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TOLUEN MARUZIYETININ OKSIDATIF STRES ETKIiSI UZERINE
RESVERATROL’UN KORUYUCU OZELLIGININ ARASTIRILMASI

Ahmet BARAT

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisu
Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Dog. Dr. Egemen DERE

Bu calismada endiistride ve giinliik hayatta yaygin olarak kullanilan, ugucu bir bilesik
olan toliien kullanilmigtir. Toliien maruziyetinden sonra viicudun bircok organ ve
dokularinda ciddi hasarlar olusabilir. Toliien metabolizmasi viicutta oksidatif strese neden
olur. Bu da reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusmasina sebep olur. Antioksidanlar olusan
ROS’a kars1 savunmada yer alir. Viicudumuzun {irettigi antioksidanlara ilave olarak
besinlerle aldigimiz antioksidanlar da vardir. Calismamizda toliienin olusturdugu
oksidatif stres tizerine besinlerle aldigimiz resveratroliin koruyucu etkisi aragtirilmistir.
Resveratrol; antioksidan, anti-enflamatuar, yaslanma karsiti, antikanser, kardiyoprotektif
ve noroprotektif dahil olmak Gzere birgok biyolojik etkiye sahiptir. Resveratrol tizum, yer
fistigi, dut gibi 72 farkli bitki tlrinde dogal olarak bulunan bir polifenoldir. Bu
calismada, sicanlarda toluen maruziyetinin neden oldugu oksidatif stres, lipid
peroksidasyon drunlerinden malondialdehit (MDA) ve antioksidanlardan biri olan
glutatyon (GSH) tizerindeki degisiklikler arastirilmistir. Bu amagla, 250-350 gram
agirliginda 36 adet wistar-albino erkek si¢an, kontrol grubu ve deney grubu olarak ayrildi.
Kontrol gruplarina serum fizyolojik ve etanol (%10), deney gruplarina ise toliien ve
toliien+resveratrol (5Smg/kg, 10mg/kg, 20mg/kg) verildi. Deney gruplarina 900mg/kg
dozunda toliien ve resveratrol 6 giin boyunca introperitonal enjeksiyonu yapildi. Altinci
giiniin sonunda hayvanlar disekte edilerek kan ve akciger dokulari toplandi. Toplanan
akciger dokusunda ve kanda MDA ve GSH seviyeleri incelendi. Toplanan érneklerde
tollien enjeksiyonundan sonra blytik 6l¢tide GSH aktivitesi gozlendi. Tollen ile muamele
edilen grupla toliien ve resveratroliin farkli dozlariyla muamele edilen gruplar arasinda
anlamli bir azalma goriildii. Ayni gruplar arasinda akciger dokusundaki MDA
seviyesinde kontrol gruplariyla toliien grubu arasinda énemli 6lglide artis gorilirken
kanda anlamli bir degisiklik goriilmedi.

Anahtar Kelimeler: Tollen, resveratrol, malonaldehit, glutatyon
2022, vii + 40 sayfa.
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INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE PROPERTIES OF RESVERATROL
ON OXIDATIVE STRESS EFFECTS OF TOLUENE EXPOSURE
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This study uses toluene, a volatile compound that is widely used in industry and in daily
life. After toluene exposure, the body may suffer severe damage to many organs and
tissues. Toluene metabolism causes oxidative stress in the body. This results in reactive
oxygen types (ROS). Anti-oxidants are involved in the defense against ROS. There are
antioxidants produced by our body when we take in food. In our study, the protective
effect of resveratrol, which we take in with food, on oxidative stress caused by toluene
was examined. Resveratrol has many biological effects, including antioxidant, anti-
inflammatory, anti-aging, anticancer, cardioprotective, and neuroprotective. Resveratrol
is a naturally occurring polyphenol in 72 different plant species such as grapes, peanuts,
and mulberries. In this study, the oxidative stress caused by toluene exposure in rats was
investigated for changes in malondialdehyde (MDA), one of the lipid peroxidation
products, and glutathione (GSH), one of the antioxidants. For this purpose, 36 Wistar-
albino male rats, weighing 250-350 grams, were separated as a control group and an
experiment group. The control groups were given physiological saline and ethanol (10%),
and the test groups were given toluene and toluene + resveratrol (5mg/kg, 10mg/kg,
20mg/kg). The experimental groups were injected for 6 days with toluene and resveratrol
in the dose of 900mg/kg. At the end of the sixth day, animals were dissected and blood
and lung tissues were collected. The accumulated lung tissue and the blood were
examined for MDA levels and GSH activities. In the collected samples, GSH activity was
largely observed after the toluene injection. A significant reduction was observed
between groups treated with different doses of toluene and resveratrols with the group
treated with toluene. In the same groups, when looking at the MDA activity in the lung
tissue, there was a significant increase between the control groups and the toluene group,
while no significant change in blood was seen.

Keywords: Toluene, resveratrol, malondialdehyde, glutathione
2022, vii + 40 pages.
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1. GIRIS

Bu calismada endiistride ve giinliik hayatta yaygin olarak kullanilan, ugucu bir bilesik
olan toliien kullanilmistir. Tollien maruziyetinden sonra viicudun birgok organ ve
dokularinda ciddi hasarlar olustugu gosterilmistir. Toliilen metabolizmasi viicutta
oksidatif strese neden olur. Bu da reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusmasina sebep olur.
Antioksidanlar, olusan ROS’a karsi savunmada yer alir. Viicudumuzun {rettigi
antioksidanlara ilave olarak besinlerle aldigimiz antioksidanlar da vardir. Bu ¢alismada
tollienin olusturdugu oksidatif stres tizerine besinlerle aldigimiz resveratroliin koruyucu

etkisi incelenmistir.

Resveratrol iizlim, yer fistig1 ve dut gibi 70’den fazla bitki tiiriinde, dogal olarak olusan
bir polifenoldir. Bitkilerde yaralanma, enfeksiyon, ultraviyole 1s1gina maruz kalma gibi
stres durumlarinda sentezlenen resveratrol, giliclii antifungal, antiviral, antiinflamatuar,
antioksidan, yaslanma Kkarsiti, antikanser ve antibakteriyel etkileri ile iyi bir
kardiyovaskiiler sistem koruyucusudur. Insanlar resveratrol'ii meyvelerden dogal olarak
veya ilaglar seklinde destekleyici olarak almaktadir. Ancak resveratroliin yuksek
dozlarmin 6zellikle gastrointestinal sistem tizerinde gesitli yan etkilerinin olabilecegi de

ileri siiriilmistiir (Leifert ve Abeywardena 2008).

Toluen; benzin, yapistiricilar, metal temizleyicileri ve boya iriinlerinde yaygin olarak
kullanilan bir maddedir. Ayrica sanayi endiistrisinde de oldukc¢a sik karsimiza
cikmaktadir. Ucuz ve yasal bir sekilde her yerde bulunmasi yoniiyle cocuklar ve ergenler
arasinda en sik kotilye kullanilan inhale bir ¢ézucudir. Bu durumun sebebi olarak
tollienin soluma ve yutma sonrasinda hizla emilmesi gosterilmistir. Cesitli semptomlarla
kendini gosteren toluen, bireylerde koma ve 6lum gibi kotl sonuglanan etkilere yol
acmaktadir (Kurtzman, Otsuka ve Wahl, 2001, s.172; Cruz, Riviera-Garcia ve
Woodward, 2014)

Oksidatif stres, hiicrelerde asir1 miktarda serbest radikal oldugunda ortaya cikan bir
durumdur. Viicut, normal metabolik siirecler sirasinda serbest radikaller iiretir. Diyabet,

kanser ve alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklar da dahil olmak {izere bir dizi saglik



durumunun gelisiminde rol oynayabilir. Viicudumuz antioksidanlari serbest radikallere
karst koymak igin iretir. Bir kisinin diyeti onemli bir antioksidan kaynagidir. Belirli
yasam tarz1 ve diyet degisiklikleri yapmak, oksidatif stresi azaltmaya yardimci olabilir.
Bu tarz bir diyet, meyve ve sebzeler agisindan zengin ve dengeli yemegi, viicut agirligini
korumayi, diizenli egzersiz yapmayi igerebilir (Finaud, Lac, Filaire, 2006, s.329).
Oksidatif stres hiicre ve doku yikimina neden olabilir. Ancak bu dengesizligin bazi
faydalar1 olabilir. Yapilan ¢alismalarla, oksidatif stresin kanserle miicadeleye yardimci

oldugu gosterilmistir (Finaud ve digerleri, 2006).

Lipitler, proteinler, enzimler, karbohidratlar ve DNA, oksidatif stres tarafindan zarar
gorebilir. DNA zincirleri, otoimmiin hastaliklarin gelisiminin molekiiler temelini
olusturan membran hasar1 nedeniyle rastgele kirilabilir ve birlestirilebilir. Bazi

norodejeneratif hastaliklar, kan-beyin bariyerini buyik 6l¢tide gegebilen antioksidanlar

gerektirir (Pellegrini, Miglio, Del Rio, Salvatore, Serafini, Brighenti, 2009).

Antioksidanlar, elektron vererek serbest radikalleri notralize eden veya uzaklastiran
maddelerdir. Antioksidanlarim notralize edici etkisi, vicudun oksidatif stresten
korunmasma yardimecr olur. ROS eliminasyonunda endojen antioksidan enzimler,
glutatyon peroksidaz (GSH-Px), slperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve bazi
vitaminler (A, C ve E vitaminleri) ile antioksidan 6zellikli dnciller (benzoik asit, gallik
asit, vanilik asit) ve antioksidanlar (likopen, resveratrol) kullanilir (Pellegrini ve digerleri
2009). Bu molekiiller viicutta oksidatif stres yoluyla yaygin hale gelen serbest radikallerin
zararli etkilerini azaltirlar. Boylece, hiicrelerin hasardan korunmasina yardime1
olabilirler. Dogal olarak olusan antioksidanlar, cesitli meyvelerde sebzelerde ve
kuruyemislerde bulunmaktadir. Oksidatif stres, hiicreler ve dokularda ROS (retimi ve
birikimi ile biyolojik sistemlerin bu reaktif {iriinleri detoksifiye etme yetenegi arasindaki

dengesizligin neden oldugu bir olgudur (Storz ve Imlayt, 1999, s.190).

