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ÖZET 

 

Yüksek Lisans Tezi 

 

NİTRİK OKSİT ÜRETİMİ ÜZERİNE TOLÜENİN ETKİSİ VE RESVERATROL’ÜN 

KORUYUCU ÖZELLİĞİNİN ARAŞTIRILMASI 

 

Raissa SOAMANJARY 

 

Bursa Uludağ Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

 

Danışman: Doç. Dr. Egemen DERE 
 

Tolüen, dünyada en yaygın kullanılan organik çözücülerden biridir. Tolüen endüstride ve 

birçok ticari üründe örneğin boyalar, boya incelticiler, oje, yapıştırıcılar, vernikler ve 

temizleyicilerde kullanılmaktadır. Tolüen aynı zamanda en sık kötüye kullanılan inhale 

çözücüdür. Tolüenin metabolizmasi sonucu reaktif oksijen türleri (ROS) veya reaktif 

nitrojen türleri (RNS) üretilir. Resveratrol (3,5,4'-trihidroksistilben), birçok bitki türünde, 

özellikle üzüm, yer fıstığı, ve dutlar doğal olarak oluşan bir polifenoldür. Resveratrolün 

antioksidan, anti-enflamatuar, yaşlanma karşıtı, antikanser, kardiyoprotektif ve 

nöroprotektif dahil birçok biyolojik etkiye sahip olduğu gösterilmiştir. Nitrik oksit (NO), 

nitrik oksit sentaz (NOS) enzim ailesi tarafından L-arginin’den endojen olarak üretilen 

iki atomlu serbest radikal, oldukça reaktiftir, çeşitli reaktiflerle tepkimeye girerek çoklu 

sinyal yollarını düzenleyebilen bir gazdır. Memelilerde üç NOS izoformu  bulunmaktadir:  

nöronal NOS (nNOS), endotel NOS (eNOS) ve indüklenebilir NOS (iNOS). Bu 

çalışmada, tolüen maruziyetinin serbest radikal NO üretimi üzerindeki etkisi ve 

resveratrolün koruyucu etkisi araştırıldı. Bu amaçla, 250-350 gram ağırlığında Wistar 

Albino erkek sıçanlar (36 adet) kullanıldı. Sıçanlar kontrol ve deney olmak üzere iki 

gruba ayrıldı. Deney gruplarındaki sıçanlara altı gün boyunca 900mg/kg dozunda tolüen 

ve üç farklı resverarol dozunda (5mg/kg, 10mg/kg ve 20mg/kg) i.p yolla uygulandı. 

Kontrol grubundaki sıçanlara ise serum fizyolojik ve %10 etanol aynı yöntemle verildi. 

Altıncı günün sonunda hayvanlar disekte edilerek karaciğer ve kan dokuları toplandı. 

Toplanan karaciğer dokusunda ve serumda NO seviyeleri ve NOS aktiviteleri incelendi. 

Sonuç olarak karaciğer dokusunda ve serumda NO seviyelerinde tolüen uygulamasından 

sonra kontrol gruplarına göre anlamlı bir artış gözlendi. Tolüen ile birlikte resveratrolün 

üç farklı dozunun uygulanmasından sonra, tolüenle-muamele edilen gruba ve kontrol 

gruplarına kıyasla karaciğerdeki NO seviyesinde anlamlı bir azalma bulundu. Tolüenin 

etkisiyle NOS aktiviteleri etkilendi ve en yüksek aktivitesi iNOS’ta bulundu. Ancak 

resveratrol uygulamasından sonra iNOS aktivitesinde belirgin azalmalar gözlendi. 
 

Anahtar Kelimeler: Tolüen, resveratrol, nitrik oksit, nitrik oksit sentaz 

2022, vii + 39 sayfa. 
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ABSTRACT 

 

MSc Thesis 

 

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF TOLUENE ON NITRIC OXIDE 

PRODUCTION AND PROTECTIVE PROPERTIES OF RESVERATROL 

 

Raissa SOAMANJARY 

 

Bursa Uludağ University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Biology 

 

Supervisor: Assoc. Dr. Egemen DERE 

 

Toluene is one of the most widely used organic solvents in the world. Toluene is used in 

industry and in various commercial products, including paints, paint thinners, varnishes, 

nail polish, and cleaning products. Toluene is also the most commonly abused inhaled 

solvent. Exposure to toluene occurs primarily through inhalation of vapors and sometimes 

through oral or dermal contact. Metabolism of toluene produces reactive oxygen species 

(ROS) or reactive nitrogen species (RNS). Resveratrol (3,5,4'-trihydroxystilbene) is a 

naturally occurring polyphenol in many plant species, particularly grapes, peanuts, and 

mulberries. Resveratrol has been shown to have numerous biological effects, including 

antioxidant, anti-inflammatory, anti-aging, anti-cancer, cardioprotective, and 

neuroprotective. Nitric oxide (NO), a diatomic free radical formed endogenously from L-

arginine by the nitric oxide synthase (NOS) family of enzymes, is a highly reactive gas 

that can regulate multiple signaling pathways by reacting with various reagents. In 

mammals, there are three NOS isoforms: neuronal NOS (nNOS), endothelial NOS 

(eNOS), and inducible NOS (iNOS). The purpose of the present study was to investigate 

the effect of toluene exposure on the production of free radical NO and the protective 

effect of resveratrol. For this purpose, 36 male Wistar albino rats weighing 250-350 grams 

were used. The rats were divided into two, control and experimental groups. Toluene at 

a dose of 900mg/kg and three different doses of resveratrol (5mg/kg, 10mg/kg, and 

20mg/kg) were administered i.p. to the rats in the experimental groups for six days. Rats 

in the control group received physiological serum and 10% ethanol in the same manner. 

On the sixth day, the rats were dissected and liver and blood tissues were collected. NO 

levels and NOS activities in the collected liver tissue and serum were examined. Our 

result showed that toluene treatment increases the level of NO in the liver tissue and serum 

compared to the control groups. However, toluene and resveratrol-treated at different 

doses of 5mg/kg, 10mg/kg, and 20mg/kg significantly decreased NO level in the liver 

tissue compared to toluene-treated groups and control groups. NOS activities were 

affected by the effect of toluene and the highest activity was found in iNOS. However, a 

significant decrease in iNOS activity was observed after resveratrol administration. 
 

Key words: Toluene, resveratrol, nitric oxide, nitric oxide synthase 

2022, vii + 39 pages. 
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1. GİRİŞ 

 

Tolüen, dünyada en yaygın kullanılan organik çözücülerden biridir. Tolüen esas olarak  

benzen, tolüen diizosiyanat, fenol, nitrotolüen, benzil klorür, benzaldehit gibi çeşitli 

ürünlerin üretimi için kimya endüstrisinde hammadde olarak kullanılır (Cosnier, 

Brochard, Burgart, ve Cossec, 2012). Tolüen ayrıca boyalar, boya incelticiler, vernikler, 

çeşitli kozmetik malzemeler, solvent tabanlı temizleyiciler, yakıt katkı maddeleri ve 

yapıştırıcılar dahil olmak üzere birçok ticari üründe çözücü olarak da kullanılır 

(Nagasawa ve diğerleri, 2011). Ek olarak, tolüen özellikle çocuklar ve ergenler arasında, 

en sık kötüye kullanılan inhale çözücüdür (Cruz, Riviera-Garcia ve Woodward, 2014), 

çünkü kolay ulaşabilir, ucuz ve yasaldır (Kurtzman, Otsuka ve Wahl, 2001). 

 

Tolüene maruz kalma esas olarak buharların solunması ve bazen oral veya dermal temas 

yoluyla gerçekleşir. Çeşitli çalışmalar toluenin merkezi sinir sistemi üzerindeki olumsuz 

etkilerini göstermiştir. Tolüene kısa süreli veya tekrarlanan maruz kalma durumlarında 

memelilerde baş ağrısı, uyuşukluk, hafıza kaybı ve kas-iskelet sistemi bozukluklarına 

neden oluduğu gösterilmiştir (Braunscheidel, Gass, Mulholland, Floresco ve Woodward, 

2017). Orta veya yüksek tolüen seviyelerine maruz kalma belirtilen etkilerin yanısıra 

karaciğer, böbrek ve akciğerlerde zararlı etkiler sebep olduğu, hayvanlarda bozulmuş 

bağışıklık fonksiyonlarının ortaya çıktığı  gösterilmiştir (Agency for Toxic Substances 

and Disease Registry [ATSDR], 2017).  

 

Tolüen atmosferden esas olarak atomik oksijen, hidroksil radikalleri ve ozon ile 

tepkimeye girerek 13 saat ile bir gün arasında yarılanma ömrü ile uzaklaştırılır (Anonim, 

1990). Tolüen yüzey sularına girdiğinde, 5 saatlik yarılanma ömrü ile hızla havaya karışır. 

