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OZET
Karabulut i. Toluenin in vivo ve in vitro olarak eritrosit zar stabilitesine etkisi. Hacettepe
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Fizyoloji Programi Doktora Tezi, Ankara, 2007. Toluen,
endiistride ¢ok yaygin olarak kullanilan organik bir ¢6ziiclidiir. Basta santral sinir sistemi olmak iizere
bir ¢ok organi etkilemektedir. Giiclii lipofilik 6zelligi nedeniyle hiicre membranlarinda birikir ve
hiicre membran transportunu bozar. Metabolitleri reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) olusumundan
sorumludur ve karaciger, ince bagirsak, bobrek, beyin gibi dokularda lipid peroksidasyonuna yol
actig1 bilinmektedir. FEritrositler oksidatif hasara yatkindirlar. Oksijen radikalleri eritrositlerde
doymamis yag asitleri ve proteinlerle reaksiyona girerek lipid peroksidasyonuna ve protein yikimina
yol acarlar. Uriin olarak malondialdehit (MDA) ve protein karbonil (PC) meydana gelir. Bununla
beraber eritrositlerin savunma sistemleri de gii¢liidiir ve oksijen radikallerini ortamdan uzaklastiran
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi antioksidan enzimleri yogun olarak igerirler. Bu
calismada toluenin ozmotik frajiliteyi azaltici etkisiyle, oksidatif stresi artiric1 etkisi arasindaki
iligkinin incelenmesi amaglanmistir ve toluene mesleksel (in vivo) ve in vitro olarak maruz kalan
insan eritrositlerinde es zamanli ozmotik frajilite, ortalama hiicre hacmi (MCV), oksidatif stres
parametreleri ve antioksidan enzim aktivitelerine bakilmistir. Ozmotik frajilite deneyleri icin
eritrositler farkli derisimlerdeki NaCl soliisyonlarina eklenmistir (kor, % 0.38, % 0.40, % 0.42, %
0.44, % 0.46, % 0.48 ve stok ). Kor soliisyonundaki hemoliz miktar1 %100 kabul edilerek, her bir
soliisyondaki hemoliz yilizdesi hesaplanmistir. Eritrosit MCV Olglimleri tam kan sayim cihaziyla
yapilmigtir. Ozmotik frajilite deneylerinin ve MCV o6l¢iimlerinin yapildigi giin hazirlanan eritrosit
paketleri, MDA, PC seviyesi, CAT ve GSH-Px aktivitesinin bakilacagi giine kadar -85 °C’de
saklanmustir. Istatiksel degerlendirme Mann-Whithney U Testi’yle yapilmistir. Toluen eritrositlerde
hem in vivo, hem de in vitro maruziyet ile oksidatif stres parametrelerini anlamli olarak artirmistir ve
antioksidan enzimlerini tiikketerek aktivitelerinin anlamli olarak azalmasina (in vitro CAT aktivitesinde
anlamli olmayan bir azalma) yol agmistir. Ozmotik frajiliteyi azaltic1 etkisi ise ¢alismanin sadece in
vitro kisminda goriilmistiir. Eritrosit MCV Ol¢limlerinin hi¢ birinde anlamli bir degisiklik
bulunmamigtir. Sonug olarak, toluen hem in vivo, hem de in vitro maruziyet ile eritrositlerde lipit
peroksidasyonuna ve protein hasarina yol agmistir. Toluene in vitro maruziyet ile eritrositlerde olugan
ozmotik frajilite azalmasi onun lipofilik 6zelligi nedeniyle membrani stabilize edici etkisinden
kaynaklanmistir ve bu etki toluenin oksidatif stresi artirarak olusturdugu ozmotik frajiliteyi artirict

etkisine baskin gelmistir.

Anahtar Kelimeler: Toluen, ozmotik frajilite, oksidatif stres, membran stabilitesi.

Destekleyen Kurumlar: H. U. Bilimsel Arastirmalar Birimi (06 D05 101 003)
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ABSTRACT
Karabulut I. Effect of toluene on erythrocyte membrane stability under in vivo and in vitro
conditions. Hacettepe University Institute of Health Sciences Physiology Program, Doctorate
Thesis, Ankara, 2007. Toluene is an organic solvent used widely in the industry. It has adverse on
various organs including the central nervous system. Since it is highly lipophilic it accumulates in the
cell membrane impeding transport through it. Its metabolites are responsible for the formation of
reactive oxygen species (ROS) and are known to trigger lipid peroxidation in tissues such as liver,
small intestine, kidney and brain. Erythrocytes are also prone to oxidative damage. Oxygen radicals
react with unsaturated fatty acids and proteins in erythrocytes leading to lipid peroxidation and protein
breakdown. Malonyldialdehyde (MDA) and protein carbonyl (PC) are produced as end products of
these reactions. On the other hand the defense system of erythrocytes is strong including antioxidant
enzymes like catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GSH-Px) that scavenge the oxygen radicals.
In this study, we aimed to investigate the relationship between the osmotic fragility of erythrocytes
and the oxidative stress inducing effect of the toluene. Measurements of osmotic fragility, mean
corpuscular volume (MCV), oxidative stress parameters and antioxidant enzyme activities were
performed simultaneously both in the individuals exposed to toluene professionally (in vivo) and the
human erythrocytes treated with toluene (in vitro). To measure osmotic fragility erythrocytes were
placed in NaCl solutions at various concentrations (blank, 0.38%, 0.40%, 0.42%,0.44%,0.46%, 0.48%
and stock). Percent of hemolysis in each solution was calculated with respect to the hemolysis in the
blank solution (100%). Erythrocyte MCV measurements were done by on automatic analyzer. The
erythrocyte packs prepared at the same day of above mentioned measurements were kept at -85°C
until the time for determination of MDA and PC levels, and CAT and GSH-Px activities. The data
were analyzed statistically by Mann-Whithney U Test. Toluene increased oxidative stress parameters
significantly both in in vivo and in vitro exposure, it also caused a significant decrease in the activities
of antioxidant enzymes by exhausting them (in vitro CAT activity was lower but did not reach
statistical significance). Osmotic fragility was altered observed only in the in vitro experiments.
Erythrocyte MCV values didn’t exhibit any change. In conclusion toluene resulted in lipid
peroxidation and protein damage both by in vivo and in vitro exposure. The decreased osmotic
fragility in erythrocytes treated with toluene in vitro was a result of the membrane stabilizing effect of
toluene which in turn is due to its lipophilic properties. Oxidative properties of toluene may be
expected to increase osmotic fragility. The decrease in osmotic fragility that was observed in our
experiments is probably due to the membrane stabilizing action of this chemical through its

lipophilicity.

Key words: Toluene, osmotic fragility, oxidative stress, membrane stability
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1. GIRIS

Toluen, giiniimiiz endiistrisinde organik bir ¢6ziicii olarak kullanilan tinerin
temel bilesenidir. Aromatik hidrokarbonlar grubundan olan toluen, yine ayni grubun
iyesi olan ancak karsinojenik etkileri saptandigi i¢in artik kullanilmayan benzenin
yerini almigtir. Boya, ilag, kozmetik, ayakkab1 ve otomotiv sanayi ile patlayici ve
yapistirict maddelerin yapiminda yaygin olarak kullanilmaktadir. Toluene maruziyet
baslica inhalasyon yoluyla olmakla beraber gastrointestinal sistem, deri ve mukoza
yoluyla gerceklesebilir. Mesleksel maruziyet oOzellikle inhalasyon yoluyla olur.
Toluen etkisini kana, dokulara ve doku sivilarina gecerek gosterir. Lipofilik 6zelligi
nedeniyle hiicre zarinda birikir. Akut olarak genellikle 6fori, basagrisi, bas donmesi,
bulanik gbérme, ataksi gibi santral sinir sistemi (SSS) depresyonu bulgulari
olusturmakla birlikte agir akut olgularda koma, koviilziyon ve akciger yetmezligine
bagl dliimler de bildirilmistir. Diisiik dozda ancak uzun siireli maruziyet durumunda
ise beyin ve karaciger gibi yagdan zengin dokularda birikip davranis ve hafiza
bozuklugu gibi SSS bulgularina ek olarak, renal ve hepatik hasara da yol agabilir.
Karaciger, ince bagirsak, bobrek ve beyin gibi dokularda lipit peroksidasyonuna ve
reaktif oksijen tlirevlerinin (ROS) iiretimine yol agtig1 bilinmektedir.

Ozmotik frajilite, eritrositlerde ylizey alani/hacim oraninin bir gdstergesidir.
Eger yiizey/hacim oran1 diigerse eritrositlerin ozmotik frajilitesi artar, tersine bu oran
yiikselirse ozmotik frajilite azalir, ozmotik hemolize diren¢ artar. Frajilitenin
azalmasi zarin stabilize oldugunu gosterir. Kana gegen toluenin 6nemli bir miktarinin
eritrositlerde birikmesi nedeniyle, eritrositlerin de toluenden etkilenmesi beklenir.
Toluenin ozmotik frajiliteye etkisi bugiline dek yalnizca sican eritrositlerinde
incelenmis, diisiik dozlarda osmotik direnci artirdigi ve bu artisin geri dontistimlii
oldugu gosterilmistir. Diger yandan mesleksel olarak toluen soluyanlarda
eritrositlerin oksidan hasara maruz kaldigi, lipit peroksidasyonunun arttigi,
bildirilmistir. Eritrositlerin oksidatif stresle karsilagmasi ozmotik frajiliteyi artirir. Bu
durumda toluene maruz kalan insan eritrositlerinde oksidan hasar ve ozmotik frajilite
artiginin, eritrositlerin yasam siiresini, yapi1 ve islevlerini etkilemesi beklenir.
Ulasabildigimiz kaynaklarda insan eritrositlerinde toluenin osmotik frajiliteye

etkisinin incelendigine iliskin bilgiye rastlanmamis, lipit peroksidasyonu ve bazi



antioksidan enzimlerin ise sadece mesleki maruziyet durumunda incelendigi
goriilmiistitr.

Biz bu c¢aligmada kisa siireli in vitro toluen maruziyetinin ve uzun siireli
mesleksel maruziyetin insan eritrositlerin ozmotik frajilite, lipit peroksidasyonu,
protein hasar1 ve antioksidan katalaz ve glutatyon peroksidaz enzim aktivitelerine
etkisini incelemeyi, boylece toluenin insan eritrositlerinde zar stabilize edici etkisini
ve bu etkinin oksidatif stresle iligkisini arastirmayi amacladik. Sonuglarin is¢i ve
cevre sagligl acisindan yararlt olacagini, bu konuda daha ileri ¢aligmalara yol

gdsterecegini umuyoruz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Eritrosit:

Eritrosit; insan viicudunda 6nemli ve kritik gdrevler {istlenen, farkli fizyolojik
kosullarda, c¢esitli ksenobiotiklere maruziyetlerde dinamik davranis bigimleri
sergilemek zorunda olan ve oksidan stresle siirekli karsilagan ¢ok iyi 6zellesmis bir
hiicredir. Ilag veya kimyasallarin inhale edilmesi, alimi, enjekte edilmesi veya deriye
tatbiki sonucu ksenobiotiklerle yiizlesen ilk hiicrelerden biridir. Basit goriiniimiine
ragmen ¢ok iyi Ozellesmis ve farklilagmig bir hiicre olan eritrositin birincil
fonksiyonu oksijeni tasimaktir. Farklilagsmasini tamamlamis eritrosit nukleusunu,
ribozomlarii, mitokondriasini, diger organellerini kaybeder, ¢ogalamaz, protein
sentezleyemez ve metabolizmasinin enzimatik olaylart ¢ok siirhdir [1].
Sitoplazmasindaki proteinlerin  %95’inden fazlasi oksijen tasimakla gorevli
hemoglobindir [2]. Olgun eritrosit kuru agirliginin neredeyse % 90 nin1 (30-35 g/dL)
yapan hemoglobin akcigerde yiiksek oksijen derisigiyle karsilastiginda oksijeni geri
doniisiimlii baglar ve diisiik parsiyel oksijen basinca sahip dokuda ise oksijeni serbest
birakir. Boylece dokulara serbest birakilan molekiiler oksijen miktarinin

maksimumda tutulmasi i¢in ¢aligilir [1].