Bu calismada, siganlarda toluen maruziyetinin neden oldugu oksidatif stres Uzerine,
resveratroliin koruyucu ozelliginin olup olmadigi, lipid peroksidasyon urunlerinden
malondialdehit (MDA) ve antioksidanlardan biri olan glutatyon (GSH) seviyeleri

Olctilerek arastirilmstir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Tollen

Tollen, 6ncelikle tolu agacinda, petrol veya petrokimya islemlerinden elde edilen dogal
bir maddedir. TolUen, renksiz, tiner gibi kokan bir sividir (Cohr ve Stokholm, 1979, 5.73).
Yogunlugu sudan az oldugu icin (0,867 g/ml) suda ¢6ziinmez. Benzin, yapistiricilar ve
boya tiriinlerinde yaygin olarak bulunan bir bilesiktir. Tollen tipik olarak diger solventler

ve boya pigmentleri gibi kimyasallarla karisim halinde kullanilir (Benignus, 1981).
2.1.1. TolUenin kimyasal yapisi ve 0zellikleri
Aromatik hidrokarbon olan tolien (CgHsCH3) fenil halkasina bagli bir metil grubundan

olusur (Sekil 2.1). Etanol, benzen, dietil eter, aseton, kloroform gibi bir¢ok madde i¢inde

cozunebilir. Toltenin genel 6zellikleri gizelge 2.1 gosterilmistir;

CHs;

Sekil 2.1 Tollenin kimyasal yapisi:
(https://www.chemservice.com/toluene-n-13580-1g.html, 2021).


https://www.chemservice.com/toluene-n-13580-1g.html

2.1.2. Kullanim Alanlar

Tollen, endustriyel bir ham maddedir. Boyalar, yapistiricilar basta olmak Uzere bircok
ticari Urtiniin imalatinda ¢oziicli olarak yaygin kullanilmaktadir. Franck ve Stadelhofer
(1988)’in tollien’in kullanim seklini iki baslik altinda degerlendirmistir:

a) Diger kimyasallarin 6n maddesi olarak tollen.

b) Coziic olarak tolien.

Cizelge 2.1: Toliien’in kimyasal ve fiziksel 6zellikleri

Kimyasal ad1 Tollen
Sinonim Metilbenzen, Toluol, Fenilmetan
CAS numarasi 108-88-3

Kimyasal formil CeHsCH3
Molekiiler agirhigi | 92.141 g/mol

Yogunlugu 0,867 g/Ml

Erime noktasi —95°C

Kaynama noktasi 111 °C

Parlama noktasi 4°C

Renk Renksiz

Fiziksel durum Sivi

Cozundrluk Suda cozliinmez. Alkol, kloroform, eter, aseton, karbon distilfid

gibi organik ¢ozuculerde ¢cozindr.

Ozokwelu (2014) bir arastirmasinda tollien’in kullanim alanlar1 ve faydalarini su sekilde

acgiklamaktadir:

Endiistrivel Kullamimlar: Tollen, diger maddelerin kurumasina, ¢oziilmesine ve

inceltilmesine yardimci olabildiginden tipik olarak boya, kauguk, cila ve yapistirici

uretiminde kullanilmaktadir.

Kisisel Bakim iiriinleri: Tollien, recineler ve plastiklestiriciler gibi diger maddelerin

¢cozlilmesine yardimci olma o6zelliginden dolay1r oje ¢ikaricilarda bir bilesen olarak
kullanilmaktadir. Ayrica ojelerin, sertlestiricilerin ve cilalarin sorunsuz bir sekilde

uygulanmasini saglamak igin tirnak iiriinlerinin formiilasyonunda da kullanilmaktadir.



Toplu tasima: Tollen, yaris arabalarinda ve diger otomobillerde kullanilan yakitin oktan
oranlarini iyilestirmek i¢in kullanilabilen bir benzin katki maddesidir. Oktan sayisi veya
derecesi ne kadar yliksek olursa, yakitin yanma sirasinda vuruntuya veya ¢arpmaya karsi
direnci o kadar yiksek olur. Tollen, yogun olmasi ve birim hacim basina 6nemli miktarda
enerji icermesi nedeniyle bu uygulamalarda kullanilmakta ve bu da araglarin gii¢

uretimini artirmaktadir (Ozokwelu, 2014).

Son olarak tolien’in kullanim alanlarindaki etkileri ve toksikoloji arastirmasi su sekilde

aciklanmaktadir (Newman ve Reynolds, 2005, s.7):
v" Tollien gozleri tahris eder. Cok fazla maruziyet gozler icin toksik olabilir.
v' Potansiyel bir kanserojen ajandir.

v Diisiik ya da orta diizeylerde solunmasi igitme kaybi, yorgunluk, mide bulantisi,
halsizlik, istahsizlik, sarhos tip hareketler, kafa karisikligi, hafiza kaybi ve renk gérme

kaybina neden olabilir.

v’ Maruziyet engellendiginde bu semptomlarin bazilar1 genellikle ortadan kalkar. Kisa
slirede yiksek diizeyde tollien solumak; bulanti, sersemlik, biling kayb1 veya uyku hali

ve hatta 6lime neden olabilir.
v" Tolilien benzene gore ¢ok daha az toksiktir, bu nedenle yaygin olarak kullanilir.

v" Tollien, muhtemelen dissosiyatif ve o6forik etkileri nedeniyle eglence amagl bir

inhalan "koklama" olarak da kullanilmaktadir (Newman ve Reynolds, 2005).

2.1.3. Absorbsiyonu, Dagilimi, Metabolizmasi ve Atilimi

Absorbsiyonu

Toliien, soluma ve yutma sonrasinda hizla, deriden ise yavas¢a emilir. Oldukca ucucu
oldugundan toltenin ana emilim yolunun solunum sistemi oldugu belirtilmistir (Soares,
Charéo, Jacques, Dos Santos, Luchese, Pinton, Avila, 2020). Tollenin inhalasyonunda
%40-60 kadar1 absorbe edilir. Soluma yoluyla maruz kalma sistemik etkilere neden

olabilir. Toliienin oral emilimine yonelik ¢alismalar sinirli olsa da yapilan ¢alismalar oral


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Char%C3%A3o+MF&cauthor_id=31662251
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Char%C3%A3o+MF&cauthor_id=31662251
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Jacques+MT&cauthor_id=31662251
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Luchese+C&cauthor_id=31662251
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Pinton+S&cauthor_id=31662251
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%C3%81vila+DS&cauthor_id=31662251

maruziyet sonrasi neredeyse %100 emilim oldugunu gostermektedir (Anonim 2005).
Egzersiz sirasinda tolliene maruz kalan kisilerde alveoler toliien miktari, dinlenme
sirasinda maruz kalanlara gore 1-4 kat daha fazla olmaktadir (Anonim 2014). Tollen

havada 12-24 saat, sivilarda 56 saat, toprakta ise 2—-3 gln araliginda ayrismaktadir.

Dagilim

Tollen, absorbsiyondan sonra hizla dolasim sisteminde dagilim gosterir. Absorbsiyondan
sonraki ilk dakikada yiiksek oranda toliien kan dolagimina girer. Kimyasal yapisi tollieni
yiksek oranda yagda ¢Oziiniir hale getirdigi icin kan-beyin bariyerini kolayca
gecmektedir. Insan ve hayvanlarda yapilan inhalasyon ¢alismalarinda, yag dokusu, kemik
iligi, bobrekler, karaciger, beyin ve kanda yiiksek toliien derisimi goriilmiistlr (Gotohda,
Nishimura ve Morita 2009, s. 507).

Metabolizmasi

Tollen, biiyiik bir kism1 karacigerde olmak (zere hizlica metabolize edilir (Slooff ve
Blokzijl 1988). ilk adim, tolGenin sitokrom p-450 (CYP) enzim ailesi tarafindan yan
zincir oksidasyonu ile benzil alkol olusumudur. Benzil alkol, alkol dehidrojenaz ve
aldehit dehidrojenaz enzimleri ile ileri oksidasyonlarla benzaldehit ve benzoik aside
doniistir. Tollenin %60-70 kadart hippurik asit ve benzoik aside metabolize edilerek
bobreklerden atilir. Glisin ile benzoik asidin konjugasyonuyla olusan hippiirik asit
toluenin idrarda tespit edilebilen ana metabolitidir. Benzoik asit ve glukuronik asit
tepkimesiyle olusan benzoil glukuronid, absorblanan toliienin %10-20’si kadardir.
Toliienin kii¢lik bir miktar1 (%1°den az miktar) ise halka hidroksilasyonu ile o-, m- ve p-
kresol formlarina doniiserek idrarla atilir (Toftgard ve Gustafsson 1980, s. 7). Toluen

metabolizmasi sekil 2.2 de gosterilmisdir.

Atilimi

Havayla alinan toliienin %25-40’1 hicbir degisikliye ugramadan akcigerler tarafindan

elimine edilir. Metabolize edilen toltenin %60-70 kadar1 hippdrik asit formunda, kiguk



bir kism1 benzoil glukuronid (%20), o-, m-, p- krezol (%1'den az), sulfat ve glukuronid
konjugatlar1 formunda idrarla atilir. Yagda yiiksek oranda ¢dziilebildiginden absorbe
edilen toltenin az bir kism1 yag dokusunda toplanir. Kisa siireli ve basit maruziyetlerde
24 saat icerisinde tolien tamamen viicuttan atilir.

cHO
CONHCHCOOH

benzaldehit -
/ \ ghsy' hippiirik asit

CHLOH coOOoH
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’
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Sekil 2.2. Tollien metabolizmasi (Anonim,1986).