Toprakta, 5 mg tolüenin (kg toprak başına) ayrışması, 3 ile 2 günlük bir yarı ömre sahiptir 

(Davis ve Madsen, 1996). Havadaki tolüen akciğerlerden hızla emilir ve kan yoluyla başta 

beyin, karaciğer, böbrek ve yağ dokusu olmak üzere çeşitli dokulara hızla dağıtılır 

(Gotohda, Nishimura ve Morita, 2009). Solunan toluenin çoğu karaciğerde sitokrom p-

450 (CYP) ve glutatyon S-transferaz (GST) tarafından metabolize edilir, metabolik ara 

ürünler ve bir yan ürün reaktif oksijen türleri (ROS) üretir (Kim, Won ve Ko, 2015). 
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Resveratrol (3,5,4'-trihidroksistilben), birçok bitki türünde, özellikle üzüm, yer fıstığı, 

çilek ve çayda doğal olarak oluşan bir polifenoldür (Shrikanta, Kumar ve Govindaswamy, 

2015). Bitkiler stres, yaralanma, ultraviyole radyasyon ve mantar enfeksiyonuna yanıt 

olarak resveratrol sentezler (Chitarrini, Zulini, Masuero ve Vrhovsek, 2017). Resveratrol 

ayrıca üzüm suları ve şarap gibi birçok ticari üzüm ürününde gösterilmişken yer fıstığı 

gibi diğer bazı doğal kaynaklarda kıyasla yüksek miktarlarda bulunduğu ileri sürülmüştür 

(Hasan ve Bae, 2017). Resveratrol yağda çözünür ve bir cis- ve bir trans-izoformda 

bulunur; bununla birlikte, trans-izoformun daha fazla olduğu ve biyolojik olarak daha 

aktif olduğu görülmektedir (Navarro-Cruz ve diğerleri, 2017). 

  

Önceki çalışmalar resveratrolün antioksidan olarak faydalarını göstermiştir (Truong, Jun 

ve Jeong, 2018), anti-enflamatuar, yaşlanma karşıtı ajan (Li, Li ve Lin, 2018), antikanser 

ajanı (Espinoza, Kurokawa ve Takami, 2018), kardiyoprotektif ajan ve nöroprotektif ajan 

(Villaflores ve diğerleri, 2012). Oral uygulamadan sonra, resveratrol pasif difüzyonla 

bağırsakta emilir ve daha sonra kan dolaşımına salınır. Resveratrol metabolizması esas 

olarak resveratrolün glukuronidlere ve sülfatlara dönüştürüldüğü karaciğerde meydana 

gelir (Gambini ve diğerleri, 2015). 

 

Nitrik oksit (NO), nitrik oksit sentaz (NOS) enzim ailesi tarafından L-arginin'den endojen 

olarak üretilen iki atomlu serbest radikal bir gazdır (Yu ve diğerleri, 2018). NO, bir 

serbest radikal olarak, sulu çözeltide 0,1 ila 5s arasında yarı ömrü olan kısa ömürlü bir 

moleküldür; ancak in vivo olarak NO seviyesini NOS enzimleri tarafından sürekli olarak 

düzenlenir (Ignarro, 1990). NOS memelilerde üç izoformda bulunur: nöronal NOS 

(nNOS), endotel NOS (eNOS) ve indüklenebilir NOS (iNOS) (Pradhan, Bertels ve 

Akerman, 2018). NO suda az çözünür, ancak lipitler ve polar olmayan çözücüler içinde 

yüksek oranda çözünür ve basit difüzyonla plazma zarının lipit iki tabakasından serbestçe 

geçmesine izin verir (Toledo ve Augusto, 2012).  

 

Dış yörüngesinde çiftlenmemiş elektron taşıyan NO oldukça reaktiftir ve çeşitli 

reaktiflerle tepkimeye girebilir ve çoklu sinyal yollarını düzenleyebilir (Fang ve diğerleri, 

2021). NO, nitrit (NO2
-) veya nitrata (NO3

-) kolayca oksitlenebilir (Bryan ve Grisham, 

2007). Ek olarak, NO oksijen (O2) ile tepkimeye girebilir ve metal merkezleri, DNA ve 
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lipit radikalleri de dahil olmak üzere doğrudan hedef moleküllere bağlanabilir (Fang ve 

diğerleri, 2021). Ayrıca, NO  süperoksit serbest radikalleri  (O2
-) ile tepkimeye girerek 

peroksinitrit (ONOO-) üretimine neden olmaktadır (Pacher, Beckman ve Liaudet, 2007). 

Peroksinitrit, reaktif bir nitrojen türü (RNS) ve lipid peroksidasyonu ve DNA bölünmesi 

gibi moleküler hasara neden olan ve hastalığa neden olan hücresel işlev bozukluğuna yol 

açan güçlü bir oksidandır (Hu, Xiang, Su ve Tang, 2020). 

  

Yapılan bir çalışmada, tolüen diizosiyanata maruz kalmanın, ROS ve RNS oluşumuna 

yol açtığı, oksidatif stresi indüklediği, doğrudan doku hasarına ve çeşitli antioksidan 

sistemlerde değişikliklere neden olduğu gösterilmiştir (Choi ve diğerleri, 2018). Başka 

bir çalışmada sıçanlarda tolüen inhalasyonu sonrası bronkoalveoler lavaj sıvısında NO 

seviyeleri ve NOS-bağımlı reaktif türlerin üretiminin arttığı gösterilmiş tolüen 

maruziyetinin ardından, alveoler makrofajlar tarafından üretilen NO'nun serbest radikal 

havuzuna katkıda bulunduğu ifade edilmiştir (Huffman ve diğerleri, 1997). Dokulardaki 

yüksek NO derişimi, iNOS fonksiyonunun yukarı regülasyonuna yol açar ve proteinlere, 

DNA'ya ve lipidlere doğrudan zarar verebilecek oksidasyonu teşvik ederek hücresel işlev 

bozukluğuna neden olur (Kodavanti ve diğerleri, 2015).  

 

Bu çalışmanın amacı, tolüen maruziyetinin karaciğer dokusu ve kanda NO üretimi 

üzerindeki etkilerini belirlemek ve resveratrolün tolüen toksisitesi üzerindeki koruyucu 

etkisini araştırmaktır. 
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2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARAŞTIRMASI 

 

2.1. Tolüen 

 

2.1.1. Tolüen nedir? 

 

Tolüen, ham petrol ve tolu ağacında doğal olarak bulunan belirgin bir kokuya sahip, 

berrak, renksiz bir sıvıdır (ATSDR, 2017). Tolüen, metil grubuna bağlı bir benzen 

halkasından oluşan aromatik bir hidrokarbondur (Şekil 2.1). Tolüenin kimyasal ve 

fiziksel özellikleri Çizelge 2.1’de gösterilmiştir. 

 

Çizelge 2.1. Tolüenin kimyasal ve fiziksel özellikleri 

(https://www.ilo.org/dyn/icsc/showcard.display?p_lang=en&p_card_id=0078&p_versio

n=2, 2020) 

 

Özellik  Bilgi 

Kimyasal adı Tolüen 

Sinonim  Metilbenzen, Toluol, Fenilmetan 

CAS numarası 108-88-3 

Kimyasal formül C7H8 veya C6H5CH3 

Molekül kütlesi 92,1 g/mol 

Renk Renksiz 

Fiziksel durum Sıvı  

Bağıl yoğunluk (su=1) 0,87 g/cm3 

Çözünürlük  Suda çözünmez. Alkol, kloroform, eter, aseton, 

karbon disülfid gibi organik çözücülerde çözünür. 

Parlama noktası 4ºC 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.1. Tolüenin kimyasal yapısı 

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Toluene, 2022) 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Toluene
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2.1.2. Tolüenin kullanım alanları ve etkileri 

 

Tolüen endüstrilerde yaygın olarak kullanılan çözücülerden biridir. Başlıca; boyalar, 

boya incelticiler, oje, yapıştırıcılar, vernikler ve temizleyicilerde bulunmaktadır (Estevan 

ve diğerleri, 2012). Ayrıca tolüen, oktan oranlarını artırmak için benzen ve ksilen ile 

birlikte benzine eklenir (Anonim, 2005). Ek olarak plastik, naylon, poliüretan üretiminde, 

trinitrotolüen (TNT), benzoik asit, benzoil klorür ve tolüen diizosiyanat sentezinde de 

kullanılmaktadır (ATSDR, 2017).  

 

Bununla beraber tolüenin inhalasyon sonrası hızlı etkileri nedeniyle dünyada en çok 

suistimal edilen çözücülerden biri olduğu bildirilmiştir (Pelletti ve diğerleri, 2018). 