2.1.1. Eritrosit Sekli:

Eritrositin  bikonkav disk olarak belirtilen bir sekli vardir. Yayma
yapildiginda sadece diiz yiizeyleri gozlendiginden dairesel goriiniimliidiir. Cap1 7-8
um’dir. Kurutma ve boyamayla fikse edilen preparatlardaki Ol¢limler izotonik
cozeltideki Olgiimlere gore daha kiiciik bulunur [2]. Fikse edilen preparatlarda
boyutlar1 genellikle sabit oldugundan diger hiicrelerin biiyiikliiklerini tahmin etmede
kullanilabilirler. Bu 06zelliklerinden dolayr “histolojik cetvel” olarak da
isimlendirilebilirler [3].

Eritrosit daire merkezi soluk goriintimliidiir, yaklasik 0,8 um kalinligindadir.
Merkezden uzak ¢evre bolgenin kalinlig: 2,5 pm’ye kadar ulasir (Sekil 2.1). Eritrosit
ylizey alan1 135 umz’dir. Ortalama hiicresel hacim 85-91 fl arasinda degisirken
hiicrelerin %95°1 60-120 fl arasindadir. Retikiilositler olgun eritrositlerden %24-35
daha biiytiktiirler [2].



Minimum Kalinhk
Maksimum 0.8 pm
Kalinhk
25 pm
Gap 7.82 pm

Sekil 2.1: Izotonik ¢ozeltideki eritrosit boyutlari.

Eritrositin sekli ve gorevi birbiriyle ¢ok iyi Ortiismektedir. Bikonkav disk
seklindeki eritrositin zar yilizeyi ayni sitoplazmik hacme sahip kiire seklindeki bir
hiicrenin zar ylizeyinden % 40 daha fazladir. Eger eritrosit kiire seklinde olsaydr ayni
hacim i¢in minimum zara ihtiya¢ duyulacakti ama hiicre i¢i diflizyon i¢in maksimum
mesafe gerekecekti ve O, aligverisi zorlasacakti. Ayrica hiicre zar1 plastisitesini
(esnekligini) kaybedecekti. Oyleyse bu sekil hem gaz transferini kolaylastirmakta
hem de mikrovaskiiler yataktan ge¢mek zorunda olan eritrositin deformabilite

Ozelligini saglamaktadir [1, 3, 4].

2.1.2. Eritrosit Zar:

Eritrosit zan ¢ift kath lipit bir tabakadan meydana gelmistir. Zarin %52’si
proteinden, %401 lipitten ve %@&’i karbonhidrattan olugmaktadir. Lipit
molekiillerinin nonpolar gruplar1 birbirine bakarken hidrofilik polar baglar ise
disartya doniiktiir. Dolayisiyla polar baslar hem sitoplazma hem de plazmayla
etkilesim i¢indedir. Hidrofilik iki tabaka yaklasik 2.5 nm kalinliginda olup ortadaki
hidrofobik tabaka yaklasik 2 nm’dir. Toplam zar kalinlig1 7 nm’yi bulur [2].

Lipit zar i¢indeki proteinler ise deniz i¢inde yiizen adaciklara benzerler.
Bazilar1 zar1 boydan boya gecerken bir kismi kismen kat eder ve zarin sadece bir
ylizeyine bakarlar. Bir kisim proteinler ise ¢ift kathi lipit tabakayir birden cok
kesebilirler. Bazilarinda belirgin bir lateral hareketlilik s6z konusudur. Yalniz, cogu

diger zar bilesenleriyle etkilesim halinde olduklarindan kismen hareketsizdirler.



Hiicre zarin1 kat eden proteinler zarin sitoplazmik tarafinda bir protein ag1 olan hiicre
iskeleti proteinleriyle etkilesirler [2]. Hiicre iskeleti ve zar1 arasindaki iliski
dinamiktir, kirmiz1 kan hiicre morfolojisinin degismesine izin verecek sekildedir ve

eritrosit mekanik 6zelliklerini belirleyen temel faktorlerdendir [1, 5].

2.1.3. Eritrosit Zarimmn Lipit Icerigi:

Olgun eritrositlerdeki lipitlerin hemen hemen tamami hiicre zarinda bulunur.
Zarin lipit igeriginin %95’ini, takriben esit miktarlarda bulunan kolesterol ve
fosfolipitler olusturur [2, 5, 6]. Fosfolipitlerin c¢ogunu fosfotidilkolin,
fosfotidilethanolamin, sfingomiyelin, fosfotidilserin olusturur. Bir de eser miktarda
lisolesitin gibi lisofosfolipitler bulunmaktadir. Tek yag zincirinden olusan
sfingomyelin ve lisofosfolipitler disindaki fosfolipitler ¢ift yag zincirinden meydana
gelir. Fosfolipitler eritrosit zarina simetrik dagilmamislardir [2]. Aminofosfotid
fosfotidilethanolamin ve fosfotidilserin ile fosfotidilinositoliin %80°1 ¢ift katli lipit
tabakanin sitoplazmaya bakan i¢ katmaninda yer alirken kolin igeren lipitler
fosfotidilkolin, sfingomiyelin ¢ogunlukla dis katmanda yer alir [2, 6]. Lipitlerin
lateral hareketini sinirladigi bilinen kolesterol dig katmanda goreceli olarak zengin
olmasina ragmen dis katman lipitlerinin i¢ katmandaki lipitlere gore lateral
hareketleri daha fazladir. Ciinkii i¢ tabakadaki fosfolipitlerin hareketini hiicre iskelet
proteinleriyle olan etkilesimi sinirlamaktadir [2].

Lipit hareketliligi ve zar deformabilitesi iizerine ek bir etki de iki tabaka
arasinda diizenli olarak dagilmayan eritrosit fosfolipitlerinde yer alan serbest yag
asitlerinden kaynaklanir. Bir ugtan diger uga zarda bulunan serbest yag asitlerinin
yaklagik yarisi doymamistir. Ancak doymamis yag asitlerinin zardaki dagilimi
orantilt degildir ve Ozellikle poliansatiire agil zincirinin dort ya da daha fazla cift
baglar1 orantisiz olarak fosfolipit yapraklarinin i¢ kisminda yer alan
fosfatidiletanolamin ve fosfatidilserinde bulunur. Tersine c¢ogunlukla dis lipit
tabakada yer alan fosfotidilkolin en fazla kisa zincirli doymus yag asitleri
icermektedir. Sfingomyelin 6zellikle yirmiden daha uzun yag asitlerinden zengindir.
Sfingomyelinden zengin olan zarlar lesitinden zengin olan zarlardan daha az
akiskandir. Sfingomyelin/lesitin oraninin artmasi abetalipoproteinemilerde olur ve

eritrosit anormallikleriyle beraberdir.



Eritrosit zarmin kolesterol igerigi neredeyse tamamen esterlenmemis
kolesteroldiir. Cift katli lipit zarin her bir tabakasindaki kolesterol dagiliminin
Olciimii olduk¢a zordur. Ciinkii kolesteroliin iki tabaka arasindaki degisimi oldukca
hizlidir. Buna ragmen dis tabakada daha fazla kolesterol olduguna yonelik ¢aligmalar
vardir. Kolesterol zar akiskanligi iizerine etki etmektedir. Fosfolipitler ile etkilesir ve
“orta jel durumu” diye adlandirilan bir form olusturur. Boylece sadece fosfolipitden
olusan zarlarla karsilastirildiginda kolesterol igeren zarlar daha az akiskan ve daha
fazla vizkozdiir. Zarin kolesterol igerigindeki artis zar deformabilitesini azaltir ve
anormal derecede artiglar eritrosit seklinde bozulmaya yol agar. Sonucta kirmizi kan
hiicreleri kolaylikla dalakta pargalanabilirler.

Glikolipitler (ya da glikosfingolipitler) toplam eritrosit zar lipit igeriginin
kiigtik bir kismint olusturur. Bu glikolipitler sfingomyeline benzer. Eritrositlerde en
fazla bulunan glikolipit glikobositdir.

Glikobosit sadece plazma zarinda yer alan bir parcadir ve bu agidan kolesterol
ve fosfolipitlerden ayrilir. Glikobosit eritrosit zarinin bir karakteristigidir, ancak bir

cok hiicrede de tespit edilmistir [2].

2.1.4. Eritrosit Zarinin Protein Icerigi:

Eritrosit zarindaki proteinler; integral (transmembran) proteinler, iskelet
proteinleri ve baglayici proteinlerinden meydana gelmistir. Integral proteinler ¢ift
katl lipit tabakasinda zara dik olacak sekilde yerlesmistir. iskelet proteinleri zarim i¢
yliziinii kaplayan bir ag olusturmustur. Baglayic1 proteinler, integral proteinlerle

iskelet proteinlerini birbirine baglarlar [7].

Integral (Transmembran) Zar Proteinleri:

Eritrosit zar proteinlerinin biiylik bir kismi zar i¢inde sinyal ve tagimadan
sorumlu integral zar proteinlerinden meydana gelmistir [3, 5]. Integral proteinlerinin
cogunlugu cift katl lipit tabakada koprii olusturan glikoforinler ve protein bant 3 gibi
transmembran glikoproteinlerdir. Bazilar1 ise eritrosit zarinin dig veya i¢ yiiz
kenarindan sadece lipit ¢ift tabakasinin igerisine penetre olurlar [7]. Ekstraselliiler
alanda spesifik kan grup antijenlerini eksprese ederler [3]. Tipik bir transmembran
glikoprotein, ¢evre ortaminin igerisine karbonhidrat grubunun ¢ikint1 olusturmasiyla

bir ekstraselliiler alana, hidrofobik amino asitlerinin yiiksek igerigiyle birlikte peptit



segmentlerden olusan bir intramembrandz alana ve intraselliiler sitoplazma igerisine
cikint1 yapan bir sitoplazmik alana sahiptir. Ayrica yine tipik olarak zar iskelet agiyla
etkilesim i¢indedir [6, 7].

Integral zar proteinleri iki biiyiik aileden olusmuslardir [3, 7].

a. Protein 3:

Protein band 3 yaklasik 100 kD molekiiler agirliginda bir transmembran
glikoproteinidir. 43 kD’luk stoplazmik en u¢ terminal kismi ankrin i¢in (ayrica
protein 4.1, protein 4.2, hemoglobin ve bir kisim glikolitik enzimler iginde)
baglanma yeri saglar [3, 7]. Protein 3 nonkovalent olarak tetramerler olusturur ve her
tetramer bir ankrine baglanir. Protein 3’iin 52 kD’luk peptidinin C terminali CI'-
HCOj;™ degistiricisi i¢in anyon transport kanali olarak gorev yapar.

Anyon transportunun 6nemli oldugu bobrek ve tiibiillerinde, protein 3’iin

noneritroid izoformlarinin yer aldig1 doku ve organlara 6rnektir [7].

b. Glikoforinler:

Glikoforinler transmembran siyaloglikoproteinlerdir. Bunlar reseptor
fonksiyonu goren bir ekstraselliiler glikozlanmis segmentden, lipit tabakay1 gegen bir
intramembrandz hidrofobik segmentden ve diger zar ve selliiler proteinlerle iliski
kuran bir stoplazmik segmentden meydana gelir. Eritrosit hayalet zar jelinin
Periyodik Asit-Schiff (PAS) boyanmasi sonucu dort band goriiliir: Glikoforin A,B,C
ve D.

Glikoforin A 36 kD molekiiler agirliginda glikoforin a (alfa) ya da PAS 2
olarak da bilinen glikoforinlerin % 85’le en biiyiik kismini olugturur. Protein 4.1 ve
glikoforin A arasindaki iliski hiicre iskelet ag1 ve zar lipit tabaka i¢in bir baglanma
bolgesi saglar. Bu iliski fosfatidilinositol bagimli bir iligkidir.

Glikoforin B PAS 3 ya da glikoforin 0 (delta) olarak da bilinir. Molekiiler
agirhigr 20 kD’dur, glikoforinlerin %15’ine karsilik gelir.

Glikoforin C ayn1 zamanda PAS 2' ya da glikoforin B3 (beta) olarak da bilinir.
Molekiiler agirligi 32kD’dur. Glikoforinlerin %@4’line karsilik gelir. Protein 4.1
glikoforin C’yle baglanarak iskelet agiyla zar lipit ¢ift tabaka arasinda ek bir baglant1

saglar.



Glikoforin D ayn1 zamanda glikoforin y (gama), olarak da bilinir. 23 kD’luk
molekiiler agirligiyla glikoforinlerin % 1’ine karsilik gelir [7].