2.1.4. Toluen maruziyeti ve insan saghgina etkileri

Tollen maruziyeti

Akut ve kronik toluen kaynakli ensefalopati vakalarinin sayisi oldukca fazladir. Kazara
veya kasitl inhalasyon ortaminda meydana gelmektedir (Song, Chen, Luo, Sun 2020).
Aslinda, tollen igeren maddelerin akut sarhos edici etkileri, yaygin olarak bulunmalart,
bu maddeyi Amerika Birlesik Devletleri'ndeki (ABD) en tehlikeli nérotoksinlerden biri

haline getirmektedir. Sarhos edici etkileri nedeniyle tutkal, benzin ve boyalarin eglence



amagli kullanim1 muhtemelen birgok kisi tarafindan hafife alinmaktadir (Hariz, Del Rio
Sanz, Mercier, Valentin, Dietrich ve digerleri. 2017, s. 268). Bu kapsamda toliliene maruz
kalmak 6nemli bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Tolliien metabolizmasinda CYP
enzim ailesi tarafindan oksidasyon gerceklesir. Bu sirada ROS olusur ve oksidatif stres
meydana gelir. Tollien gibi organik ¢ézgenler, olusan bu ROS’lar nedeniyle hiicreler
Uzerinde toksik etki olustururlar (Mattia, LeBel, Bondy 1991, s. 880). Olusan serbest
radikaller elektronlarini eslestirmek i¢in hiicre zarlarina, protein ve DNA yapilarina hasar
verir. Belirtilen dogrultuda Amerikan Devlet Endiistriyel Hijyenistleri Konferansi
(ACGIH), toliiene maruz kalma riski tasiyan isgiler i¢in maruziyet endeksleri

olusturmustur (Greenberg, 1997).

Insan saghg iizerine toksik etkileri

Akut tollien toksisitesi merkezi sinir sistemi etkileri (bas agrisi, bag donmesi, ataksi,
uyusukluk, ofori, haliisinasyonlar, titreme, ndbetler), ventrikuler aritmiler, kimyasal
pnoémoni, solunum depresyonu ve elektrolit dengesizlikleri koordinasyonsuzluk, kafa
karisiklig1 hafiza kaybi, uygunsuz davranis, duygu durum dalgalanmalar1 ve nistagmus
yaygin olarak goriiliir. Tollen’e yiksek dozlarda maruz kalma; bireylerde biling kaybi,
koma ve 6lim gibi beklenmedik durumlar meydana getirebilir. TolGenin akut merkezi
sinir sistemine etkileri, maruziyetin kesilmesinden sonra hizla geri doner. Bununla
birlikte, tekrarlanan maruziyetler; motor koordinasyon bozuklugu ve biligsel eksikliklerin
kronik semptomlarina yol agabilir. Maruziyetin tamamen kesilmesinden sonra bu
semptomlarin tersine donmesinin yavas olmasi, aylar hatta yillar stirmesi beklenen bir

durum olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Tsuruta, 1996, s. 372).

Yutuldugunda veya solundugunda sistemik toksisiteye neden olabilir. Yogun sekilde
toliien buharina maruz kalma, solunum yollarinin mukoza zarlarini tahris edebilir,
akcigerlerde sivi birikmesi ve solunum durmasi meydana getirebilir (Filley, Halliday,
Kleinschmidt-Demasters. 2004). Ozellikle toliienin ¢dziicii olarak kullanildig: ortamlarda
calisan iscilerde norotoksik etkiler gozlenmektedir (Kobald, Wascher, Blaszkewicz,
Golka, Thriel. 2015, s. 52).



Yapilan bir ¢aligmada, toluene maruz kalan sican karaciger dokusunda bulunan
antioksidan oOzelliklere sahip ghrelin hormonunun azaldigi tespit edildimistir (Tas,
Ogetiirk, Meydan, Sapmaz, Dabak ve digerleri 2009). Bir baska ¢alismada ise tiner
inhalasyonunun karaciger tizerindeki etkileri histopatolojik olarak incelenmis ve toksik

hepatit bulgular gdzlenmistir (Toros, Yasar, Ozel, Kilig. 2013, s. 98).

Tollen, nikotinik asetilkolin reseptorleri (NAChR'ler) ve N-metil-D-aspartat (NMDA),
glutamat dahil olmak iizere uyarici iyon kanallarimi inhibe eder. Glisin, gama-
aminobiitirik asit reseptorii tip A ve serotonin reseptdrleri gibi inhibitor iyon kanallarinin
islevini gliglendirir. Ayrica tolien, voltaj kapili kalsiyum kanallarin1 ve ATP kapili iyon

kanallarini bozar (Newman ve Reynolds. 2005, s. 7).

Metabolik etkileri incelendiginde; yiiksek diizeyde maruziyetten sonra tolUen, asit-baz
dengesizligine neden olmaktadir. Toliieni ktii niyetle kullananlarda elektrolit ve asit-baz
bozukluklar1 renal tiibiiler asidoz, potasyum eksikligi ve fosfat eksikligi goriilmistiir

(Fischman ve Oster, 1979).

Toliienin bazi doku ve organlar iizerindeki etkileri.

Cilt: Siv1 toliien, cilt ile uzun siireli veya tekrarlanan temastan sonra tahrise ve yag
kaybina neden olabilir. Kizariklik ve kabarciklar olusabilir. Nispeten genis yiizey alani
ve diistik agirlik oran1 nedeniyle, cocuklar cilt yoluyla emilen toksik maddelere kars1 daha

hassastir.

Karaciger: Yapilan ¢esitli arastirmalar sonucunda tollien’in solvent bagimlilarinda

karacigerde hiicre hasari meydana getirdigi goriilmiistir.

GO0z: Toluen buharindan kaynaklanan goz tahrisi, yaklagik 300ppm derisimlerde
baslamaktadir. Inflamasyon genellikle hafiftir. Tolien goze sigradiginda yanma hissi,

blefarospazm, konjuktivit ve keratinite neden olabilir.



Gastrointestinal: Yutulmasi halinde tollien mideyi tahrig ederek bulanti, kusma ve ishale

neden olabilir.

Kronik Maruz Kalma: 200ppm'den daha az kronik tolien maruziyeti bas agrisi,
yorgunluk ve mide bulantist ile iligskilendirilmistir. 200 ile 500ppm dozlara maruz kalan
isciler, koordinasyon kaybi, hafiza kayb1 ve istahsizlik gibi sorunlar bildirmislerdir.
Isyerinde kronik maruziyetten sonra bazi iscilerde optik sinirlerde geri déniisiimlii
bozukluklar gelismistir. Kronik tolien bagimlilarinda kas bozukluklari, kardiyovaskiiler
etkiler ve ani 6liim meydana gelmistir. Kronik maruziyet, potansiyel olarak daha uzun

gecikme sureleri nedeniyle ¢cocuklar igin daha ciddi olabilir.

Kanserojenlik: Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajanst ve ¢evre koruma kurumu
(EPA) tolienin insanlar igin kanserojenligine goére smiflandirilamaz oldugunu

belirlemisgtir.

Ureme ve Gelisimsel Etkiler: Tollenin insan tremesine yonelik bir tehlike oldugu

dogrulanmamustir. Tollenin plasentaya ve anne siitiine gectigi bilinmektedir.

Kardiyovaskuler Sistemdeki Etkileri: Yuksek dozlarda toluen kardiyak anormalliklere
neden olabilir. Tollen, kalp ritmini potansiyel olarak bozarak, epinefrinin etkilerine kars1
kalbin esigini diisiirebilir. Solvent bagimlilarinda, genellikle yogun fiziksel aktiviteden

hemen sonra, kalp durmasina yol agan diizensiz kalp ritimleri tanimlanmistir

Bobrek tzerinde etkisi: Yogun inhalasyondan sonra idrarda kan ve protein gorulebilir.
Bu etkiler, maruz kalma sonlandirilirsa genellikle ortadan kalkmaktadir (Donald, Hooper,
Hopenhayn-Rich 1991, s. 242).

2.1.5. Kotuye Kullanimi

Ugucu maddelerin kotiiye kullanilmasi lilkemiz gencligi icin ciddi bir sorun tegkil

etmektedir. Ucucu maddeler ucuz ve yasaldir; evlerden, ofislerden, stipermarketlerden ve

hirdavatgilardan kolayca temin edilebilmeleri nedeniyle genclerin ilgisini ¢eker. Ucucu
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maddelerin kullanimi1 ayni zamanda cesitli yasa dis1 uyusturucularin kullanimiyla da
iligkilendirilmistir. Bunlar, organ sistemi islevinde ciddi kayiplara ve hatta ani 6liime

neden olabilir. Ugucularda bulunan ana bilesik toliendir.

Ucucu madde kottye kullanimi genellikle "¢6ziicti kotiiye kullanimi” olarak adlandirilan
olgunun daha resmi versiyonu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ugucu maddeler terimi,
solunabilen bir buhar olusturmak {iizere oda sicakliginda buharlasan gazlar1 veya
kimyasallar1 ifade etmektedir. Tollen, n-heksan, metil butil keton, trikloroetilen,
trikloroetan, diklorometan, benzin, propan-biitan gibi birgok ugucu madde vardir. Tollen
koétiiye kullanilan ugucu maddeler arasinda 6nemli yer almaktadir (Flanagan, Streete,

Ramsey 1991, s. 103).

Ucucu maddeler sinir sistemi depresanlaridir. Beynin ve merkezi sinir sisteminin
aktivitesini yavaslatirlar, fiziksel, zihinsel ve duygusal tepkileri etkilerler. Solundugunda,
ucucu maddeler akcigerlerden kan dolagimina emilir. Viicut yaginda ¢oziiniirler ve bu
nedenle beyine ve diger organlara hizla gegerler. Ugucu maddenin kullanildiktan sonraki
etkisi genellikle birkag¢ dakika siirmekte ve hallisinasyonlara neden olmaktadir. Bir diger
etkisi olan sarhos edici etki 30-40 dakikaya kadar devam edebilir (Kurtzman, Otsuka,
Wahl. 2001, s. 173).