Tolüenin kötüye kullanımı çocuklar ve ergenler arasında yaygındır çünkü çeşitli ticari 

ürünlerde bulunur ve elde edilmesi kolaydır, aynı zamanda ucuzdur ve yasaldır (Balster, 

Cruz, Howard, Dell ve Cottler, 2009). 

 

Akut ve kronik tolüene maruz kalmanın insanlarda ve hayvanlarda merkezi sinir sistemini 

etkilediği görülmüştür (Win-Shwe ve Fujimaki, 2010). İnsanlarda akut maruziyetten 

sonra baş ağrısı, yorgunluk, göz tahrişi, uyuşukluk ve hafıza kaybı gibi çeşitli etkiler 

bıraktığı bildirilmişken (Thetkathuek ve diğerleri, 2015) ataksi ve konfüzyon şeklinde 

motor bozulma da bildirilmiştir (Benignus, Boyes, Kenyon ve Bushnell, 2007). Tolüenin 

uzun süreli kötüye kullananlarda (en az 1 yıl) ise rahatsız edici davranışlar; yavaş düşünce 

ve konuşma; yanıltıcı yanlış yorumlama; dokunsal, işitsel, halüsinasyon ve sanrısal 

fikirler de görülmüştür (Evans ve Raistrick, 1987). Tolüene kronik maruziyetten sonra 

serebellar disfonksiyon, serebral ve hipokampal atrofi ve beyin hacmi kaybı olduğu ileri 

sürülmüştür (Deleu ve Hanssens, 2000). 

 

2.1.3. Tolüenin toksikokinetiği (absorbsiyonu, dağılımı, metabolizması ve atılımı) 

 

Absorbsiyonu 

 

Tolüen oldukça uçucudur ve bu nedenle tolüenin ana emilim yolu solunum sisteminden 

geçer (Soares ve diğerleri, 2020). Bununla birlikte tolüen absorbsiyonu oral ve dermal 

yoldan da gerçekleşebilir. İnsanlarda ve hayvanlarda yapılan çalışmalar, tolüenin 

inhalasyondan sonra hızlı emildiğini gösterilmiştir (Lof ve diğerleri, 1993). Tolüenin oral 
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emilimi de vardır ancak bu oran pulmoner emiliminden daha yavaştır (Sullivan ve 

Connolly, 1988). Tolüenin insan derisinden emilimi nispeten yavaştır (Dutkiewicz ve 

Tyras, 1968), emilim oranları 14 ile 23 mg/cm2-saat arasında değişmektedir. 

 

Dağılımı 

 

Absorbsiyondan sonra tolüen, tüm vücuda hızla dağılır. Yapılan insan ve hayvan 

inhalasyon çalışmalarında, yağ dokusu, kemik iliği, adrenal bezler, böbrek, karaciğer, 

beyin ve kanda yüksek tolüen derişimi gözlenmiştir (Gotohda ve diğerleri, 2015). Mevcut 

insan verileri, inhalasyona maruz kaldıktan sonra beyinde karaciğerden daha yüksek 

tolüen derişimi bulunduğunu, oral maruz kaldıktan sonra ise karaciğerin en yüksek tolüen 

derişimi içerdiğini gösterilmiştir (ATSDR, 2017). Bununla birlikte hayvan çalışmalarında 

Pyykko, Tahti ve Vapaatalo (1977), sıçanlarda hem oral hem de inhalasyon maruziyetini 

takiben karaciğerde beyinden daha fazla tolüen derişimi olduğunu ileri sürmüşlerdir. 

 

Metabolizması 

 

Tolüen metabolizması karaciğerde sitokrom P450 izoformları tarafından gerçekleşir ve 

idrarla atılan hippurik asit oluşturulur (Nakajima ve Wang, 1994). İlk adım, tolüenin metil 

grubunun sitokrom P450 (CYP) enzim ailesi tarafından yan zincir hidroksilasyonu ile 

benzil alkol oluşumudur. Benzil alkol, alkol dehidrojenaz (ADH) ve aldehit dehidrojenaz 

(ALDH) ile benzoik aside hızla oksitlenir. Benzoik asidin çoğu daha sonra hippurik asit 

oluşturmak için glisin ile konjuge edilir ancak küçük bir kısım asil-glukuronid oluşturmak 

için UDP-glukuronat (glukuronik asit) ile konjuge edilebilir (Cosnier ve diğerleri, 2012). 

Emilen toluenin az bir miktarının CYP enzimleri tarafından o-, m- ve p-kresole 

dönüştürüldüğü halka hidroksilasyonu da oluşabilir (Nakajima, Wang ve Elovaara, 1997; 

Cosnier ve diğerleri, 2012).  

 

Kresoller, esas olarak sülfatlar ve glukuronitler oluşturmak üzere çeşitli konjugasyon 

tepkimelerine maruz kalabilir. Glutatyon konjugasyonu ayrıca gerçekleşebilir. 

Merkapturik asitler (MA) de dahil olmak üzere insanlarda ve sıçanlarda diğer küçük 

metabolitler de tanımlanmıştır. S-benzilmerkapturik asit (BMA), benzil alkolün 

glutatyon-S-transferazlar tarafından katalize edilen glutatyon ile konjugasyonu yoluyla 

oluşur (Takahashi, Matsubara, Hasegawa, Akane ve Shiono, 1993). Sp-tolüilmerkapturik 
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asit (4-MPMA), epokside halkanın glutatyon-S-transferazlar tarafından katalize edilen 

glutatyon ile konjugasyonu yoluyla oluşur (Angerer, Schildbach ve Kramer, 1998). 

Tolüenin genel metabolizması Şekil 2.2'de gösterilmiştir. 

 

 

 

Şekil 2.2. Tolüen metabolizması (Cosnier ve diğerleri, 2012) 

 

Atılımı 

 

Tolüen ve türevlerinin eliminasyonu esas olarak böbrekte gerçekleşir. İnsanlarda ve 

hayvanlarda yapılan çalışmalar, vücuttaki tolüenin çoğunluğunun idrarda metabolit 

olarak elimine edildiğini göstermiştir (Lof ve diğerleri, 1993; Tardif, Plaa ve Brodeur, 

1992). Tolüenin majör idrar metaboliti hippurik asittir ve %80’e kadar solunan tolüene 

maruz kaldıktan sonra 12 saat içinde idrarda hippurik asit (%83-94) olarak atılır. Minör 

idrar metabolitleri arasında benzoil glukuronid (%3-9), orto- ve para- kresol (%5’ten az) 

ve bunların sülfat ve glukuronid konjugatları, S-benzil merkapturik asit ve S-P-toluyl 

merkapturik asit bulunur (Tassaneeyakul ve diğerleri, 1996; Nakajima ve diğerleri, 1997; 
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Angerer ve diğerleri, 1998). Emilen tolüenin yaklaşık %25-40’ı değişmeden akciğer 

yoluyla havada elimine edilir (Monster, Kezic, Van ve Gevel, 1993). Birçok çalışmada, 

solunan tolüenin çoğunun vücuttan hızla elimine edildiği gösterilmiştir. Bununla birlikte 

daha küçük bir kısmı yağ dokusunda depolanır ve 12 ile 72 saat içinde tamamen elimine 

edilir (Janasik, Jakubowski ve Jalowiecki, 2008). 

 

2.2. Resveratrol 

 

2.2.1. Resveratrolün genel özellikleri ve kullanım alanları 

 

Resveratrol (3,5,4´-trihidroksi-trans-stilben), Japon knotweed (Polygonum cuspidatum), 

üzüm (Vitis vinifera), yer fıstığı (Arachis hypogaea) ve dutlar (Morus rubra) dahil olmak 

üzere çok sayıda bitki türünde bulunan doğal bir polifenoldür (Gupta, Kannappan, Reuter, 

Kim ve Aggarwal, 2011). Bitkiler resveratrolü strese, yaralanmaya, aşırı güneş ışığına, 

ultraviyole radyasyona, enfeksiyon ve mantarlara karşı savunma mekanizması olarak 

sentezler (Becker ve diğerleri, 2017).  

 

Resveratrol ayrıca üzüm suları ve şarap, özellikle kırmızı şarap gibi birçok ticari üzüm 

ürününde bulunur. Üzüm kabuğu, gövde, yaprak, yaprak sapı ve kök dahil olmak üzere 

üzümün hemen hemen tüm bitki kısımları resveratrol içerir ancak en büyük miktarı üzüm 

kabuğunda bulunur (Hasan ve Bae, 2017). Taze üzüm kabuğundaki resveratrol içeriği 50-

100 mg/g'dır ve şarabın türüne bağlı olarak yaklaşık 0,2-5,8 mg/L şaraptır (Truong, Jun 

ve Jeong, 2018). 

