zor bir
olaydir. Bir calismada normal aglik (5-75 pUI/mL-35-521 pmol/L) ve fetal insiilin (800-
3,200 plU/mL-556-22,224 pmol/L) degerleri rapor edilmistir. Bagka bir arastirmaya
gore en diisiik letal insiilin diizeyi 100 plU/mL olmaktadir (Kernbach ve ark. 1998).

Bobrek Fonksiyonu Ile Ilgili Belirtecler

Ure azotu (serum ve biyolojik sivilar), kreatinin (serum, idrar), iirik asit (serum,
perikard sivisi) ve elektrolitlerin (Na, K, Cl, Ca, Mg, Sr) degerlendirilmesi olarak

siralanmaktadir.



Dehidratasyon olaylarinda yiiksek postmortem serum ve GIS iire azotu, yiiksek GIS Na
ve CI ve normal serum ve GIS kreatinin degerleri temin edilir. Urik asidin postmortem
serumda Ozellikle de sag kalp kaninda artisi mekanik asfiksi ve bogulmay1
gostermektedir. Agonal konviilsiyon veya hiperaktiviteye bagl hipoksik iskelet kasi
hasarmda da hiperiirisemi goriilmektedir. Agir 6liimciil hipertermili olaylarda kreatinin
(2 mg/dL tizeri) degerleri yiiksek bir sekilde bulunmaktadir (Maeda ve ark. 2008).
DKA’da postmortem serum ve GiS’da iire azotu yiiksek, kreatinin ise normal bir
seveydedir (Palmiere ve Mangin. 2012). Ure azotu i¢in bir farklilik gozlenmezken,
kreatinin i¢in en iyi drnek sol kalp kan1 olmaktadir (Uemura ve ark. 2008). Postmortem
ATP’nin olmamasi1 hiicre zar1 gegirgenligini yiikseltirir. Hiicre i¢i ve dis1 arasindaki
elektrolit ve sivi dengesi bozulur, hiicrede otoliz olayr meydana ¢ikar. Hipernatremide
GIS Na degeri 155-210mmol/L, GIS Cl degeri 139-147mmol/L seviylerinde olmaktadir
(Coe 1993, Whitehead ve ark. 1996, Byard 2002). Postmortem 120mmol/L. Na degeri
hiponatremiyi gosterir (Chen ve Huang. 1995). Anlamli olmayan yiliksek K degerine
nazaran diisiik GIS K degeri teorik olarak hipokalemi lehine olmaktadir (Coe 1993).
Kalp kani1 ve periferik kan drneklerinde 6zellikle de sag kalp kan1 serumunda Ca ve Mg
degerleri tuzlu suda bogulmalarda anlamli 6l¢ilide yiiksek oldugunu gostermektedir (Zhu
ve ark. 2005, Li ve ark. 2009). Hipotermide perikardial Ca, tatli su bogulmalar1 ve
yanginlarda ise serum Ca’u artmaktadir (Zhu ve ark. 2005). Tuzlu suda bogulmalarda
sol ve sag kalp Sr oranmimn 75ug/L'den fazla olmasi anlaml1 bir olaydir. Ozellikle 72
saatten az zamanda suda kalmis olan cesetlerde kalp kaninda Sr bakilmasi teshiste daha

yararl olmaktadir (Azparren ve ark. 1998, Perez-Carceles ve ark. 2012).
Karaciger Fonksiyonu ile Ilgili Belirtegler

Kolesterol (sag kalp kani), Bilirubin (femoral ven kani) ve Protein. Alkol bagimliligi ve
alkol alimi ile ilgili belirtegler: Karbohidrat eksik transferrin (Carbohydratedeficient
transferrin, CDT), Etil glukuronid (EtG) ve Etil siilfat (EtS). CDT terminal oligosakkarit
eksikligi gosteren transferrin (Tf) izoformlaridir (asialo/disialo Tf). 1-2 hafta siireyle,
giinde 50-80g tizerinde alkol alimi CDT’yi artrmaktadir. Yarilanma omrii yarim aydr,
serum veya GIS’da incelenebilmektedir. EtG’nin viicut s1v1 ve dokularinda uzun zaman
hatta sacta bir aya kadar tespiti miimkii bir olaydir. Bagimliliktan ¢ok alkol almimmin
bir gostergesidir. Idrar EtG degerlerinin &rnekler 5 hafta boyunca 4 derecede
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saklandiginda stabil kaldig, yiiksek sicaklikta ise degistigi gozlenmis (Schloegl ve ark.
2006). Ornek alindiktan sonra icinde etanol ve Escherichia coli bulunan idrarda
EtG’nin lireyebildigi tespit edilmistir (Helander ve ark. 2007). EtG, B-glukuronidaz
aktivitesi gosteren bakterilerce 3-4 giin icinde tamamen parcalanirken, EtS 11 giine
kadar pargalanmadan kalabilmistir (Baranowski ve ark. 2008). Ciirlimiis olan cesetlerde
oliimden birkag¢ saat onceki alkol alinimi uzaklastirilmak isteniyorsa EtS pargalanma

stiresi geregini diistinmelidir (Halter ve ark. 2009).

Kalp Fonksiyonu Ile Ilgili Belirtecler

Atriyal natriiiretik peptit (ANP), beyin natriiiretik peptidi (BNP) ve N-terminal
propeptidler Miyokart iskemisinin biyokimyasal belirtegleri (¢Tnl, ¢TnT, myosin,
myoglobin, CK ve CK-MB). ANP ve BNP sirasiyla atrial ve ventrikiiler miyokarttan
sentezlenen ve salgilanan, 28 ve 32 amino asit i¢eren, kii¢iik peptidlerdir. ProANP ve
proBNP olarak iiretilmektedirler, parcalanarak aktif ANP, BNP ve amino-terminal (NT-
proANP ve NT-proBNP) parcalarina ayrilmaktadirlar. Dolasimda ANP ve NT-proANP
artis1 artmis onyiikii (preload), BNP ve NTproBNP artis1 ise artmig ardyiikii (afterload)
gostermektedir. Agir miyokart hasarinda perikard sivisindaki ANP ve BNP seviyeleri
ile TroponinT (TnT) arasinda negatif bir korelasyon vardir. Bogulmalarda anlamli
Olciide ANP, orta derecede BNP belli bir artis1 goriilebilmektedir. BNP diizeyi
ventrikiiler dilatasyonun derecesi ve kalp ve akcigerin agirliklar1 ile dogru orantili
olmaktadir. En yiiksek NT proBNP seviyelerine kronikkardiak iskemi ile iligkili akut
koroner tromboembolizm olaylarinda goriilmiig(Zhu ve ark. 2007). Akut miyokart
iskemisinde perikard sivist veya kalp kaninda cTnl ve ¢TnT degerlerinin miyokart
hasarmin derecesine bagli olarak artig gdsterdigi, CK-MB’nin ise uyumsuz degerler

gosterdigi gozlenmemis (Zhu ve ark. 2006, Zhu ve ark. 2007).

Sepsis, Inflamasiyon Ve Enfeksiyon Belirtegleri

Serum prokalsitonin (PCT), Akut faz proteinleri ve sitokinler, Neopterin. Sepsisde
PCT’in kesin orjini ve patofizyolojik rolu net olmamakla beraber PCT nin agir sistemik
bakteri, mantar ve parazit enfeksiyonlarinda yiiksek degerleri bulunmaktadir. Yarilanma
omrii uzundur (24-36 saattir). PCT sepsisde daha hassas ve kan-GIS bariyerini daha iyi
gecen bir belirte¢ olarak sayilmaktadir. Hipertermiye bagli olan 6liimlerde toksikolojik

ve patolojik kanitlarin bulunamadigi hallere serum iire azotu, CRP ve kreatinin
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diizeylerinin birlikte degerlendirilmesi yararli olmaktadwr (Maeda ve ark. 2008,
Whitehead ve ark. 1996, Ishikawa ve ark. 2008). Sepsise bagli olan oliimlerde sIL-2R
ve LBP (lipopolisakkarit baglayici protein) artis1 goriilmektedir (Reichelt ve ark. 2005).
IL-6 ve IL-8 travmatik nontravmatik oliimlerin ayirict tanisinda faydalidir, travma
teshisini kolaylastirmaktadir (Mimasaka ve ark. 2001, Mimasaka ve ark. 2007).
Neopterin, monosit/makrofajlarda  interferonlarin  (Thl-type cytokine IFN-y)
indiiklemesi ile {retilir. Bakteriyal, viral, parazitik, protozoik veya mantar
enfeksiyonlarmin goriildiigii sistemik enflamatuar cevap sendromunda (SIRS), romatoid
artrit, insiiline baglhh olan diabetes mellitus, multipl sklerozis, sistemik lupus
eritamatozis, ¢Olyak hastalift ve romatizmal ateste bir neopterin artisi
gorlilebilmektedir. Malign hastaliklarda tiimoriin baslamasi, gelisimi, metastazi ve
mortalitesi neopterin diizeyleri ile iligkili oldugu diisiiniiliir. SIRS gelismis, travmaya
bagli olan ge¢ 6liim olaylarinda neopterin diizeyleri 500ng/mL {izerinde olmaktadirlar

(Ambach ve ark. 1991, Schrag ve ark. 2012).

Anaflaksi ile Tlgili Belirtegler

Triptaz ve simaz; mast hiicrelerinin graniillerinde histamin ve heparinnin yaninda simaz
ve triptaz gibi bir¢ok proteaz bulunmaktadir. Anaflaksi (IgE bagiml reaksiyonlar) ve
anaflaktoid reaksiyon (IgE bagimsiz ama benzer klinik reaksiyon) sonucu hiicre disina
salimirlar. Normal kisilerin dolagimmda bulunan major triptaz formu o-triptaz
olmaktadir ve bu form depolanmaz. Bll-triptaz formunun ise mast hiicre graniillerinde
depolanmas1 ve salinmasi olur. Ani bebek 6liim sendromu, eroin enjeksiyonuna bagl
olan ani 6liim, aterosklerotik kardiovaskiiler hastalik ve travmatik 6liimlerde triptaz
yiiksek bir haldedir (Edston ve ark. 2001, Buckley ve ark. 2001). Postmortem femoral
ven kan serumunda 45ug/L triptaz degeri referans deger olarak sayilir (Edston ve ark.
1996). Triptaz ile simaz arasmda pozitif bir korelasyonun var oldugu bilinmektedir

(Nishio ve ark. 2005).

Hormonlar

Adrenokortikotropik hormon (ACTH): BOS’da goriilen diisiik ACTH diizeyleri; uzun
siire soguga maruz kalmaya bagli olan azalmis hipofiz fonksiyonunun gostergesi
olmaktadir (Ishikawa ve ark. 2008, Ishikawa ve ark. 2004). Tiroid stimulan hormon
(TSH), tiroglobulin (Tg), ve tiroid hormonlar1 (TH): Postmortem kandaki T3 ve T4
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degerleri antemortem referans degerlerle uyumlu olmaktadir. Sogukta diisik TSH
degerleri gozlenir (Edston ve ark. 2001, Ishikawa ve ark. 2009). Katekolaminler:
Adrenalin ve noradrenalinin (NA) GiS’daki degerleri kardiopulmoner resiisitasyon
uygulananlarda anlamh farklilik gosterdigi, uzun ve kisa agoniyi agikca ayirt ettirici
olmaktadir. Hipotermide serum ve BOS katekolamin degerleri diisiik bir haldadir. BOS
NA degerleri ile adrenal medulla NA-immiinpozitifligi arasinda pozitif korelasyon
vardir.  Oliimciil  derecede  soguga  maruziyetin sistemik ve ilerleyici
sempatikoadrenomeduller sistemde bozukluga neden oldugu belirlenmistir (Wilke ve

ark. 2007).

Kortizol: Postmortem idrar ve serumda kortizol degerlerinde 18 saat gectikten sonra
hafif bir diisiis gézlenmis. Canli O6rneklerden ¢ok ta farkli degerlere rastlanilmamis
(Quan ve ark. 2008). Koryonik gonadotropin (HCG): Postmortemde gebe olanlarda
pozitif, olmayanlarda negatif degerlere ulasilmis (Fanton ve ark. 2010). Eritropoietin
(EPO): EPO, anemi veya hipoksiden 2 saat gectikten sonra bir ylikselme goriilebilir.
Yarilanma Oomrii 5-9 saat olmaktadir. Postmortem EPO akut ve masif kanamali
yaralanmalara bagli ve gelisen olan dliimlerde yaralanmadan sonraki yasam siiresini (ilk
6 saat icindeki) tahmin etmede kullanilabilecek bir belirteg olarak kabul
edilebilmektedir (Quan ve ark. 2008).

Diger Belirtecler
Kromogranin A (Chromogranin A, CgA): Hipotermide serumda diisiik, BOS’da ytiksek,

terminal donemde ise diisik BOS degerleri ile uyumlu olarak diisiik hipotalamus
ndronal CgA immunpozitifligi gozlenilir (Yoshida ve ark. 2011). S100B: Klinikte,
beyin hasarinda (yaralanma, hipoksi/iskemi) prognozu tahmin etmek amaciyla
kullanilan bir belirte¢ olarak kabul edilir. Kafa yaralanmalarma bagli olan beyin
hasar/hipoksi/iskemide serum ve BOS’da yiikselir (Li ve ark. 2006, Ondruschka ve ark.
2013). Serotonin (5-HT): BOS ve perikardial sivida 5-HT degerleri sedatif-hipnotk ilag
zehirlenmesi ve hipertermi olaylarinda yiiksek, hipotermi olayinda ise diisiik
bulunmaktadir (Quan ve ark. 2011, Musshoff ve ark. 2004). Miyoglobin: Sicak soku,
agir kas hasar1 ve agir yaniklar, kas hiperaktivitesi veya 6liimden hemen 6nce gelisen

hipoksi ile ilgili konviilsiv bozukluklar durumlarinda idrarda artmis myoglobin
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degerlerine rastlanmaktadir (Cizelge 2.2, Cizelge 2.3, Cizelge 2.4 ve Cizelge 2.5)
(Puschel ve ark. 1995, Zhu ve ark. 2001).