Toluen dahil olmak iizere kotiiye kullanilan inhalanlarin molekiiler ve hiicresel hedefleri,
cesitli in vitro ve in vivo formiilasyonlar kullanilarak arastirilmistir. Bu ¢calismalarin ¢ogu,
toluenin ndronal uyarilabilirligi diizenlemede kilit rol oynayan iyon kanallar iizerindeki
etkilerini belirlemeye odaklanmig, hem voltaj kapili hem de ligand kapili iyon
kanallarinin, tollen derisimlerinden etkilendigini gostermistir. Ayrica bu ¢alismalar
toliien ve diger inhale ¢Oziictilerin basit kimyasal yapilarina ragmen sasirtici segiciligini
gostermektedir. Ornegin, toliienin, iyonotropik glutamat reseptoriiniin yakindan iliskili o-
amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonik asit (AMPA) izoformu Uzerinde ¢ok az
etkiye sahipken, glutamatla aktive olan iyon kanallarinin N-metil-D-aspartat (NMDA)
izoformunu 6nemli Olglde inhibe ettigi gosterilmistir. Tolienin bu 6zelligi ve kolay

ulagilabilir olmasi, ister toliienin isterse de toliien bazli inhale c¢oziiciilerin kotiiye

11



kullanimda neden fazlaca tercih edildigini agiklamaktadir (Balya, Tu, Carpenter-Hyland,
Chandler ve Woodward 2005).

2.2. Oksidatif Stres, ROS ve Antioksidan Enzimler

Oksidatif Stres

Oksidatif stres, viicuttaki serbest radikaller ve antioksidanlar arasindaki bir dengesizliktir.
Serbest radikaller, esit olmayan sayida elektrona sahip oksijen igeren molekdllerdir.
Serbest radikaller, diger molekiillerle ¢ok kolay tepkimeye girdikleri i¢in Vvicutta
kimyasal tepkimelere neden olabilir. Bu tepkimelere oksidasyon denmektedir. Bu
tepkimeler yararli veya zararl olabilir. Oksidatif stresi insan viicudu i¢in zararli olarak
tanimlama egiliminde olsak da, kanser gibi klinik durumlar1 belirli bir derecede klinik

basari ile tedavi etmek i¢in terapotik bir yaklagim olarak da kullanilmaktadir.

Oksidasyon, viicutta gergeklesen normal ve gerekli bir siire¢ olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Diizglin calistiginda, serbest radikaller patojenlerle savasmaya yardimeci

olabilir. Patojenler ise enfeksiyonlara yol agmaktadir (Sies, Berndt, Jones 2017).

Serbest radikaller ve antioksidanlar viicudun dogal ve saglikli islevlerinin bir
parcasiyken, serbest radikaller ve antioksidanlar dengede olmadiginda oksidatif stres
olusur. Oksidatif stres ¢ogu dokuya zarar vererek zamanla bir¢ok hastaliga yol agar.
Viicudun dogal bagisiklik tepkisi de gegici olarak oksidatif stresi tetikleyebilir. Bu tir
oksidatif stres, bagisiklik sistemi enfeksiyonla savastiktan veya hasar1 onardiktan sonra
kaybolan, hafif iltihaplanmaya neden olabilir. Kontrolsiiz oksidatif stres, yaslanma
slirecini hizlandirir ve insan sagliginda gesitli olumsuz kosullarin gelisimini tetikleyebilir

(Newsholme, Cruzat, Keane, Carlessi, De Bittencourt, 2016).

ROS’lar, biyofilmlerdeki ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PAYA) oksidasyonuna neden
olarak lipid peroksidasyonunu tetikler (Gupta, Shah, Patel, Chaudhary, jhu ve digerleri
2014). ROS’lar arasinda en reaktif radikal, Fenton veya Haber-Weiss tepkimesi ile olusan

*OH’dir. Hidrojen atomu sadece bir elektron igerdiginden, bir elektronun metilen
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grubundan ayrilmasi nedeniyle karbon {iizerinde eslesmemis bir elektron kalir. Yag
asitlerindeki ¢ift baglar, bitisik karbonlar ve hidrojenler arasindaki bagi (C-H) zayiflattig
icin hidrojen giderimi daha kolay hale gelir (Gutteridge. 1995). Bu nedenle, hiicre zar1
lipidlerin PAYA zincirleri peroksidasyona daha yatkindir. Hidrojen kaybeden yag
asitleri, konjuge dien yapilar1 olusturmak i¢in molekiiler diizenlemeye tabii tutulur.
Olusan konjuge dien yapist oksijen ile birlesir ve lipid peroksit radikaline (LOO-*)
doniistir. Bu peroksit radikalleri, hidrojeni diger yag asitlerinden uzaklastirarak zincir
peroksidasyon tepkimelerini baslatir (Girotti. 1998). Lipit peroksidasyon tepkimeleri
sonucunda olusan lipit peroksitleri sekonder veya MDA, 4-Hidroksinonenal (HNE) ve

hegzenal isimli aldehitlere doniisiir (Sekil 2.3).

HQ
RH —<—5 R* Karbon merkezli
Doymamis yag asiti radikal
(PUFA) §

Konjugedienler

~O:

v
ROO"* lLipidperoksil radikali

v
ROOH Llipidhidroperoksit

Hegzenal « s > 4-Hidroksinonenal (HNE)

Malondialdehit
(MDA)

Sekil 2.3: Reaktif oksijen tiirlerine bagli olusan lipit peroksidasyon Urtnleri (Kanner,
German, Kinsella, 1987; Esterbauer, Schaur, Zollner, 1991).

Ortama zincir kirici bir antioksidan eklenene kadar (6rn, Vit. E), membranlarda meydana
gelen zincirleme peroksidasyon tepkimeleri devam eder. Antioksidan eksikliginde
peroksit radikalleri birbirleri ile ¢apraz kovalent bag olusturarak membran yapisini bozar.
Membran akigkanhiginin  bozulmasi, membranin H* ve diger iyonlara karsi
gecirgenliginin artmasina neden olur. ileri dereceli lipid peroksidasyonu, hiicre zarlarmin

yirtilmasina ve hiicresel igerigin dagilmasina, hiicre hasarma veya hicre 6limune yol
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acabilir (Catala. 2006). Lipit peroksidasyonu sonucu olusan lipit hidroperoksitleri ve
aldehitler tiyobarbitlrik asit (TBARS) olarak isimlendirilmis ve MDA esdegeri olarak
dokuda ve kanda spektrofotometrik ve florometrik metotlarla élgtlebilirler (Esterbauer,
Cheeseman. 1990, s. 419; Pryor.1989, s. 178).

Reaktif oksijen turleri (ROS)

Oksijen, atmosferde O, (dioksijen) seklinde bulunur. Oksijenin viicudumuza girdikden
sonra az bir kismi1 basta mitokondri olmak tizere hiicresel kompartimanlarda indirgenerek
ROS’a doniisiir. Baslica ROS tirleri O3, *OH ve H,0,’dir. Bunlardan ilk ikisi serbest

radikal, H20- ise pro-oksidan’dir (Navarro ve Boveris. 2004).

ROS, aerobik metabolizmanin yan iriinleridir. ROS, hepsi farkli biyolojik hedeflere
reaktivite kazandiran dogal kimyasal Ozelliklere sahip olan O, H,0, ve <OH
icermektedir (Apel ve Hirt. 2004). ROS genellikle oksidatif stres ilkesi ile iliskilidir. Bu
da ROS'un lipidlere, proteinlere ve DNA'ya zarar vererek patolojiyi etkiledigini
gostermektedir. Bununla birlikte, son yirmi yilda, ROS'un biyolojik ve fizyolojik
stiregleri diizenlemek i¢in sinyal molekiilleri olarak da hizmet ettigi ortaya ¢ikmistir (Noh

ve Ha. 2011).

Cevresel stresorler yani UV, iyonlastirici radyasyonlar, kirleticiler ve agir metaller ve
ksenobiyotikler yani antiblastik ilaglar ROS dretimini blyuk Ol¢iide artirmaya katkida
bulunur. Nefes alma, yiyecekleri sindirme, alkol ve ilaglar1i metabolize etme, yaglari
enerjiye c¢evirme gibi birgok dogal siireg, serbest radikaller Gretir. Vicudumuzdaki
antioksidanlar, olusan serbest radikalleri nétrolize ederler. Bu denge bozuldugunda,
serbest radikaller vicutta zincirleme tepkimelere neden olur. Meydana gelecek lipit
peroksidasyonu hiicre membranin1 bozar ve enzimlerin etkisini bloke ederek, hicresel

stireclerin diizgiin calismasini engelleyebilir (Kurutas. 2015, s. 2).
Protein hasar1; bolgeye 6zgii amino asit modifikasyonu, peptit zinciri pargcalanmasi,

capraz bagl tepkime iiriinleri toplanmasi, elektrik yiikii degisimi, enzimatik inaktivasyon

ve proteoliz duyarliligini igerir (Ayala, Munoz, Arguelles, 2014).
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Antioksidanlar

Biyolojik sistemlerde, ROS'un hiicresel yapilara zarar vermesini dnleyen, antioksidanlar
ad1 verilen bir savunma mekanizmasi vardir. Bu savunma mekanizmalari igsel ve digsal
olmak iizere iki kategoriye ayrilir (Gupta ve digerleri 2014). Antioksidanlarin etki
mekanizmalarindan bazilarini su sekilde siralayabiliriz:

a) Bulunduklar1 yerde ortamdan oksijeni uzaklastirir veya derisimini azaltirlar.

b) Katalitik metal iyonlarini ortamdan uzaklagtirirlar.

c) 03, veya H,0, gibi temel ROS’u zayif molekiillere doniistiiriirler veya ortamdan
uzaklagtirirlar.

d) Serbest radikal hasarina yol acan zincirleme tepkimeleri dnlerler.

e) Serbest radikallerin verdigi zararlar1 onarici etkiye sahiptirler.