 

Yapısal olarak resveratrol, molekül ağırlığı 228,25g/mol olan 3,5,4'-trihidroksistilben 

(Şekil 2.3) oluşturan bir stiren çift bağı ile bağlanmış iki fenolik halkadan oluşan bir 

stilben sınıfına aittir (Gambini ve diğerleri, 2015). Bu çift bağ, resveratrolün iki izomerik 

formundan sorumludur, trans-resveratrol (Şekil 2.3 A) ve cis-resveratrol (Şekil 2.3 B). 

Cis-resveratrol daha az yaygın ve çok kararsızken trans-resveratrol baskın, daha kararlı 

ve biyolojik olarak aktiftir ve güneş ışığına veya UV radyasyonuna maruz bırakılarak cis-

resveratrol'e dönüştürülebilir (Chimento ve diğerleri, 2019). 
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A 

 

 
B 

 

Şekil 2.3. Resveratrolün kimyasal yapısı Trans (A) ve cis (B) (Chimento ve diğerleri, 

2019) 

 

2.2.2. Resveratrol absorbsiyonu ve metabolizması 

 

Resveratrolün sudaki düşük çözünürlüğü (<0,05mg/ml) emilimini etkiler. Çözünürlüğünü 

artırmak için etanol (50mg/ml) veya organik çözücüler kullanılmaktadır. Resveratrolün, 

oral uygulamadan sonra pasif difüzyon veya membran taşıyıcılar (integrin) tarafından 

bağırsakta emildiği ve daha sonra kan dolaşımına salındığı ve burada üç farklı biçimde 

saptanabildiği gösterilmiştir: glukuronid, sülfat veya değişmemiş olarak (Gambini ve 

diğerleri, 2015). Resveratrolün metabolizması esas olarak resveratrolü konjuge 

glukuronidlere ve sülfat metabolitlerine dönüştüren karaciğerde meydana gelir. Gambini 

ve diğerleri, aynı çalışmada resveratrolün idrarda beş farklı metabolit olmak üzere 

resveratrol monosülfat, resveratrol monoglukuronidin iki izomerik formu, monosülfat 

dihidroresveratrol ve monoglukuronid dihidroresveratrol tespit edildiğini ileri 

sürülmüştür. 

 

Resveratrol hızla emilir, geniş ölçüde metabolize olur ve hızla atılır ancak 

biyoyararlanımı %1'den azdır. Oliveira, Monteiro ve Navegantes-Lima (2017), 

resveratrol tedavisi ile ilgili temel sorunun düşük biyoyararlanımı olduğunu söylenmiştir. 

Bazı insan çalışmalarında, yüksek doz resveratrol tedavisinin (500mg/gün) bile bu 

antioksidanın düşük plazma derişimlerine (10-71,2 ng/ml) yol açtığını bildirilmiştir. 
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2.3. Nitrik Oksit (NO) 

 

2.3.1. NO genel özellikleri ve biyosentezi 

 

NO, dış yörüngesinde bir eşleşmemiş elektrona sahip, oldukça reaktif, iki atomlu bir gaz 

molekülüdür (•N=O veya •NO) (Fang ve diğerleri, 2020). 1987 yılında NO, endotel 

tarafından üretilen ve damar gevşemesine neden olan endotel kaynaklı rahatlatıcı bir 

faktör (EDRF) olarak tanımlandı (Ignarro, Buga, Wood, Byrns ve Chaudhuri, 1987; 

Palmer, Ferrige ve Moncada, 1987). NO, suda az çözünür ancak lipidlerde ve polar 

olmayan çözücülerde yüksek oranda çözünür (Fukuto, Cho ve Switzer, 2000). Bu nedenle 

NO, basit difüzyon ile plazma membranını serbestçe geçebilir (Toledo ve Augusto, 2012). 

  

NO, nitrik oksit sentaz (NOS) ile enzimatik olarak veya nitritin kimyasal indirgenmesi 

(NO2) olarak üretilebilir (Fang ve diğerleri, 2020). Normal oksijen koşulları altında NO, 

NOS olarak bilinen enzim ailesi tarafından L-argininin, NO ve L-sitrüline 

dönüştürülmesiyle sentezlenir (Alimoradi, Khaled, Allan ve Gregory, 2019). Tepkime, 

elektron donörü olarak NADPH kullanır ve beş elektron tüketen bir tepkimede 

kofaktörler olarak hem, Flavin Adenin Dinükleotidi (FAD), Flavin Mononükleotidi 

(FMN) ve (6R) -5,6,7,8-tetrahidrobiopterin (BH4) gerekir. Genel tepkime iki aşamalı bir 

süreçten oluşur. İlk aşamada NOS, L-arginini hidroksi-L-arginine hidroksile eder. İkinci 

aşamada NOS, hidroksi-L-arginini L-sitrüline ve NO'ya okside eder (Şekil 2.4) (Alderton, 

Cooper ve Knowles, 2001).  

 

 

Şekil 2.4. L-argininden NO biyosentezi (Förstermann ve Sessa, 2012, s. 831) 
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Nitrit'in indirgenmesi, hem globinler (örneğin, hemoglobin ve miyoglobin) ve 

mitokondriyal elektron taşıma zincirinin çeşitli bileşenleri gibi nitrit redüktazlar 

tarafından katalize edilen NO'yu da üretebilir (Shiva, 2013, s.40). NOS tarafından üretilen 

NO düşük O2 ile sınırlandığında NO2
-'nin NO'ya indirgenmesi hipokside hayati önem 

taşır. 

 

2.3.2. Nitrik oksit sentaz (NOS) 

 

NOS, vücutta NO üretimini katalize eden bir enzim ailesidir. Memelilerde, üç farklı gen 

tarafından kodlanan üç NOS izoformu tanımlanmıştır; nöronal NOS (nNOS; NOS1 

tarafından kodlanmıştır), indüklenebilir NOS (iNOS; NOS2 tarafından kodlanmıştır) ve 

endotel NOS (eNOS; NOS3 tarafından kodlanmıştır) (Keshet ve Erez, 2018). nNOS ve 

eNOS izoformları, sırasıyla nöronlarda ve endotelyal hücrelerde sürekli olarak eksprese 

edildikleri ve kalmodulin (CaM) ve doku kalsiyumundaki artış tarafından aktive 

edildiklerinden yapısal NOS olarak da adlandırılır (Alderton ve diğerleri, 2001). Ancak 

sentez süresinin çok kısa olması, sentezlenen NO miktarının geçici ve çok düşük olmasına 

neden olmaktadır. 

 

nNOS ve eNOS’un aksine iNOS’un ifadesi sağlıklı durumda mevcut değildir. Bunun 

yerine iNOS’un ifadesini, sitokinler, bakteriyel lipopolisakkarit gibi inflamatuar 

uyaranlara ifade edilir ve endotel, monositler, mast hücreleri, makrofajlar, hepatositler ve 

düz kas hücreleri gibi çeşitli hücre tiplerinde, iNOS tarafından enfeksiyona yanıt olarak 

indüklenir (Aktan, 2004, s. 641). iNOS'un enzimatik aktivitesi kalsiyumdan bağımsızdır 

ve indüksiyon sonrası NO sentezi saatlerce hatta günlerce sürebilir ve büyük miktarda 

NO (>1μM) üretir (Korde, Sheetal, Sachin, Amol ve Vaishali, 2013).  

 

iNOS tarafından üretilen yüksek miktarda NO, inflamasyonda önemlidir ve 

antimikrobiyal, antiviral, antiparaziter ve antitümör etkileri olduğu belirlenmiştir. NO'nun 

antimikrobiyal aktivitesine esas olarak hücrelerin ve mikropların üzerindeki toksisitesi 

aracılık eder (Lee, Kevin, Christine, ve Jonathan, 2017). Bununla birlikte birçok patolojik 

koşul altında iNOS tarafından üretilen büyük miktardaki NO, önemli reaktif nitrojen 

türlerinin (RNS) ana kaynağıdır. 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

 

Bu çalışmada kullanılan sıçanlar Bursa Uludağ Üniversitesi Tıp Fakültesi Deney 

Hayvanları Yetiştirme ve Araştırma Biriminden temin edilmiştir. Çalışma, Bursa Uludağ 

Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunca verilen 2019/04-03 No’lu etik kurul 

kararı ile gerçekleştirilmiştir. 