Cizelge 2.2. Postmortem biyokimyasal belirtegler (Dicle Tip Dergisi 2014)

Belirteg Ornek Postmortem | Yontem Deger flgili durum
tipi siire
Glukoz GIS 3-72 saat Glukoz | >20mmol/L veya | Antemortem
BOS Peroksid | >13mmol/L (GIS) hlperghseml
az
Glikolize Tam kan 0-72 saat HPLC %3,5-6,2 DM
hemoglobin Latex (referans deger)
Enzimat | 3HB >1000umol/L
ik (Serumda-
Ketoasidozda)
HS-GC | >531pmol/L (Kan)
Keton GIS, idrar 0-96 saat 10000pmol/L Alkolik
cisimleri serum, kan (femoral kan) ketoasidoz
ve 5000pmol/L
(GIS)
GC-MS | 3HB >2400umol/L Patolojik
(kan, idrar)
GC-FID | Aseton>2400pumol/ Fatal
L (kan) ketoasidoz
Insiilin Periferik | En kisa siirede 800-3200 uIU/ml Letal
kan calisiimali ve (55622,224 hipoglisemi
serumu dondurulmali pmol/L) veya 100
uUI/mL
Peptid C Periferik | En kisa siirede I/C >1 ise eksojen Eksojen
kan calisiimali ve msulin , I/C<1 ise instulin
serumu dondurulmali insulinoma veya aliminmn
sulfonilure asir1 ayirict tanist
dozu
Laktat GIS, BOS 0-72 saat Enzimat 23,4mmol/L DKA
ik
Ure azotu, Serum 0-72 saat Enzimat Klinik referans Oliimciil
urik asit, ik ) degerler hipertermi
kreatinin Urik asidin sag kalb
kaninda mekanik
asfiksi ve bogulma
artis1
kreatinin >2mg/dL
Na, CI Serum, Klinik referans Hiponatremi
GIS, BOS degerler
Na <120mmol/L
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Cizelge 2.3. Postmortem biyokimyasal belirtegler (Dicle T1p Dergisi 2014)

Belirte¢ Ornek | Postmortem | Yéntem Deger Tigili durum
tipi siire
Ca, Mg Serum, 5-48 saat Klinik referans Tuzlu suda
perikard degerler (Ca 8,7- bogulma,
stvis1 (PF) 10,1 mg/dl, hipote
Mg 1,8-2,6 mg/dl)
Stronsiyum Sol/sag 0-48 saat AAS Sol ve Sag kalp Sr Tuzlu suda
ventrikiil 30 saat farki 75pg/L, bogulma
kani, Sol ventrikiil
Kalb ve kaninda 172pg/L
femoral
kan
Total Sag kalb 0-72 saat EO Klinik referans Hiperkolestero
kolesterol kan1 (TK), Biiire degerler lemi, hepatit
(TK), Femoral
bilirubin, kan
protein
CDT Femoral 6-96 saat RIA CDT >17 U/l erkek
ve kalb (1-6 giin) ve >25 U/L kadin
kani, 4,7-24,5 U/l Alkol
GIS kullanimi
EtG Idrar, kan, 1-4 gilin LC- Idrarda 40 de
karaciger, (degisken) MS/MS stabildir
iskelet LC-MS Antemortem
kasi, etanol alimi
kaburga
kemik iligi
EtS Idrar, kan, 1-7 giin LC- Antemortem
GIS (degisken) MS/MS etanol alimi
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Cizelge 2.4. Postmortem biyokimyasal belirtegler (Dicle T1p Dergisi 2014)

Belirtec Ornek | Postmortem | Yéntem Deger Tlgili durum
tipi siire
ANP, BNP, Femoral Kemiliimi Klinik referans Kalp fonsiyon
NT-proANP, kan ve nesan degerler boz.
NT-proBNP serumu, immiino- MI
GIS, PF assey (I1A)
c¢TnT, cTnl, Serum ve 48 saat Elektroke Klinik referans Kalp krizi,
CK-MB PF miliimine degerler myokard
san IA ve cTnT nin otopsi hasar1
digerleri referans degeri
daha ytliksek
Prokalsitonin Serum, 96 saat Immiinolii Klinik referans Sistemik
femoral minometri degerler bakteri, para-
kan, GIS, k ve (Tespit limilti 0,25- | zit ve mantar
BOS, semikantit 0,3ng/mL) enfeksiyonlar
atif
CRP Periferik 24-264 saat | Immiinotii Klinik referans Hipertermi
kan, serum rbidimetri deger (10g/ ml)
k
IL6 Kalb kam 2 gilin ELISA Klinik referans Travmatik
IL8 serumu deger oliimlerin
ayiric1 tanisi
sIL-2R ve Kalb kani 48 saat Kemiliimi Klinik referans Sepsis
LBP serumu nesan [A deger
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Cizelge 2.5. Postmortem biyokimyasal belirtegler (Dicle T1p Dergisi 2014)

Belirtec Ornek | Postmortem | Yéntem Deger Tlgili durum
tipi siire
Neopterin Idrar, 3saat-3 giin HPLC Klinik degerlerden | Infeksiyonlar,
serum genellikle yiiksek | kanser, SIRS,
enflamasyonla
r
Triptaz, Femoral 3-5 giin, Floroenzi | Referans deger 45 Anaflaksi,
simaz kan se- 4-110 saat mIA ve ug/L
rumu immii-
nofloroen
Zim assey
ACTH Kalb kan 4-85 saat Immiinora Klinik referans Hipotermi
serumu, diometrik deger
BOS assey
TSH Kalb kan 24 saat Elektroke Klinik referans Hipotermi
serumu, miliimine deger
BOS san IA
Katekolaminl | Kalb kan 3 giin ELISA Klinik degerlerden | Agoni siiresi,
er, CgA serumu, HPLC daha yiiksek hipotermi
BOS
Kortizol Femoral 9-29 saat Floresan Klinik referans
ve sag metod deger
kalb kani
EPO Serum 48 saat RIA Klinik referans Masif ve akut
deger (<36 mU/ml) kanamali
yaralanmalard
a ilk 6 saat
S100B Serum, 48-72 saat ELISA Klinik degerlerden Travmatik
BOS daha ytiksek, beyin hasar1
BOS’daki degeri
serumdan daha
yiiksek
Serotonin BOS, PF 48 saat HPLC Klinik degerlerden Sedatif-
daha yiiksek, serum | hipnotik ilag
ve PF degerleri esit | zehirlenmesi
ve hipertermi
Miyoglobin | Idrar, kalb | 5saat-22 giin RIA Serum ve idrar Agir kas
kan degerleri uyumsuz hasar1
serumu
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2.2.2. Post-mortem Degisimleri
Fiziksel Degisimler
Olii Sogumasi (Is1 Kaybi)

Insanda normalde koltuk altindan 6lgiilen viicut sicaklig1 ortalama 36-36,5° C arasinda
degisir. I¢c organlarm sicaklig1 ise, drnegin rektal (anal) sicakligs; yaklasik 0,5° C kadar
daha yiiksektir. Normalde viicutta liretilen 1s1 ve ¢evreye aktarilan 1s1 miktar1 arasinda
denge oldugundan, sicaklik saglikli kiside korunur. Oliimden hemen sonra 1s1 uretimi
durur, fakat 1s1 kayb1 devam eder; ve belli bir sure sonra bulundugu ¢evrenin sicaklig1
ile esitlenir. Cesedin soguma siiresi 6zellikle bulundugu ortama bagli olarak degismekle
birlikte, en gec 24 saatte tam olarak sogur. Etkili faktorler: Ortama ait 6zellikler: sicaklik,
nem ve hava akimi Kisiye ait 6zellikler: 6liim Oncesi viicut sicakligi, giyinik olma
durumu, yas, beslenme durumu, viicut ylizeyi orani, deri, yag dokusu ve hidratasyon.
Oliim sekline ait dzellikler: donma, suda bogulma, giines carpmasi ve beyin kanamasi,

enfeksiyon.

S1v1 Degisiklikleri

Etkili faktorler: Ortama ait faktorler; sicaklik, nem ve hava akimi. Cesede ait faktorler;

viicut ylizey alani, Cildin gegirgenligi ve viicudun su orant.

Olii Lekeleri

Oliimiin baslamas: ile kan yer ¢ekimi etkisi ile yavas yavas biiyiik damarlardan viicudun
yere yakin kisimlarindaki kiigilk damarlara, kilcal damarlara toplanir. Kandaki
eritrositlerin parcalanmasi ile kan, 6nce kirmizi bir renk alir, sonra eritrositlerin oksijeni
kaybetmesi ile (deoksijenizasyon) koyu mor bir renk alwr. Daha sonra bu sivi
damarlardan pasif olarak doku i¢ine yayilarak, dokular1 koyu mor renge boyar.
Oliimden sonra cesedin yere yakin ve basi gérmeyen deri kisimlarinda, normal deri
renginden farkli; genellikle koyu mor, bazen agik kirmizi, bazen de siyaha yakin renkte
olusan yaygn renkli alanlardir. Olii lekelerinin genellikle mor renkte olmasindan dolay1
“olii sertligi” (rigor motris) terimi de tercih edilmektedir. Genellikle dliimden 2-3 saat
sonra kiiciik cizgiler halinde baslar ve 8-10 saatte genis plaklar olusur. Oliimden sonra
cesedin pozisyonun degistirilip degistirilmedigi hakkinda bilgi verir; Ik 8-10 saat
cesedin pozisyonunun degisirse 6lii lekelerinin yeri degisebilir. 10-15 saat arasinda bazi

bolgelerde yer degistirirken, baz1 bolgelerde sabit kalir. 18-20 saat sonra ise son seklini
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almistir ve yer degistirmez. Etkileyen faktorler: Cesede ait faktorler; Dolagimdaki kanin
hacmi, Hb orani ve indirgenmesi, kanmn sivi kalig siiresi ve O2 tiikketimi. ortama ait

faktorler; sicaklik ve nem oranu.

Olii Katihig

Istemli ve istemsiz kaslarin 6liim sonrasinda katilasmasidir. Oliim sonrasi kaslarda olan
degisiklikler;

1)primer gevseme

2)olii katilig

3)sekonder gevseme

Olii katilign 6liimden sonra kaslardaki ATP’nin tiikenmesine bagli olarak gelisir.

Fizyolojik olarak kaslarin 6liimden sonraki son gerilme refleksi olarak tanimlanabilir.

Olii katilig1 siireci; Baslama (ATP diizeyi ve kaslarin 6liim anindaki glikojen miktarr).
Tamamlanma (ATP diizeyi). Bitis (ciiriime). Olii katihi1 tam olarak gelistiginde,tiim
eklemler katilasir. Eklemlerde fleksiyon hakimiyeti mevcuttur. Oli katiligmin
muayenesi, eklem hareketleri kontrol edilerek yapilir. Olusum hizinda kaslarin glikojen
miktar1 da etkili oldugundan, genel olarak ¢ene kaslar1 gibi kii¢iik kaslardan basladig:
kabul edilir. Ortalama kosullarda 3-5 saat icerisinde olugsmaya baglar. 10-15 saat
icerisinde iskelet kaslarin1 maksimum seviyede tutar. 36-48 saat sonra ise ¢liriime ile

birlikte ¢ozlilmeye baslar.

Dekompozisyon/Ciirlime

Organizmadaki organik materyalin degisim siirecinde gozlenen fiziksel 6zelliklerdir;
1)Otoliz.
2)Piitrefaksiyon -kokusma.

Etkili faktorler: Cesede ait 6zellikler; Yas, beslenme, hidratasyon, giysi ve 6liim nedeni.

Canli etkenler; Bakteriler, mantar sporlari, ev hayvanlari, kemirgenler, vahsi hayvanlar

ve adli entomoloji (Sarcosaprophagous) .
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Fiziksel etkenler; sicaklik, nem, hava hareketleri ve cesedin bulundugu ortamin yapisi

(Fincanci 1997, Soysal ve ark. 1999, Yorulmaz ve ark. 2006).

Kimyasal degigsimler
Organizmadaki organik materyalin degisimi ile viicut sivilar1 bilesiminde ortaya ¢ikan

degisikliklerdir: Kan serum, BOS, gbz i¢i sivist ve sinovyal sivi (Fincanci 1997,

Yorulmaz ve ark. 2006, Soysal ve ark. 1999).

Biyolojik Degisimler

Organizmadaki organik materyalin degisimi ile yumusak dokular ve hiicrelerde ortaya
cikan degisikliklerdir: Otoliz, entomolojik degisiklikler, diger canlilarn meydana
getirdigi degisiklikler, sperm degisiklikleri ve mide icerigi (Fincanct 1997, Soysal ve
ark. 1999, Yorulmaz ve ark. 2006).
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2.3. Calismada Arastirillan Enzimler
2.3.1. Asetilkolinesteraz Enzimi

Norotransmitter olan bir maddedir, asetilkolinin hidrolizini katalizleyebilmektedir, bu
enzim asetilkolinesteraz olarak (AChE, EC 3.1.1.7) bilinir (Lehninger ve ark. 1993).
Asetilkolinin (Ach) kesfi ve AChE’m kesfi ile birlikte getirilmistir (Freeman ve ark.
1976).

Enzim Mekanizmasi

Norotransmitter madde, bir uyarilmig sinir hiicresinden sinaps igerisine salinarak
sonraki sinir hiicresinin reseptor bolgesine baglanip sinir impulsunun diger hiicreye
gecmesinde rol oynamaktadir. Bir sonraki impulstan 6nce Ach'in AChE tarafindan
hidrolize edilmesinin gergeklestirmesi gerekir. Ach'in hidrolize edilmesiyle asetat ve
kolin olusurlar (Sekil 2.3). Iste bu enzimin aktivitesini bozan maddeler sinir impuls
iletiminin bozulmasina ve bunu takiben belli fonksiyonlarin aksamasia sebep olurlar

(Lehninger ve ark. 1993).

o) CH; i Cllgs
S Asetilkolinesteraz + N—CH

CHs Ara iiriin 3

Asetilkolin Kolin

H,0

0
H3c/[koe

Asetat

Sekil 2.3. Asetilkolinin asetilkolinesteraz enzimi ile hidrolizine ait tepkime ve olusan
iriinler (Soderberg 2012)

En 6nemli kolin kaynagi bu tepkime sonucu olmaktadir, olusan bu kolin daha sonra
yapilacak olan Ach sentezlerinde kullanilarak presnaptik norona geri almmaktadir

(Freeman ve ark. 1976). ACh, presinaptik noronda olan ChAT tarafindan
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sentezlenmektedir, AChE tarafindan hidroliz edildikten sonra sinaps araligindaki aract

molekiil derisiminin regiilasyonu saglanmis olmaktadir (Sekil 2.4).

Akson
terminali

Mitokondri

Kolin ve asetil CoA kullanilarak kolin
asetil transferaz (ChAT) aracilig ile
asetilkolin (ACh) olusturutur

Sinaptik bosluktaki asetilkolin, asetilkolinesteraz

Sinaptik
enzimi aracthgy ile hizh bir sekilde hidrolizlenir

vezikiil

Hidroliz sonrast olugan kolin asetilkolin
vapmunda kullanimak iizere akson terminaline
geri alnir

reseptor

Ayl &

L A\

Kolin - :: Kolinerjik
&

e Postsinaptik
Asetilkolinesteraz (AChE) noron

Sekil 2.4. ACh’n salinim, sentez, inaktivasyon ve presinaptik norona geri alinmasmin
sematik gdsterimi (Knowles 2003)

Normal kosullarda ACh, vezikiiler ACh tastyict (VAChT) tarafindan paketlenmis bir
sekilde bulunmaktadir (Sekil 2.5). Aksiyon potansiyeli mevcut ACh’in sinaptik bosluga
salmmasi tetikleyebilmektedir. Bunun sonucunda ACh’in post ve presinaptik
membran iizerinde yerlesim gosteren muskarinik reseptorlere baglamasi gerceklesir.
Presinaptik membranda mevcut muskarinik M2 reseptorii negatif geri besleme cevabi
vasitasiyla ACh salinimini organize eder. Postsinaptik bdlgeda ise M1 reseptdrlerinin
yeri olmaktadir. M1 reseptorleri, inozitol-1,4,5- trifosfat (Ins(1,4,5)P3), diagilgiliserol
(DAG) ve Ca2+- bagimlh protein kinaz (PKC)’in dahil oldugu bir yolak ile sinyal
trafigine katki saglamaktadir. ACh’in sinaptik boslukta AChE-S (sinaptik form)
tarafindan hidrolizi katalizlenir. bu reaksiyon sonucu olusan iiriinlerden kolin daha 6nce
de aciklandigi gibidir. Koline yiliksek derecede afinitesi mevcut bir mekanizma

vasitasiyla presinaptik nérona geri kazandirilir (Soreq ve Seidman. 2001).
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ChAT
VACHT ACh«— Presinaptik
6' ndron
—
-
K
DO o
O A/ 0\ o Choline
e acetate
% ° Q ACh A
AChE-R o o
Postsinaptik
ndron

K*t  Ins(1 .4,5)P3' — Ca2*t
cavpt DAG t—pPKCH

oach Hmt Em2 iAChE-S O VACHT

Sekil 2.5. ACh sentez ve transfer mekanizmasi (Soreq ve Seidman. 2001).