2.3. Resveratrol

Resveratrol (3,4°,5 trihidroksistilben), bir antioksidan gibi davrandigindan UV 1s18ina
maruz kaldiginda, bitki biitiinliigli bozuldugunda, enfeksiyon riski olustugunda asma,
cam ve baklagiller basta olmak {izere 72 farkli bitki tiirii tarafindan dogal olarak tiretilen
ve iki fenol halkasimnin bir etilen kprusu ile baglanmasi sonucu olusan polifenolik bir
fitoaleksindir (Soleas, Tomlinson, Diamandis, Goldberg. 1997; Fremont, 2000, s. 668).
Bu bag resveratrollin cis- ya da trans- izomerik formda olmasini belirleyen faktordiir.
Resveratrol de dahil olmak iizere polifenoller, genelde glikozit yapidadir. Bu nedenle
resveratrol, 3-O-beta glikozit olarak da bilinir (Sekil 2.4) (Baur ve Sinclair, 2006; Delmas,

Aires, Limagne, Dutartre, Mazué, ve digerleri, 2011).
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HO

bt
L
OH

cis-resveratrol

trans-resveratrol
(3,5,4'-trihydroxy-trans-stilbene)

Glu-O

trans-resveratrol-3-O-f-glucoside cis-resveratrol-3-O-f3-glucoside
(rrans-piceid) (cis-piceid)

Sekil 2.4. Resveratroliin kimyasal yapisi: trans- ve cis- izomerler (Alkan, 2007.)

Cizelge 2.2. Resveratroliin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri

Kimyasal ad1 Resveratrol

Sinonim 3,4',5-trihydroxy-trans-stilbene

CAS numarasi 108-88-3

Kimyasal formdl C14H1203

Molekiiler agirlig 228.25 g/mol

Renk Hafif grimsi beyaz

Cozundrluk Dimetil sulfoksit (DMSO), etanol ve aseton gibi c¢ozilicilerde
kolaylikla ¢oziiliir

Fiziksel durum Kati-toz

UV absorbans degeri | Trans- i¢cin [UV_max (EtOH) nm (€) 308 (30000)]
Cis- i¢in [UV_max (EtOH) nm (&) 288 (12600)]

Bitkisel antibiyotikler olarak da bilinen fitoaleksinler bitkiler tarafindan enfeksiyonlara
ve patojenik mikroorganizmalara karsi tiretilen etkili maddelerdir. Stilben fitoaleksinlerin
en aktif {iyesi resveratroldiir (Hocaoglu 2018). Ozellikle Gziimlerde Botrytis cinerea
enfeksiyonu, yaprak epidermisinde ve iiziim kabuklarinda resveratroliin 6zel sentezine
yol agar. Bu bilesik ¢ogunlukla iizim ve meyvelerin kabuklari ve tohumlarinda
yogunlasma egilimindedir. Kirmizi1 sarap {iretimi sirasinda iiziim kabuklar1 ve

tohumlaryla birlikte fermente edilmediginden, Gnemli miktarda resveratrol olusmaktadir.
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Antioksidan 6zellige sahip olan resveratrollin gucli bir serbest radikal temizleyici oldugu
bilinmektedir (Mc Gill, Du, Weemhoff, ve Jaeschke, 2015). Resveratrol, O3, *OH, H,0,
ONOO™ gibi cesitli oksidanlar1 dogrudan uzaklastirabildigi gosterilmistir. ilave olarak,
anti-inflamatuar, antikanserojenik, kardiyoprotektif, vazorelaksan, fitodstrojenik ve
noroprotektif gibi diger biyoaktif etkiler de rapor edilmistir (Xia, Daiber, Forstermann ve
Li, 2017).

2.3.1. Resveratroliin Koruyucu Etkisi

Bu polifenoliin biyolojik etkilerinin ¢ogu, antioksidan &zelliklerine atfedilmistir. Bu
kapsamda resveratrol ¢esitli alanlarla etkilesim halinde olmakta ve farkli koruyucu
oOzellikler gostermektedir. Resveratrol bir¢ok biyolojik dzellige sahiptir, ancak en iyi tarif
edilen ozelligi, gliglii bir antioksidan olarak hareket etme kapasitesidir. Resveratrolin
antioksidan aktivitesi, nikleer yapidaki fonksiyonel gruplarin diizenlenmesine baglidir.
Hidroksil gruplarimin konfigiirasyonunu, toplam sayisini, radikal temizleme ve metal
iyonu selasyon kapasitesi gibi ¢esitli antioksidan aktivite mekanizmalarini 6nemli dlciide

etkiler. Sekil 2.5’de resveratroliin antioksidan aktivitesi gosterilmistir.

Oksidatif Uyar:

RH (PUFA)
rd
Resveratrol | -3 gt adioes ( ) ©.
- [ oy
| { Resveratvol OH- \..1 FesiCu™ |~
+ + = o~ -

- Fez /Cu* = Ty
NO O - R FeT It . EaTTICy

— .

ooNOT

Tt Resveratro: |
o,
Resveratrol /,,-" ROO" /)
= - J
/
- ROO™ —_

R /‘:*l P it
|
R « ROOH

- RO~ —
; (=)~
{ Resveratrol | — =

Y 1 =
ayilma ;s Konjuge Dienler

L

Sonlanma

Sekil 2.5. Resveratroliin antioksidan aktivite mekanizmasi (Hocaoglu, 2018).
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Kardiyovaskdler hastaliklarin gelisimini 6nlemede yiksek potansiyele sahip olduguna
inanilan dogal bilesiklerden birisidir. Artan c¢alismalar, resveratroliin insan sagliginda
potansiyel bir terapotik rol oynayabilecek antioksidan, anti-inflamatuar, anti-aging, anti-
diyabetik ve apoptotik 6zelliklere sahip oldugunu gostermektedir. Laboratuvar ve klinik
calismalar, resveratroliin c¢esitli yaralanmalara karst doku ve organ korumasi
tiretebilecegini gostermistir. Bireyde meydana gelen yaslanma ile resveratroliin iligkisi
incelendiginde; resveratroliin yaslanma karsit1 bir 6zellik gosterdigi de bulgulanmustir

(Hocaoglu, 2018).
2.4. Malondialdehit (MDA)

MDA (C3H,0,), viicuttaki oksidatif stresin énemli bir belirtecidir. Ozellikle membran
lipidlerinin oksidatif hasarlarinin belirlenmesinde 6nemlidir. MDA, hicre ici coklu
doymamis yag asidi peroksidasyonunun son iriinlerinden biridir. Serbest radikallerdeki
artis, MDA'nin asir1 iiretimine yol agabilir. MDA, kanda ve idrarda yogun bir sekilde
gorulmektedir. MDA seviyeleri, kanser hastalarinda oksidatif stres ve antioksidan
durumun belirteci olarak kabul edilmektedir (Gawel, Wardas, Niedworok, Wardas,

2004). MDA ’nin kimyasal formilu sekil 2.6 gosterilmistir.

i i i
HO—CH—/CH—C—H > H—C—CH,—C—H

Sekil 2.6. MDA ’nin kimyasal yapis1 (C3H,0,) (IARC, 1985).

Lipid peroksidasyonu, hayvanlarda ve bitkilerde iyi tanimlanmig h{cresel hasar
mekanizmasidir. Lipid peroksitler, lipit peroksidasyonunun dogal iki {irlinii olan MDA ve
4-HNE gibi daha karmasik ve reaktif bilesikler olusturmak {izere ayrisan hiicrelerde
oksidatif stresin kararsiz gostergeleridir. Lipidlerin oksidatif modifikasyonu, ¢ok cesitli
pro-oksidan ajanlar tarafindan in vitro olarak indiiklenebilir ve yaglanma sirasinda belirli
hastalik kosullarinda meydana gelebilir. Lipid peroksidasyonunun son Urtnlerini 6lgmek,
oksidatif hasar i¢in en yaygin olarak kabul edilen analizlerden biridir. MDA veya HNE

tarafindan proteinlerin modifikasyonlari, oksitlenmis proteinlerin hem yapisal hem de
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fonksiyonel degisikliklerine neden olabilir seklinde ifade edilmektedir (Goneng, Ozkan,
Torun. 2001).

2.5. Glutatyon (GSH)

Glutatyon (GSH) C;,H;,0¢N3S formiline sahip, gama glutamik asit, sistein ve glisinden
olusan bir tripeptitdir (Sekil 2.7).

v-Glu Cys Gly

HooT o
1
C N, C
HN 7 \/\ﬁ N
O CH,
SH

Sekil 2.7. GSH’1n kimyasal yapist: C10H170eN3S FW; 307 (Hopkins. 1929).

GSH vicuttaki birgok hicrenin fonksiyonel proteinlerini oksidatif maddelerden koruyan
bir molekuldur (Champe ve Harvey 1997). Karaciger tarafindan tiretilir ve birgok viicut
isleminde yer alir. GSH, doku olusturma ve onariminda, viicutta ihtiya¢ duyulan
kimyasallarin ve proteinlerin yapiminda ve bagisiklik sistemi islevinde yer almaktadir.
Ayrica insanlar yaglanma, alkol kullanim bozuklugu, karaciger hastaligi, kalp hastalig1 ve

diger birgok durum i¢in GSH alirlar (Meister ve Anderson, 1983).
GSH insan viucudunda antioksidan gorevi gormektedir. Serbest radikallerle miicadelede

onemli bir molekuldiir. Ayrica, viicudun dogal olarak olusturdugu bazi kimyasallarin yani

sira kirleticiler ve ilaglar da dahil olmak Uzere pek ¢ok kimyasal maddeyi detoksifiye
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etmede yardimci olmaktadir. Bireyler yaslandikga viicutlarindaki GSH seviyesi diismekte
ve bu durum da saglig1 olumsuz etkilemektedir (Hayes, Flanagan, Jowsey, 2005).