Iskelet proteinleri:

Zar i¢ yiizeyinde kafes seklinde uzanip iskelet agini olusturan bu proteinler
periferik proteinler olarak da adlandirilirlar [5, 7]. Iskelet proteinlerinin bazilari
aktin, myozin, tropomyozin, tropomodulin, kalmodulin gibi kasta bulunan kontraktil
proteinlerin izoformlaridir [6, 7]. Onceleri spektrin gibi diger zar proteinleri
eritrositler i¢in spesifik oldugu diisiinlilmiistiir. Fakat immiinolojik ve molekiiler
biyolojik ¢aligmalar bu proteinlerin izoformlarinin eritrosit dist hiicreler ve dokularin
¢ogunda da bulundugunu gostermistir [7].

Hiicre iskeleti baglayici proteinler, protein 4.1 ve ankrin ile transmembran
proteinlerine tutunmustur. Ek olarak protein 4.1 spektrin oligomerleriyle kisa aktin
flamentleri arasindaki horizontal iligkiyi stabilize eder (Sekil 2.2). Bir¢ok ek
proteinler hiicre iskeletiyle ilgili olarak aktin flamentlerinin reorganizasyonunda yer
alirlar. Protein 4.1, ankrin veya spektrininin yoklugu ya da bu proteinlerde meydana

gelen mutasyonlar eritrosit sekil veya deformabilitesinin bozulmasina yol agar [8].
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Sekil 2.2:Eritrosit zar iskeleti ve tasiyict proteinleri. (GPA:Glikoforin A, GPC:
Glikoforin C) (Gascard ve Mohandas’tan [8] alinmistir.)

a. Spektrin:
Spektrin eritrosit zar iskelet agirliginin yaklasik dortte tgilinii olusturan,

uzayabilen, esnek ¢ubuk seklinde molekiiller olup, ana iskelet proteinidir [7, 8].



Eritrosit yasami boyunca siirekli olarak dinamik sekil degisikliklerine maruz
kalir ve farkli 6zel durumlara adapte olmak zorundadir. Bunun igin eritrosit spektrini
degisen fonksiyonel ihtiyaclar1 kargilamak icin olusan degisimlere katlanmak
zorundadir. Ayni zamanda spektrin eritrosit zarmin reolojik &zelliklerinin
belirmesinde de ¢ok Onemli bir rol oynar. Herediter sferositozda zar spektrin
icerigindeki azalma beta spektrindeki hasar sonucunda olusur. Zar spektrin i¢eriginin
diismesiyle iligkili olarak eritrosit zarinin viskoelastik katsayisinda azalma olur ve
eritrosit ozmotik frajilitesindeki artigla uyumludur [7].

Spektrin iki uzun zincirden (alt birim) olusur. Alfa alt birimi 240 kD, beta alt
birimi 220 kD molekiiler agirligindadir. Bu iki birim antiparalel heterodimerler
olusturacak sekilde birbirinin etrafinda donerler ve ayrica tetramerler de olustururlar.
Spektrin tetramerleri hekzogonal kafes olusturacak sekilde zarin hemen altinda kisa
aktin flamentleriyle irtibat halindedirler [5, 7, 8,].

Biitiin spektrinler icerisinde yer alan alfa ve beta alt birimlerinin her ikisi de
bircok homolog 106 aminoasidin tekrariyla olusur (20 ve 18 tekrar ). Bu tekrarlarin
her biri tglii alfa heliksi igerisinde diizenlenir. Eritrosit spektrin molekiillerinin bu
organizasyonu Ozellikle eritrosit zar deformobilitesinde onemli bir rol oynayan
mekanik esnekligini verir.

Eritrosit iskelet ag1, elektron mikroskobuyla incelendiginde poligon yapidaki
iplikler spektrin molekiillerinden meydana gelir. Spektrin ve diger zar proteinleriyle
baglayict proteinlerin etkilesimi birlesme yerlerini olusturur. Zarin reolojik
Ozellikleri iskelet protein molekiillerinin mekanik 6zellikleriyle iliskilidir, 6zellikle
spektrin ve baglayicit proteinler ile ve bitisik molekiileri arasinda baglanma
karakterlerine baghdir [7].

Yatay olarak spektrin alfa ve beta zincirleri, aktin ve protein 4.1 ile baglanti
kurarlar. Bunlarin disinda adductin ve dematin proteinleri de yer almaktadir. Iskelet,
lipit cift tabakaya vertikal olarak tutunmusdur. Bir anyon degistirici olan AE1 ankrin
yardimziyla spektrine tutunmustur [5].

Alfa spektrin kismi1 kalmodulin baglanma yerini icermektedir. Beta spektrinin
N terminalli dimerizasyon yeri, aktin ile protein 4.1 i¢in baglanma alanini igerir.

Merkez kismi1 ankrin baglanma bolgesini igerir. C terminal kismi ise alfa spektrininin
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N terminaliyle bas basa iliskilenmelerinden sorumludur [8]. Beta spektrin
fosforilasyonu arttik¢a zar stabilitesinin azaldig1 gosterilmistir [9].

Spektrinin tripsinle sindirimi sonucu alfa alt biriminde bes bdlge (al-aV) B alt
biriminde dort bolge (BI- PIV) olusur. Spektrin dimerlerinde ol ile PI bolgeleri
arasinda bir baglanti s6z konusudur. Herediter eliptositoz ve herediter propoikilositoz
hastalarinin bir kisminda spektrinin kendi i¢indeki bu baglantisinda bir defekt vardir.
Spektrinin kendi i¢indeki bu baglantisina ek olarak glikoforinler ve band 3 ile protein
4.1 arasindaki etkilesim ve spektrin-ankrin-protein 3 ve spektrin-aktin-prtein 4.1

etkilesimi dnemlidir [7].

b. Aktin:

Aktin, biitiin hiicrelerin hiicre iskeletinin ana bilesenidir ve biitiin kaslarin
kasilabilir kismmin esansiyel bir parcasidir. Memeli hiicrelerinde en azindan alt1
isoformu vardir. Dort tanesi kasin aktin isoformlaridir. Eritrosit aktini kas dis1
(beta) formudur, cift helikal flament i¢inde organize olmustur (F-aktin) ve
tropomyozin ile yakin iliski i¢indedir. Eritrosit zarinda aktinin rolii primer olarak
protein 4.1 ve spektrin ile etkilesime girerek iiclii bir kompleks olusturmaktir. Bu
ticli kompleks spektrin tetramerlerini birlesmesine izin vererek iskelet aginin

olusmasini saglar.

c. Tropomyozin:

Eritrosit zarinda tropomyozin sarmal seklinde dimerler olusturarak beta
aktinlerin polimerizasyonunu indiikler ve aktin ince flamentinin ana olugunda yatar.
Bu iliski kastaki aktin ve tropomyozin arasindaki iliskiye benzemektedir. Insan
eritrosit zarinda tespit edilen tropomyozin 29 ve 27 kD’luk iki polipeptid ile bir
dimer seklindedir. Eritrosit tropomyozininin F aktine baglanmasi bir tropomyozin
dimerine 7-8 aktin baglanmasi seklindedir. Bu, zarin F aktin ile nerdeyse kaplanmasi
icin yeterlidir. Eritrosit zar iskeletinde bodyle 2 tropomyozin molekiili 12-17
monomer uzunlugunda bir kisa aktin flament ile ortak haldedir. Baglanma
magnezyum derigigine hassastir ve belirgin derecede isbirligi gostermektedir.
Eritrosit zar tropomyozini muhtemelen mekanik olarak aktin flamentlerinin
stabilizasyonunda ve spektrin-aktin arasindaki iliskide ve regiilasyonunda fonksiyon

gormektedir.
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d. Myozin:

Myozin kasta onemli bir kontraksiyon proteini olmasi yaninda ayrica
eritrositler gibi kas dis1 hiicrelerde de bulunur. Ancak eritrositlerde bulunan myozin
miktar1 ¢cok azdir ve gorevi tam bilinmemektedir. Muhtemelen eritrosit myozini ATP
bagimh degigmeler i¢in gerekli bir aktomyozin kasilma aparatinda tropomyozin ile

birlikte fonksiyon gérmektedir [7].

Baglayici Proteinler:

Bu proteinler zara paralel bir ag olusturan iskelet proteinleri ile ¢ift lipit
tabakasi1 igerisinde zara dik olarak yerlesen transmembran integral proteinlerini
birbirine baglayan proteinlerdir. Dolayisiyla iskelet ve integral proteinleriyle
etkilesim i¢indedirler ve {i¢ boyutlu zar protein aginin sekli i¢in dayanak noktalarin
olustururlar. Protein bantlar1 2.1 (ankrin), 4.1, 4.2 ana baglayici proteinlerdir. Bunlar

genellikle iskelet proteinleri igerisinde kabul edilirler [7].

a. Protein 4.1:

Protein 4.1 yaklasik 80 kD molekiiler agirliginda bir fosfoproteindir [7, 8,].
Hem eritrosit hem noneritrosit hiicreler i¢in multifonksiyonel bir protein olarak kabul
edilir. Iskelet aginda yer alan aktin, spektrin ve stoplazmik transmembran proteinler
glikoforin C ve band 3 ile etkilesim i¢indedir. Protein 4.1 su yapisal kisimlari igerir:
30 kD, 16 kD, 22-24 kD molekiiler agirlikli kisimlar [7, 8, 10]. Protein 4.1’in 30
kD’luk N terminal kismi glikoforin C, anyon degistirici band 3, CD 44, protein 55,
kalmodulin, importin alfa, pICI , CASK, matiir parazit enfekte eden eritrosit ylizey
antijeni, fosfatidilserin ile iligki saglar [8, 10]. 10 kD’luk santral kismi aktin,
importin alfa, U2AF ile ve spektrin kuyruguyla baglanir [10], bdylece eritrosit
zarinda yer alan aktine spektrinin baglanma afinitesini belirgin bir sekilde artirir.
Protein 4.1’in olmadig1 durumlarda spektrin-aktin iliskisi i¢in birliktelik sabiti 10> M~
! iken, spektrin-aktin-protein 4.1 ticlii iligki i¢in bu deger 10" M<dir [7]. Son olarak
22-24kD C-terminal kism1 muhtemelen niikleer mitotetik aparat iligkili protein ve FK
506 baglayan protein 13 ile baglanabilir [10, 11].

Protein 4.1’in  spektrin ve aktin ile 10 kD’luk bdlgesiyle baglanmakta
oldugunu, bunun spektrin-aktin iliskisi ve eritrosit zar stabilitesi i¢cin Oneminini

belirtmistik. Ayrica kalsiyumun kalmodulin ile uyumu muhtemelen spektrin aktin
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iliskisini module ederek hayalet eritrosit zarlarmmi destabilize eder. Kalmodulin
protein 4.1’e kalsiyumdan bagimsiz olarak baglanir ve kalsiyum bu iliskiyi modiile
edebilir. Yine protein 4.1’in 30kD’luk boliimiiyle band 3, CD 44, glikoforin C ve p55
ile yaptig1 baglant1 ve fonksiyonel iliskileri kalsiyum ve kalmodulinle module edilir
[10].

Zar iskeletinde baglayic1 bir protein olarak protein 4.1’in 6nemi birgok
transmembran glikoproteinler ile yaptigi baglantilar sayesinde anlasiimistir.
Baglandig1 transmembran glikoproteinler arasinda glikoforin A, glikoforin C ve
protein 3 yer alir, boylece ¢ift lipit tabakada vertikal uzantilara karsi horizontal
eslesmelerle ag yapilir. Protein 4.1, glikoforin A iliskisinin fosfoinosititler tarafindan
diizenlendigi diistiniilmektedir [7]. Ayrica protein 4.1 tetramerik band 3 molekiiliiniin
stoplazmik kismryla iliskiye girerek ankrinin band 3’e baglanmasin1 modiile eder ve
eritrosit zar stabilitesini degistirir. Protein 4.1 spektrin-aktin ile baglanmasi
eszamanli olarak glikoforin C ve p55 ile baglanmasina denk gelir. Boylece eritrosit
zar1 altinda bir kompleks olusturur [10].