Enzim Yapisi

ACHhE, serin hidrolaz siiper ailesine ait olan bir enzimdir (Cizelge 2.6). Bu enzim ailesi,
insan proteomundaki genlerin %1 ini yani yaklasik 200 enzimi kapsayan bir biiytikliikte
olmaktadir. Bu grubunun 6nemli karakteristiklerinden biri; substratlarin hidrolizi i¢in
kullanilan niikleofilik dizine sahip bir aktif bolge bulundurmalaridir. Diger nonkatalitik
serinlerin aksine bu hidrolazlarin niikleofilik serini bir bazik (genellikle histidin) veya

asidik (aspartat veya glutamat) kalint1 igceren proton carkiyla etkinlestirilir (Simon ve
ark. 2010).
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Cizelge 2.6. Serin hidrolaz siiper ailesi ait baz1 enzim gruplar1 (Long ve ark. 2011)

Enzim

Ornek

Serin proteazlar

Tripsin, kimotripsin ve subtilisin

Ekstraseliiler lipazlar

Pankreatik lipaz, gastrik lipaz, hepatik lipaz, endotelial

lipaz ve lipoprotein lipaz

Intraseliiler lipazlar

Hormon duyarl lipaz, monoagilgliserol lipaz, adipoz

trigliserid lipaz ve diagilgliserol lipaz

Kolinesterazlar

Asetilkolinesteraz, biitilkolinesteraz

Kii¢iik molekiillii tioesterazlar

Yag asit sentaz ve a¢il-KoA tioesteraz

Baz1 fosfolipazlar

Fosfolipaz A2 ve trombosit aktive edici faktor

asetilhidrolaz

Protein ve glikojen hidrolazlar

Protein fosfat metilesteraz 1, agiloksiacil hidrolaz ve

sialik asit asetilesteraz

Bazi amidazlar

Yag asit amid hidrolaz

Bazi peptidazlar

Dipeptidil peptidaz 4, fibroblast aktivasyon protein ve
prolilendopeptidaz

AChE'in yiiksek seviyede bir katalitik aktivitesi (Saniyede 25000 ACh molekiilii) vardir

(Taylor ve ark. 1994). Asetilkolinesteraz'in temel yapisal ve katalitik birimi, kiitlesi 70-

80 kDa araliginda olan bir enzimdir. Enzim bulundugu dokuya gore bu birimin

monomer, dimer veya tetrameri halinde bulunmektedir (Massoulié ve ark. 1993).

Enzimin aktif bolgesi oyugunda 5 alt-bolge belirlenmistir (Seki 2.6) (Sussman ve ark.

1991, Massoulié ve ark. 1993):
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Ser200

Sekil 2.6. E2020 ligand: ile kompleks yapmis asetilkolinesteraz (protein data bank
kodu: leve)

1. Periferal Anyonik Bolge: Aktif bolge oyugunun agzinda Trpl21, Trp279 ve
Tyr70’tan olusmaktadir. Ligandlar ilk bu bolgeye baglanwr, sonra aktif merkeze
gonderilmektedir (Radic ve ark. 1993, Barak ve ark. 1994).

2. Kolin Baglama Bolgesi: Bu bolgede mevcut Phe330 ve Trp84 rezidiilerinin elektron
bakimindan zengin aromatik halkalari, substrat ve inhibitorlerin katyonik ucu ile

katyon-p etkilesimini yaratmaktadirlar.

3. Oksi-Anyon Deligi (OAD): Kolin baglama bdlgesinin yaninda mevcut oksi-anyon
deligi Ala201, Gly118 ve Gly119 rezidiilerini igermektedir. Bu bdlgede gecis durumlar1

sabit tutulur ve aktivasyon enerjisi bariyeri indiritir. Substrat dikey pozisyondan yatay
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pozisyona cevirilerek; katalitik Ser200’lin etkisine girmesi saglanmaktadir (Zhang ve

ark. 2002).

4. Agil Baglama Cebi: Substrat yatay olarak cevrildiginde, substratin acil kismi agil
baglama cebine baglanmaktadir. AChE’ n a¢il baglama cebinde Phe288 ve Phe290’nin
fenil halkalari, bagli substratin hareketini sinirlayip asetilkolin gibi kisa agil grubu

iceren substratlarin katalizini acele ettirir (Radic ve ark. 1993, Pezzementi ve ark. 2003).

5. Katalitik Triad: OAD ve acil baglama cebiyle yaptig: etkilesimlerden dolay1 istikrarlt
olan substrat, aktif merkezin esteratik bolgesinde yer ayirtan ve Glu327, Ser200 ve
His440’ten olusan katalitik triadin etkisine geger. Katalitik triad bir yiik dagitim sistemi
olup, ilk asamada Ser200’iin OH grubundan His440-Glu327 ikilisi yoniinde proton
aktarimi neticesinde Ser200 niikleofilik 6zellige sahip olur. Ser200 oksijeninin substrat
asetilkoline atagi neticesinde acil-enzim ara yapisi meydana gelir. Devaminda elektron
dagitimmin ters donmesiyle bu ara yapidan alkol biriminin uzaklasmas: baslar. Ikinci
iirlin olan karboksilik asidin ag¢iga ¢ikmasi ve son olarak Ser200’iin His440’den bir
proton alarak serbest kalmasi neticesinde artik enzim baglama noktasina donmiistiir

(Koellner ve ark. 2000, Zhang ve ark. 2002).

AChE'nin yapisinin 0zelligi nedeniyle bir¢ok farkli aktiviteye sahip olmaktadir.
Enzimin c¢oklu aktivite fikri dnceleri acik ve net bir sekilde bilinmediginde canlilarin
farkli gelisim evrelerine ait farkli hiicre tiirlerinde goriilmesi bu fikri desteklemektedir
(Fitzpatrick-McElligott ve ark. 1981). Degisik karakterde islev gdstermesinin en 6nemli
sebeplerin bir tanesi de enzimi kodlayan genin farkli mRNA islenme siirecine maruz
kalmasi ve translasyondan sonrast geg¢irdigi modifikasyonlardir. Bu farkli islemler
nedeniyle AChE bilinen ii¢ formden olusup meydana gelmektedir. AChET (tail) beyin,
kas ve diger dokularda bulunan ana formdur. AChEH (hidrofobik) o6zellikle eritroit
dokularda bulunmaktadir. Kesilebilir bir hidrofobik peptidi igermektedir. AChER,
Torpedo sp. ve farelerde bulunan form olmaktadir. inflamasyon ve Stres cevabinda rol

aldig1 sanilmaktadir (Massoulie ve ark. 2008).

AChE enziminin farkli 6zelliklerde aktivite gostermesi doku/hiicre farkliligi, canlinin
bulundugu ortamdan kaynaklanan etkiler veya canlinin fizyolojik durumu gibi etkenlere

karst olusturulan metabolik cevap nedeniyle translasyonel ve translasyon sonrasi,
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transkripsiyonel =~ ve  transkripsiyon  sonrast  diizeylerde farkli  sekillerde
diizenlenmesinden de olusmaktadir. Molekiiler mekanizmasinin bilinmis oldugu yine de
enzimin bir dokudaki miktari, hiicre i¢i dagilimi, alternatif izoformlarinin dagilima,
glikolizasyon ve proteolitik islenmesi gibi vakalarin nasil bir diizenlemeye maruz
kaldig1 tam olarak aciklanmamaktadir (Vellom ve ark. 1993). AChE’ye ait pre-
mRNA’nin (Sekil 2.7) sekansiyel kesilmesi ile 5° ve 3’ ucundaki diizenlemeler doku
veya hiicre tipine gore hizli bir fizyolojik diizenleme cevabi olugsmasinda son derecede
onemlidir. Enzimin transkripsiyonel c¢esitliligi proksimal promoter (Li ve ark. 1993,
Atanasova ve ark. 1999) ve birinci introndaolan internal enhansira bagli olmaktadir

(Chan ve ark. 1999).

AChE'ye ait ¢ekirdek bolge li¢ ekzon ve cesitli spesifik 6zelliklere sahip karboksi
terminal sekanslarini kodlayan ek bdlgelerden meydana gelmektedir. Transkripsiyon
El’de baslar. E2 ise ergin proteinin yapisinda goriiniir olmayan lider sekansi kodlar.
Proksimal promotor (E1’e birlesik kirmizi ¢izgi) ve distal enhansir bolge (daha uzaktaki

kirmizi ¢izgi) zengin diizenleyici bolgeler olmaktadir.

AP-1 Y SpER
C/EBP NFxB Y E1 i EP 2 ES 3 E414 ES EB6
JHFHQ AMAM /il @ . L] L]
so67] GRE Alternative splicing
HNF3B A AMA
HNF5a/B
Deletion
E1 E2 E3 E4 E3 E4 E5 E3 E44" E5
s[d ] IIIEII ] IRII LT ]

Sekil 2.7. insan AChE geninin genel yapisi ve gene ait alternatif RNA’lar (Soreq ve
Seidman. 2001)

AChE ekspresyonu bu molekiiler diizenlemelerine ilaveten hiicre farklilagsmasi
(Rotundo 1990), diisiik AChE seviyesi (Galyam ve ark. 2001), anti AChE molekiillerine
maruziyet (Kaufer ve ark. 1998) ve cesitli travmatik etkilere de bagli olmaktadir
(Nordberg ve ark. 1999).
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AChE Geni

Memelilerde, AChE tek bir AChE geni tarafindan kodlanir ve baz1 omurgasizlar ¢oklu
AChE genlerine sahiptir. Tek memeli geninden kopyalanan {iriinlerdeki cesitlilik,
alternatif mRNA ugbirlestirme ve katalitik ve yapisal alt birimlerin post-translasyonel

kombinasyonlarindan kaynaklanmaktadir (Massouli¢ ve ark. 2008).

AChE Gen Formlari

AChE geninin bilinen {i¢ formu vardir: T (kuyruk), R (Okuma sirasinda) ve H
(hidrofobik) (Massoulié ve ark. 2008).

AChET

Beyin, kas ve diger dokularda bulunan AChE'in ana bi¢imi, kolojen veya lipit igeren
yapisal alt birimler ile disiilfit bagli oligomerleri olusturan hidrofilik tiirler olarak bilinir.
AChE, noéromiiskiiler kavsaklarda ColQ veya altbirim ile birlesir asimetrik formda
gorlinlir. Merkezi sinir sisteminde, simetrik form olusturabilmek PRiMA ile birlesip
Proline-Rich Membran ¢apasi {izerinde duruyor. Noromiiskiiler kavsaklar icin ColQ,
Sinapslar i¢cin ise PRiIMA'dir. Her iki durumda da, ColQ veya PRiMA ¢apasi, hiicre ici

baglantidayken enzimi korumak i¢in hizmet eder.

AChEH

Diger alternatif olarak ekli form, eritroid dokularinda baglica olarak ortaya ¢ikmaktadir.
C-terminusunda farkli olup bir Pl-¢apa sitesine sahip olan boliinebilir bir hidrofobik

peptidi igerir.

AChER

Ucgiincii tip, simdiye kadar sadece Torpedo sp ve farelerde bulunmus olmasma ragmen,
diger tiirlerde hipotezlenmistir. Stres cevabmma ve muhtemelen inflamasyona dahil

oldugu diisiintilmektedir ( Dori ve ark. 2007).

Inhibitdrleri

ACHhE i¢in, geri doniigiimlii inhibitdrler AChE'ye geri doniistimsiiz bir sekilde baglanip
deaktive etmeyenlerdir ( Millary ve ark. 2007). AChE'yi geri doniisiimli bir sekilde
inhibe eden ilaglar, digerleri arasinda Alzheimer hastaligi ve myastenia gravis i¢in

tedavi olarak arastirilmaktadir. Ornegin takrin ve donepezildir ( Julien ve ark. 2008).
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2.3.2. Na+-K+ ATPaz Enzimi

Trans membran proteini olan, eritrosit membrani Na+-K+ ATPaz enzimi lizerinde uzun
zaman calisilmig aktif transport sistemlerinden biridir. Bu enzim Jens Skou tarafindan
1957 yilinda sinir hiicrelerinden ilk defa izole edilmistir. (Xie ve Askari. 2002). Hiicre
ici K+ iyonu seviyesini yiiksek, Na+ iyonu seviyesini diislik tutmak i¢in, Na+ ve K+’un

aktif transportundan sorumlu olan bir enzimdir (Robinson ve Flashner. 1979).

Enzim Yapisi

Na+-K+ ATPaz enzimi, insan eritrositleri dahil hemen hemen her dokuda mevcut ve
hiicre membranindan Na+ ile K+ transferinin ger¢ceklesmesinden sorumlu bir proteindir.
Hayvansal hiicrelerde hiicre i¢i Na+ derisimi 12 mM, K+ derisimi ise 140’dir. Hiicre
disinda ise Nat+ 145mM iken K+ iyonu 4 mM’dir. Bu denge ise Na+-K+ ATPaz enzim
sistemi tarafindan saglar (Sekil 2.8), (Giirel ve ark. 2004).
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Sekil 2.8. Na+-K+ ATPaz enziminin yapisi (Daglar, 2000).

-“
*

Na* konsantrasyon gradyant
K* konsantrasyon gradyan

Na+-K+ ATPaz —Na+/K+ pompasi— tam bir zar proteini olup, alfa () ve beta (§) olarak
denilen iki alt iiniteden {iretilmis bir tetramerdir. o alt {initesi 1020, B alt iinitesi 302
amino asitten meydana gelmektedir. Diger proteinlerin birgogu gibi Na+/K+

pompasinin o bileseni degisik izoform yapilar1 kullanilarak (al, 02, a3) aciklanir.
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Dokulardaki al ve a2 izoform oranlarinm ¢esitliliginin ne anlama geldigi belli degil de

ve ne tiir bir fonksiyonu oldugu hala aydmnlatilmamistir (Clausen 1998).