 

3.1. Materyal  

 

3.1.1. Kimyasal maddeler ve kitler 

 

 Nitrik oksit kolorimetrik ölçüm kiti, Elabscience 

 Tolüen, %97 saflıkta 

 Resveratrol 98% by HPLC 

 Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH2PO4), Merck 

 Sodyum Hidroksit (NaOH), Merck 

 Etanol (C6H5OH) 

 Polifeks % 0,9 izotonik sodyum klorür (NaCl) çözeltisi 

 BCA Protein Assay Kit 

 RIPA Lysis Buffer System 

 NuPAGE™ Novex™ 4-12% Bis-Tris Protein Gels, 1.0 mm, 12-well, Invitrogen 

 NuPage Sample Reducing Agent (10X), Invitrogen 

 NuPage LDS sample buffer (4X), Invitrogen 

 NuPage Antioxidant, Invitrogen 

 MES SDS Running Buffer (20X), Invitrogen 

 iBlot® Transfer Stack, nitrocellulose, Invitrogen 

 Western Blotting 20X Görüntüleme solüsyonu (LumiGLO) Cell S. 7003 

 BioUltraPure Tris Buffer, Bioshop 

 Tween 20, Sigma Life Science 

 Yağsız Süt Tozu, Bishop 

 Anti-fare IgG HRP’ye bağlı antikor  

 Anti-tavşan IgG antikoru 

 β-aktin (C4) fare monoklonal IgG1  

 iNOS Antikoru, poliklonal antikor 



 

13 

 

 nNOS Antikoru, poliklonal antikor 

 eNOS Antikoru, poliklonal antikor 

 

3.1.2. Sarf malzemeler 

 

 Nitril, pudrasız, laboratuvar eldiveni 

 2 ml hacimli santrifuj tüpleri, ISOLAB 

 1000 μl’lik pipet uçları, ISOLAB 

 200 μl’lik pipet uçları, ISOLAB 

 96 kuyulu mikroplaka, Elabscience 

 1 ml insülin enjektörü, 100 ml enjektörü 

 Serolojik pipet (5ml, 10ml, 25ml) 

 

3.1.3. Cihazlar 

 

 Hassas terazi, Sartorius 

 Homojenizatör, Schuett homgenplus , yarı otomatik homojenizatör 

 Santrifüj, HERMLE Z 326 K soğutmalı santrifüj 

 Microfuger 16 sentrifüj, Beckman Coulter 

 Vorteks, VELP Scientifica 

 pH metre, Sartorius PP-15 

 Derin dondurucu, Arçelik 

 Mikropleyt okuyucu, BioTek ELx800 

 10-100 μl otomatik pipet, MİCROLİT 

 100-1000 μl  otomatik pipet, ISOLAB 

 Mini Gel Tank, İnvitrogen 

 iBlot®, İnvitrogen  

 Sterilizatör, NÜVE FN 500 

 Thermo Block TDB 120, BIOSAN 

 Fusion, Fx7 
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3.2. Yöntem 

 

3.2.1. Deney hayvanları 

 

Çalışmada 250-350 gram ağırlığında Wistar Albino erkek sıçanlar (36 adet) kullanıldı. 

Hayvanlar kontrol ve deney olmak üzere iki gruba ayrıldı, su ve yeme ulaşımın serbest 

olduğu ortamda (Ad libitum), 22-24ºC koşullarında tutuldu. Kontrol grubundaki sıçanlar 

iki gruba ayrıldı. Birinci kontrol grubuna (n=6) serum fiziyolojik intraperitoneal (i.p) 

yolla altı gün boyunca verilirken ikinci kontrol grubuna (n=6) %10 etanol aynı yöntemle 

verildi. Deney gruplarındaki sıçanlara ise, tolüen ve resveratrol uygulaması verildi yine 

intraperitoneal olarak uygulandı. 

 

3.2.2. Tolüen maruziyetinin gerçekleştirilmesi ve resveratrol uygulaması 

 

Tolüenin LD50 dozu 1,64 g/kg’dır (Ikeda ve Ohtsuji, 1971). Birinci deney grubundaki 

sıçanlara, altı gün boyunca 900mg/kg dozunda tolüen verildi. İkinci deney grubuna (n=6) 

aynı dozda tolüen ile birlikte 5mg/kg resveratrol verilirken, üçüncü deney grubuna (n=6) 

10mg/kg, dördüncü deney grubuna (n=6) 20mg/kg resveratrol i.p yolla uygulandı 

(resveratrol %10 etanol içerisinde hazırlandı). Enjeksiyon yapıldıktan sonra hayvanlara 

su ve yem serbest olarak verildi. Altı günün sonunda sıçanlar servikal dislokasyon yoluyla 

öldürüldü. Sıçanlardan karaciğer ve kan dokusu süratle alındı. 

 

3.2.3. Doku ve kan örneklerinin toplanması  

 

Kan örnekleri ependorf tüpler içinde toplanarak, 15 dakika içinde oda sıcaklığında 

bekletildi. Bu örnekleri, serum elde etmek için 1000g’de 4ºC’de, 15 dakika santrifüjlendi. 

Elde edilen serumlar yeni ependorflara aktarıldı ve analizleri gerçekleşinceye kadar 

˗80ºC’de saklandı. Elde edilen karaciğer dokuları pH=7,4 soğuk fosfat tamponu çözeltisi 

ile yıkanarak üzerindeki kan temizlendi ve doku kaplar içinde toplandı. Karaciğer 

dokuları ölçümler için kullanılan kitlerin talimatlarına göre homojenize ve santrifüj 

edilerek örnekler analize hazır hale getirildi (Elabscience, 2018). 

 

3.2.4. Nitrik oksit (NO) seviyelerinin ölçümü 

 

NO seviyelerinin ölçmek için ELABSCİENCE markasından alınan NO ölçüm kiti, 

kolorimetrik yöntem ile gerçeklestirildi. 
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Deney Prensibi: 

 

NO,  -in vivo ortamda veya sulu çözelti içinde kolayca Nitrit’e (NO2
˗) oksitlenir. Nitrit 

daha sonra kırmızımsı azo bileşiği oluşturmak için kromojenik ajanla tepkimeye girer 

(Şekil 3.1). Azo bileşiğinin derişimi ile NO derişimi arasında doğrusal bir ilişki vardır. 

NO derişimi, 550 nm'de OD değeri ölçülerek dolaylı olarak hesaplandı. Analiz için uygun 

hale getirilen kan serumu ve karaciğer süpernatanı NO seviyeleri bu prensibe göre tayin 

edildi. 

 

 

Şekil 3.1. Nitrit ve kromojenik ajanla tepkimesi (https://www.elabscience.com/p-nitric 

oxide nocolorimetricassaykit-40590.html, 2020) 

 

Kit Bileşenleri 

 

 Reagent 1: Sülfat Çözeltisi (Sıvı) 

 Reagent 2: Alkali Reagent (Sıvı) 

 Reagent 3: Kromojenik Ajan A (Sıvı) 

 Reagent 4: Kromojenik B (Toz)  

 Reagent 5: Asit Çözeltisi (Sıvı) 

 Reagent 6: 2 mmol/L Sodyum Nitrit Standart (Sıvı) 

 

Reagent 4’ün çalışma çözeltisinin hazırlanması: kromojenik ajan B'yi 3,8 mL distile su 

ile tamamen çözünüp 4℃’de saklandı. 

Kromojenik reagent hazırlanması: reagent 3, reagent 4 çalışma çözeltisi ve reagent 5, 

3:3:2 oranında karıştırılıp 4℃’de saklandı. 

 

Sodyum nitrit standartlarının hazırlanması: 

 

Standart grafiği oluşturmak için ilk önce 2 mmol/L sodyum nitrit standart çözeltisini 

1000, 600, 300, 200, 150, 100, 40, 20, 10, 0 μmol/L farklı derişimlerde distile su ile 

https://www.elabscience.com/p-nitric%20oxide%20nocolorimetricassaykit-40590.html
https://www.elabscience.com/p-nitric%20oxide%20nocolorimetricassaykit-40590.html
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seyreltildi. Sodyum Nitrit standartları 0˗1000 μmol/L aktivite arasında hazırlandı ve 

Çizelge 3.1’de gösterilen işlemler uygulanarak deney gerçekleştirildi.  