Protein 4.1 bir ¢ok dokuda bulunur: Beyin, trombosit, endotel hiicreleri, lens
hiicreleri, fibroblastlar ve lenfoid hiicreler. Ancak her dokuda ayri1 izoformlari

bulunur [7].

b. Ankrin

Eritrosit ankrini (protein 2.1) 210 kD agirliginda kiire seklinde bir proteindir.
Spektrini protein 3’e baglar. Ayrica diger integral zar proteinlerini de baglar. Bir N
terminal 89kD’luk zar baglayici kisim (band 3 ile iliskili ), 62 kD’luk spektrin
baglayan kistm ve 55 kD’luk C terminal diizenleyici kisim olmak iizere ii¢ kistmdan
olusur [8, 10]. Spektrin tetramerlerinin her biri iki ankrin baglanma bdlgesine
sahiptir. Fosforlanmamig ankrin, baglanmak i¢in spektrin tetramer ve oligomerlerini
spektrin dimerlerine tercih eder.

Herediter sferositozun bazi vakalarinin ankrin geninde bir defektle ilgili
oldugu gosterilmistir. Ankrindeki bir eksiklik ya da instabilite zara spektrin
baglanma stabilitesini azaltarak zar spektrininin azalmasina yol agar. Bu ayrica
spektrin eksikliginin derecesiyle sferositozun derecesi arasinda da bir korelasyon

gosterebilir [7].
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b. Protein 4.2:

Protein 4.2 insan eritrosit zarinin protein agirligimin yaklasik % 5’ine karsilik
gelir. Protein 4.2 protein 3’iin sitoplazmik kismiyla iligskiye girer. Cozeltide ankrin ve
protein 4.1’le baglanir. Protein 4.2 muhtemelen zardaki ankrini stabilize etmekle
gorevlidir. Protein 4.2 protein 4.1°le birlikte eritrosit olgunlagma siirecinde
sentezlenen son zar proteinlerinden biridir. Protein 4.2 zar proteinleriyle yaptigi
baglantilarla zar iskeleti stabilizasyonunda yer alir. Boylece onlar1 yikimdan (6rnegin
proteazlar), ya da capraz kopriilesmelerden (6rnegin stoplazmik transglutaminaz)
korur. Protein 4.2°si eksik olan hastalarin eritrositleri eliptositotik ve sferositotik
sekildedir. Ayrica ozmotik frajiliteleri artmistir ve anemi problemleri vardir. Bu
anormalligin muhtemel sebebi protein 4.2 eksikliginden dolayi iskelet aginin ve zar
cift tabaka arasindaki iligskinin zayiflamasi sonucudur.

Protein 4.2 in vivo reaktif analoglari ayrica diger doku ve hiicrelerde de yer
alir. Bunlar trombosit, beyin ve bobrektir. Muhtemelen eritrosit dis1 yapilardaki

gorevi eritrositlerdeki gorevlerinden farkhidir [7].

2.1.5. Eritrosit Zarimin Tasiyic1 Proteinleri:

Eritrosit zarindan polar olmayan maddeler hizlica ve kolayca gecis
yapabilirler. Polar maddeler ise tasiyict proteinler aracilifiyla zar1 gegebilirler.
Ozellikle sodyum, potasyum gibi tek yiiklii katyonlarin eritrosit zarmndan gegisleri
zordur ve enerji gerektirir. Eritrosit zarinda ¢esitli katyon tasiyicilari, anyon tasiyicisi
( band 3), iire, glikoz tastyicist ve su kanal1 gibi 6zel tasiyici proteinler bulunur [2].

Eritrosit zarinda yer alan major katyon tasiyicisi, ATP’yi kullanarak hiicre
icindeki sodyumu disaridaki potasyumla degistiren Na'- K aktif transport
pompasidir. ATP’den ADP’ye déniistiiriilen her molekiil i¢in 3 Na' iyonu hiicre
disia pompalanir ve 2 K iyonu hiicre icine girer. Bdylece eritrosit ici katyon
derisigi (130mM-K', 8mM-Na") dengelenir. Ciinkii plazmadan eritrosit i¢ine pasif
olarak Na' girisi olur, tersi K' icin gegerlidir [2]. Bu pompa aym zamanda
eritrositlerin diisiik dinlenme zar potansiyeline de katkida bulunur. Pompanin her bir
dongiisiinde eritrosit bir pozitif iyon yitirir. Bu kaylp kismen bir anyonun
(cogunlukla klor) disar1 ¢ikmasiyla dengelenir [12].

Band 3 proteini akcigerde eritrositdeki CI/HCO;3;™ anyon degisimini saglar.

Eritrositlerde diger bir anyon ge¢isi anyonlarin net kayip veya kazanimlariyla



14

sonuglanan yavas iyonik diflizyondur [13]. Bu gecis katyon difiizyonundan 100 kat
daha hizlidir ama katyon degisim reaksiyonundan da 10.000 kat daha yavastir [2].

Aquaporin 1 eritrosit zarinda bol miktarda bulunan ve ozmotik su taginiminin
%85’inden sorumlu bir su kanalidir. Aquaporin 1’1 olmayan eritrositlerin émiirlerinin
daha kisa oldugu belirtilmistir [14].

Glikoz tastyicist eritrosit zar proteinlerinin %35’ini yapar. Glikoz bu protein
sayesinde kolaylastirilmis difiizyonla eritrosite girer, eritrosit i¢inde anaerobik
glikoliz i¢in glikoz kaynagini olusturur. Eritrositin gereksinim duydugu glikozdan
daha fazlasi glikoz tasiyict protein ile hiicre i¢ine tasinmaktadir [15, 16].

Eritrositin ayrica iire tasiyicis1 vardir. Ure tasiyicisi eritrositin ozmotik

dengesine ve eritrosit zarinin deformabilitesine katki saglar [17].

2.1.6. Ozmotik Frajilite:

Eritrositler hemoglobinin ozmotik etkisinden dolay1 hiicre i¢i siviy1 artirmaya
egilimlidirler. Ancak bu egilim normal durumlarda Na'- K’ aktif transport
pompasiyla engellenir ve sodyumla birlikte hiicre i¢ine giren su, sodyumla birlikte
hiicreden disar1 atilir. Eger giren su miktar1 pompanin kapasitesini agarsa, eritrositler
siser ve yuvarlak bir sekil alirlar. Eritrositler hipotonik ¢o6zeltilere konulduklar
zaman su, hizlica eritrosit zarindan gecerek hiicrenin sigmesine yol agar. Buna
ozmotik sisme denir. Eritrositin 6nce fincan seklini sonra da kiire seklini almasini
saglar. Bunun nedeni eritrositin hacmi artarken yiizey alaninin ayni kalmasi veya ¢ok
az artmasidir. Eritrositler kiire sekline ulasip, kritik bir hacme vardiktan sonra hiicre
zar1 pargalanir ve hemoglobin gibi biiyilik molekiiller serbest kalir [2, 18].

Eritrositi kiire sekline doniistiiren iki durum daha vardir. Bir tanesi diskosit-
ekinosit dontisimidir (Sekil 2.3). Hiicre ici ATP azalmasi ve Ca™ artmasina
baglidir. Eritrosit diskinin Once hatlar1 diizensizlesir, sonra dikensi ¢ikintilar
(krenasyonlar) olusur, en son asamada da eritrosit oval veya kiire seklini alir. ATP
yerine konulursa kiirenin sekli derece derece normal sekline doner [19]. ikincisi
diskosit-stamatosit doniisimiidiir (Sekil 2.4). Eritrositler diisiik pH’a maruz
kaldiklarinda olusur. Eritrositin bir tarafindaki ¢okiikliik azalirken diger tarafta artar

[20].
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COe z}wQ

Diskosit Ekinosit Kiire

Sekil 2.3: Eritrositin diskosit-ekinosit sekil degisikligi.

Eritrositler, hipertonik ¢ozeltilere konulduklarinda ise su kaybederler, hiicre
kiigiiliir ve kenarlarinda dikensi ¢ikintilar (krenasyonlar) olur [21].

Ozmotik frajilite testinde, farkli hipotonik derisiklerdeki tuz ¢ozeltilerin igine
birakilan eritrositlerin hemolize kars1 direnci Ol¢iiliir. Her bir hipotonik derisimdeki
eritrositlerin parcalanma miktari, derisimin i¢ine salinan hemoglobinin kolorimetrik
olarak Olcililmesiyle hesaplanir ve eritrositlerin tamamen lizis oldugu en diisiik
derisimli ornekle karsilastirilir [21]. Eritrositler % 0,85’lik NaCl ¢ozeltisi iginde
hicbir sekil degisikligine ugramazlarken, % 0,50-0,45’lik c¢dozeltilerde hemoliz

goriilmeye baglanir ve % 0,30-0,20’lik NaCl ¢ozeltilerinde ise tiim kirmizi hiicreler

hemolize ugrar [21, 22].
Diskosit Stomatosit

Sekil 2.4: Eritrositin diskosit-stamatosit sekil degisikligi.

Ozmotik frajilitenin kritik belirleyici faktorii eritrositlerin yiizey alaniyla
hacmi arasindaki orandir [23]. Kiiresel hiicrelerin yiizey/hacim oranlar1 diisiiktiir,
hipotonik ¢ozeltilerde sinirli bir genisleme kapasiteleri vardir ve normal bikonkav

eritrositlerden daha yiliksek NaCl derisiklerinde lizis olurlar. Bu eritrositler i¢in
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artmis ozmotik frajiliteye veya azalmis hemolitik dirence sahiptir, denilir. Diger
yandan hipokromik, diiz ve yass1 hiicreler hipotonik ¢ozeltilerde daha biiyiik
genisleme kapasitesine sahiptirler ve normal eritrositlerden daha diisiik NaCl
derisiklerinde lizis olurlar. Diigiik ozmotik frajiliteye veya bagka bir sdylemle artmis
hemolitik dirence sahiptirler [22].

Herediter sferositoz ve kazanilmis hemolitik anemili hastalarda kirmizi kan
hiicrelerinin ozmotik frajilitesi artar. Talasemili ve demir eksikligi anemisi olan
hastalarin mikrositer, hipokromik olan eritrositlerinde ozmotik frajilite azalir. Yeni
doganin hemolitik hastaligi ve splenomegalide de eritrositlerin hemolitik direncinde
artis vardir. Hemoglobinopati veya karaciger hastaligi olan kisilerin ¢ogunda ve bazi

myeloskleroz, 16semi, lenfosarkom, splenektomili hastalarda ozmotik frajilite azalir

[21, 24].

2.1.7. Eritrosit Metabolizmasi:

Baglica gorevi akcigerlerden dokulara O, tasimak, dokulardan akcigerlere
CO, gotiirmek olan eritrositin metabolizmas: da buna goére diizenlenmistir ve diger
viicut hiicrelerinden olduk¢a farkli ozellikler icermektedir. Hatta Oncli hiicresi
retikiilositden bile oldukca farklidir. Eritrositlerde diger hiicrelerden farkli olarak
ribozom, mitokondri, golgi aparati ve nukleus bulunmaz. Yapisal olarak sadece
sitoplazma ve hiicre zar1 kalmistir. Globulin, protein, lipit sentezi yapamaz.
Retikiilositlerde ise sitoplazma ve hiicre zarina ilaveten mitokondri ve RNA
kalintilar1 bulunur. Globulin, protein, lipit sentezi yapabilirler [25].

Eritrosit dolasim i¢inde yiiksek gerilim streslerine, ani uzamalara ve
katlanmalara maruz kalir. Eritrosit zar1 6zel yapisi nedeniyle bu etkilere karsi
oldukca dayaniklidir ve zarin biitiinliigiiniin ve esnekliginin siirdiiriilmesi eritrositin
dolagim i¢inde kalabilmesi i¢in biiylikk 6nem tasir. Eritrosit metabolizmasinda

iretilen enerjinin bir kismi zarin fonksiyonlariin siirdiiriilmesi i¢in kullanilir [1].

ATP Uretimi ve Tiiketimi:

Eritrositlerde ATP firetimi ve tiiketimi retikiilositlerden ¢ok daha azdir.
Ciinkii eritrositlerde mitokondri olmadigi i¢in O,’i ATP iiretimi i¢in kullanamaz.
Glikoliz (Embden-Meyerhof glikolizi) ATP iiretimi i¢in tek yoldur (Sekil 2.5).
Eritrositlerde tiiketilen glikozun (1,25 mM / litre / saat) % 90’u bu yola girer.
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Eritrositlerde ATP iiretimi 2 mM /litre /saat, hiicre i¢i derisimi 1-1,5 mM,
yarilanma Omrii bir saattir. Retikiilositlerde ATP iiretimi 120-200 mM/litre/saat,
hiicre i¢i derisimi 3-4 mM ve yarilanma 6mrii sadece 40 saniyedir.