Yetersiz beslenme, ¢evresel toksinler ve stres gibi ¢esitli faktorler GSH seviyelerinin
azalmasina neden olur. Glutatyon seviyesinin azalmast hiicrelerin serbest radikallere karsi
korunmasini azaltir. Boylece ROS’larin zararli etkileri goriilmeye baslanir. Okside
glutatyon (GSSG) inaktif durumdadir ve hiicrelerde %10 kadardir. %90 kadar1 aktif GSH
halindedir. Aktif seviye %90’1n altina indigi zaman serbest radikaller ortamda artmaya
baslar. GSH seviyesi %70’in altina inerse bagisiklik sisteminde ciddi hasarlar gériilmeye
baglanir (Rushworth ve Megson, 2014, s. 152).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Calismamizda kullandigimiz siganlar, Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Yetistirme ve Arastirma Biriminden alinmistir. Bu ¢alisma, Bursa Uludag
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan alinan 2019/04-03 No’lu etik kurul

karari ile gerceklestirilmistir.

3.1.1. Kimyasal maddeler

- Resveratrol >98% by HPLC

- Toliien, %97 saflikta

- Etanol

- Potasiyum Dihidrojen Fosfat (KH2PO.), Merck
- Sodyum Hidroksit (NaOH), Merck

- Glutatyon 6l¢um Kiti

- Malondialdehit 6l¢tim Kiti

3.1.2. Sarf mazemeleri

- Nitril, pudrasiz, laboratuvar eldiveni

- 2 ml hacimli sentrifuj tipleri, ISOLAB
- 1000 pl’lik pipet uglari, ISOLAB

- 200 pl’lik pipet uglar, ISOLAB

- 96 kuyulu mikroplaka, Elabscience

- 1 mlinsulin enjektord

- 10 ml enjektor

- 5 ml enjektor

3.1.3. Kullanilan cihazlar

- Hassas terazi, Sartorius

- Homojenizatér, Schuett homgenP!s

- Santrifiij, HERMLE Z 326 K sogutmali sentrifiij
- Derin dondurucu, Arcelik

- 10-100ul otomatik pipet, MICROLIT

- 100-1000ul otomatik pipet, ISOLAB
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3.2. YONTEM

3.2.1. Deney Hayvanlari

Deneyde 200-350 gram agirliginda 36 adet eriskin Wistar Albino erkek sigan
kullanilmistir. Hayvanlar yem ve suya serbest sekilde ulasabilir ortamda, oda sicakliginda
(20-24°C) tutularak kontrol ve deney olmak tizere 2 gruba ayrilmistir. Kontrol gruplarini
da kendi aralarinda serum fizyolojik ve etanol olmak Uzere iki gruba ayirdik. Deney
grubuysa toliien ve tolien+resveratrol uygulamasina gére 4 grup olmak tizere kendi

iginde ayrilmistir. Cizelge 3.1 ve 3.2 calismamizdaki gruplari gostermektedir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan siganlarin gruplandirilmasi.

Kontrol Gruplari Deney Gruplar
1.K 2.K 1.D 2.D 3.D 4.D
2 D0 o Dn o R

Cizelge 3.2. Calismamizdaki kontrol ve deney gruplari.

1. Kontrol Grubu (1.K)
2. Kontrol Grubu (2.K)
1. Deney Grubu (1.D)
2. Deney Grubu (2.D)
3. Deney Grubu (3.D)
4. Deney Grubu (4.D)

Serum Fizyolojik

%10 Etanol

Tollen

Tollen + Resveratrol (5 mg)
Tollen + Resveratrol (10 mg)
Tollen + Resveratrol (20 mg)

3.2.2. Toliien maruziyetinin gerceklestirilmesi ve resveratrol uygulamasi

Hayvanlara 6 gun boyunca intraperitonal (i.p) yolla enjeksiyon uygulandi. 1. deney
grubuna 900mg/kg dozunda tolien, 2. deney grubuna ayni dozda toliien ile birlikte
5mg/kg, 3. deney grubuna 10mg/kg, 4.deney grubuna 20mg/kg resveratrol i.p olarak

uygulandi. Resveratrol toz halinde oldugundan %10 etanol igerisinde ¢oziindiirerek
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enjekte edildi. Kontrol gruplarindaysa; 1. kontrol grubuna serum fizyolojik, 2. kontrol
gurubuna %10 etanol enjeksiyonu yapildi.

3.2.3. Doku ve kan orneklerinin toplanmasi

6 gilinlin sonunda siganlar servikal dislokasyon yolu ile élduruldu ve disekte edilerek
akciger dokusu ve kan slratle toplandi. Elde edilen doku 6rnekleri pH=7,4 fosfat
tamponu ¢o6zeltisi ile yikanarak temizlendikten sonra, yas agirliklar1 hassas terazide
tartildi. Toplanan kan 6rnekleri 1000g’de 0-4°C’de, 15 dakika santrifiijlenirken, akciger
dokular1 1/9 (w/v) olacak sekilde soguk tampon ¢ozelti ile buz ile sogutulmus ortamda
3000 devir/dak hizda homojenize edildi. Elde edilen homojenat 10.000g’de 15 dak. 0-4°C

santriftjlendi.

Biitiin islemler Olgimlerde kullanilan kitlerin talimatlarma uygun sekilde yapilarak

ornekler analize hazir hale getirildi ve -80°C’de saklanda.

3.3. Malondialdehit (MDA) 6lgim Kkiti

3.3.1. Deney prensibi

Vicuttaki MDA igeriginin tespiti, hiicrelerdeki lipid peroksidasyon seviyesini
yansitdigindan ayni zamanda hiicresel hasarin seviyesini de yansitmaktadir. Lipid

peroksitin katabolitindeki MDA, tiyobarbitirik asit (TBA) ile tepkimeye girerek

532nm'de maksimum absorpsiyon veren, pembe bilesik tiretir (Sekil 3.1).

o) N S O Cl)H
Ojf‘*\ w.z"?\';:._o + 2 Qf’ -\I{:{ ’ {+ } {N /LK/;;:?'\_ \ﬁ:;::\\'\ri'/ Y N
NG l L bl 2|: 1
T 95-10000 HS" ‘-N/ '¢O HO" \N -~ \r.s
(@) H H

Sekil 3.1: Malonaldehit ve Tiyobarbitirik asit tepkimesi (MDA+TBA).
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3.3.2. Ornek Hazirlama

1. Serum veya hicre sipernatani: Derisimi lineer araligin disinda olan numuneyi,

saptamadan 6nce serum fizyolojikle seyreltildi.

2. Doku: Dokular kiigiik pargalara ayirip, tarttiktan sonra soguk ortamda PBS(0.01 M,

pH=7,4) i¢inde homojenlestirdik, PBS hacmi (mL): dokunun agirligi (g)=9:1. Doku

homojenat1 10000g'de 10 dakika santrifiijlendi. Stipernatant topland1 ve analiz i¢in soguk

bir ortamda bekletildi. TUp tamamen karistirilarak, plastik filmle sabitlendi, ardindan igne
ile kiiglik bir delik agildi. 95°C'lik su banyosunda 40 dakika inkibe edildikden sonra

tipler, akan su ile sogutuldu. 3100g'de 10 dakika santrifiijlenerek, slipernatant toplandi.

Cift damitilmis su ile sifira ayarlayip lem gapli kiivet ile 532nm'de OD degerinin 6l¢iimii

yapildi. Calismada kullandigimiz MDA Kitinin igerigi ¢izelge 3.3'de gosterilmektedir.

Cizelge 3.3. MDA 06l¢im kitinin reaktif bilesenleri.

Bilesen Spesifikasyon | Depolama
Reaktif 1 Clarificant 24mL * 1 sise | 2-8°C, 6 ay
Reaktif 2 Asit Reaktif 12mL * 1 sise | 2-8°C, 6 ay
Reaktif 3 Kromojenik Ajan Toz * 2 sige 2-8°C, 6 ay
Reaktif 4 10nmol/mL Standart | 1.5mL * 2 sise | 2-8°C, 6 ay

3.3.3. islem adimlan

Bu ¢aligmada kullanilan MDA Kitinin islem adimlari gizelge 3.4'deki gibi yapildi.

Cizelge 3.4. MDA Standart operasyon tablosu.

Bos tiip | Standart tiip | Ornek tiip | Kontrol tiipii

Mutlak etanol (mL) a*

Reaktif 4 (mL) a*

Numuneler (mL) a* a*
Reaktif 1 (mL) a* a* a* a*
Reaktif 2 uygulama solisyonu (mL) 3.0 3.0 3.0 3.0
Reaktif 3 uygulama soliisyonu (mL) 1.0 1.0 1.0 1.0
%50 buzlu asetik asit 1.0

a* numune, standart, mutlak etanol ve reaktif 1'in hacmini temsil eder, bunlar esittir.
Ornegin, 6rnekleme hacmi 0.1mL'dir, standart, mutlak etanol ve reaktif 1'in hacmi her biri
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icin 0.1 mL'dir. Ornekleme hacmi 0,2mL ise, standart, mutlak etanol ve reaktif 1'in hacmi
her biri icin 0,2mL'dir.

3.3.4. Sonuclarin hesaplanmasi

1. Serum ve diger stvi numuneler igin:
MDA igerigi (nmol/mL)

_ ODsrnek—O0Dkontrol
ODstandart—ODbplank

x Standart derisimi (10nmol/mL) x Testten 6dnce numunenin ¢oklu

dilusyonu
2. Doku numunesi icin:

MDA igerigi (nmol/mgprot)

_ ODsrnek—O0Dkontrol
ODstandart—O0Dplank

x Standart derisimi (10nmol/mL) x Testten édnce numunenin ¢oklu

seyreltisi = Numunenin protein derisimi (mgprot/mL)

3.4. Glutatyon (GSH) 6lcum Kiti

3.4.1. Deney prensibi

GSH, yapisindaki sistein amino asitinin tiyol grubu, ditionitrobenzoik asit (DTNB) ile

tepkimeye girerek sar1 renkli tiyo-nitrobenzoik (TNB) meydana getirir.

GSH + DTNB — GSSH + TNB

TNB’nin, 420nm dalga boyunda verdigi optik densite (OD) degeri 6lgiilerek GSH igeregi
hesaplanmistir. Bu c¢alisgmada kulladigimiz GSH kitinin igerigi ¢izelge 3.5'de
gosterilmistir.