 

Çizelge 3.1. Sodyum nitrit standartlarının hazırlanması 

 

Sodyum nitrit derişimi Standart tüp 

1000μmol/L 

600μmol/L 

300μmol/L 

200μmol/L 

150μmol/L 

100μmol/L 

40μmol/L 

0μmol/L 

300μL 

300μL 

300μL 

300μL 

300μL 

300μL 

300μL 

300μL 

Reagent 1 200μL 

Reagent 2 100μL 

Tamamen karıştırılıp 15 dakika’ da oda sıcaklığında bekletildi 

3100g'de 10 dakika santrifüjlendi 

Aşağıdaki prosedür için 160μL süpernatant alındı 

 

Örneklerin hazırlanması: 

 

Yaş ağırlıklar hassas terazide tartıldıktan sonra karaciğer dokuları, soğuk tampon çözelti 

(0,01M Potasyum Fosfat Tamponu pH=7,4)  içerisinde PBS hacmi (mL): doku ağırlığı 

(g), 9:1 oranında, Schuett homgenplus yarı otomatik olan homojenizatörü kullanarak 3000 

devir’de 15 dakika homojenize edildi. Homojenizasyon işlemleri buzlar içerisinde 

yapıldı. Elde edilen doku homojenatı 3100g’de 10dk boyunca 4ºC’de santrifüjlenip 

süpernatant toplandı. Toplanan süpernatant NO seviyelerinin ölçümüne kadar -80ºC’de 

saklandı. Serumun NO seviyeleri doğrudan tespit edildi. Deney daha sonra aşağıdaki 

prosedürü takiben gerçekleştirildi (Çizelge 3.2). 

 

Çizelge 3.2. Sodyum Nitrit standartlarının hazırlanması 

 

Örnek tüp Karaciğer dokusu Serum 

200μL 250μL 

Reagent 1 200μL 

Reagent 2 100μL 

Tamamen karıştırılıp 15 dakika’ da oda sıcaklığında bekletildi 

3100g'de 10 dakika santrifüjlendi 

Aşağıdaki prosedür için 160μL süpernatant alındı 
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Tepkime: 

 

Tüm standart ve örnekleri, aşağıdaki Çizelge 3.3’teki tepkimeye göre kuyucuklara iki 

tekrar olacak şekilde eklenmiştir: 

 

Çizelge 3.3. Kromogenik reagent ile tepkimesi  

 

 Standart tüp Örnek tup 

Supernatant  160μL 160μL 

Kromogenik reagent  80μL 80μL 

2 dakika’da iyice karıştırılarak oda sıcaklığında 15 dakika bekletildi 

550nm dalga boyunda mikropleyt okuyucu ile absorbanslar okundu 

 

Sonuçların hesaplanması: 

 

Tüm standart ve örneklerin absorbans ortalamaları hesaplandı. Kör ortalama absorbans 

değerini tüm standart ve örneklerin absorbanslarından çıkarıldı. X ekseninde standart 

derişimi ve y ekseninde absorbans değerleri ile standart grafiği oluşturdu (y = ax + b). 

Her örneğin NO derişimi aşağıdaki standart grafiği göre belirlendi (Şekil 3.2). 

y = 0.0001x ˗ 0.0018  

 y: 550 nm'de standardın mutlak absorbans değeri 

 x: standart derişimi 

 a: standart grafiğinin eğimi 

 b: ekseni kesim noktası (intercept)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.2. NO standart grafiği 

y = 0.0001x - 0.0018
R² = 0.9971
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3.2.5. NOS aktivitesinin belirlenmesi 

 

Karaciğer dokusunda NOS aktivitesini belirlemek için western blot analizi kullanıldı. 

 

Western blot analizi 

 

Western blot, bir protein karışımında hedeflenen proteini tespit etmek için kullanılan bir 

tekniktir, sırası ile (Murphy ve Lamb 2015;  Bass, Wilkinson ve Rankin, 2017): 

a. Örnek hazırlama: protein ekstraksiyonu ve hücre veya doku lizatlarından protein 

derişimi ölçülmesi; 

b. Sodyum Dodesil Sülfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS˗PAGE) üzerinde 

proteinin boyutuna göre ayrılması; 

c. Jelden ayrılmış proteinlerin nitroselüloz membrana aktarılması; 

d. Membran üzerinde spesifik olmayan proteinlerin bloke edilmesi; 

e. Spesifik primer antikorlarla hedef proteinlerin problanması; 

f. Etiketli kemilüminesan veya floresan molekülü ile konjuge sekonder antikor ile 

inkübasyon; 

g. Antijen/antikor bağlanmasını yansıtan sinyallerin tespiti (kemilüminesan sinyalin 

Optimal tespiti) 

h. İlgilenilen protein bantlarının densiometri analizi (Şekil 3.3) aşamaları uygulanır. 
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Şekil 3.3. Western blot aşamalarının şematik gösterimi (Mishra, Tiwari ve Gomes, 

2017) 

 

Örnek hazırlama ve protein ölçümü 

 

300mg karaciğer dokusu, 3ml soğuk lizis tamponu (RIPA Lysis Buffer) içerisinde, buz 

üzerinde Schuett homgenplus yarı otomatik homojenizatör kullanılarak homojenize 

edildi. Doku homojenatı buz üzerinde 30 dakika inkübe edildikten sonra 10.000g'de 

4ºC’de 30 dakika santrifüj edildi. Süpernatant, taze bir eppendorf tüpünde toplandı ve 

protein derişimi için analiz edildi. Her lizat içindeki protein derişimleri, BCA protein 

tahlil kiti kullanılarak ölçüldü. 

 

SDS-PAGE ile protein ayrımı 

 

Her lizat 4X sample buffer (NuPage LDS sample buffer) ve 10X reducing agent (NuPage 

reducing agent) ile karıştırarak elektroforez için eşit miktarda protein 25μg (BCA 

yöntemiyle belirlenen) hazırlandı. Karışım daha sonra örnekleri denatüre etmek için 

95°C’de 7 dakika ısıtıldı. Örnekler daha sonra marker (ladder) ile birlikte SDS-PAGE 

jelinin (Nupage ™ Novex ™ %4-12 bis-Tris Protein jelleri) ayrı kuyularına belirlenen  
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miktarlarda yüklendi. Yükleme işlemi yapıldıktan sonra, jel oda sıcaklığında 1 saat 

boyunca 170V’de çalıştırıldı. Proteinler moleküler boyutlarına göre ayrıldı, daha küçük 

proteinleri jelden daha hızlı göç ederler. Elektroforezteki kullanılan çalıştırma tamponu 

(running buffer) aşağıdaki gibi hazırlandı: 

Running buffer hazırlama: 

50ml running bufer (MES SDS running buffer 20X) ve 500µl antioksidan (NuPage 

antioksidan) 1000ml soğuk saf suda çözüldü. 

 

Nitroselüloz membrana protein transferi 

 

Proteinin jel elektroforezi ile ayrılmasından sonra, protein 7 dakika boyunca bir 

nitroselüloz membranına (iBlot ® Transfer Stack, nitroselüloz) aktarıldı. 

 

İmmünodeteksiyon 

 

Transfer edildikten sonra, nitroselüloz membranı 3 defa beşer dakika TBS-T 

(Tris˗buffered saline Tween20) ile yıkandı. 

 

TBS-T yıkama tamponu hazırlama (10x ila 1x): 

24,23g Tris baz, 80,6g NaCl distile suda çözülerek (pH=7,6) 10ml Tween20 ilave edildi 

ve distile su ile 1L'ye tamamlandı. 

Membran daha sonra spesifik olmayan bağlanma bölgesini bloke etmek için oda 

sıcaklığında 1 saat boyunca TBST içerisinde %5’lik süt çözeltisi içerisinde bloke edildi. 

Süre sonunda membran 3 defa beşer dakika TBST ile yıkandı ve gece boyunca 4°C’de 

primer antikorla inkübe edildi. 

  

Primer antikorlarla inkübasyondan sonra, membran 3 kez beşer dakika TBST ile tekrar 

yıkandı ve karanlıkta oda sıcaklığında 1 saat boyunca sekonder antikorla inkübasyona 

bırakıldı. Süre sonunda, membran 3 defa beşer dakika TBST ile son kez tekrar yıkandı. 

Primer ve sekonder  antikorlar %5’lik  süt  çözeltisi  içerisinde  hazırlandı (Çizelge 3.4). 

Proteini tespit etmek için membran önce 20X LumiGLO reagent içerisinde (250µl reagent 

A, 250µl reagent B ve 4,5ml distile su) hafif çalkalanarak oda sıcaklığında karanlık bir 

odada 1 dakika inkübe edildi ve Füzyon FX-7 cihazı kullanılarak görüntülendi. 
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Çizelge 3.4. Çalışmada kullanılan primer ve sekonder antikorlar 

 

Primer antikor Seyreltme Türleri  Sekonder antikor 

β-aktin (kontrol) 1:2000 Tavşan Anti-rabbit IgG 

iNOS 1:1000 Fare Anti-mouse IgG  

eNOS 1:1000 Tavşan Anti-rabbit IgG 

nNOS 1:500 Tavşan Anti-rabbit IgG 

 

3.2.6. İstatistiksel analiz 

 

İstatistiksel analiz, GraphPad Prism 9.3.0 yazılımı kullanılarak gerçekleştirildi. Kontrol 

ve deney grupları arasındaki farklar, tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ardından post-

hoc Tukey testi kullanılarak belirlendi. Sonuç ortalama değer ve standart sapma (SD) 

olarak ifade edildi. Farklar, p<0,05 ve p<0,001 ile istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR  

 

4.1. NO Bulguları 

 

Karaciğer dokusunda ve serumda NO seviyeleri Çizelge 4.1 ve Şekil 4.1'de gösterilmiştir. 