Eritrositlerde ATP asil olarak zarda iyon tasimmasinda kullanilir. Bunun
biiyiik bir kismu Na™-K " transport pompasinda (tim ATP’nin %30’u) kullanilir. Ca™
tasinmasinda kullanilan ATP daha azdir. ATP’nin eritrositlerde ikincil kullanim yeri
hiicre iskelet elemanlarinin kontraksiyonudur. Enerjinin diger kullanim yeri
fosforilasyon reaksiyonlaridir. Fosforilasyon reaksiyonlarinda kullanilan ATP’nin
(tim ATP’nin % 25°1) beste dordii fosfolipitlerin fosforilasyonunda, geri kalan beste
biri proteinlerin fosforilasyonunda kullanilir. Enerjinin sadece kiigiik bir kismi
oksidan hasarin tamirinde kullanilir. Retikiilositlerde ATP’nin % 30’u globulin

sentezinde, % 25’1 Na™-K" transport pompasinda kullanilir [1, 26-28].

Embden-Meyerhof Glikolizi:

Sekil 2.5°de goriildiigii gibi glikolize giren her mol glikoz i¢in 2 mol ATP, 2
mol indirgenmis nikotinamid adenin dinukleotid (NADH) iiretilir ve glikoz piriivata
kadar okside edilir. Piriivat NADH tarafindan laktata indirgenebilir. Sabit kosullar
altinda laktat tiretimi 2,3-2,5 mM / litre / saatdir. Embden-Meyerhof glikolizinin son
trlinleri olan piriivat ve laktat viicudun diger kisimlarima metabolizmalar1 igin
giderler [1, 25, 29, 30].

NADH; mitokondrisi olan hiicrelerde oksidatif fosforilasyona girer, ancak
eritrositlerde methemoglobinin indirgenmesinde kullamlir. Hemoglobindeki Fe™
(ferro) oksitlenince Fe™ (ferri) olur ve methemoglobin olusur. Methemoglobin
hemoglobinin % 1’inden az olmalidir, ¢ilinkii oksijen tasiyamaz [1, 29, 30].

Eritrositte hiicre i¢i pH diiserse glikoliz sirasinda olusan ara iiriinlerden biri
olan 1,3 bifosfogliserat 2,3 bifosfogliserata doniisiir. Boylece hemoglobinin oksijene
afinitesi azalir, ama ATP’de iiretilmemis olur. Bu ylizden bu yolaga enerji salteri,
degistiricisi  (Rapoport  Luebering  shunt)  denir. 2,3  bifosfogliserat
deoksihemoglobine baglanarak oksihemoglobininin oksijen-Hb dissosiasyon egrisini
saga kaydirir. 2,3 bifosfogliserat artis1 anemiye verilen ilk cevaplardan biridir. Hiicre
ici derisigi 4 mM/L oldugu zaman ayn1 hemoglobin derisiginde oksijen salinimini %

40 arttirir [ 1, 25].
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Sekil 2.5: Embden-Meyerhof glikolizi.

Heksoz Monofosfat (Oksidatif Pentoz Fosfat) Yolu:

Istirahat sirasinda glikozun yaklasik %10’unun yoéneldigi bu yolun amact
indirgenme elemanlarini iiretmektir. Heksoz monofosfat yolunda her mol glikoz igin
2 mol nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) iiretilir. NADPH eritrositde
glutatyonun indirgenmesinde kullanilir. NADPH ayrica katalaz aktivitesi i¢in de
onemlidir. Bu yolun etkinligi bityiik 6lgiide NADPH / NADP" (okside nikotinamid
adenin dinukleotid fosfat) oraniyla belirlenir [1, 25].

2.1.8. Eritrositlerde Oksidatif Stres Parametreleri ve Antioksidan Enzim
Aktiviteleri:

Eritrositler 6nemli bir antioksidan olan glutatyon agisindan zengindirler.
Glutatyonun fonksiyonel gruplar1 proteinlerin ve diger makromolekiillerin yiiklii

kisimlariyla reaksiyona girerler. En dnemli reaktif grup sistein yan zincirinde yer
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alan siilfidril grubudur. Bu grup bir elektron donérii gibi davranir. Bdylece indirgeme

islemi ve serbest radikal siipiiriicii etkisini gosterir [25].

1,0, GSH-Px TH,0
2GsH GEEG
GSH-Eed
NADE +H MNADFPH
Glikoz-6-fosfat
dehidrogenaz

Sekil 2.6: Glutatyonun hidrojen peroksit (H,0,) detoksifikasyon reaksiyonu.
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), indirgenmis glutatyon (GSH), okside glutatyon
(GSSG), glutatyon rediiktaz (GSH-Red).

Fizyolojik kosullar altinda %95-99 arasinda glutatyon (GSH) indirgenmis

halde bulunur. Okside glutatyonun (glutatyon distilfit, GSSG) miktar1 oksidatif stres

ile artar. Bu iki glutatyon iki enzim ile birbirlerine ¢evrilirler: glutatyon peroksidaz

(GSH-Px) ve glutatyon rediiktaz (GSH-Red). GSH-Px glutatyonun fonksiyonu

acisindan en Onemli reaksiyonu katalizler: hidrojen peroksidin (H,O,) ve diger

hidroperoksidazlarin indirgenmesinde gorev alir. Bu siirecte ortaya ¢ikan GSSG

GSH’ye doniistliriiliir ve bu reaksiyon GSH-Red ile katalizlenir. Bu GSH-Red

reaksiyon icin indirgenme esiti pentoz fosfat yolundan temin edilir (NADPH+H").

Pentoz fosfat yolunun anahtar enzimi glikoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimidir (Sekil

2.6). Glutatyon GSH-Px enziminin katalizledigi reaksiyon ile Hb, diger proteinler ve

zar igeriklerini oksidasyona karsi korur. GSH-Px enziminin dort alt {initesinin her
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biri birer selenyum atomu igerir. Organik hidroperoksitlerin indirgenmesinde bu
selenyum igerigi gorev alir [25, 31].

Eritrositleri oksidan hasara karsi korumada yer alan ikinci bir endojen
antioksidan da katalazdir (CAT). H,O, detoksifikasyonunda yer alan CAT bu
molekiilii hiicre i¢in zararsiz bir molekiil olan suya doniistiiriir [32].

Eritrosit diger hiicrelerin aksine tiim viicudu dolasan ve her yere ulasabilen
antioksidan savunma sistemine ait bir hiicredir [25]. Bundan dolay1 bir¢ok durumda
eritrositlerin antioksidan kapasitesi incelenmistir [32, 33].

Eritrositler ATP dongiisiine gore etkilenen, kisa yasama sahip hiicrelerdir.
Pro-oksidanlar ile antioksidanlar arasinda yer alan dengenin bozulmasi oksidatif stres
ile sonuglanir [34, 35]. Pro-oksidan faktorler ile zayiflatilan antioksidan savunma

sistemi sonucunda oksidan stres artar [36].

i
Ha(s \— o 'CH+OH + x
Haber-Weiss
Eeaksivonu
Fenton Eeaksiyvonu
Fe*d Lipit peroksidasyonu
% Protein oksidasyonu

v /

"OH+ OH

Sekil 2.7: Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu ile bunlarin sonucunda lipit
peroksidasyonu ve protein oksidasyonunun olusumu. Superoksit anyonu (O”),

hidrojen peroksit (H2O;), hidroksil radikali (OH ).

Fenton reaksiyonu olarak bilinen ve gecis elementlerinden Fe'™ etkisi ile
H;0,’den en potent serbest radikal olan ‘OH olusturan reaksiyon, eger ortamda
yeterince H,O, varsa gerceklesir [37]. Hem endojen hem de eksojen antioksidan

sistemlerden kacan bu radikal daha toksik bir radikal olan "OH doniismesi sonucunda
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hiicrede reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) hasari ile karsilasilir. Normalde superoksit
anyonu ve H,O; orta derecede biyolojik olarak aktif molekiillerdir. Biyolojik olarak
aktif olmalar1 bakir ve

demir molekiillerinin varligma baghdir. Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss
reaksiyonu ‘OH olusumunu gergeklestiren reaksiyonlardir (Sekil 2.7) [37].

Reaktif oksijen tiirevleriyle (ROS) olusan hasarin gosterilmesinde kullanilan
en Oonemli parametrelerden biri lipit peroksidasyon indeksi olan malondialdehittir
(MDA) [32]. Diger onemli hiicre elemanlarindan olan proteinlerin oksidan hasara
maruz kalmalar1 sonucunda protein oksidasyonu meydana gelir. Protein
oksidasyonunu gostermek i¢in kullanilan parametre protein karbonil miktaridir [38].
Yapilan calismalarda lipit peroksidasyonu ve protein oksidasyonunun oksidan

hasarin gostergesi olarak kullanildig: goriilmektedir.

2.1.9. Eritrositlerde Oksidatif Stresin Ozmotik Frajiliteye Etkisi:

Eritrositlerde serbest oksijen radikalleri, doymamis yag asitleri ve proteinlerle
reaksiyona girerek lipit peroksidasyonuna ve protein yikimina neden olurlar. Lipit
peroksidasyonu eritrosit zar komponentlerinde polimerizasyona yol agar ve en
onemli gostergesi de MDA ’dir [39-42]. Eritrositlerde oksidatif hasar ayni1 zamanda
globulin ile spektrinin ¢apraz baglanmasini uyarir. Eritrosit zarindaki band 3, ankrin,
glikoforin gibi bilesenlerin zardaki dagilimini etkiler ve protein hasarina yol acar [39,
43]. Polimerizasyon ve c¢apraz baglanma ¢ift katli lipit zarinin i¢ tabakasinda
bozulmaya yol agarak eritrositde diskosit-ekinosit sekil degisikligine neden olur. Bu
sekil degisikligi eritrosit zarmin sertligini artirir, deformabilitesini azaltir ve
eritrositlerin ozmotik frajilitesini artirir [39, 41, 44, 45].

Srour ve dig. [46]’nin yaptiklar1 calismada ROS kaynagi H,O, ve
askorbat/Fe>’ye maruz birakilan eritrositlerde lipit peroksidasyonunun géstergesi
MDA ve protein hasarinin gostergesi alaninin iiretimi artmistir. MDA ve alanin
tiretimiyle dogru orantili bir sekilde ozmotik frajilite artmustir. Oksidatif stresin
neden oldugu lipit peroksidasyonunun ozmotik frajiliteyi artirdigini gosteren bagka
bir ¢ok c¢aligma da vardir [47-49]. Ancak Allegra ve dig. [50]’nin yaptig1 bir
calismada alti saat boyunca MDA’ya maruz birakilan eritrositlerde hemolitik
direncin arttig1 bildirilmistir ve bu durum hiicrelerden K"™la birlikte H,O’nun

cikistyla agiklanmistir. Diger yandan H,O;’e 60 dakika maruz birakilmadan dnce
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cesitli tibbi bitkilerle korunan eritrositlerde ozmotik frajiliteyle lipit peroksidasyonu
ve protein hasari iligkisi incelenmis, protein hasariyla ozmotik frajilite arasinda giiclii
bir korelasyon bulunurken, lipit peroksidasyonunun ozmotik frajilitede belirleyici

faktor olmadigi kaydedilmistir [51].

2.2. Toluen:

Toluen, benzene benzer tatl, keskin bir kokusu olan, ucucu, renksiz, gii¢li
151k kiric, berrak bir sividir [52, 53]. Bir organik ¢oziicii olarak endiistride kullanilan
tinerin temel bilesenidir. Aromatik hidrokarbonlar grubundandir [52]. Bir metil
grubunun benzen molekiiliiniin bir hidrojen atomuna yerlesmesiyle olusur [54].
Kimyasal ismi metil benzendir, kimyasal formiilii C¢HsCH; diir (Sekil 2.8). Toluol,
metil benzol, fenil metan, metasit isimleriyle de anilir [54-56].

Toluen 4,4 °C (40 °F)’ nin Ustiindeki sicakliklarda yanicidir, ayrica oda
sicakliginda oldukga tehlikelidir. Ugucudur, buhar1 havadan agirdir ve oda tabaninda
birikebilir. Bir ¢ok organik ¢oziicliyle kolaylikla karisabilir, fakat suda az ¢oziiniir.