Na+-K+ ATPaz, ATP’nin hidrolizini katalizler ve aciga ¢ikan enerji ile li¢ Na+ iyonunu
hiicre digina, iki K+ iyonunu hiicre icine aktarwr. Hiicre membran1 boyunca bu
katyonlarin yer degistirilmesini saglayarak membran polaritesinin diizenlenmesi gibi

hayati bir goreve sahiptir (Schmidt ve Kjeldsen. 1998).

Na+-K+ ATPaz Enziminin Etki Mekanizmasi

Yaklagik her hayvan hiicresinde mevcut Na+-K+ ATPaz pompasinin temel gorevi,
bir¢ok hiicresel fonksiyonun gerceklesebilmesi icin hiicre i¢indeki diisiik Na+ ve yiiksek
K+ iyonu derisimlerinin korunmasini temin etmektedir. Na+/K+ pompas1 ile Na+ ¢ikis1
ve K+ girisi sirasinda membranda elektrik gerilimi olusup osmotik basingta degisme
ortaya ¢ikar. Membran potansiyeli 50 mV ile 70 mV aras1 olup, Nat+ ve Cl- gibi
iyonlarin hareketlerine tesir ederek osmotik basincin ayarlanmasinda ve bdylece hiicre

kararliliginin temin etmesinde rol oynar (Clausen. 1998).

Na+ ve K+ iyonlarmin aktarmasi (Sekil 2.9) 1. basamakta; Na+ iyonu derisimi diigiik
olan sitoplazmada ii¢ adet Na+ iyonu ATPaz’la birlesir. Bu biitiinlesme Na+-K+ ATPaz
transport proteininin Na+ iyonuna olan yiiksek ilgisinden kaynaklanir. 2. basamakta;
transport proteini ATP molekiiliini ADP ve fosfat iyonuna paramparge eder ve fosfat
iyonu kendini transport proteinine baglar. Proteinin fosforilasyonu enerji bakimindan
proteinin kararsiz olmasma sebep olup protein tekrar stabil hale gecebilmek icin
enzimin yapisal degisikliklere ugramasi sart olur. Bu degisim Na+ iyonunun proteinin
diger ucuna hareket etmesine sebep olur. Proteinin diger ucuna ge¢mis olan Na+ iyonu
buradan hiicre digma terk edilir. Clinkii transport proteini artik Na+ iyonuna diisiik ilgi
gostermek zorunda kalmaktadir. 3. basamakta; ortamin K+ iyonu konsantrasyonu diisiik
olmasina karsin proteinin yapisal durumu K+ iyonuna yiiksek ilgi gdstermesine sebep
olur. Boylece protein iki K+ iyonunu kendisine baglar. O sirada proteine kovalent bagla
bagli olan fosfat grubu proteinden ayrilir ve bu ayrilis proteinin yapisal degisiklige
ugramasma neden olur. 4. basamakta; yapisindaki degisiklikten dolayr K+ iyonlar1
proteinin diger ucuna aktarilmis olurlar. Bu yapisal degisiklik o sirada proteinin K+

iyonuna karsi olan ilgisinin azalmasmma ve buna bagli olarak K+ iyonlarinin
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sitoplazmaya dagilmasina sebep olur. Bu islemler ilk basamaktan baslayarak siirekli bir

sekilde devam eder (Koksoy. 2002).

Ekstraseliiler snn

Sekil 2.9. Na+ ve K+ iyonlarinin tasinmasi (Kdksoy, 2002).

Na+-K+ ATPaz, Na+ ve K+ iyonlarinin derisimlerini kontrol edip hiicre dis1 siv1
hacminin korunmasini, hiicre membraninin her iki tarafindaki iyon gradientlerinin
diizenlenmesini ve kan basicinin ayarlanmasini saglarken, kendisi de birgok molekiiliin
kontrolii altinda olmaktadir. Na+-K+ ATPaz aktivitesi lizerinde etkili olan dopamin,
aldesteron, angiotensin II ve nitrik oksit gibi birkag madde vardir (Beltowski ve ark.,
2003).

Glukoz Transportu

Enerji kullaniminda ilk adim olarak glukoz, hiicrelere ulasmalidir. Glukoz lipid
hiicrelerine ve kaslara, insiilin tarafindan saglanan spesifik bir tagima sistemi ile dahil
olur. Tasmma ile ilgili degisiklikler baslangi¢ olarak Vmax'taki degisikliklere baghdir.
Ancak Km’deki degisiklikler de tesirli olabilir. Glukoz transferi Sekil 2.10'te

aciklanmistir. Glukoz ve Na +, glukoz vektoriindeki farkli konumlarla iliskilidir. Na +
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iyon, elektrokimyasal gradyan boyunca hiicrenin i¢inde hareket eder ve ayn1 zamanda
glukozu da ceker. Bu sekilde, Na + gradyani ne kadar yiiksekse, hiicreye giren glikoz
miktar1 o kadar fazla olur ve hiicre dis1 sivida Na + diisiikse, glukoz transferi durur. Dik
bir Na+ gradientinin eldesi i¢in, Dik bir Na+ gradyami elde etmek i¢in, s6z konusu
Na+t/glukoz simportu diisiik bir hiicre i¢ci Na+ derisimi saglayan bir Na+/K+ pompasi
tarafindan olusturulan gradyanlara iligkilidir. Diger mekanizmalara ek olarak amino
asitleri tasimak icin benzer mekanizmalar kullanilir. Sekerlerin transselliiler hareketi,
hiicre i¢inde biriken glukozun, farkli bir ylizeyden yine bir dengeye dogru hareket
etmesini saglayan bir uniportu, yani ilave bir bilesigi kapsar, Ornegin, bagirsak ve

bobrek hiicrelerinde olur (Murray ve ark., 1996).

LUMEN
Glukoz —_ _— Na’
SITOZOL
& Na
} ™~ = K
"—_T_ 1 J* -
e | J | F
__;_‘ =o L .
f\x - K
\j
Glukoz

EKSTRASELLULER SIVI

Sekil 2.10. Glukoz transferi (Murray ve ark., 1996).

Na+-K+ ATPaz Enziminin Aktivatorleri

Na+-K+ ATPaz enziminin zara bagli bir enzim olmasindan dolay:1 aktivitesi i¢in
fosfolipidlere muhta¢ olur (Kimelberg ve Papahadjopoulos. 1972). Hiicresel zarlarin
fosfolipidleri tipik olarak, bir bipolar baga sahip en az bir doymamis yag asidi
tagir. Membran seviyesinde, bir fosfolipit molekiilii saniyede birka¢ mikrometre igcinde

hareket edebilir (Murray ve ark., 1996).
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Na+-K+ ATPaz Enziminin Inhibitorleri
Digital Glikozidler

Digital glikozidler, membran Na + -K + ATPase enzimini inhibe ederek etki eden
faktorlerdir. Digital glikozitler bu etkiyi enzimin alfa alt birimine baglanarak yapar.
Na+-K+ ATPaz pompasini inhibe eden bu faktorler, hiicre disina transfer edilen Na+
iyonunda azalmaya ve dolayisiyla hiicre i¢i sodyum derigiminin yiikselmesine,

potasyumun ise azalmasina sebep olurlar (Clausen, 1998).

Sulfidril Reaktifleri

Na+-K+ ATPaz enziminin siilfidril gruplarmma etkileyen maddelerle olan tepkimeleri
enzim aktivitesine engel olurlar. Degisik siilfidril reaktiflerinin ¢esitli enzim aktiviteleri
iizerine olan etkileri farklidir. Bunlardan bazilar1 Kloropromazin, ethakrinik asit, 5,5’
ditio bis (2-nitro benzoik asit (DTNB) ve N-etil malelmid (NEM) 'dir. Bu bilesikler
enzimin zorunlu ve zorunlu olmayan gruplariyla tepki yaparak enzim aktivitesini etkiler

(Bilgin, 1995).

Oligomisin

Oligomisin mitokondriyal ATPazlar icin toksik ve doniisiimlii bir inhibitordiir.
Oligomisin A, B, C olmak {izere 3 ii¢ tipi vardir. ATP ve Na+ ile aktive olan Na+-K+
ATPaz enzimi oligomisin ile rekabet¢i olmayan bir gekilde inhibe olur. Oligomisin Na+
ve ATP bagh fosforilasyon ve ADP-ATP degisimi tepkimelerini engellemez, Ancak
fosfo enzimin Na+ ve ATP varhiginda olusan K+ bagl defosforilasyonu engeller

(Bilgin, 1995).

Ouabain

Na + -K + ATPaz, kardiyak glikozitler tarafindan inhibe edilir. Kimyasal yapis1 (Sekil
2.11). Ouabain; Kalp glikozitlerinin i¢inde en dnemli olanidir. Na + -K + ATPaz, ¢ok
hassas bir inhibitordiir ve suda kolaylikla ¢oziilebilir. Ouabainin Na+-K+ ATPaz’a
baglanarak onu inhibe eder (Sekil 2.12). Na+-K+ ATPaz’in ekstraseliiler yiizeyinde
ouabain i¢in spesifik bir baglanma yeri vardir. Ouabain bu baglanma yerine baglanarak

enzimin tiim fonksiyonlarini doniisiimlii olarak engeller (Robinson ve Flashner, 1979;

Seiler ve ark., 1985; Pauw ve ark., 2000; Koksoy, 2002).
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Sekil 2.11. Ouabainin yapis1 (Seiler ve ark., 1985).

Serbest radikaller Na + -K + ATPase aktivitesinin potansiyel inhibitorleridir. Serbest
radikaller lipid peroksidasyonuna sebep olup Na+-K+ ATPaz etkinligini olumsuz yonde
etkili olmaktadir (Petronijevic ve ark., 2003).
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Ouabatun baglanma bilgest

+ + + + + /+++++

Sitoplazma
Na* baglanma yen —
ADP| + P,

K+

Sekil 2.12. Ouabainin Na+-K+ ATPaz’a baglanip inhibe etmesinin olay1 (Koksoy,
2002).
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2.3.3. Fosfofruktokinaz Enzimi
Fosfofruktokinaz Enzimi Hakkinda Genel Bilgi

Glikoliz, tiim organizmalarda bulunan merkezi bir metabolik yolaktir. Enerji tiretimini
ve canli hiicrelerin anabolik siire¢lerini baglatabilmek i¢in substratlar1 saglar. Glikoliz,
besin simirlamalari, soguk, kuraklik veya oksijen eksikligi gibi stres kosullari ve
adaptasyon i¢in Onemlidir. Glikolitik siirecin diizenlenmesi tiim hiicre tipleri i¢in

gereklidir. Bitki glikolizinde anahtar diizenleyici enzimler piruvat kinaz ve

fosforuktokinazdir (Plaxton. 1996).

Fosfositoktokinaz (PFK; ATP: D-fruktoz-6-fosfat 1-fosfotransferaz, EC 2.7.1.11),
fruktoz-6-fosfat (Fru6P) ve fruktoz-1,6-bisfosfatin ara doniisiimiinii katalize eder.
Glikoliz regiilasyonunda anahtar bir enzimdir (Uyeda. 1979, Paetkau ve Lardy. 1967,
Schirmer ve Evans. 1990). Cogu glikolitik enzim farkli organizmalar arasinda dikkat
cekici bir sekilde korunurken, c¢ok c¢esitli evrimsel ge¢mise sahip ¢esitli
fosforozokkakinler mevcuttur (Bapteste ve ark. 2003).

Memeli PFK'in bir ata prokaryotik gen duplikasyonundan, tandem fiizyonundan ve
diverjansindan elde edildigine dair kanitlar vardir. Boylece bakteriyel PFK, memeli
PFK' enziminin yaklasik yarisi kadardir (Li ve ark. 1999). Memeli PFK, ATP tarafindan
allosterik olarak inhibe edilir ve AMP tarafindan allosterik olarak aktive edilir, boylece

glikolitik yola girdiginde hiicrenin enerjik ihtiyaclarini gosterir (Garrett ve ark. 2012).

Enzimin Yapist ve Mekanizmasi

PFK, yaklasitk 300 amino asit uzunlugundadir ve bakteri enziminin yapisal
calismalar,PFK'in iki benzer (alfa / beta) lobdan olustugunu gostermistir. Birincisi,
ATP baglanmasinda yer alan ve ikincisi hem substrat baglanma sitesi hem de allosterik
siteyi(enzim aktivitesini etkileyen ve aktif bolgeden farkli olan bir diizenleyici
baglanma bolgesi) barindirmaktadir. Ayni tetramer alt birimleri 2 farkli uyum saglar:
'kapali' durumda, bagli magnezyum iyonu enzim {riinlerinin fosforil gruplarininin
boslugunu (ADP ve fruktoz-1,6-bisfosfat) doldurmaktadir; ve bir 'acik' durumda ise,
magnezyum iyonu sadece ADP'ye baglanir ve 2 iirlin artik daha ayr1 olmaktadir. Bu
konformasyonlarin, reaksiyona yetecek kadar yakin olan 2 molekiilii getirmek icin alt

birim kapatilmasini gerektiren bir reaksiyon yolunun ardistk asamalari oldugu

diistiniilmektedir (Shirakihara ve ark. 1988).
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PFK, seker kinazlarin fosforutoktokinaz B (PfkB) familyasina aittir (Park ve ark. 2008).
Bu ailenin diger tiyeleri (Ribokinaz ailesi olarak da bilinir) ribokinaz (RK) adenosin
kinaz (AK), inosin kinaz ve 1-fosfokrutokkinaz gibi vardir (Bork ve ark. 1993, Spychala
ve ark. 1996, Park ve Gupta. 2008). PtkB / RK ailesinin iiyeleri, {i¢ korunmus dizi
motifinin varhigi ile tanimlanmaktadir (Bork ve ark. 1993, Maj ve ark. 2002, Park ve
Gupta. 2008). Birkag PfK protein ailesinin yapilari, birtakim organizmalardan
belirlenmistir ve bu protein familyasinin enzimatik aktivitesi, pentavalent iyonlarin
varligina bagli oldugunu gostermektedir (Sigrell ve ark. 1998, Maj ve ark. 2002, Park ve
ark. 2008).

PFK’in Izoformlari

Memelilerde, PFK-M, PFK-L ve PFK-P (PFK-C olarak da adlandirilir) olarak
adlandirilan ti¢ farkli PFK izoformu vardir; bunlar sirastyla kas, karaciger ve trombosit
(veya serebrum) 'da ana ekspresyonlaridir. insanlarda M, L ve P izoformlar1 85.2, 85.0
ve 85.6 kDa'dir ve genleri sirasiyla 1, 21 ve 10 kromozomlarina atanir (Vora ve Francke
1981). Buna ek olarak, PFK-M ve PFK-L'nin%68.6, PFK-M ve PFK-P 'nin %70.3,
PFL-L ve PFL-P 'nin %66.6' ayn1 amino asit sekans Ozdesligini paylastiklari
gosterilmistir. Bu izoformlarm ifade seviyesi dokuya spesifiktir (6zeldir); Iskelet kasi
sadece bir izoformu (PFK-M) ifade eden tek doku iken, diger tiim dokular ii¢ izoformun
farkli diizeylerini ifade ederler (Dunaway ve ark. 1988). Bu nedenle, PFK-M,
degerlendirilen tiim memeli hiicrelerinde ifade edilen tek izoform olarak kabul edilir.
Dokular arasinda ifade edilen PFK izoformlarmin farkli modelleri, spesifik glikolitik
oranlarina katkida bulunabilir. Ornek olarak, bazi insan meme tiimorii hiicre dizilerinin
glikolitik veriminin (tiiketilen glikoz basina olusturulan laktatin) daha agresif hiicrelerde
arttigin1  gostermistir ki ve diger iki izoform iizerinde daha yiiksek bir PFK-L

ekspresyonuna atfedilmistir (Zancan ve ark. 2010).
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PFK’in Tirleri ve Diizenlenmesi

Insanlarda iki farkhi fosfofruktokinaz enzimi vardir (Cizelge 2.7) (Dunaway ve ark.
1988).