Karaciğer NO seviyeleri incelendiğinde, tolüenle muamele edilen deney gruplarının 

serum fizyolojik ve etanol kontrol grupları karşılaştırıldığında yaklaşık %32 oranında 

anlamlı bir artış gözlendi (p<0,05).  

 

Bununla birlikte, tolüen ile birlikte resveratrolün 5mg/kg, 10mg/kg ve 20mg/kg'lık farklı 

dozlarda uygulanmasından sonra, sadece tolüenle muamele edilen gruba kıyasla 

karaciğerdeki NO seviyesinde istatistiksel olarak anlamlı bir azalma bulundu (p<0,001). 

Resveratrolün 5mg/kg ve 10mg/kg dozlarında %83’lük bir azalma bulunurken 

resveratrolün 20mg/kg ise %68 düzeyinde bir azalma gözlendi. Kontrol gruplarla 

karşılaştırıldığında, resveratrolün 5mg/kg ve 10mg/kg dozlarında  karaciğerdeki NO 

seviyesi %75’lik bir azalma bulunurken resveratrolün 20mg/kg ise %53’lük istatistiksel 

olarak anlamlı bir azalma bulundu (p<0,05). 

 

Serum örneklerinde NO seviyesi incelendiğinde, tolüen uygulanan grupa serum fizyolojik  

kontrol grubuna göre %52 lik bir artış gösterirken etanol kontrol grubuna göre ise %45 

oranında istatistiksel olarak anlamlı bir artış gösterdi (p<0,05). Buna karşılık, 5mg/kg ve 

10mg/kg dozlarında resveratrol uygulaması, serumdaki NO düzeyini tolüen grubuna göre 

yaklaşık %73 oranında azalttığı gözlendi (p<0,001). 

 

Bununla birlikte, 20mg/kg resveratrol uygulamasında, tolüen uygulanan gruba göre bir 

azalma göstermesine rağmen istatistiksel olarak anlamsız bulundu (p>0,05) (Çizelge 4.1 

ve Şekil 4.1). Kontrol gruplarla karşılaştırıldığında, farklı resveratrol dozları uygulanan 

sıçanlarda serumdaki NO seviyesi istatistiksel olarak anlamsız bulundu (p>0,05). 
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Çizelge 4.1. Karaciğer ve serum NO seviyeleri (ortalama ± standart sapma) 

 

 

Değerler ortalama ± standart sapma olarak ifade edilir  

*p<0,05 tolüen uygulanan gruplar kontrol gruplarına kıyasla istatistiksel olarak 

anlamlıdır.***p<0,001 resveratrol gruplar tolüen gruplarına göre önemli ölçüde 

anlamlıdır. 

 

 

A B 

  

 

Şekil 4.1. Karaciğer (A) ve Serum (B) NO seviyesi 

*p<0,05 tolüen uygulanan gruplar kontrol gruplarına kıyasla istatistiksel olarak 

anlamlıdır. ***p<0,001 resveratrol gruplar tolüen gruplarına göre önemli ölçüde 

anlamlıdır. 

 

 

Gruplar NO (µmol/L) 

Karaciğer Serum 

Kontrol serum fizyolojik 192,17 ± 46,52  484,67 ± 166,45 

Kontrol etanol 194,67 ± 48,56  558 ± 135 

Tolüen 283 ± 47,338*  1013 ± 268,51* 

Tolüen+Resveratrol (5 mg/kg) 48 ± 21,21*** 280,5 ± 59,09*** 

Tolüen+Resveratrol (10 mg/kg) 46,75 ± 19,31*** 268 ± 120*** 

Tolüen+Resveratrol (20 mg/kg) 90,5 ± 27,23*** 623 ± 20  
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4.2. NOS Akivitesi Bulgular 

 

Tolüen ve resveratrolün iNOS, eNOS ve nNOS aktivitelerinin western blot analiz 

sonuçları Şekil 4.2’de gösterilirken, kontrol grupları, tolüen ve tolüen ile birlikte 

resveratrol uygulaması sonucu elde edilen histogramlar Şekil 4.3’de gösterilmiştir. 

 

Tolüenin etkisiyle NOS aktivitelerinden en yüksek olanı iNOS 1,96 olurken eNOS 1,37 

ve nNOS 0,84 β-aktin bantlarına karşılık gelen yoğunlukları olarak hesaplanmıştır. iNOS 

serum fizyolojik kontrol grubu ile karşılaştırıldığında yaklaşık 2 kat artış gösterirken 

etanol grubu ile ise hemen hemen aynı değerlerde kalmıştır. Resveratrol uygulamasından 

sonra iNOS aktivitesinden belirgin azalmalar görülmüştür. Bu azalmalar 5mg/kg 

resveratrol uygulmasında %67,35 olurken 10mg/kg resveratrol uygulamasında %64,79 

ve 20mg/kg resveratrol uygulamasında %62,75 olmuştur.  

 

Tolüenin etkisiyle eNOS aktivitesinde serum fiziyolojik ve etanol kontrol gruplarına göre 

az da olsa bir atrış görülmektedir. Bu artış etanol gruba ile karşılaştırıldığında %15,33 

kadar olmuştur. Resveratrol uygulamasından sonra her üç dozda da eNOS aktiviteleri, 

tolüen uygulamasındaki eNOS aktivite değerleri ile hemen hemen aynı değerlerde 

hesaplanmıştır. Tolüen ile birlikte resveratrol uygulamasının her üç dozu, etanol grubu 

ile karşılaştırıldığında eNOS aktivitesinin arttığı dikkat çekmektedir. Bu artış 5mg/kg 

resveratrol uygulamasında %18,88 olurken 10mg/kg resveratrol uygulamasında %5,69 

ve 20mg/kg resveratrol uygulamasında %7,94 olmuştur. 

 

Tolüen etkisiyle nNOS aktivitesinde etanol kontrole göre her hangi bir değişiklik 

görülmemiştir. Ancak tolüen ile birlikte resveratrol uygulamasında her üç dozda da nNOS 

aktivitesinde bir azalma olduğu görülmektedir (Şekil 4.3 C). Bu azalma ortalama olarak 

%24,21 olarak hesaplanmıştır. 
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Şekil 4.2. Tolüen ve resveratrolün iNOS, eNOS ve nNOS aktiviteleri üzerine etkisi. 

Western blot, karaciğer dokusundan eşit miktarda protein (25μg) kullanılarak yapıldı. 
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 C 

 
 

Şekil 4.3. iNOS (A), eNOS (B) ve nNOS (C) protein aktiviteleri. Sonuçları β-aktin 

bantlarına karşılık gelen yoğunlukları göre ifade edildi. T + RV: Tolüen + Resveratrol 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

Çalışmamız, intraperitoneal tolüen enjeksiyonunun karaciğer ve serumda NO 

düzeylerinde artışa neden olduğunu göstermiştir. Tolüenin etkisiyle, karaciğer ve 

serumda NO seviyelerinin artmış olması, iNOS aktivitelerinin artmasından 

kaynaklandığını düşünüyoruz. Western blot analizlerinde NOS/Beta-aktin bantlarının 

tolüen uygulamasından sonra yüksek olması bu görüşümüzü desteklemektedir (Şekil 4.3 

A). 

 

Huffman ve diğerleri (1997) tarafından gerçekleştirilen bir çalışmada, tolüen diizosiyanat 

(TDI) inhalasyon maruziyetinin, esas olarak bronkoalveolar lavaj hücrelerinde iNOS 

izoformunun akciğerden yukarı regülasyonuna bağlı olarak ortaya çıkan NO üretiminin 

artmasına neden olduğunu bildirilmiştir. Elde ettikleri sonuçlar ile alveolar makrofajlar 

tarafından üretilen NO'nun, TDI maruziyetinden sonra bu hücreler tarafından üretilen 

serbest radikal havuzuna katkıda bulunduğunu ileri sürülmüşlerdir.  

 

Tolüenin etkisi ile artan NO seviyelerinin bir başka nedeni de tolüen etkisi ile meydana 

gelen serbest radikallerin, NO oluşumunu arttırmış olması olabilir. Mattia, Ali ve Bondi 

(1993) yaptıkları çalışmalarda çeşitli tolüen dozlarına (0,5; 1 ve 1,5 g/kg i.p) in vivo 

maruz kalmanın, karaciğer ve kan dokularında ROS oluşumunun artmasıyla 

sonuçlandığını gösterilmişlerdir. Başka bir çalışma da, TDI maruz kalmanın ROS ve RNS 

oluşumuna yol açan oksidatif stresi indüklediğini, doğrudan doku hasarına ve çeşitli 

antioksidan sistemlerde değişikliklere neden olduğunu bildirilmıştir (Choi ve diğerleri, 

2018). 