Yogunlugu sudan azdir ve su yiizeyinde bir tabaka olusturur [53].

Sekil 2.8: Toluenin kimyasal yapisi.

Kimyasal Formulii: C,Hg

Rolatif molekiiler agirhgi: 92,13

CAS kimyasal ad: Fenilmetan

CAS kayit numarasi: 108-88-3

RTECS kayit numarasi: XS 5250000

Genel es anlamhisi: Metil benzen

Diger isimleri: Metasit, metilbenzol, toluol [54]

Metilksiloheksan (Methylcyclohexane) igeren petrol iiriinlerinin katalitik
olarak dehidrate edilmesiyle ana igerigi toluen olan teknik iirlinler elde edilir. Bu

tirlinlerin saflagtirilmasi parafin hidrokarbonlar, napthen hidrokarbonlar veya alkoller
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ile azeotropic damitmayla olur. Toluenin saflik derecesi iiretim metotlarinin

cesitliliginden dolay1 ¢ok degisir [54].

2.2.1. Toluenin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri:

Molekiil agirhg: 92,1 dalton [53]
Spesifik ozgiil agirhk (20 °C): 0,8623 [57]
Dansite (g/mL, 20 °C): 0,8669 [57]
Erime noktasi: -95 °C [57]
Kaynama noktasi (760 mmHg): 110,6 °C (232 °F)  [57]
Gaz ozgiil agirhgi: 3,2 (hava=1) [53]
Buhar basinci (25 °C): 28,7 mm Hg [57]
Buhar dansitesi (air = 1): 3,20 [57]
Havada satiirasyon yiizdesi: 3,94 [57]
(760 mm, 26 °C)

Tutusma siniri: 1,17-7,10 [53, 54]
(Havada yiizde hacmi)

Kapal bir kapta parlama noktas: 4,4 °C [53, 54]
Spontan ates alma noktasi: 552 °C [54]
Coziiniirliik:

Su: % 0,07 (23 °C) [53]
Icme suyu (25 °C): 535 mg/litre [58]
Deniz suyu (25 °C): 380 mg/litre [58]
Uyan ozelligi: 8 ppm’de duyulabilen tatli, aromatik koku [53]

Cevre sicakliginda berrak, renksiz bir sivi olan toluenin benzene benzeyen
tath bir kokusu vardir. Toluen kokusu igin havadaki esik deger 9,4 mg/m’
saptanmustir [54].

Toluen giiglii oksidan maddelerle reaksiyona girer, okside materyallerden ayri

bir yerde saklanmas1 gerekir [53].

2.2.2. Toluen Uretimi ve Kaynaklar:
Primer olarak ham petroliin damitilmasiyla elde edilen toluen ABD’de en ¢ok
iiretilen kimyasallar arasinda yer alir [53]. 19. yy’in son kisimlarinda komiir

karbonizasyonu toluenin ana kaynagini olusturuyordu. II. Diinya Savagi’ndan sonra
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petrol kaynakli toluen iiretimi giderek artti ve komiirden iliretim giderek diistii.
Toluen gilinlimiizde baslica rafinerilerde (% 87), etilen ve propilen tiretimi sirasindaki
kacan buharlardan (% 9 ) ve (% 4 ) diger siire¢lerden iiretilmektedir. Ayrica toluenin

dogal kaynaklar1 olarak baz bitki tiirleri de vardir [54].

2.2.3. Toluenin Kullanim Alanlar::

Toluen 6nemli bir kimyasal iiriin ve ¢oziiciidiir. Diger ¢oziiciiler benzen ve
ksilenden ¢ok daha fazla miktarlarda kullanilir. Coziicii olarak boyalarda,
miirekkeplerde, incelticilerde (tiner), siva ve astarlarda, yapistiricilarda, verniklerde
ve de diger solvent gerektiren bilesiklerde kullanilir [53, 54]. Oktan miktarini artiran
bir komponent olarak (ABD’de yillik iiretilen toluenin %95’inden fazlasi) benzinle
karigtirilir.  Toluen diisosiyanat, benzoik asit, benzaldehit, ksilen, toluen-
sulfonilkloroid gibi kimyasallarin biiyiik miktarlarda organik sentezinde kullanilir.
Son olarak 6zel denatiire alkollerin denatiirasyonunda denatiire edici madde olarak
kullanilir [54]. Sonucta toluenin boya ve astar kaplama endiistrileri, miirekkep
yapimi, yapistiricilarin ici, kauguk ve deri endiistrisinin ¢esitli dallar1 gibi genis

kullanim alanlar1 vardir [53, 55, 56].

2.2.4. Toluenin insana Maruziyet Yollari:

Toluene maruziyet baslica inhalasyon yoluyla olmak iizere deri, mukoza ve
gasrointestinal sistem yoluyla gerceklesmektedir [59]. Genel populasyonun toluene
maruziyeti nispeten azdir ve kent havasimin inhalasyonuyla, oral alim, toluenin
deriye veya mukozaya temasiyla olabilir. 1982 yilinda atmosferi moniterize ederek
elde edilen bilgilerle biitlin diinyada kentlerde oturanlarin oldukga yiiksek diizeylerde
toluene maruz kaldiklar1 iddia edilmistir [60]. Toluenin oral alimi toluen igeren igme
suyu tiiketimi veya toluen igeren sularda yasayan baliklarin tiiketimiyle olmaktadir.
Deriye temas igin ise ii¢ olasi yol vardir. Toluen igeren solventlerin, kozmetik
tirlinlerinin veya tasit yakitlarinin kullanimidir. Kozmetik {iriinleri diger iki kaynakla
karsilagtirildiklarinda daha az toluen icermelerine ragmen genel populasyonun
bunlarla maruziyeti daha fazladir [54].

Fakat toluene asil maruziyet genis kullanin alanlar1 nedeniyle boya sanayi,
ayakkab1 liretim merkezleri, petrokimya endiistrisi, matbaacilik, yapistirici iiretimi ve

farmasotik endiistri gibi bircok is kolunda calisanlarin mesleksel maruziyetidir [53,
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55, 56]. Bu meslek gruplarinda toluene maruziyet genel populasyondan ¢ok daha
fazladir [54].

Toluene maruziyetin ¢ogu inhalasyonla olur [53, 59]. Toluen kokusu toluenin
tehlikeli derisikleri icin yeterli bir uyar1 saglamis olmasina ragmen duysal esik degeri
olan 8 ppm derisiginde 15 dakika maruziyet olfaktor yetersizlige yol agar [53, 54].

Toluen akcigerlerden kolaylikla ve hizlica absorbe olur. Insanlarda inhale
edilen toluenin ne kadarinin emilime ugradigi farkli yazarlar tarafindan farkh
bildirilmistir. Bildirilen bu emilim oranlar1 %40 ile %60 arasinda degismektedir [53,
54, 61-64].

Siv1 toluene maruz kalan deriden toluenin emilime ugradigi gosterilmistir
[65]. Ayrica s1vi toluenin tekrarlayan veya uzun siiren deriye temasi ¢atlaklar ve deri
soyulmasi nedeniyle deriyi hasarlayabilir. Saglam deriden toluen emilimi yavas
olmasina ragmen perkiitan toluen emilimi ciddiye alinacak diizeylerdedir. Mukoza
zarlarina toluen buhar1 ¢ok hafif irritandir, fakat sivi toluenin géze sigramasi kornea
hasariyla sonuglanabilir [53].

Oral yolla alman toluenin emilimi, solunum yolundan alman toluenin
emiliminden ¢ok daha az olmaktadir [54]. Fakat oral yolla toluenin alinimi
inhalasyon yoluyla alinmasindaki gibi viicutta sistemik etkilere yol acabilmektedir
[53].

Toluene sekonder kontaminasyon riski vardir. Ancak sadece toluen buharina
maruz kalmakla sekonder kontaminasyon riski olusmaz. Toluen gazinin igerisinde
bulunan veya sivi toluenle direkt temas eden elbisenin deriyle temasi sonucu
sekonder kontaminasyon olusabilir [53].

Cocuklar yetiskenlerle ayni diizey toluen buharina maruz kaldiklarinda bu
doz onlar i¢in yiiksek kabul edilir, ¢linkii onlarin akciger ylizey alani / viicut agirlig
ve akciger dakika hacmi/ viicut agirligi daha biiyiiktiir. Ayrica ¢ocuklar, toluen
buhar1 havadan agir oldugu i¢in toluen derisiginin daha ¢ok oldugu oda tabanina
daha yakin konumda soluk alip verirler. Cocuklarda toluenin farmakokinetik
etkilerinin yetiskinlerden farkli olduguna dair bir bilgi yoktur. Toluen plasentaya
gecebilir ve anne siitiine salinimi1 vardir [53].

Toluene maruziyet sinirlart Sekil 2.9” de gosterilmistir.
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2.2.5. Toluen Metabolizmasi:

Toluenin arteriyel kan miktariyla alveoler hava miktarmin iligkisi dogrusaldir.
Bundan dolay:1 alveoler havadaki toluen miktar1 arttikca arteriyel kandaki toluen
miktar1 artar. Toluene maruziyetin sonlanmasindan hemen sonra alveoler havadaki
ve arteriel ve vendz kandaki toluen derisigi hizla diiser ve daha sonra diigiis orani

giderek azalir [54, 66, 67].

izin verilen maruzivet simrt: 200 ppm (8 saatlik calisma ortalamasi)
izin verilen iist simr : 300 ppm

Kisa siireli maruzivet simry: 500 ppm (10 dakikalik maruzivet)
Yasamiveva saghd tehdit eden anhk simir : 300 ppm

Sekil 2.9: Toluene maruziyet sinirlari.

Inhalasyonu takiben toluenin kan diizeyi hizla artar. Kandaki baslangic yar1
omrii ortalama 4,5 saattir [68]. Eritrositler toluenin tutulmasi ve tasinmasinda 6nemli
bir rol oynar. Toluen kanda baglica Hb ve plazma proteinleriyle taginir. Bu durum
insan ve sican kaninda farklilik gosterir. 2 saat siireyle 500 ppm toluen inhale eden
sicanlarin kanindaki toluenin % 66’smin eritrositlerde bulundugu, in vitro toluene
maruziyet ile bu oranin sican kaninda % 70, insan kaninda % 43 kadar oldugu
bildirilmistir [69]. Toluenin viicuttaki dagilimini belirleyen faktor, viicut sivilart ve
dokularindaki toluen ¢oziiniirliigiidiir. Lipitte ¢oziiniirliigiiniin fazla olmasi nedeniyle
yag dokusu, yagdan zengin dokular ve damarlanmasi fazla olan dokularda birikir.
Karaciger, bobrek, beyin ve kanda en yiiksek konsantrasyonda bulunur [54, 68].
Viicut yag dokusu fazla olan kisilerde uzamig toluen maruziyetinde toluenin
eliminasyonu da uzar [54, 62].

Toluenin metabolizmasi ¢ok hizlidir. Toluenin idrarla atilan metabolitlerinden
biri olan hippiirik asidin idrarla atilimi toluen inhalasyonundan otuz dakika sonra
yiikselir. Toluene dort saat siirekli maruziyet sonucunda iiriner hippiirik asit seviyesi
(havada ortalama toluen derisigi 350mg /m?) kararli hale ulasir [54, 67, 70, 71].

Toluen baslica karacigerde metabolize olur. Hiicrelerde endoplazmik
retikulumda bulunan oksidazlar tarafindan okside edilerek benzil alkole

doniistiiriilir. Sonrasinda sitoplazmik alkol dehidrogenaz, benzil alkolii benzil
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aldehide doniistiiriir. Benzil aldehit de aldehit dehidrogenaz ile benzoik aside ¢evrilir
[52, 54]. Inhale ve absorbe edilen toluenin yaklasik % 80’i benzoik aside déniisiir.
Ciinkii absorbe edilen toluenin yaklasik olarak % 20’si akcigerler vasitasiyla
degismeden atilir [54, 63]. Benzoik asit karaciger mitokondrial enzimlerinin
yardimlariyla glisinle konjuge edilir ve hippurik asit olusturulur. Hippurik asit ise
idrar ile atilir (Sekil 2.10) [52, 54]. Inhale edilen toluenin % 60-70’i hippurik asid
olarak atilir [54]. Toluene farkli derisiklerde maruz kalmis is¢ilerde hippurik asit

atilim diizeyleri genis bir aralik gostermektedir [54].