Cizelge 2.7. PFK’in tiirleri (Dunaway ve ark. 1988)

Tip Es anlamh EC Substrat Uriin Alt
numaras birim
1 genleri

Fosfositoktokinaz 6- EC PFKL,

1 fosfofruktokina 2.7.1.11 PFKM,

z PFKP

Fosfo
hekzokinaz
PFKFBI,
Fosfositoktokinaz | 6-fosfofrukto-2- EC 3 / PFKFB2,
2 kinaz1 2.7.1.105 AN PFKFB3,
Fruktoz 6-fosfat \/Q\ PFKFB4
HO OH

Fruktoz-2,6-bisfosfat

PFK1, memeli glikolitik yolagindaki en 6nemli kontrol bolgesidir. Bu adim, sadece
fizyolojik kosullar altinda yliksek oranda ekserji oldugu i¢in degil, ayn1 zamanda kararli
bir adim oldugu ve glikolitik yola 6zgii bir tersine gevrilemez ilk tepkime oldugu i¢in
kapsamli diizenlemeye tabidir. Bu olay, glikoz ve diger monosakkaritlerin galaktoz ve
fruktozun glikolitik yoldan asagi inmesine kesin bir kontrol saglar. Bu enzimin
tepkimesinden Once, glikoz-6-fosfat potansiyel olarak pentoz fosfat yolunda inebilir
veya glikojenez icin glikoz-1-fosfata doniistiiriilebilir. PFK1, yiiksek seviyede ATP ile
allosterik olarak inhibe edilir, ancak AMP, ATP'nin inhibitor etkisini tersine ¢evirir. Bu
nedenle, hiicresel ATP / AMP orani diistiigiinde enzimin aktivitesi artar ve bdylece
glikoliz enerji ylikii diistiigiinde uyarilir. PFK1, hem bir substrat hem de bir inhibitor
olan ATP i¢in farkl afinitelere sahip iki alana sahiptir (Stryer ve ark. 2007). Ayrica
PFK1, ATP'nin inhibitor etkisini artiran diisiik pH seviyeleri tarafindan inhibe edilir.
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Kas, anaerobik olarak calistig1 ve asir1 miktarlarda laktik asit {irettigi zaman pH diiser
(her ne kadar laktik asit, pH'taki diisiisiin sebebi degildir) (Lindinger ve ark. 2005). Bu
inhibitor etkisi, kasin ¢ok fazla asit birikiminden kaynaklanan hasardan korunmasina
hizmet eder (Stryer ve ark. 2007). Son olarak, PFKI1, Phosphoenolpyruvate (2-
phosphoenolpyruvate) PEP, sitrat ve ATP tarafindan allosterik olarak inhibe edilir.
Fosfoenolpiriivik asit, glikolitik yolagin asagi akisindaki bir tirlindiir. Krebs Dongiisii
enzimleri maksimum hizlarina yaklastiklarinda ve sitratin ortaya ¢ikmasma ragmen,
sitratin normal fizyolojik kosullar altinda PFK-1'1 inhibe etmek i¢in yeterli bir derisime
sahip olup olmadig1 sorgulanabilir. ATP birikimi, enerjide bir artisa isaret eder ve PFK1
tizerinde bir allosterik modiilasyon bolgesine sahiptir, bu allosterik modiilasyon bdlgesi,

PFK1'in substrati i¢in afinitesini azaltir.

PFK1, yiiksek bir AMP derigimi ile allosterik olarak aktive edilir, ancak PFK2
tarafindan fruktoz-6-fosfattan iiretilen fruktoz 2,6-bisfosfat en giiglii aktivator
olmaktadir. Bu nedenle, F6P'nin bir bollugu daha yiiksek bir fruktoz 2,6-bisfosfat
derisimine (F-2,6-BP) yol agar. F-2,6-BP'nin baglanmasi, F6P i¢in PFK1'in afinitesini
arttirr ve ATP'nin inhibitor etkisini azaltir. Glikoz bol bol oldugunda glikoliz hizlanir

ve hizlandig1 i¢in ileriye doniik uyarimin bir 6rnegi olmaktadir (Stryer ve ark. 2007).

PFK, sentez baskis1 yoluyla glukagon tarafindan inhibe edilir. Glukagon, protein kinaz
A'y1 aktive eder ve bu da PFK2'nin kinaz aktivitesini durdurur. Boylece F-2,6-BPnin

F6P'den sentezini tersine gevirip PFK1 aktivitesini inhibe eder.

PFK1'in hassas regiilasyonu, glikoliz ve glukoneogenezin eszamanli olarak meydana
gelmesini Onler. Bununla birlikte, F6P ve F-1,6-BP arasinda substrat dongiisii vardir.
Fruktoz-1,6-bisfosfataz (FBPaz) F-1,6-BP'nin F6P'ye geri hidrolizini katalize eder, bu
tepkimeya 'reverse reaction' denir, PFK1 ile bu tepkime katalize edilir. Glikoliz
sirasinda az bir miktarda FBPaz aktivitesi ve glukoneojenez sirasinda da bazi1 PFK1
aktivitesi vardir. Bu dongii, ATP hidroliziyle 1s1 olusumunun yani sira metabolik

sinyallerin ¢ogalmasin1 saglar.

Serotonin (5-HT), 5-HT (2A) reseptoriine baglanarak PFK'nin derisimini arttirir, bu da

PFK'nin tirozin kalintisiin fosfolipaz C {izerinden fosforile olmasina neden olur. Bu da,
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PFK'yi iskelet kas hiicreleri i¢inde yeniden dagitir. PFK glikolitik akis1 diizenledigi i¢in,
glikolizde serotonin diizenleyici bir rol oynar (Coelho ve Sola-Penna 2013).

PFK’in Eksikligi

PFK’in Eksikligi, glikojenoz tip VII'ye (Tarui's hastalig1) yol acar. Tarui's hastali1
otozomal resesif bir bozukluktur. Siddetli ve yogun egzersize cevap olarak siddetli
bulanti, kusma, kas spazmlar1 ve miyoglobin tepkimesi ile tanimlanir. Hastalar

genellikle aktivite seviyelerini ayarlamayi1 6grenerek makul ve normal bir yasam

stirdiirebilirler (Raben ve ark. 1995).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu ¢aligmada kullanilan siganlar Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1
Yetistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nden 30 adet Wistar-Albino cinsi erkek
sican temin edilip ¢alisma Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunca
verilen 2016-11/03 nolu etik kurul karar1 ile gergeklestirildi. Deney grubu hayvanlari,
Oliim sonras1 dlgiimler; Grup 1: 0.an, Grup 2: 6 saat, Grup 3: 12 saat, Grup 4: 24 saat,
Grup : 48 saat olacak sekilde ve her grupta 4 sican olmak iizere 5 gruba ayrildi. ancak
kontrol grubu ise 15 adet hayvandan olusturuldu. Deney grubu hayvanlarm toliien
maruziyeti enjeksiyon ile gerceklestirildi, letal dozda intraperitoneal toliien enjeksiyonu
(1,64 g/kg) ile oliim saglandi. Kontrol grubu hayvanlar ise servikal dislokasyon ile
oldiiriildii. Oliim gergeklestikten sonra (0, 6, 12, 24, 48 saat) belirlenen zaman
dilimlerine ait kontrol ve deney grubu hayvanlarmin kalp kani 6rnekleri toplanip beyin
dokular1 ¢ikarildi.

3.1.Materyal
3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Kitler

-Asetilkolinesteraz aktivite dl¢lim kiti, abcam

-Na+-K+ ATPaz aktivite 6l¢iim kiti, MyBiosource
-Fosfofruktokinaz aktivite 6l¢iim kiti, MyBiosource

-Toliien, %97 saflikta, Tekkim

-di-Potasyum hidrojen fosfat (K,HPOj,), Merck

-Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO4), Merck

-Etilendiamintetra asetik asit (EDTA), Merck

-Sodyum hidroksit (NaOH), Merck

-Polifleks %9 izotonik sodyum kloriir ¢dzeltisi, Polifarma Ilag San.

-Thermo Scientific Pierce BCA Protein 6l¢iim Kiti
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3.1.2. Sarf Malzemeler

-96 kuyulu microplate, NEST Biotechnology
-24 kuyulu microplate, NEST Biotechnology
-2 mL hacimli santrifiij tiipleri, ISOLAB

-2 mL hacimli EDTA’l1 tiipler, Vacutest
-1000 pl’'lik pipet uglari, ISOLAB

-200 pl’'lik pipet uglari, ISOLAB

-10 pul’lik pipet uglari, SSIBio

-5 Cc enjektorler.

3.1.3. Cihazlar

-Hassas terazi, Sartorius

-Homojenizatdr, Schuett homgen®™, yar1 otomatik homojenizatér
-Santriflij, HERMLE Z 326 K sogutmali santrifiij
-Santrifiij, Sigma-2-16PK sogutmali santrifiij
-Mikropleyt okuyucu, BioTek ELx800
-Mikropleyt calkalayici, 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
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3.2.Yontem
3.2.1. Asetilkolinesteraz Enzimi

AChE aktivitesi tayini yapabilmek i¢cin Abcam' Kiti (Kolorimetrik) (abl138871)
kullanildi.

Kan Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Hayvanlarin kalplerinden kan alindiktan sonra hi¢ bekletilmeden mor kapakli EDTA'l1
tiiplere konuldu ardindan 2000g’de 5 dk boyunca 4°C’de santrifiijlenip plazma ve bayaz
kan hiicreleri uzaklastirildi. Sonra (pH7,4. 0,15M KH2PO4 fosfat tamponu) ¢iizeltisi ile
3 kere yikanip tekrar 2000g’de 5dk boyunca 4°C’de santriftijlendi, siipernatant kismi
uzaklastirilarak tiiptin dibindeki kalan kismi toplandi. Toplanmis kan kismindan 150uL
alip kan orneklerinin hacmi 2850 pL ddH20 + 0,9uL Triton X-100 ile 3 ml’ye

tamamlanip hazirlandi.

Beyin Dokusunun Hazirlanmasi

Beyin dokular1 ¢ikarildiktan sonra pH 7,4. 0,15M KH2PO4 fosfat tamponu ile yikand.
Soguk bir ortamda 1mg'lik doku tartilip pH 7,0. 50mM KH2PO4, 1mM EDTA igiren
fosfat tamponu igerisinde Schuett homgenplus, yar1 otomatik olan homojenizatorii
kullanarak 3000rpm’de 15 saniye 3kere homojenize edilip siipernatant kismi alind1.
Elde edilen siipernatant 2500 rpm’de 5-10dk boyunca 4°C’de santrifiijlenip -80°C’de

muhafaza edildi.

Kullanilan Kimyasal Maddeler

-Bilesen A: DTNB

-Bilesen B: Deney Tamponu

-Bilesen C: Asetiltiokolin

-Bilesen D: Asetilkolinesteraz.

-% 0,1 BSA (Sigir Serumu Albiimini)

-Triton X-100.
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Asetilkolinesteraz Enzim Aktivitesinin Olgiilmesi

Kullanililan kit ile enzim aktivitesi i¢in kolorimetrik olarak olgiildii. Hiicre
ekstraktlarinda ve diger ¢ozeltilerde, AChE etkisiyle hidrolizlenen asetiltioekolin
tarafindan {iretilen tiokolini 6lgmek icin DTNB'yi kullanildi. DTNB, olusan tiokolin
miktarmi 6lgmek i¢in kullanildi ve bu da AChE etkinligi ile orantili bulundu. Bu kit ile
100 mcL analiz hacminde (ImU/ml) 0.lmU'a kadar bile AChE'nin miktar1 tayini
yapilmaktadir. 50pL  kadar AChE tepkime karigimi hazirlandi ve AChE test
numunelerinin 50pL kadar da mikropleyt iistiine eklendi, AChE tepkime karigiminin
eklenmesi gerceklestirildi. Son adim olan oda sicakliginda 10-30 dakika inkiibe etme ve
OD 410 + 5 nm'daki okuma islemleri gerceklestirildi.

Enzim Aktivitesinin Olgiilmesinin Asamalari
Deneye baglamadan 6nce oda sicakliginda tiim kit bilesenlerini ¢oziildii.

20X DTNB stok ¢ézeltisi hazirlamasi: DTNB'nin sisesine (Bilesen A), 0,6mL'lik kadar
Assay Buffer’den (Bilesen B) eklenerek hazirlandi.

20X Asetiltiyoklolin stok ¢ozeltisi hazirlamasi: AChE'nin sisesine (Bilesen C), 0,6mL'lik
kadar ddH2O’den eklenip hazirlandi.

AChE'nin _stok ¢ozeltisi _hazirlamasi: 50inite/mL Asetilkolinesteraz stok soliisyonu
yapmak i¢in asetilkolinesteraz flakonuna (Bilesen D)%0,1 BSA ile 100uL'lik kadar
ddH20’den eklendi.

AChE'in Hazirlnamasi (Tepkime Karigimi)

AChE'ye ait tepkime karigimi Cizelge 3.1 tablosuna gore hazirland1 (Abcam' Kiti).
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Cizelge 3.1. AChE'ye ait tepkime karisim1 (Abcam' Kiti)

Bilesenler Hacim

Deney Tamponu (Bilesen B) 4,5 mL

20X DTNB Stok Cozeltisi 250 pL

20X Asetiltiyokololin Stok Cozeltisi 250 uL
Toplam hacim SmL

AChE Standardi Hazirlamasi (0-1000 mU/ mL)

I- 1000mU/mL AChE standardin1 hazirlamak i¢in, 50ul/mL olan AChE stok
soliisyonundan 20uL'sini alip deney Tamponunun 980 pL'sine (Bilesen B) eklendi.

2- AChE standardinin 600, 200, 60, 20, 6, 2 ve 0 mU / ml seri seyreltilerini seyreltmek
amaciyla 1000 mU / ml AChE standardi kullanildi.

3- Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3'te agiklandig1 gibi AChE standardi ve AChE igeren test

numunelerinin seri seyreltmelerini bir 96 kuyulu microplate iistiine aktarild1.
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Cizelge 3.2. 96 kuyulu microplate tistiine gosterilen AChE standartlarinin (AS), test

numunelerinin (TS) ve bos kontroliin (BL) diizeni

BL BL TS TS TS TS TS TS TS TS
AS1 AS1 TS TS TS TS TS TS TS TS
AS2 AS2 TS TS TS TS TS TS TS TS
AS3 AS3 TS TS TS TS TS TS TS TS
AS4 AS4 TS TS TS TS TS TS TS TS
AS5 AS5 TS TS TS TS TS TS TS TS
AS6 AS6 TS TS TS TS TS TS TS TS
AS7 AS7 TS TS TS TS TS TS TS TS

Cizelge 3.3. Her kuyu i¢in kullanilan reaktif i¢erikleri bilegimi

AChE standardi

Bos Kontrol

Test 6rnegi

Seri Seyreltme : 50 uL

Deney Tamponu: 50 pL

50 uL

AChE Testini Yiiriitme Islemi

1- AChE standardmin, bos kontrolun ve test numunelerinin kuyularma, 50ul'lik kadar

AChE tepkime karisimindan eklenip AChE toplam hacmi 100uL'ye kadar tamamlandi.

2- numuneler 151ktan koruyarak oda sicakliginda 10-30 dakika kadar inkiibe edildi.

3- OD =410 £+ 5 nm'de bir mikropleyt okuyucu ile okuma yaparak absorbans degerleri

okundu.

Verilerin Analizi

Her kopyalanan standardin ortalama absorbansini belirlenip bos kuyularin absorbans

degerini kendinden ve diger tiim standartlar ve numunelerden cikartildi. AChE

miktarmin bir fonksiyonu olarak, her bir standardin diizeltilmis okuma degerleri ¢izildi

(Sekil 3.1). Standart egri verilerine dayanarak kalibrasyon grafigi cizilerek denklemi

hesaplandi.

46




10
/

14
€ “
c
o
-
-
QO
e 0.1
Ld
=
S
2
<

0.015 /
&
0.001 vy Y ey v vy
0.1 1 10 100 1000
Aceteicholinesterase imu/ml)

Sekil 3.1. Tipik bir AChE standart egrisi (Abcam' Kiti)

3.2.2. Na+-K+ ATPaz Enzimi

Na+-K+ ATPaz aktivitesi tayini yapabilmek amaciyla MyBiosource' Kiti (Kolorimetrik)
(ab138871) kullanild1.

Kan Hiicrelerinin Hazirlanmasi (RBC)

Hayvanlarin kalplerinden kan alindiktan sonra hi¢ bekletilmeden mor kapaklit EDTA'T1
tiiplere konuldu ardindan 2000g’de 5dk boyunca 4°C’de santrifiijlenip plazma ve bayaz
kan hiicreleri uzaklastirldi. sonra yikama (pH7,4. 0,15M KH2PO4 fosfat tamponu)
clizeltisi ile 3 kere yikanip tekrar 2000g’de 5dk boyunca 4°C’de santriftijlendi,
stipernatant kismi uzaklastirilarak tlipin dibindeki kalan kismi toplandi. Daha sonra
hiicreleri par¢alamak amaciyla mekanik homojen metodu kullanip doku 6rneklerinde

toplam protein miktar1 BSA ile hesapland1 ve boylece kan hiicreleri hazirlandi.

Beyin dokusunun Hazirlanmasi

Beyin dokular1 ¢ikarildiktan sonra pH 7,4. 0,15M KH2PO4 fosfat tamponu ile yikandu.
Soguk bir ortamda Img'lik doku tartilip pH 7,0. 50mM KH2PO4, ImM EDTA igeren
fosfat tamponu icerisinde Schuett homgenplus, yar1 otomatik olan homojenizatorii

kullanarak 3000rpm’de 15 saniye 3kere homojenize edilip siipernatant kismi alindi.
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Elde edilen siipernatant 8000g’de 10dk boyunca 4°C’de santrifiijlenip -80°C’de

muhafaza edildi.

Kullanilan Kimyasal Maddeler
Reagent1 (S1vi).

Reagent2 (S1vi).

Reagent3 (Toz).

Reagent4 (S1vi).

Reagent5 (A Cozeltisi+ B Cozeltisi).

Reagent6 (S1vi).

Reagent7 (10mmol / L Standart fosfor Stok Cozeltisi).
Reagent8 (Stok ¢ozeltisi + Seyreltici).

Na+-K+ ATPaz Enzim Aktivitesinin Olgiilmesi

Abcam Kitine gore Na+-K+ ATPaz aktivitesi tayini yapildi.

Reagent3'iin _hazirlanmasi: 1mL'lik kadar ddH2O'den alip reagent3 tozu 1 sisesinde
¢oziiliip -20°C’de saklandu.

Reagent8'in hazirlanmasi: seyreltici 1 sisesinde stok c¢ozeltisi 1 sisesi ¢oziiliip 4°C'de

saklandi.

0. 1umol/ml Standart uygulama cozeltisinin hazirlanmasi: 99:1 oraninda ddH2O ile

10mmol/L fosfor stok ¢ozeltisi karistiridi.

0.02umol/ml _Standart fosfor cozeltisinin _hazirlanmasi: 1:4 oranmnda ddH20 ile

0.1umol /ml standart fosfor ¢ozeltisi ile karigtirilip hazirlandi.

Substrat ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 260: 80: 80 oraninda reagent 1, reagent 2 ve reagent

3 olan birbirleri ile bu reagentler karistir1ld1.
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Renk-gelistirme ajaninmin hazirlanmasi: 7:6 oraninda reagent 5(A) ile isitilmis reagent

5(B) karstirilip 4°C'de saklanda.

Enzim Aktivitesinin Olgiilmesinin Asamalari
Enzimatik Tepkime

Cizelge 3.4'teki tablonun verilerine dayanarak deneyin ilk asamasi gerceklestirildi.

Cizelge 3.4. Enzimatik tepkime tablosu (MyBiosource Kiti)

Kontrol Ornek

ddH20 0,16 0,12
Ornek (mL) 0,1
Reagent 8 (mL) 0,04
Substrat (mL) 0,42 0,42

Tam olarak 10 dakika 37 °C'de karistirilip inkiibe edildi.
Reagent 4 (mL) 0,1 0,1
Ornek (mL) 0,1

Karistirilip 10 dakika 3000-4000 rpm'de santrifiijlendi ve fosfor miktarini tespit etmek igin siipernatant
kismi alinip kullandi.

Fosforun Saptanmasi (Tespiti)

Cizelge 3.5'teki tablonun verilerine dayanarak fosfor tespit edildi.
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Cizelge 3.5. Fosfor'a ait saptanma tablosu (MyBiosource Kiti)

Bos tiipii Standard tiipti Kontrol tiipii Ornek tiipii
ddH20 (mL) 0,3
0.02 pmol / ml standart
¢ozeltisi (mL) 0,3
Supernatant (mL) 0,3 0,3
Reagent5 renk-gelistirme
ajani (mL) 1,0 1,0 1,0 1,0
2 dakika oda sicakliginda 2 dakika bekletildi
Reagent (mL) | 1,0 | 1,0 | 1,0 | 1,0
Oda sicakliginda 5 dakika karistirilip bekletilidi. daha sonra 24 kuyulu mikropleyt okuyucu ile 636 nm'de
OD okuma yapildi.

Total Protein Tayini

Thermo Scientific Pierce BCA Protein Assay Kiti kullanarak beyin ve kalp kani
ornekleri i¢in protein tayini yapildi.

Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi
Asagidaki formiili kullanarak enzim aktivitesi hesaplandi. ATPaz tarafindan katalize
edilen ve bir ATP enzim aktivitesi birimi olarak saatte 1mg doku proteininde ATP'nin

katalize edilmesiyle {retilen 1 pmol inorganik fosfor miktaridir. Bu da

umol Pi/mgprot /saat anlamma gelir (MyBiosource Kiti).

OD
OD

OD

Ornek ~ m

Konrol » Standart deriseris (0,02 pon! )x 6x7,8/ Test edilen 6rnegrngrotein deriserisi (mgprot/ mL)

Standart -O Bos ml
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3.2.3. Fosfofruktokinaz Enzimi

Fosfofruktokinaz  aktivitesi tayini yapabilmek amaciyla MyBiosource Kiti
(#MBS8243182) kullanildi. PFK, fruktoz-6-fosfat ve ATP'yi fruktoz-difosfat ve ADP'ye
dontistiiriir. NADH, 340 nm'de bir kolorimetrik olarak tayin edildi.

Plazma Hazirlanmasi

Hayvanlarin kalplerinden kan alindiktan sonra hi¢ bekletilmeden mor kapakli EDTA'l1
tiiplere konuldu ardindan 2000 g’de 5 dk boyunca 4 °C’de santriflijlenip kirmizi kan
hiicreleri ve bayaz kan hiicreleri uzaklastirilip plazma kismi alinda. Bu sekilde, plazma
numuneleri bir sonraki deneylerde kullanima hazir hale getirildi

Beyin dokusunun hazirlanmasi

Beyin dokular1 ¢ikarildiktan sonra pH 7,4. 0,15M KH2PO4 fosfat tamponu ile yikandu.
Soguk bir ortamda 1mg'lik doku tartilip pH 7,0. 50mM KH2PO4, ImM EDTA i¢iren

plus

fosfat tamponu igerisinde Schuett homgen”™, yar1 otomatik olan homojenizatorii

kullanarak 3000rpm’de 15 saniye 3kere homojenize edilip siipernatant kismi alindi.
Elde edilen siipernatant 8000g’de 10dk boyunca 4°C’de santrifiijlenip -80°C’de

muhafaza edildi.

Kullanilan kimyasal maddeler

Deney tamponu(Sivi).
Tepkime tamponu (S1v1).
Substrate (Toz).

Enzyme I (S1v1).
Enzyme II (Toz).

PFK Enzim Aktivitesinin Olgiilmesi

Cizelge 3.6'deki tablonun verilerine dayanarak deney prosediirii gerceklestirildi.
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Cizelge 3.6. Deney prosediirii (MyBiosource Kiti)

Reagent Ornek
Ornek 10 uL
Subsrate 170uL
Enzyme I 10uL
Enzyme I1 10uL
Deney karisimi Karistirilip 340 nm"de 20 saniye ve 320 saniyenin absorbansmin
degerleri 96 kuyulu mikropleyt okuyucu ile kaydedildi.

Total Protein Tayini

Thermo Scientific Pierce BCA Protein Assay Kiti kullanarak plazma 6rnekleri disinda

beyin 6rnekleri i¢in protein tayini yapildi.

Enzim Aktivitesine Ait Hesaplama Formiilleri

Asagidaki formiiller kullanarak enzim aktivitesi hesaplandi. Bir birim PFK aktivitesi,

dakikada 1nmol ADP iireten enzimdir.

1. Ornek protein derisimine gore enzim aktivitesine ait formiil:

PFK (U/mg) = (ODSample(20S) - ODSample(320S)) / (¢ x d) x VTotal x 109/
(VSample x CProtein) / T = 1072 x (ODSample(20S) - ODSample(320S)) / Cprotein.

2. Plazmanin hacmine gore enzim aktivitesine ait formiil:

HK (U/ml) = (ODSample(20S) - ODSample(320S)) / (¢ x d) x VTotal x 109/ VSample
/ T =1072 x (ODSample(20S) - ODSample(320S)

&: molar soniim katsayisi= 6,22 x 103L/mol/cm.

d: 96 kuyulu mikropleytin optik yolu=0,6 cm.
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CProtein: protein derisimi= mg/mlL.

W: ornek kiitlesi (g).

VTotal: enzimatik tepkimenin toplam hacm= 0,2 mL.
VSample:6rnek hacmi= 0,01 mL.

T: tepkime zamani= 5 dakika.

3.2.4. istatistiksel Analiz

Elde edilen verileri istatiksel olarak degerlendirilmeden 6nce aritmetik ortalamalar (X)
ve standart sapmalar (SD) elde edilmistir. Post-mortem zaman dilimlerine gore gruplar
arasinda anlamli ya da anlamsiz bir farkin olup olmadigini tesbit edebilmek i¢in
T (bagimsiz-6rnek T testi; independent-sample T test) testi ve (kontrol ve deney)
gruplarin kendi aralarinda karsilastirilmas: icin ANOVA (tek yonlii varyans analizi;
one-way ANOVA) testi yapilmistir. Anlamlilik sinirmi temsil eden p<0,05 degeri kabul
edilmistir. IBM SPSS statistics 24 programi kullanilarak bu istatiksel islemler
gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamizda her enzim i¢in beyin ve kan drneklerinde toliilen maruziyetinin ve post-
mortem zamanin AChE, Na+/K+ATPaz ve PFK enzimleri {izerine etkisi incelendi.
Belirlenen her zaman diliminde (0, 6, 12, 24, 48 saat) kontrol grubu n=2, deney grubu
ise n=4 hayvan kullanildi. Aktivite 6l¢iimleri sirasinda her 6rnek en az iki tekrar olacak

sekilde calisildi, sonuglar ortalama ve standart sapmalar seklinde verildi.

4.1. AChE Enziminin Bulgulan
4.1.1. Beyin Bulgulan

Deneyler sonucunda elde edilen beyin AChE bulgular1 Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1°de
gosterilmistir. 0, 6 ve 24 saatlerde elde edilen aktiviteler kontrol gubu ile
karsilastirildiginda aktivitelerde belirgin birer azalma olmakla beraber istatiksel olarark
anlamsizken (p>0,05), 12 ve 48 saatlerde elde edilen aktiviteler kontrol grubu ile

karsilastirildiginda istatiksel olarark anlamli gézlenmistir (p<0,05).

Kontrol grubunda, AChE aktivitelerinde 0, 6, 12, 24 ve 48 saat post-mortem zaman
dilimleri arasinda azalis ve artiglar olmakla beraber istatistiksel olarak anlamsiz oldugu
gozlenmistir (p>0,05). Deney grubunda 0, 12, 48 saatlerde belirgin birer azalis ve
artiglar gozlenmesine ragmen aktiviteler arasindaki fark anlamsizken (p>0,05), 6 ve 24
saatlerde aktiviteler arasindaki fark anlamli bulunmustur (p<0,05). Deney peryodun
sonunda 48 saatte elde edilen aktivite kontrol gubu ile karsilastirildiginda 221,66+22,74
aktivitenin %59,52 azalma gdsterdigi saptanmistir ve bu azalma istatiksel olarak anlaml

oldugu gozlenmistir (p<0,05).
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Cizelge 4.1. Beyin, AChE aktiviteleri (ortalama + standart sapma)

Post-
mortem 0 6 12 24 48
zaman
(Saat)

Kontrol | 342,91£156,95a,x | 727,574262,75a,x | 387,42+10,44ax | 369,24+5,08a,x | 547,65+33,48a,x
grubu

Deney | 247.42+125.87abx | 369,39+131,77b,x | 169,39+21,86ab,y | 145,15+136,27a,x | 221,66+22,74ab,y
grubu

Yatay siitunlarda ayn1 harfler ile (a, b ve c) gosterilen veriler istatiksel olarak
anlamsizdir (p>0,05).

Dikey siitunda aym harfler ile (x,y) gosterilen veriler istatiksel olarak anlamsizdir (p>0,05).

Tablodaki her veri mU/mL/dk olarak hacimsel aktiviteyi gdstermektedir.