3.4.2. Ornek hazirlama

1. Serum: 0,7mL numune alindi. 0,7mL reaktif 1 ekleyip ve tamamen karistirildi.

Ardindan 4500g'de 10 dakika santriftijlenip, siipernatanti test i¢in alindi.
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2. %5 doku homojenati: Doku tartildi ve PBS (0.01M, PH7.4) oraninda ve agirlik (g):
hacim (mL)=1:19 nisbetin de eklenerek, buz banyosunda homojenize edildi. Ardindan
homojenat 10000g'de 15 dakika santrifujlendi.

Cizelge 3.5. GSH o6lgum kitinin reaktif bilesenleri.

Reaktif Spesifikasyonu Depolama
Reaktif 1 Asit Reaktif, 45 mL x 2 sise 2-8°C, 6 ay, karanlik ortamda.
Reaktif 2 Fosfat, toz x 2 sise 2-8°C, 6 ay, karanlik ortamda.

Reaktif 2 uygulama soliisyonunun hazirlanmasi: Reaktif 2 tozunu 150 mL ddH,0 ile
tamamen ¢ozinuldu. Reaktif doymus bir ¢ozeltidir.

Reaktif 3 DTNB Soliisyonu, 30 mL x1 sise | 2-8°C, 6 ay, karanlik ortamda.
Reaktif 4 Tuz Reaktifi, toz X 4 sise 2-8°C, 6 ay, karanlik ortamda.
Reaktif 4 uygulama soliisyonunun hazirlanmasi: bir sise Reaktif 4 tozunu 10 mL ile
ddH,0 tamamen ¢Ozunir. Karanlik ortamda ile bir ay boyunca 4°C'de saklanabilir
Reaktif 5 GSH Standardi, 3.07 mg x 2 sise | 2-8°C, 6 ay, karanlik ortamda.
Reaktif 6 GSH Standart Stok Seyreltici 2-8°C, 6 ay, karanlik ortamda.
GSH standart uygulama solisyonunun hazirlanmasi: GSH standart stok soliisyonu
ddH, 0 ile 1: 9 oraninda seyreltilir ve tamamen karistirilir.

1 mmol/L GSH standart soliisyonunun hazirlanmasi: GSH'nin molekiiler agirlig
307'dir, ¢ozunmesi 3.07mg GSH ile 10mL GSH standart uygulama soliisyonu tam
olarak ¢ozundar.

20 umol/L standart soliisyonun hazirlanmasi: 1 mmol/L GSH standart solusyonunu
GSH ile 1: 49 oraninda seyreltilir ve tamamen karistirilir.

3.4.3. islem adimlar

1. Bos tiip: SmL ependorf (EP) tiipiine 1ImL Reaktif 1 eklendi.

Standart tlp: 5SmL EP tipine 1mL 20umol/L GSH standart solisyonu eklendi.

Ornek tiip: 5mL EP tipiine 1mL stipernatant eklendi.

2. 1,25mL Reaktif 2 uygulama sollisyonu, 0,25mL Reaktif 3, 0,05mL Reaktif 4 eklendi.
3. Tamamen karistirtp ve oda sicakliginda 15 dakika bekletildi. Cift damitilmis suyla
spektrofotometreyi sifira ayarlandi ve 420nm dalga boyunda her tiipiin OD degerlerini

Blguld.
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Cizelge 3.6. GSH Standart operasyon tablosu.

Bos tiip | Standart tilp | Ornek tiip
Reaktif 1 (mL) 1.0
20 pumol/L GSH standart soliisyonu (mL) 1.0
Slpernatan (mL) 1.0
Reaktif 2 uygulama soliisyonu (mL) 1.25 1.25 1.25
Reaktif 3 (mL) 0.25 0.25 0.25
Reaktif 4 uygulama soliisyonu (mL) 0.05 0.05 0.05
Tamamen kanstiriir ve oda sicakliginda 15 dakika  bekletildi.
spektrofotometrede 420nm dalga boyunda her tiipiin OD degerlerini 6l¢iildii.

3.4.4. Sonuclarin hesaplanmasi

1. Serum numuneleri igin
GSH aktivitesi (mg GSH/L)

— ODbrnek_ODbos

x Standart derisimi (20 x 10—3 mmol/L) x GSH molekiiler agirlik (307)

_ODstandart_ODbos
x Seyreltme faktori (2) x Test edilmeden énce numunenin seyreltme faktor
2. Doku homojenat 6rnekleri igin

GSH aktivitesi (mg GSH/gprot)

_ ODérnek_ODbos

x Standart derigimi (20 x 10—3 mmol/L) x GSH molekiiler agirlik (307)

_ODstandart_ODbos
x Seyreltme faktori (2) x Test edilmeden ©6nce numunenin seyreltme faktori
+Hemoglobindeki protein derigsimi (gprot/L).

3.4.5. Standart seyreltme ve standart egri

Standart seyreltme

1 mmol/L GSH (307mg GSH/L) standart soliisyonunu GSH standart uygulama sollisyonu

ile bir seri dirisimi vardir. Onerilen seyreltme derecesi asagidaki gibidir: 122.8, 92.1,
76.75, 61.4, 30.7, 24.56, 0 mg GSHI/L.
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Sekil 3.2: GSH standart grafigi

3.5. istatistik

[statistiksel analiz, GraphPad Prism 9.3.0 yazilim1 kullamlarak gergeklestirildi. Kontrol
ve deney gruplar1 arasindaki farklar, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ardindan
posthoc Tukey testi kullanilarak belirlendi. Sonug ortalama deger ve standart hata (SH)
olarak ifade edildi. Farklar, *p<0,05, **p<0,01, ***p=0,001 ve ****p<0,001 ile

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. GSH bulgulan

Toplanan akciger doku 6rneklerinde, GSH seviyelerine bakildiginda, toltien enjeksiyonu
yapilmis deney grupla, serum fizyolojik ve etanol kontrol gruplari karsilastirildiginda
%57 oraninda anlaml artig gorildi (p<0,001). Kontrol gruplariyla toliien+resveratrol
5mg/kg %40 oraninda (p<0,05) istatiksel olarak anlamli, 10mg/kg %57 oraninda ve
20mg/kg %63 oraninda énemli 6lglide artis goruldu (p<0,001).

Tollen ve tollen+resveratrol 5mg/kg dozunda %28 oraninda azalma gorilse de
resveratrol 10mg/kg dozunda anlamli bir degisiklik goriilmemekte, resveratrol 20mg/kg

dozundaysa %18’lik istatistiksel olarak anlamsiz artis goriilmektedir (p>0,05).

Serum orneklerinde; serum fizyolojik kontrol grubuyla tolien grubu karsilastirildiginda
%S5 artig goriiliirken, etanol kontrol grubuyla toltien deney grubu karsilastirildiginda %12
azalma goruldu. Bu sonuglarda anlamli bir degisiklik olmadig1 saptandi. Serum fizyolojik
kontrol grubuyla tolten+resveratrol (5mg/kg, 10mg/kg) %36 istatistiksel olarak anlamli
azalma goraldi (p<0,01). Serum fizyolojik kontrol grubuyla tolGen+resveratrol
(20mg/kg) grubu karsilastirildiginda %5 azalma olsa da istatistiksel olarak anlamsiz

sonuglar goralda (p>0,05).

Etanol kontrol grubu ve tolien + resveratrol (5mg/kg, 10mg/kg) %46°1ik istatiksel olarak
o6nemli azalma gorildi (p<0,001). Etanol kontrol grubu ve tolien + resveratrol 20mg/kg
arasinda %2 1°lik istatiksel olarak anlamsiz azalma goruldi. Toluen ve tollen+resveratrol
(5mg/kg, 10mg/kg) gruplari arasinda %39’luk 6nemli 6l¢lide azalma goérildi (p<0,001).
Tollen+resveratrol (5mg/kg, 10mg/kg) gruplariyla tolien+resveratrol (20mg/kg) grubu
arasinda %32’lik istatiksel olarak anlamli artig gorildi (p<0,05). Akciger ve serumdaki

GSH seviyeleri Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1 de gosterildi.
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Cizelge 4.1. Akciger ve serumdaki GSH seviyeleri (ortalama + standart hata).

Gruplar GSH Akciger (umol/L) | GSH Serum (umol/L)
Ort+ SH Ort+ SH
Kontrol serum fizyolojik 30.77+7.55 116.59+ 0.25
Kontrol etanol 26.00+4.45 139.35+ 6.57
TolUen 69.19+15.39 122.38+ 13.64
TolUen+Resveratrol (5 mg/kg) 50.32+4.32 74.14+£8.07
TolUen+Resveratrol (10 mg/kg) 70.32+6.91 74.39+11.68
TolUen+Resveratrol (20 mg/kg) 83.43+3.77 110.21+ 19.36
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4.1. Sekil: Akciger (A) ve serumdaki (B) GSH seviyeleri. Farklar, *p<0,05, **p<0,01,
***p=0,001 ve ****p<0,001 ile istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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4.2. MDA bulgular:

Toplanan akciger doku orneklerinde serum fizyolojik kontrol grubuyla tolten grubu
arasinda %48 oraninda, etanol grubu ve tollien grubu arasindaysa %43 oraninda 6nemli

6lglde artig goriildi (p<0,001).

Serum fizyolojik kontrol grubuyla tolten+resveratrol 5mg/kg grubu arasinda %35
oraninda, etanol kontrol grubuyla tollen+resveratrol 5mg/kg grubu arasindaysa %27
oraninda artig goriilse de istatiksel olarak anlamli degildi (p>0,05). Serum fizyolojik
kontrol grubuyla tollen+resveratrol 10mg/kg grubu arasinda %44 oraninda,
tolten+resveratrol 20mg/kg grubu arasinda %45 oraninda istatiksel olarak anlamli artis
goruldu (p<0,001). Etanol kontrol grubuyla tolien+resveratrol 10mg/kg grubu arasinda
%39 oraninda, tollen+resveratrol 20mg/kg grubunda karsilastirildigindaysa %40

oraninda istatiksel olarak anlamli artis goruldi (p <0,01).