CONHCHz COOH
Clisin @ Hl[liplll"l]:{
Asit
CHgOH COOH
Akcigerlerden
atlar. —_—
»  0lD %080 - Benzil Benzoik Asit
CH3 Alkol Glukoronik
asit
CHz
~0.1% OH Benzil Glukoronik Asit
TOLUEN * O
¢ o— Krezol
U 1
s
CHz CHx
@LM
- O H
m—
=~ Krezol - Krezol

Sekil 2.10: Toluen metabolitleri.

Benzoik asidin kii¢lik dozlar1 glukuronik asitle birlesebilir ve idrarda benzil
glukuronik asit olarak atilabilir. % 1’den az toluen ise siilfat ve glukuronit birlesikleri
orto, meta, para krezol bilesiklerine doniistiiriiliir ve bu sekillerde idrarla atilir [54,

72].



28

Bir haftalik maruziyetten sonraki 24 saat i¢inde toluen ve metabolitleri
viicuttan hemen hemen tamamen elimine olurlar. Yag dokusunda bulunan toluenin

yar1 omrii 0,5 ila 2,7 giindiir [54].

2.2.6. Toluenin Insan Saghg Uzerine Etkileri:

Toluenin biyolojik etkileri giiclii lipofilik 6zelligi nedeniyle muhtemelen
hiicre zarinda birikmesine dayanir. Hiicre zar transportunu bozar. Bu durumdan ilk
etkilenen hiicreler merkezi sinir sistemi hiicreleridir. Bu 6zelligi anestetik maddelerle
benzerdir [54, 72, 73].

Toluenin akut etkileri alkol intoksikasyonuna benzetilebilir. Ofori, rehavet
hissi, basagrisi, bas donmesi, konfiizyon, bulanti, bulanik gérme, ataksi, tremor,
yargt bozuklugu, haliisinasyonlar, nobet gibi merkezi sinir sistemi bulgulariyla
birlikte ventrikiiler aritmi, kimyasal pnomoni, solunum depresyonu, bulanti, kusma
ve elektrolit dengesizligi goriilebilir. Agir olgularda koma, koviilziyon ve akciger
yetmezligine bagli 6liimler rapor edilmektedir [53, 54, 59].

Toluenin kronik intoksikasyon bulgular1 spefisik degildir. Yorgunluk,
bitkinlik, istahsizlik, bulanti, kusma, bas agrisi, sinirlilik, hafiza kayiplari,
konsantrasyon giigliigii gibi merkezi sinir sistemi sikayetlerinin yanisira otonomik
disfonksiyon, vestibulo-okiiler bozukluk, embriyonik, endokrin, renal ve hepatik
hasarlara da yol agabilmektedir [56, 59, 74].

Toluene 200 ppm’den daha az kronik maruziyetler bas agrisi, yorgunluk ve
bulantiyla kendini belli eder. Tekrarltyan 200-500 ppm toluen maruziyetine ugrayan
iscilerde koordinasyon (uyum) azalmasi, unutkanlik ve istah kaybi bildirilmistir. Bazi
is¢ilerde geri doniistimlii optik sinir hasar1 gelisebilir. Tinerin kétii kullanimina bagh
kronik toluen maruziyeti kalici ndropsikiyatrik bozukluklarla sonuglanabilir. Kas
hasari, kardiovaskiiler bozukluklar, renal tubiiler hasar ve ani 6liim kronik toluen

kotii kullaniminda goriilmiistiir [53].

Merkezi Sinir Sistemine Etkileri:
Toluen merkezi sinir sistemi tlizerine depressif etki de, eksitator etki de
yapabilir [54, 59]. Toluenin ndron proteinlerinin normal fonksiyonlarma engel

oldugu ileri siiriilmiistiir. Toluen toksitesinin nedeninin toluen metabolitlerine baglh
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oldugu da ileri siiriilmiistiir. SSS toksitesi genellikle maruziyeti takiben kisa bir siire
sonra (30—60 dakika i¢inde) ortaya ¢ikar [53].

Toluen insan viicudunda en ¢ok noron ve glial hiicrelerin zarlarinmi etkiler.
Bundan dolay1 toluenin esas etkisi SSS tizerinedir. SSS hasar1 sonucu en sik goriilen
sekeller demans ve serebellar fonksiyon bozuklugudur. Ugucu madde bagimlisi
kisilerde manyetik rezonans ve bilgisayarli tomografiyle yapilan incelemelerde beyin
kitlesinde azalma, beyaz madde dejenerasyonu, beyaz gri madde ayriminin silinmesi,
ventrikiillerde genisleme gibi patolojiler gosterilmistir. Kronik toluen kullaniminda
SSS’de kalici hasar olustugu bildirilmistir. En sik bilissel fonksiyonlarda bozulma
(demans), serebellar ataksi, optik ndropati, sensorinoral isitme kaybi ve denge

bozukluklar1 gézlenir [75-80].

Solunum Sistemine Etkileri:

Toluen buharina akut maruziyet solunum yolu mukoza zarini hasara ugratir
ancak bu etkiler maruziyetden sonraki 6 saat i¢cinde ortaya ¢ikmaz. Agir maruziyet
akcigerlerde s1v1 birikmesi ve solunum durmasina sebep olabilir. Sivi toluen alinmasi
veya alimindan sonra kusulmasi sirasinda pulmoner aspirasyon sonucu kimyasal
pnomoni geligebilir [53].

Kimyasal maddelere maruziyetin yol actig1 reaktif hava yolu disfonksiyonu

sendromu veya kimyasal ve iritanlara bagli astim tipi ortaya ¢ikabilir [53].

Kardiyovaskiiler Sisteme Etkileri:

Toluenin yiiksek dozlar1 kardiyak bozukluklara yol agabilir. Kalbin epinefrine
hassasiyetini arttirir, kalp ritmini bozar. Solventlerin kotii kullaniminda kardiyak
arreste yol agan diizensiz kalp ritmi bildirilmistir. Siklikla siddetli fiziksel aktiviteden
hemen sonra meydana gelir [53].

Kardiyak aritmiler solventin kétiiye kullanimina bagli 6liimlere sebep olur.
Ancak bu hayvan deneylerinde kardiyovaskiiler sisteme direkt etki gosterilerek
desteklenememektedir. Cevap kisiye gore degismektedir. 2 saat toluene maruz kalan
birisinde siniis tagikardisi goriiliirken 3 saat maruz kalan bagka bir insanda bradikardi

goriilmiistir [81-83].
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Gastrointestinal Sisteme Etkileri:
Toluen yutuldugu zaman mideyi tahris eder, bulanti, kusma ve ishale yol agar

[53].

Kas ve Iskelet Sistemine Etkileri:
29 yasinda 18 yildir toluen iceren tutkal koklayan bir vakada rabdomyolizin
eslik ettigi kas zay1flig1 bildirilmistir [84].

Karacigere Etkileri:

Tinerin kotii kullanim sonucu karaciger hasari rapor edilmistir [53].

30-350 ppm arasinda mesleki toluen maruziyeti olan ¢alismalarda serum
enzim seviyelerinde yiikselme goriiliirken [85, 86] bir bagka grupta herhangi bir etki
goriilmemistir [73, 87].

Matbaa’da calisan 289 calisanin 200ppm derisikden daha az bir toluene
maruz kalmasma bagl bilirubin ALP, ALT, AST kan seviyelerinde iist siniri
zorlayan degisiklikler olmustur ve ALT/AST orani 1’in iizerinde bulunmustur [86].

5 yil boyunca toluene maruz kalan bir boyacida karacigerde yagh

dejenerasyon ve lenfosit infiltrasyonu goriilmiistiir [88].

Renal Sisteme Etkileri:

Siddetli inhalasyondan sonra idrarda kan ve protein goriilebilir. Bu etkiler
maruziyetin sonlandirilmasindan sonra genellikle kaybolur [53].

Kronik toluen kétiiye kullanimi asidoza sebep olabilir ama bir¢ok durumda

etkiler gecicidir ve maruziyet azaldiginda etkiler geri doner [83, 89, 90].

Metabolik Sisteme Etkileri:

Yiiksek doz toluen maruziyeti asit-baz bozukluguna yol agabilir. Kétii amaclh
tiner kullananlarda elektrolit ve asit-baz bozukluklari renal tubuler asidoz, potasyum
ve fosfat yetersizlikleriyle sonuclanir. Etanol ve aspirin toluenin viicutda yarilanma

Oomriinii uzatir [53].

Endokrin Sisteme Etkileri:
29 yasinda 18 yil boyunca toluen kullanan birisi hipotiroidi tanist almistir

[84]. Bes yil boyunca tiner (%67 toluen) koklayan 19 yasinda bir kadinin otopsisinde
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bilateral adrenal hemoraji ve adrenal korteks nekrozuna isaret eden histolojik

degisiklikler tespit edilmistir [91].

Deriye Etkileri:
Toluenin deriyle tekrarlayan veya uzun siiren temaslar tahrigse yol acgabilir.

Kizarikliga ve kabarciklara neden olabilir [53].

Goze Etkileri:

Yaklagik 300 ppm toluen derisigi gozii tahris etmeye baslar. Inflamasyon
genellikle hafiftir. Toluen gozlere sicradigt zaman yanma, konjoktivit ve keratit
meydana getirebilir [53]. Alt1 saat boyunca 200ppm veya daha fazla toluene maruz
kalanlarda gozde irritasyon bildirilmistir [83, 92, 93].

Hematolojik Sisteme Etkileri:

Ik kez 1950’li yillarm ortalarinda toluene kronik mesleki maruziyetin
hematolojik anormalliklerle iligkili oldugu bildirilmistir. Glinlimiizde anemi,
l6kopeni, hemoglobin (Hb) ve hematokritte (Htc) azalma gibi bu etkilerin ¢oziiciiniin
icinde toluenle birlikte yer alan benzenden kaynaklandigi diisiiniilmektedir [83].
Toluen veya diger coziiciilerle birlikte toluene maruz kalan isgilerde yapilan bazi
aragtirmalar hematolojik parametrelerde bulunan anormalliklerin siirekli ve toluenle
iliskili olmadigimi bildirmislerdir [73, 83, 94]. Yine de azalmis 16kosit sayis1 bazi
hayvan c¢alismalarinda gdzlenmistir [83, 95], fakat diger bir kisminda da
goriilmemistir [96, 97]. Bununla beraber diislisiin gegici olduguna dair kanitlarda
vardir [83].

Bagka bir calismada benzen ve toluenin birlikte myelotoksik oldugu
goriilmiistiir. Makrositer ve normositik anemiye, hemoglobin konsantrasyonlarinda
diisiise yol agmuglardir. Siklikla da anemiye ek olarak goriilen notrofil azalmasina
bagli 1okopeniye de neden olmuslardir. Lenfosit sayilarinda ise lenfositoz ile
lenfopeni arasinda degisen farkli sonuglar alinmistir [74].

Tahti ve dig. [98] kiiciik deney hayvanlarinda 2000 ppm derisikde 48 saatlik
toluen inhalasyonunun hematokrit diizeyini artirdigini, 1000 ppm derisigindeki

kronik toluen inhalasyonunun ise hematokrit diizeyini etkilemedigini bulmuslardir.
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Kronik toluen inhalasyonunun insanlar {izerinde (100-1000 ppm toluene 1-5
ay maruz kalma ile) karaciger biliylimesine, eritrosit ve lenfositlerin biiylimesine yol
actig1 gosterilmistir. Ancak kemik iligi tizerine 6nemli bir etkisi goriilmemistir [73].

Toluen metabolitleri m- ve o-krezolliin trombosit agregasyonunu inhibe
ederek piht1 olusumunu baskilayabilecegi ve kanamaya yol agbilecegine dair bilgiler

de bulunmaktadir [99].

Genotoksik Etkileri:

Toluene maruz kalan matbaacilarda ve maruziyete ugramayan ayni yerdeki
veya yakin bolgelerdeki calisanlarda periferal lenfositlerin kromozomal kirik
analizlerinde kromozomlarda kiriklar gézlenmistir ve maruz kalanlarda lenfositlerde
aberran hiicrelere rastlanmistir [100]. Toluen igceren fabrika havasina maruz kalan
ayakkabi yapiminda ¢alisan is¢ilerin l6kositlerinde Comet Olc¢limiiyle yapilan bir
DNA hasar ¢aligmasinda toluen maruziyetine ugramayan DNA hasar1 olan kisilerle

kiyaslandiginda bir fark olmadigi bulunmustur [83, 101].