Beyin

740

640
— 540
w2
2
E e 440
b’ =<
= S 340
EE
N ~ 240
=
©E
= — 140
=
@)
< 40

-60

0 6 12 24 48
H Kontrol grubu |342.92 727.58 387.42 369.24 547.65
H Deney grubu |247.42 369.39 169.39 145.15 221.67
Post-mortem Zaman(saat)

Sekil 4.1. Beyin AChE aktiviteleri
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4.1.2. Kan Bulgulan

Deneyler sonucunda elde edilen Kan AChE bulgular1 Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2°de
gosterilmistir. 0, 6, 12, 24 ve 48 saatlerde elde edilen aktiviteler kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda aktivitelerde belirgin birer yiikselme olmakla beraber istatiksel

olarark anlamsiz oldugu gézlenmistir (p>0,05).

Kontrol grubunda, AChE aktivitelerinde 0, 6, 12, 24 ve 48 saat post-mortem zaman
dilimleri arasinda azalis ve artiglar olmakla beraber aktiviteler arasinda istatiksel olarak
anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05). Deney grubunda da 0, 6, 12, 24 ve 48 saat post-
mortem zaman dilimleri arasinda azalis ve artiglar olmakla beraber aktiviteler arasinda
istatiksel olarak anlamsiz oldugu gozlenmistir (p>0,05). Deney peryodun sonunda 48
saatte elde edilen aktivite kontrol gubu ile karsilastirildiginda 1440,35+630,06
aktivitenin %34,74 yilikselme gosterdigi saptanmistir ve bu ylikselme istatiksel olarak

anlamsiz oldugu gézlenmistir (p>0,05).

Cizelge 4.2. Kan, AChE aktiviteleri (ortalama + standart sapma)

Post-
mortem
zaman
(Saat)

12

24

48

Kontrol
grubu

605,79+479,43a,x

715,64+79,81a,x

509,20+325,16a,x

325,11+61,60a,x

939,88+326,76a,x

Deney
grubu

814,09+217,95b,x

1138,33+555,49b,x

916,11+505,48b,x

522,42+345,53b,x

1440,35+630,06b,x

Yatay siitunlarda aym
anlamsizdir (p>0,05).

harfler ile (a,

b ve c¢) gosterilen veriler

istatiksel olarak

Dikey siitunda aym harfler ile (x,y) gosterilen veriler istatiksel olarak anlamsizdir (p>0,05).

Tablodaki her veri mU/mL/dk olarak hacimsel aktiviteyi gdstermektedir.
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Kan

1450

1250
= 1050
2
= 850
)
= S 650
EE
N ~ 450
=
©E
[©3 N2 250 ‘
=
% 50

-150

K.RBC.O K.RBC.6 K.RBC.12 K.RBC.24 K.RBC.48
H Kontrol GRUBU | 605.8 715.64 509.2 325.11 939.89
H Deney grubu  (814.09 1138.3 916.11 522.42 1440.4
Post-mortem Zaman(saat)

Sekil 4.2. Kan AChE aktiviteleri

4.2. Na+/K+ATPaz Enzimin Bulgular

4.2.1. Beyin Bulgulan

Beyinden elde edilen Na+/K+ATPaz bulgular1 Cizelge 4.3 ve Sekil 4.3’te gosterilmistir.
12 ve 24 saatlerde elde edilen aktiviteler kontrol gubu ile karsilastirildiginda
aktivitelerde belirgin birer ylikselme olmakla beraber istatiksel olarark anlamsizken
(p>0,05), 0, 6 ve 48 saatlerde elde edilen aktiviteler kontrol grubu ile karsilastirildiginda
aktivitelerde belirgin birer yiikselme olmakla beraber istatiksel olarark anlamli

gozlenmigstir (p<0,05).

Kontrol grubunda 0, 6, 24 saatlerde belirgin birer yiikselme gdzlenmesine ragmen
aktiviteler arasindaki fark anlamsizken (p>0,05), 12 ve 48 saatlerde aktiviteler
arasindaki fark anlamli bulunmustur (p<0,05). Deney grubunda 12, 24 ve 48 saatlerde
belirgin birer azalis ve artiglar gozlenmesine ragmen aktiviteler arasmdaki fark
anlamsizken (p>0,05), 0 ve 24 saatlerde aktiviteler arasindaki fark anlamli bulunmustur

(p<0,05). Deney peryodun sonunda 48 saatte elde edilen aktivite kontrol gubu ile
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karsilastirildiginda 0,051+0,004 aktivitenin %49 yiikselme gosterdigi saptanmistir ve bu
yiikselme istatiksel olarak anlamli oldugu gdézlenmistir (p<0,05).

Cizelge 4.3. Beyin, Na+-K+ ATPaz aktiviteleri (ortalama + standart sapma)

Post-mortem zaman
(Saat) 0 6 12 24 48
Kontrol grubu 0,060+0,010ab,x | 0,066+0,015ab,x | 0,093£0,004a,x | 0,097+0,071ab,x | 0,051+ 0,004b,x
Deney grubu 0,10+0a,y 0,097+0b,y 0,19+0,11ab,x | 0,11+0,03ab,x 0,10+0,006ab,y

Yatay siitunlarda aym harfler ile (a, b ve c¢) gosterilen veriler istatiksel olarak
anlamsizdir (p>0,05).

Dikey siitunda aym harfler ile (x,y) gosterilen veriler istatiksel olarak anlamsizdir (p>0,05).

Tablodaki her veri mU/mL/dk olarak hacimsel aktiviteyi gdstermektedir.

Beyin

.g
Z ~
=S
=< 0162
EE
% 0y 0.112
s £
& & 0062
>
E g 0.012
%

-0.038
i 0 6 12 24 48
H Kontrol grubu | 0 0
M Deneyl grubu

Post-mortem Zaman(Saat)

Sekil 4.3. Beyin Na+K+ ATPaseaktiviteleri
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4.2.2. Kan Bulgulan

Deneyler sonucunda elde edilen elde kan Na+/K+ATPaz bulgular1 Cizelge 4.4 ve Sekil
4.4°te gosterilmistir. 0, 6, 24 ve 48 saatlerde elde edilen aktiviteler kontrol gubu ile
karsilagtirildiginda aktivitelerde birer yilikselme olmakla beraber istatiksel olarark
anlamsizken (p>0,05), 12 saatte elde edilen aktiviteler kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda aktivitede bir yiikselme olmakla beraber istatiksel olarark anlamli

gbzlenmistir (p<0,05).

Kontrol grubunda, AChE aktivitelerinde 0, 6, 12, 24 ve 48 saat post-mortem zaman
dilimleri arasinda azalis ve artiglar olmakla beraber istatistiksel olarak anlamsiz oldugu
gozlenmistir (p>0,05). Deney grubunda 0, 6 ve 48 saatlerde belirgin birer azalis ve
artiglar gdzlenmesine ragmen aktiviteler arasindaki fark anlamsizken (p>0,05), 12 ve 24
saatlerde aktiviteler arasindaki fark anlamli gézlenmistir (p<0,05). Deney peryodun
sonunda 48 saatte elde edilen aktivite kontrol gubu ile karsilastirildiginda 0,045+0,044
aktivitenin %17,7 yiikselme gosterdigi saptanmistir ve bu yiikselme istatiksel olarak

anlaml1 oldugu gozlenmistir (p<0,05).

Cizelge 4.4. Kan, Na+-K+ ATPaz aktiviteleri (ortalama + standart sapma)

Post-
mortem 0
zaman
(Saat)

12

24

48

Kontrol | 0,058+0,065a,x
grubu

0,070+0,016a,x

0,05+ 0a,x

0,042+0,039a,x

0,037+0a,x

Deney 0,063+0,040ab,x
grubu

0,092+0,041ab,x

0,079+0,005a,y

0,048+0,006b,x

0,045+0,044ab,x

Yatay siitunlarda aym
anlamsizdir (p>0,05).

harfler

ile (a,

b ve c¢) gosterilen veriler

istatiksel olarak

Dikey siitunda aym harfler ile (x,y) gosterilen veriler istatiksel olarak anlamsizdir (p>0,05).

Tablodaki her veri mU/mL/dk olarak hacimsel aktiviteyi gdstermektedir.
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p 0.0
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0 6 12 24 48

m Kontrol grubu | 0
H Deneyl grubu | 0 0 0 0 0

Post-mortem Zaman(Saat)

Sekil 4.4. Kan Na+K+ ATPaseaktiviteleri

4.3. PFK Enzimin Bulgulan
4.3.1. Beyin Bulgulan
Deneyler sonucunda elde edilen beyin PFK bulgular1 Cizelge 4.5 ve Sekil 4.5te

gosterilmistir. 6 saatte elde edilen aktiviteler kontrol gubu ile karsilastirildiginda
aktivitede belirgin bir azalma olmakla beraber istatiksel olarark anlamsizken (p>0,05),
0, 12, 24 ve 48 saatlerde elde edilen aktiviteler kontrol grubu ile karsilastirildiginda
aktivitelerde belirgin birer azalma olmakla beraber istatiksel olarark anlamli

gozlenmigstir (p<0,05).

Kontrol grubunda , PFK aktivitelerinde, 0 ve 6 saatler arasinda belirgin bir yiikselme
olmakla beraber istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlenirken (p<0,05), 0 ve 48 saatler
arasinda belirgin bir azalma olmakla beraber istatistiksel olarak ta anlamli oldugu
gozlenmistir (p<0,05). 12 ve 24 saatler arasinda ise belirgin bir azalma olmakla beraber
istatistiksel olarak anlamsiz oldugu goézlenmistir (p>0,05). Deney grubunda O saatten 6
saate anlamsiz bir artig varken 12, 24 ve 48 saatlerde aktivitede gittikce bir azalma

olmakla beraber istatiksel olarak anlamsiz oldugu gozlenmistir (p>0,05). Deney
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peryodun sonunda 48 saatte elde edilen aktivite kontrol gubu ile karsilastirildiginda

3,43+22,74 aktivitenin %55,33 azalma gosterdigi saptanmistir ve bu azalma istatiksel

olarak anlamli oldugu gdzlenmistir (p<0,05).

Cizelge 4.5. Beyin, PFK aktiviteleri (ortalama + standart sapma)

Post-mortem
zaman 0 6 12 24 48
(Saat)
Kontrol grubu 56,31+0,00a,x | 111,98+0,00a,x | 97,55+68,98ab,x | 55,02+38,91ab,x 7,68+0,40b,x
Deney grubu 8,34+3 4a,y 41,98+45,45a,x 7,41£3,0a,y 5,49+224ay 3,43+0,94a,y

Yatay siitunlarda ayni

anlamsizdir (p>0,05).

harfler

ile (a,

b ve c¢) gosterilen veriler

istatiksel olarak

Dikey siitunda aym harfler ile (x,y) gosterilen veriler istatiksel olarak anlamsizdir (p>0,05).

Tablodaki her veri mU/mL/dk olarak hacimsel aktiviteyi gdstermektedir.

PFK Aktivitesi
(Beyin)
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0 6 12 24 48

B Kontrol grubu |56 11 98 55 8
B Deney grubu |8 42 7 5

Post-mortem Zaman
(Saat)

Sekil 4.5. Beyin PFK aktiviteleri
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4.2.2. Plazma Bulgular

Deneyler sonucunda elde edilen plazma PFK bulgular1 Cizelge 4.6 ve Sekil 4.6’de
gosterilmistir. 6, 12 ve 24 saatlerde elde edilen aktiviteler kontrol gubu ile
karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamsizken (p>0,05), 0 ve 48 saatlerde elde edilen
aktiviteler kontrol gubu ile karsilastirildiginda istatiksel olarark anlamli gozlenmistir
(p<0,05). 12 ve 48 saatlerde elde edilen aktiviteler kontrol gubu ile karsilastirildiginda
aktivitelerin ciddi bir sekilde diistiigii bulunurken, 0, 6 ve 24 saatlerde elde edilen
aktiviteler kontrol gubu ile karsilastirildiginda aktivitelerin ciddi bir sekilde yiikseldigi

saptanmistir.

Kontrol grubunda 0, 6, 12 saatlerde belirgin birer yiikselme gdzlenmesine ragmen
aktiviteler arasindaki fark anlamsizken (p>0,05), 0, 24, 48 saatlerde aktiviteler
arasindaki fark anlamli bulunmustur (p<0,05). Deney grubunda O saatten 6 saate
anlamsiz bir azalis varken 12, 24 ve 48 saatlerde aktivitede gittikce bir azalma
gbzlenmis deney peryodun sonunda 83,25+31,92 aktivitenin 4,38 kat azaldigini
gbzlenmistir. 6 saatten 24 saate kadar aktivitede azalma olmakla beraber istatiksel

olarark anlamsiz oldugu g6zlenmistir.

Cizelge 4.6. Plazma, PFK aktiviteleri (ortalama + standart sapma)

Post-
mortem
zaman
(Saat)

12

24

48

Kontrol
grubu

50,92+5,30a,x

127,56+90,20ab,x

190,28+20,46ab,x

220,29+162,97b,x

466,85+11,37¢c,x

Deney
grubu

364,48+42,08a,y

283,81£119,37ab,x

166,16+115,75be,x

147,93+68,01bc,x

83,25£31,92¢,y

Yatay siitunlarda aymi
anlamsizdir (p>0,05).

harfler ile (a,

b ve c¢) gosterilen veriler

istatiksel olarak

Dikey siitunda aym harfler ile (x,y) gosterilen veriler istatiksel olarak anlamsizdir (p>0,05).

Tablodaki her veri mU/mL/dk olarak hacimsel aktiviteyi gdstermektedir.
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Plazma

PFK enzim aktivitesi
(U/mg/dk)

-30

470
420
370
320
270
220
170
120

70

20

6 12 48

24

H Kontrol grubu |51 12 19 22 46

H Deney grubu (36 28 16 14 83

Post-mortem Zaman(Saat)

Sekil 4.6. Plazma PFK aktiviteleri
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada 6liime neden olan toliien dozuna i.p. olarak maruz kalan siganlarin beyin
ve kalp kan1 dokusundaki enzimler olan AChE, Na+/K+ATPaz ve PFK aktivitelerindeki

degisiklikler post-mortem zamana bagli olarak aragtirilmustir.

Yasamimiz boyunca pek cok kimyasalin toksik etkisine maruz kaliriz. Sanayide
kullanilan organik ucucu maddelerden olan toliien de bu kimyasallarin iginde en
onemlilerinden birisidir. Sanayide boya, inceltici, yapistiric1 ve ¢oziicli olarak kullanilan
tolien, madde bagimlilig1 icerisinde alkol ve sigaradan sonra sayabilecegimiz

uyusturucu maddeler igerisindeki en 6nemli maddedir.