Toplanan serum orneklerinde serum fizyolojik kontrol grubuyla tollien grubu arasinda
%21 oraninda artis olsa da istatiksel olarak anlamli degisiklik goriilmedi (p>0,05). Etanol
kontrol grubuyla tolien grubu arasinda %29 oraninda istatistiksel olarak anlamli artis
goruldu (p<0,01). Serum fizyolojik kontrol grubuyla, toltien+resveratrol 5mg/kg grubu
karsilastirildiginda %31 oraninda, 10mg/kg grubu karsilastirildiginda %40 oraninda
(p<0,01), 20mg/kg grubu karsilastirildigindaysa %32 oraninda istatiksel olarak anlamli
azlama goruldi (p<0,05). Etanol kontrol grubuyla, tolten+resveratrol 5mg/kg grubu
karsilagtirildiginda %24 oraninda, 10mg/kg grubu karsilastirildiginda %34 oraninda,
20mg/kg grubu karsilastirildiginda %25 oraninda azalmalar goruldi. Resveratrolin
5mg/kg ve 20mg/kg gruplarinda istatiksel olarak anlamsiz azlama olurken (p>0,05),
resveratrol 10mg/kg grubunda istatiksel olarak anlamli azlama goruldi (p<0,05). Toluen
grubuyla, toluen+resveratrol 5mg/kg grubu karsilastirildiginda %46 oraninda, 10mg/kg
grubu karsilastirildiginda %53 oraninda, 20mg/kg grubu karsilagtirildiginda %46
oraninda istatiksel olarak 6nemli 6lglide azalmalar gorildi (p<0,001). Akciger ve

serumdaki MDA seviyeleri Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2 de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2. Akcigerde ve serumdaki MDA seviyeleri (ortalama + standart hata).

Gruplar MDA Akciger (umol/L) | MDA Serum (umol/L)
Ort+ SH Ort+ SH
Kontrol serum fizyolojik 104.88 +25.92 137.29 +£16.30
Kontrol etanol 113.13 £7.25 124.06 +13.45
Tollen 201.50 £38.35 175.63 £19.25
TolUen+Resveratrol (5 mg/kg) 144.17 +36.22 94.06 £13.21
TolUen+Resveratrol (10 mg/kg) 187.75 +28.64 81.72 £14.53
TolUen+Resveratrol (20 mg/kg) 191.00 £14.51 93.44 +21.58
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Sekil 4.2. Akciger (A) ve serumdaki (B) MDA seviyeleri. Farklar, *p<0,05, **p<0,01,
***p=0,001 ve ****p<0,001 ile istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Calismamiz, kronik toliien maruziyetinin viicuttaki, ROS olusumunu, oksidatif stres
artisin1 ve resveratroliin koruyucu Ozelligini anlamay1 amaglamaktadir. Bunun igin

akciger dokusunda ve serumda GSH ve MDA diizeyleri degerlendirilmistir.

Calismamizda yuksek doz tolliene maruz birakilan hayvanlarin bazilarinin maruziyet
sonrasi Oliimlerini, tollienin yiiksek oranda toksik olmasindan kaynaklandigini
distinmekteyiz. Akcan, Cekin, Hilal, Arslan (2010) yaptiklar1 ¢alismada ugucu
maddelerin saglik Uzerinde birgok zararli etkileri oldugunu, uzun sureli ve yuksek
dozlardaki maruziyetinin 6liime neden olabilecegini belirtmislerdir. Tolien enjeksiyonu
yapildikdan sonra hayvanlarda gorilen dengesiz hareketler, gozlerinin kizarmasi, agiz ve
burundaki kanamalarin tolUenin toksik etkilerinden kaynaklandigimi diistiniyoruz.
Resveratrol verildikten sonra, agiz ve burundaki kanamalarin kesildigi, hayvanlarin
kontrolli hareketlerini geri kazandigi goriildii. Bu durum da resveratroliin koruyucu
etkisinin devreye girdigini diistindirmektedir. Tollenin etkisi {izerine tavsanlar tizerinde
yapilan bir ¢alismada 2-3’cii saatler arasinda hayvanlarda, kusma, bazi hayvanlarin agiz
ve burun bolgelerinde kanama ve ayakta dengede duramama gibi postiir bozukluklari

goriilmiistir (Cicek ve Sigsman 2017).

MDA bulgularina bakdigimiz zaman (Sekil 4.2 ve Cizelge 4.2) tollien enjeksiyonunun
MDA seviyelerini 6nemli dl¢iide artirdigin1 gérmekteyiz. Bunun nedeni olarak, tollienin
lipofilik olmasi 6zelligiyle hiicre duvarindaki lipit yapisini kolaylikla bozarak proteinlerle
etkilesime girebilmesi oldugunu disiinmekteyiz. Yapilan bir c¢alismada tiner
bagimliligmin akciger ve karaciger dokularinda lipid peroksidasyonu fiizerine etkisi
arastirilmis, lipid peroksidasyon diizeyinde artis gézlenmis, ¢alisma sonucunda kronik
tiner inhalasyonu sonucunda ROS olusumunun hizlanmasma bagl olarak lipid
peroksidasyon diizeylerinde artis olabilecegi One siiriilmistiir (Ulakoglu, Saygi,

Glmiistag, Akkaya, Kokoglu. 1998, s. 76).
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Bir diger calismada, yiiksek dozlarda toluene maruz kalmanin, ROS ve RNS olusumuna
yol acgan oksidatif stresi indiikleyerek, dogrudan doku hasarina ve gesitli antioksidan

sistemlerde etki ettigi gosterilmistir (Choi, Trinh, Yang, Ye, Shin, ve digerleri, 2018).

Calismamizda aldigimiz doku ve serum orneklerindeki GSH sonuglarinda, toluenle
muamele edilen grupda GSH seviyeleri farklilik gostermektedir (Sekil 4.1 ve Cizelge
4.1). Organik ¢ozlcl ve sigaraya maruz kalan bir vicutta ROS ve serbest radikal
tiirlerinin artarak kanser gibi hastaliklara sebep olduklarini, GSH gibi antioksidan
maddelerin de, viicut dokularinda biriken bu serbest radikalleri zararsiz hale getirdiklerini
ve bu da antioksidan tepkimelerinde azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Park, Chang,
Jung, Jung, Song ve digerleri, 2006). GSH, DNA’nin sentezinde, hasarli parcalarin
onarilmasinda, metabolik fonksiyonlarin yerine getirilmesinde, zehirli maddelerin inaktif
hale doniistiiriilmesinde ve serbest radikallerin muhtemel hasarlarinin 6nlenmesinde

gorev yapmaktadir (Chavan, Sava, Saxena, Pillai, Sontakke ve digerleri 2005).

Resveratrol uygulamasi sonrasinda GSH ve MDA degerlerinde diisiis goriildi (Sekil 4.1
ve Sekil 4.2). Bu degisimi resveratrol ROS’lar1 engelleyerek yaptigini diismekteyiz.
Yapilan bazi ¢alismalar resveratroliin oksidatif stres zamani olusan hiicresel hasar1 ve
apoptozu Onleyerek O3 anyonlarini, ROS’u ve H,0,’i hiicrelerden uzaklastirmada
oldukga gii¢lii bir etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Das ve Maulik, 2006, s.39, Bircan ve
Merhan 2020, s. 218).

Tollenin GSH ve MDA ’nin akciger ve serumdaki diizeylerini artirdig1 gozlemledik. Bu
artigin toliienin olusturdugu oksidatif stresin, neden oldugu lipit peroksidasyonun
artmasindan kaynaklanabilir. Akciger doku oOrneklerine bakdigimiz zaman kontrol
gruplariyla deney gruplari arasinda anlamli fark olsa da toliien ve toliien+resveratrol
enjeksiyonlarinda GSH degerlerinde anlamli bir degisiklik goériilmemektedir. Serum
orneklerinde ise yapilan toliien ve tollen+resveratrol’iin (5mg/kg, 10mg/kg) doz
enjeksiyonlarinin anlamli bir degisiklik olusturdugunu gormekteyiz. Toluen ve
toluen+resveratrol enjeksiyonlar1 serumdaki GSH aktivitesini anlamli  Olgiide
degistirmistir. Bu degisimleri sekil 4.1 de gorebiliriz. Bu sonuglara bakildiginda

resveratroliin yiiksek dozlarmin akciger dokusundaki GSH aktivitesini indiikledigini
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gormekteyiz (Sekil 4.1). Ortamdaki antioksidan miktarinin fazlalagmasi ROS miktarini
azaltir. Serbest radikallerin temizlenmesi lipid peroksidasyonunu yavaslatir. Bu da lipid

peroksidasyonun son (rlinl olan MDA seviyesinin azalmasina neden olabilir (Sekil 4.2).

MDA seviyelerine baktigimizda, kontrol gruplariyla toliien enjeksiyonu yapilan
gruplarin, akciger dokusundaki MDA seviyesini yukselttigini gorlyoruz. Serum
orneklerinde ise tam tersi bir durum gorulmektedir, tolGien ve tollien+resveratrol

gruplarinin arasinda yiiksek fark vardir. Bu degisimleri sekil 4.2 de gorebiliriz.

Sonug olarak bu c¢alismadan elde edilen veriler dogrultusunda, oksidatif stres ve
antioksidan aktivitelerinin degisimi {lizerinde resveratroliin koruyuculugunun oldugunu
sOyleyebiliriz. Tollilen maruziyetinin akciger dokusunda ve serumda MDA seviyesini,
akciger dokusundaysa GSH seviyesini artirdigi sonucuna varildi. Toliien+resveratrol
uygulamasi da serum Orneklerinde GSH ve MDA degerlerini azaltirken, akciger doku
orneklerinde herhangi bir anlamli degisiklik gorilmedi. Bu da resveratrolin koruyucu
etkisini ve GSH diizenlemedeki etki mekanizmasini tanimlamak i¢in daha detayli

arastirmalara gerek oldugunu diisiindiirmektedir.
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