 

Tolüen etkisi ile NO seviyelerinde görülen artış karaciğerin hasar görmesinden de 

kaynaklanabilir. Aynı yaptıkları çalışmada Huffman ve diğerleri (1997), TDI'ya maruz 

kalmanın akciğerlerde enflamatuar bir tepkiye, solunum yollarında aktive lenfosit 

sayısının artmasına, interferon-gama salınımına ve alveolar makrofajlardan yüksek NO 

üretimine neden olduğunu gösterilmiştir. Karaciğer hasarı, tümör nekroz faktörü (TNF)-

α ve interlökin (IL)-1β gibi proinflamatuar sitokinler, Kupffer hücrelerini ve hepatositleri 

uyararak iNOS ekspresyonun indüklendiği ve NO üretiminin yapılan çalışmalarla 

gösterilmiştir (Miki ve diğerleri, 2016). 
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Tolüen ile birlikte resveratrolün farklı dozlarının uygulanması NO seviyelerinde anlamlı 

azalmalara sebep olmuştur. Bu durum da resveratrolün NO sentezini azaltması ile 

mümkündür. Resveratrol, iNOS ekspresiyonunu azaltarak veya inhibe ederek NO 

sentezini azaltması mümkün olabilir. Yapılan kaynak çalışmalarında birkaç hücre içi 

sinyal yolunun, nükleer faktör kappa B (NF-κB ), protein kinaz B/Akt ve c-Jun N-terminal 

kinaz (JNK) dahil olmak üzere hepatosit iNOS ekspresyonunu düzenlediği gösterilmiştir 

(Zhang, Perpetua, Fulmer ve Harbrecht, 2004; Hong, Zhang ve Harbrecht, 2010). 

Resveratrol, NF-κB transkripsiyonunun bir inhibitörü olarak bilinir (Manna, 

Mukhopadhyay ve Aggarwal, 2000). Yapılan bir çalışmada, resveratrolün NF-κB  

bağlanma aktivitesini bloke ederek iNOS ekspresyonunu inhibe ettiğini bildirilmiştir 

(Tsai, Lin-Shiau ve Lin, 1999). Diğer bir çalışma da, resveratrolün, JNK sinyal yolunu 

yukarı regüle ederek hepatositlerde sitokin kaynaklı iNOS ekspresyonunu ve aktivitesini 

azalttığı bildirilmiştir (Kimbrough, Lakshmanan, Matheson ve Woeste, 2015).  

 

Tolüen etkisiyle artış gösteren NO, süperoksit radikal ila tepkimeye girerek güçlü ve 

yarılanma ömrü uzun olan peroksinitrit (ONOO-) meydana getirebilir. Peroksinitrit, 

DNA, lipidler ve proteinler dahil olmak üzere çeşitli hücresel moleküllere zarar verebilir 

ve ayrıca birçok hedef proteinin yapısını ve işlevini etkileyerek protein nitrasyonunu 

teşvik edebilir (Kurutas, 2016). Resveratrol da açığa çıkan bu peroksinitritleri azaltacak 

yönde etki göstermiş olabilir. Polifenolik bir bileşik olarak resveratrolün güçlü bir 

antioksidan ve serbest radikal temizleyici olduğu bilinmektedir (McGill, Du, Weemhoff 

ve Jaeschke, 2015). Resveratrol, süperoksit (O2
-), hidroksil radikalleri (●OH), hidrojen 

peroksit (H2O2) ve peroksinitrit (ONOO-) gibi çeşitli oksidanları doğrudan 

temizleyebildiği gösterilmiştir (Xia, Daiber, Förstermann ve Li, 2017, s.1635). 

 

Çalışmamızda, tolüen ile birlikte resveratrol uygulamasının NOS aktivitelerini azalttığı 

görülmektedir (Şekil 4.3 A B C) özellikle iNOS aktivitesinde görülen belirgin düşüşün 

diğer iki NOS’ten (eNOS ve nNOS) farklı özellikler sahip olması olabilir. iNOS 

transkripsyonel olarak düzenlenir ve aktivasyonu için hücre içi kalsiyum ihtiyaç duymaz. 

Hücrede TNF-α, interferon, interlökin-1, endotoksin, hipoksi, okside LDL ve 

lipopolisakkaridler gibi farklı enflamatuar ajanların etkisiyle ekspresyonu uyarılır. 
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Resveratrolün en önemli özelliklerinden birisi de anti-inflamatuar etkili olmasıdır. 

Resveratrolün anti-enflamatuar yanıtı, pro-enflamatuar sitokinleri aşağı regüle ederek 

gerçekleştirilmektedir. Resveratrol pro-enflamatuar eikosanoidlerin sentezinin 

baskılanmasına yol açan pro-enflamatuar enzim siklooksijenaz-1'in (COX-1) 

inhibisyonunu neden olduğu Das ve  Das (2007) tarafından gösterilmiştir. Ayrıca anti-

inflamatuar etkilere deasetilasyon yoluyla, ana enflamatuar transkripsiyon faktörü        

NF-κB’yi baskılayan SIRT1 aracılık edebileceği ileri sürülmüştür (Yeung ve diğerleri, 

2004). 

 

Resveratrolün iNOS aktivitelerinde gösterdiği azalmanın nedenlerinden birisi de çeşitli 

serbest radikalleri ortadan kaldırılması olabilir. Molekül yapısındaki hidroksil (OH) 

grupları bu tepkimelerde önemli olmaktadır (Şekil 2.3). Resveratrol NADPH oksidan 

aracılı ila ROS üretimini inhibe ettiği oksidazın ekspresyonunu ve aktivitesini aşağı doğru 

düzenlenmektedir. Ek olarak resveratrol çeşitli antioksidan enzimlerin ekspresyonunu 

arttırarak ROS’un detoksifikasyonunu hızlandırıldığı ileri görülmektedir (Xia, Daiber, 

Förstermann ve Li 2017).  

 

Resveratrol uygulamasının eNOS aktivitelerine çok az olsa etkili olduğu söylenmektedir 

(Şekil 4.3 B). Tolüen ile birlikte resveratrol uygulamasının her üç dozu da özellikle 

5mg/kg dozunda eNOS aktivitesinin arttığı dikkat çekmektedir. eNOS özellikle düz 

kasların gevşemesini regüle etmektedir.  

 

eNOS aktivitesinin artmasının nedenlerinden biri resveratrolün eNOS aktivitesini yukarı 

regüle ederek olabilir. Wallerath ve diğerleri (2002), trans-resveratrolün, vasküler endotel 

hücrelerinden akut NO salınımını uyardığını ve 24 ila 72 saatlik inkübasyondan sonra 

eNOS gen ekspresyonunun yukarı regülasyonunu indüklediğini bildirilmiştir. Wallerath 

ve diğerleri (2003, 2005) tarafından gerçekleştirilen başka bir çalışma da, kültürlenmiş 

insan endotel hücrelerinin resveratrol ile tedavisinin, eNOS'un mRNA ve protein 

ekspresyonunu arttırdığını gösterilmiştir. Resveratrolün, hem transkripsiyonel hem de 

posttranskripsiyonel mekanizmaları gösteren eNOS promotörünün aktivitesini ve eNOS 

mRNA stabilitesini arttırıldığı ileri sürülmüşlerdir. 
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Resveratrol NOS üzerindeki etkisini metabolitleri aracılığı ile de gösterebilir. Bazı 

resveratrol metabolitleri, ana molekül kadar güçlü olmasa da biyolojik olarak aktiftir 

(Miksits ve diğerleri, 2009; Lu ve diğerleri, 2013). Resveratrol ve metabolitlerinin 

dokularda birikerek etkilerini  gösterebildikleri Bresciani ve diğerleri (2014)  ayrıca Cai 

ve diğerleri (2015) tarafından ileri sürülmüştür.  

Bu çalışma ile, tolüene maruz kalmanın karaciğer dokusunda ve serumda NO düzeylerini 

arttırdığı sonucuna varmıştır. Tolüen ile birlikte resveratrol uygulaması ile de NO 

düzeylerinin azalması resveratrolün koruycu olarak görev aldığı görüşümüzü 

desteklemektedir. Resveratrolün, sıçanlarda tolüene maruz kaldıktan sonra karaciğerde 

NOS enzimlerinin ekspresyonlarını düzenlemedeki etki mekanizmasını tanımlamak için 

daha detaylı araştırmalara gerek olduğunu düşünüyoruz. 
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