Calismamizda toliien maruziyeti sonrasinda, kanda AChE aktiviteleri incelendi fakat
gruplar arasinda artig ve azalmalar olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (p>0,05). Ancak beyin dokusuna bakildiginda toliienin beyinde AChE
aktivitesinin diismesine neden oldugu tespit edildi. 12 ve 48 saatlerde deney grubu
aktiviteleri kontrol grubuna gore anlamli olarak daha diisiik bulunurken (p<0,05), 12.
saatte %56 ve 48. saatte %59’luk aktivite azalma gozlendi. 0, 24 ve 48 saatlerdeki
azalma ise istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05). Yapilan ¢aligmalara gore,
toliien beyin ve merkezi sinir sistemi (CNS) lizerinde toksik etkilere neden olmaktadir
(Wood ve ark. 1995). inhalasyon yolu ile ilgili cogu caligmada, kronik olarak toliiene
maruz kalan hayvanlarda beyin agirhiklarinin  azalmasi, ndrotransmitterlerin
konsantrasyonlarindaki degisiklikler ve ndrodavranigsal performanstaki defisitler gibi

norolojik etkiler bildirilmistir (Anonim 1986, Anonim 2000).

Benzer sekilde siganlarla ilgili calismada (Anonim 1981), beyin bilesenleri, morfolojik
ve biyokimyasal parametreler iizerinde toliien inhalasyonunun etkileri tespit edilmistir.
Calismanin sonunda, 7 giin boyunca 2000 ppm'ye yaklasan doz seviyelerine maruz

kalan si¢anlarda ataksi, prostrasyon ve titremeye neden olmustur.

Korpela ve Tahti. (1988) tarafindan yapilan ¢alismada, toliienin merkezi sinir sistemi
(CNS) lizerinde anestezik etkisinin mekanizmasi, hem in vitro hem de in vivo olarak ,
sinaptoz membranlar1 aragtirilmistir. 2000 ppm'ye kisa siireli toliien dozlarma maruz

kalan sicanlarda, AChE enzim aktivitesinde inhibitdr etkisi gosterilmistir. Calismanin
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sonunda, toliienin, sinir hiicresi membranlarinda benzer enzim inhibisyonlarina neden

oldugu belirlenmistir.

Bir diger calismanin sonucunda akut toliien oral maruziyeti sonucu, 3,915 ve 5,220
mg/kg tolilen dozlarma maruz kalan disi sicanlarda hareket bozuklugu, tiim dozlarda
erkek sicanlar icin 1. giinde hareket bozuklugunda bir artig goriilmiistiir. Tiim dozlarda
ve birinci giinde, hem erkek hem de disi siganlarda lakrimasyon ve tiikiiriik
salgilamasinda artig goriilmiistiir (Mehta ve ark. 1998) .

Naalsund (1985) tarafindan yapilan calismada da benzer sonuclar gdsterilmistir.
Sicanlarin 5 haftaya kadar 8-16 saat/giin siireyle 500 ppm'lik toliiene maruz kaldig1
durumda hippocampus bolgedesinde, anormal elektriksel aktivitenin eslik ettigi,
hiicrelerin bolgesel kaybi gozlenmistir. Toliilenin beynin bu bdlgesinde geri doniisii

olmayan etkilere neden oldugu sonucuna varilmistir.

Katekolamin kullanimi ve sentezindeki degisiklikler, fareler iizerinde yapilan bir ¢ok
calismaya gore tutarli sonuglar gostermektedir (von Euler 1989). Toliienin, dopamin ve
hidroksitriptamin reseptorlerinde yapisal degisikliklere neden oldugu bildirilmistir.
Yetigkin sicanlarin diisiik seviyeli tolilen maruziyetine yanitlarinda degisikliklere neden
olan beyin spesifik bolgelerinde katekolamin sentezinde ve saliniminda kalict

degisimlere neden oldugu bulunmustur (Celani 1983).

Toliien akut dozlar1 ile yapilan c¢aligmalarda, beyin siyah maddesi ve striatumdaki
dopamin metabolizmasinda degisiklikler gdzlenmistir ve bu etkilerin dozla iliskili
oldugu goriinmektedir. Yetigkin erkek sicanlarin 4 hafta boyunca 80 ppm'lik bir
derisimde toliiene maruz birakilmalari, maruz kalma swrasinda serum prolaktin
seviyelerinde bir artisa neden olmustur. Prolaktin seviyelerinin degismis dopamin
reseptori ile iligkili olabilecegi 6ne stiriilmiistiir (Kiriu 1990, Stengard ve ark. 1994, von

Euler 1994).

Inhalasyonu sonucu siganlarda toliienin klinik ve deneysel nérotoksisitesi ile ligili
yapilan bir caligmada, sicanlar tarafindan inhale edilen toliienin beyinin tiim
bolgelerinde bulundugu tespit edilmis, beyin sap1 bdlgesi en yliksek toliien derisimine
sahip olmakla beraber toliien kullanicilarinda norolojik sekel ile iliskisi bulunmustur

(Gospe ve Calaban. 1988).
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Buna benzer bir baska caligmada, toliien emilimi, beynin her bdlgesinde yag icerigi ile
acik bir korelasyon gostermistir. Enzim aktiviteleri ve reseptor baglanmasi, subkronik
ve kronik olarak toliilene maruz kalan sicanlarin beyin sapinda en fazla etkilenenler
oldugu bulunmustur. Norolojik davranigsal performanstaki eksikligin, beyindeki
toliienin toksik etkilerinden kaynaklandigi tespit edilmistir (Bjornaes ve Naalsund.

1988).

Na+/K+ATPaz bakildiginda hem beyin dokusunda hem de kan oOrneklerinde deney
grubu aktiviteleri kontrol grubundan daha yiliksek bulunmus. Beyinde 0, 6 ve 48
saatlerde, kanda 12 saatte anlamli1 olarak deney grubu aktiviteleri kotrol grubundan daha
yiiksek bulunurken (p<0,05), beyinde 0. saatte %40, 6. saatte %32 ve 48. saatte %49,
kanda 12. saatte %36’lik aktivite artig gézlendi. Beyinde 12 ve 24 saatlerde, kanda 0, 6,
24 ve 48 saatlerdeki artis ise istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05). Beyinde 0, 6
ve 48 saatlerde, kanda 12 saatte Na+/K+ATPaz aktivitelerinde gergeklesen artislar, bazi
caligmalara gore, toliien kan ilizerinde toksik etkilere neden oldugu tespit edilmemistir,
clinkii toliiene maruz kalan kirmizi kan hiicreleri zarlarinm, lizise karsit degisik

davraniglar gosterdigini tespit edilmistir (Wood ve ark. 1995).

Korpela ve ark. (1983) sicanlarda yaptiklari toliien inhalasyonu maruziyeti ¢alismasi
sonucunda, deney grubuna ait kirmizi kan hiicreleri zarlari, kontrol grubu ile
karslastirldiginda, 2,000 ppm toliiene maruz kalan siganlarda lizise kars1 daha giiclii ve

daha az duyarli oldugu tespit edilmistir.

Korpela ve Tahtinin (1984) sigcanlar iizerinde toliilen inhalasyonu etkileriyle ilgili
yaptiklart caliymadan elde etikleri verilere gore kirmizi kan hiicreleri zarlarinin
kazandig1 ozelliklerin tersine c¢evrilebilen bir durum oldugu gosterilmistir. Ciinkii
toliienin etkisi sistemden uzaklagtiktan sonra membran giiciiniin normal haline dondigii

tespit edilmistir.

Bagka bir calismada, 15 hafta boyunca 3.000 ppm'ye kadar akut toliiene inhalasyon
yoluyla maruz kalan erkek sigcanlar veya 14 hafta boyunca 1.200 ppm'ye kadar toliiene
maruz kalan erkek veya disi farelerde herhangi bir hematolojik etki bildirilmemistir
(Anonim 1990b). Buna benzer diger ¢aligmalarda da ayni sonuglarin elde edildigi
bildirilmistir (Ono ve ark. 1996, Poon ve ark. 1994).
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Toliiene oral maruziyetin etkileriyle ilgili akut ¢calismada 20 adet si¢an {lizerinde yiiksek
doz toliienin akut kardiyotoksik etkileri ve hasar mekanizmalar1 kalp dokusunda
arastirilmigtir, troponin T'nin kan seviyelerinde bir artiy olmakla beraber, deney
hayvanlart ile kontrol hayvanlar1 karsilastirildiginda 14 kat artmis oldugu tespit
edilmistir. Buna ragmen kalp tansiyonunda belirgin bir degisiklik gézlenmemistir (Tas

ve ark. 2013).

Yapilan bagka bir ¢aligmada, toliilenin merkezi sinir sistemi (CNS) {izerinde anestezik
etkisinin mekanizmasi, sican kirmiz kan hiicreleri ve sinaptoz membranlar1 kullanilarak
aragtirtlmistir. 2000 ppm'ye kisa stireli toliien dozlarma maruz kalan siganlarda, bizim
sonuglarimizin aksine, Total ATPase ve Mg2 + -ATPase enzim aktivitelerinde inhibitor
etkisi tespit edilmistir. Calismanin sonunda, toliienin, kirmizi kan hiicreleri
membranlarinda benzer enzim inhibisyonlarina neden oldugu belirlenmistir (Korpela ve

Tahti.1988).

PFK bakildiginda, beyin dokusunda, toliienin PFK aktivitesinin diigmesine neden
oldugu tespit edildi. Beyinde 0, 12, 24 ve 48 saatlerde deney grubu aktiviteleri kontrol
grubuna gore anlamli olarak daha diisiik bulunurken (p<0,05), 0.saatte %73, 12. saatte
%092, 24. saatte %90 ve 48. saatte %55’lik azalma gozlendi. 6 saatte azalma olmasina
ragmen istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05). Plazma orneklerinde 0. saatte
deney grubu aktivitesi kotrol grubuna goére anlamli olarak daha yiliksek bulunurken
(p<0,05), 48. saatte deney grubu aktivitesi kontrol grubuna gére anlamli olarak daha
diisiik bulundu (p<0,05). 0. saatte %86 aktivite artis1 gozlenirken, 48. saatte %82’lik
azalma gozlendi. 6, 12 ve 24 saatlerdeki artis ve azalmalar ise istatistiksel olarak
anlamli degildir (p>0,05). Bunun sebebinin de toliienin kan ve beyinde yarattig1 etkiler

oldugu diistintilmektedir.

Yapilan ¢ogu calismaya gore, toliienin kan iizerinde belirgin bir etkisi olmadigini
gostermektedir. Burns ve ark.(1994) tarafindan yapilan c¢alismada, 14 giin boyunca
gavaj yoluyla 600 mg/kg /giin toliiene maruz kalan disi farelerde, kontrol grubu ile
deney grubu karsilastirildiginda, eritrositler, hemoglobin, hematokrit, 16kositler, RBC
ortalama hacmi (MCV) ve hemoglobin ortalama hacminde (MCH) herhangi bir
degisiklik olmadig1 tespit edilmistir.
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Benzer sekilde, Tahti ve ark. (1983) sicanlar {izerinde toliien akut inhalasyonunun
etkilerini inceledikleri ¢alismada, 48 saat boyunca 2.000 ppm toliilene maruz kalan 16
erkek sicanda kan sekeri ve serum ALAT ve ASAT diizeylerinde bir artis olmakla
beraber hematokrit kisminin hafifce arttig1 tespit etmislerdir.

Enzim aktivitelerinin post-mortem zamana goére degisimi incelendiginde AChE
aktivitesinin beyin deney grubunda 6-24 saat arasinda azaldigi (p<0,05) bulunurken,
kalp kan1 hem deney hem kontrol grubunda AChE aktivitesinde post-mortem zamana
gore istatistiksel olarak anlamli sayilacak degisimler gozlenmedi. Nat+/K+ATPaz
aktivitesinin beyin kontrol grubunda 12-48 saat arasinda, deney grubunda 0-6 saat
arasinda anlamli azalma gosterdigi gozlendi, ancak Na+/K+ATPaz aktivitesinde kalp
kan1 deney grubunda 12-24 saat arasinda (p<0,05) bulunurken, kontrol grubunda post-
mortem zamana gore istatistiksel olarak anlamli sayilacak degisimler gozlenmedi. PFK
aktivitesinin beyin kontrol grubunda 0-48 saat arasinda azaldig1 (p<0,05) bulunurken,
deney grubunda post-mortem zamana gore istatistiksel olarak anlamli sayilacak
herhangi bir degisim gozlenmedi. ancak PFK aktivitesinin plazma kontrol grubunda 0-
24 ve 0-48 saatler arasinda, deney grubunda 0-12 ve 0-48 saatler arasinda anlamli

azalma gosterdigi gdzlendi.

Oliim gercelestikten sonra dolasimin oksijen eksikligi, enzimatik reaksiyonlar, hiicresel
bozulma ve metabolitlerin anabolik iiretiminin kesilmesi nedeniyle tiim viicut
dokularmda  ¢ok  kapsamli  biyokimyasal  degisikliklere = yol  acabilir
(http://www journals.plos.org, 2018). 1-2 saat i¢inde doku ve hiicrelerin Gliimii
gerceklesir (http://www.forensicpathologyonline.com, 2018). Calismaya gore, hayvan
cesetlerinden (sigan ve domuz) alinan kan 6rnekleri 96 saat boyunca incelenerek, kan
pH's1 ve alt1 metabolitin (laktik asit, hipoksantin, iirik asit, amonyak, NADH ve formik
asit) konsantrasyonlarinda degisiklikler arastirlmisti, ¢alismanin sonunda tiim alti
metabolitin pH's1 ve konsantrasyonu post-mortem zaman dilimlerine gore degismisti,
fakat degisim derecesi ve oram birbirlerine farkliydi (Donaldson ve Lamont. 2013).
Oksijen eksikligi, enzimatik reaksiyonlar, hiicresel bozulma, kan pH's1 ve alt1
metabolitin (laktik asit, hipoksantin, {irik asit, amonyak, NADH ve formik asit)
konsantrasyonlar1 gibi olaylarin gerceklesmesinin sonucu olarak, plazma disindaki

beyin ve kan dokularinda, oOlimiin gerceklestigi zaman dilimlerinde AChE,
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Na+/K+ATPaz ve PFK enzimleri aktivitesinin post-mortem zaman dilimlerine gore

diismesine neden oldugu diisiiniilebilir.

Bazi serum enzimlerinin aktivitesinde gerceklesen artiglarin, kan hemolizinin etkisine
oldugu diisiiniilebilir. Bu nedenle, Plazmadaki PFK aktivitesinde 6zellikle post-mortem

0-24 ve 0-48 saatlerde gozlene artislarin hemoliz sonucu olabilecegini diisiiniiyiiriiz.

Garg ve Vidya Garg (2010) tarafindan yapilan calismada gesitli serum enzimlerinin
seviyelerinde seri niceliksel degisiklikler postmortem zaman dilimlerine gore
incelenmistir, deney sonucunda glikoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) ve asit fosfatazlar
(APs) aktivitelerind artiglar gozlenmistir, bu artiglarin hemoliz sonucu oldugu

distiniilmiistiir.

Sonug¢ olarak, bu ¢alismadan elde edilen veriler, 6liime neden olacak doz akut toliien
maruziyetinin, AChE ve PFK enzimlerinin aktivitelerinde azalmalar ve Na+/K+ ATPaz

aktivitesinde artisa neden oldugunu gdstermistir.
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