Ureme ve Gelisme Uzerine Etkileri:

Toluenin insan iiremesine zararli oldugu dogrulanmamistir. Fakat toluenin
plesantaya gectigi ve anne siitiine salindig1 bilinmektedir. Hayvan calismalarinda
toluenin fetotoksik oldugu gosterilmis fakat teratogenik etkisi gosterilmemistir.
Shepard’in teratogenik ajanslar katalogunda hamileligi sirasinda tolueni diizenli
olarak kotii kullanan bes annenin ¢ogugu rapor edilmistir. Bu ¢ocuklar mikrosefali,
SSS fonksiyon bozuklugu, kiiciik bas ve kiiclik yiiz, karaciger anomalili olarak
dogmuslardir. Annelerin ¢ogu hamileligi sirasinda alkol de kullanmiglardir. General
Accounting Office (GAO)’ tarafindan 1991 yilinda yayimlanan “Ureme ve Gelisme
Uzerine Etkili Toksikler” listesindende yer alan 30 toksikden biri toluendir [53].

Toluenin Karsinojen Ozelligi:

Giinde 6,5 saat haftada 5 giin 103 hafta boyunca 0, 600, 1200 ppm toluen
uygulanan siganlar iizerine yapilan c¢alismada 103 hafta sonunda sicanlarin hayatta
kalma sayilar1 her bir toluen grubundaki 50 sican i¢in erkeklerde 30, 28, 22 disilerde
33, 35, 30 olarak bildirilmistir. Aragtirmacilar sadece disi siganlarda 1200 ppm doz

grubunda goriilen bir kag tiimor (1 nasal mukosa squamoz hiicreli tiimor, 2 adet nadir
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bobrek tiimori, 2 adet mide tiimorii) disinda herhangi bir organda neoplastik etkiyle
ilgili delil oldugunu diisiinmemislerdir [55].

1990 yilinda da fareler iizerine yapilan bir calismada 103 hafta sonunda
kanserle ilgili veya kanserle ilgisiz herhangi bir biyolojik degisiklik gdriilmemistir
[55]. Sonugta Uluslararas1 Kanser Arastirma Kurumu ve EPA tolueni insanlar i¢in

kanserojen olarak siniflandirmamustir [53].

2.2.7. Toluenin Oksidatif Stres Parametreleri ve Antioksidan Enzim
Aktivitelerine EtKisi:

Toluenin karaciger, ince bagirsak, bobrek ve beyin gibi dokularda ROS
iiretimine ve lipit peroksidasyonuna yol actii bilinmektedir [52, 102, 103]. ROS
olusumuna yol acan toluen metabolitleri benzil alkol, benzoik asit ve
benzilaldehitdir. En 6nemlisi benzilaldehitdir [102].

Halifeoglu ve dig. [52], en onemli igerigi toluen olan ¢dziiciilerle calisan
boyacilarda plazma MDA ve eritrosit SOD, GSH-Px seviyelerinde anlamli bir artis
oldugunu bulmuslardir. Bu durum boyacilarda lipit peroksidasyonunun arttigi, SOD
ve GSH-Px {iretiminin uyarildigi seklinde yorumlanmigtir. 2002 yilinda yine
boyacilarda yapilan baska bir ¢alismada serum MDA diizeyinde anlamli bir artis,
serum SOD, GSH-Px diizeylerinde anlamli bir diisiis ve eritrosit katalaz aktivitesinde
iki kat artis oldugu bildirilmistir [104].

Kronik tiner inhale eden addlesanlarda yapilan bir ¢alismada eritrosit ve
plazma MDA diizeyleri anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Eritrosit SOD
aktivitesi yliksek, ancak eritrosit ve plazma GSH-Px aktivitesi diisiik bulunmustur

[105].

2.2.8. Toluenin Ozmotik Frajiliteye Etkisi:

Toluen ve diger organik ¢oziiciilerin anesteziklerin narkotik o6zelliklerine
benzer bir¢cok Ozellikleri vardir. Narkotik Ozellikler tasiyan maddeler diisiik
derisiklerde eritrositlerin ozmotik direncini artirir [106, 107]. Korpela ve dig.
[108]’nin in vitro sigan eritrositlerinde yapmig olduklar1 deneylerde toluen 1000 ppm
ve tizeri yiiksek derisiklerde hemolize neden olurken, 200-500 ppm gibi diisiik
derisiklerde eritrositlerin ozmotik direnclerini arttirmistir. Toluenin ozmotik direnci

artirici etkisi % 0,30, % 0,35, % 0,40 ve % 0,45’1lik NaCl ¢ozeltileri i¢inde en fazla
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% 0,40’lik NaCl ¢ozeltisinde goriilmistiir. Ayn1 calismada toluen inhale eden
siganlarin eritrositlerinde de ozmotik frajilitenin azaldig1 ve ozmotik direncin arttigi
bulunmustur. Korpela ve Tahti yaptiklar1 diger bir ¢alismada toluene inhalasyon
yoluyla (in vivo) maruz kalan sigcanlarin eritrositlerinde ozmotik diren¢ artiginin
maruziyetin sonlanmasindan 30 dakika sonra bittigini, olayin geri donilistimli
oldugunu bulmuslardir [108]. Insan eritrositlerinde ise toluenin ozmotik frajiliteye

etkisine dair bir ¢alisma bulunmamaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Denekler:

Aragtirma tli¢ ayr1 grup kan ornegiyle yapildi. Kontrol grubu (n=12), in vitro
toluen grubu (n=12) ve in vivo toluen grubu (n=10).

On goriismeyle bilinen hastaliklar1 olmadig1 ve sigara igmedikleri belirlenen
kisiler kontrol grubu ve in vitro toluen grubunu, toluene maruz kalan ayakkab1 veya

boya iscileri in vivo toluen grubunu olusturdu.

3.1.1.Kontrol Grubu:

On goriismeyle bilinen hastaliklar1 olmadig1 ve sigara igmedikleri belirlenen
12 kisi calismaya katildi. Calistiklar1 ortamda toluen tespit edilmeyen denekler
“Bilgilendirilmis Olur Alma” formlarmni okuyup imzaladi. Daha sonra deneklerden

kan alindi.

3.1.2. In vitro Toluen Grubu:
Kontrol grubunu olusturan 12 kisiden almman kanlar 300 ppm toluene 30
dakika maruz birakilarak bu grup olusturuldu. Bir kisiden alinan kan ayni giin es

zamanli olarak hem kontrol hem in vitro toluen grubu ¢aligsmasi i¢in kullanildi.

3.1.3 In vivo Toluen Grubu (Mesleksel maruziyet):

Toluene maruz kalan ayakkabi yapiminda ¢alisan 8, plaka basim atolyesinde
calisan 2 is¢i calismaya katildi. Calistig1 ortamda toluen tespit edilen goniillii, sigara
icmeyen isciler “Iscilerde toluen maruziyetinin izlenmesi” isimli anketi
arastirmaciyla birlikte doldurdu. Calismaya katilan goniillii her is¢i “Bilgilendirilmis

Olur Alma” formlarin1 okuyup imzaladi. Daha sonra is¢ilerden kan alindi.

3.1.4. Anket:
Toluene mesleksel olarak maruz kalan iscilere “Iscilerde toluen maruziyetinin

izlenmesi” anketi uygulandi (Ek-1).

3.2. Toluen Ol¢iimii:

Tiim deneklerin c¢alistiklari is ortaminda Drdger Accuro ( Drager Safety Inc.)
gaz detektdr pompasiyla toluen derisigi olgiildii. Olgiim igin toluen 5/b tiipleri
kullanildi. Tiplerin 6l¢tim araligi 5-300 ppm’dir.
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3.3. Kan Alma:

Denekler oturur pozisyondayken ante-kubital venden kan toplama ignesinin
yardimiyla vakumlu tam kan sayim tiipiine, vakumlu biyokimya tiipiine ve vakumlu
heparinli tiipe kan alindi. Tam kan sayim tiipili ve biyokimya tiipli soguk bir ortamda
(+4 °C) Hacettepe Universitesi Erigkin Hastanesi Acil Laboratuvarina gotiiriildii.
Heparinli tiipten yapilacak ol¢iimler en geg¢ iki saat i¢cinde gerceklestirildi ve bu
esnada heparinli tiip soguk bir ortamda (+4°C) tutuldu.

3.4. Tam Kan Sayimi ve Baz1 Biyokimyasal Parametrelerin Olciimii:

Kontrol ve in vivo toluen grubunu olusturan deneklerin tamaminda hemogram
tiipiine alinan kanda Hacettepe Universitesi Eriskin Hastanesi Acil Laboratuvari'nda
tam kan sayim parametreleri bakildi. Tam kan sayim parametreleri sunlardan
olugmaktadir: Eritrosit sayisi, Hb, Htc, eritrositlerde ortalama eritrosit hiicre hacmi
(MCV), ortalama eritrosit hemoglobini (MCH), ortalama eritrosit hemoglobin
konsantrasyonu (MCHC), kirmizi hiicre dagilim genisligi (RDW), 16kosit ve
trombosit sayisi. Olgiimler elektronik tam kan sayim cihaziyla yapildi.

Ayni deneklerden biyokimya tiipiine alan kanda yine Hacettepe Universitesi
Eriskin Hastanesi Acil Laboratuvari'nda asagidaki biyokimya parametrelerine
bakildi: Alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), kreatinin ve
iire. Olgiimler otoanalizor cihaziyla yapildi.

Laboratuvar sonuglarinda herhangi bir patolojik sonucu olan bireyler deney

dis1 birakildi.

3.5. Ozmotik Frajilite Deneyi:
Stok ¢ozeltisinden hazirlanan farkli derisiklerdeki NaCl ¢ozeltilerinin igine
kan Ornegi eklenip, hemolize ugramis eritrosit hemoglobininin spektrofotometrik

olarak dlgiilmesiyle saptand1 [18].

3.5.1.Stok (Phosphate Buffered Saline (PBS)) Cozeltisi:

200 mL. distile su i¢inde 18,0 g NaCl (Molekiil agirhig1 = 58,44¢g ), 2,73g
Na,HPO,4 (Disodyum hidrojen fosfat) (Molekiil agirligi = 142 g ), 0,374g NaH,PO4
(Sodyum dihidrojen fosfat) (Molekiil agirligt = 120 g ) ¢oziildi ve pH (7,4) kontrol
edildi. Stok ¢ozeltisi ozmotik olarak %1°lik NaCl ¢ozeltisine esdegerdir [18].
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3.5.2.Farkh Derisiklerdeki PBS (NaCl) Cozeltileri:
Farkli derisiklerdeki PBS (NaCl) c¢ozeltileri Tablo 3.1.’e gore stok

¢Ozeltisinden hazirlandi.

Tablo 3.1: Farkli derisiklerdeki NaCl ¢ozeltilersi.

PBS (NaCl), % Kor 0,38 0,40 0,42 0,44 046 0,48

Distile su, mL 180 124 120 116 112 108 104
Stok ¢ozeltisi, mL 20 76 80 84 88 92 96

3.5.3. Ozmotik Frajilite Ol¢iimii:

Kor (%0,1), % 0,38, % 0,40, % 0,42, % 0,44, % 0,46, % 0,48 ve stok
cozeltilerinden 10’ar mL cam tiiplere kondu ve tiipler etiketlendi. /n vitro toluen
grubundaki ol¢iimler i¢in her bir tiipe 3,5uL (300 ppm) toluen eklendi, tiipler 6zel
yapim cam kapaklariyla kapatilip, vortekslendi. Stok ¢6zeltisinden 9 mL ayr1 bir cam
tiipe kondu ve tiip etiketlendi. Denekten alinan kanla dolu heparinli tiip santrifiij
edilip, serum uzaklastirildi. Dipten alinan 1 mL eritrosit 9 mL’lik stok ¢ozeltisinin
tizerine eklendi, Uistli parafinle kapatilip bir kac kez altyiiz edilerek karistirildi ve
tiiplin hematokrit degeri bakildi. Yaklasik %10’luk bir hematokrit degeri elde
edilememisse islem tekrarlandi. 10’ar mL’lik kor, % 0,38, % 0,40, % 0,42, % 0,44,
% 0,46, % 0,48, stok ¢ozelti tiiplerinin her birine % 10’luk eritrosit ¢ozelti tiipiinden
250 pL ¢ozelti eklendi ve iistleri parafin veya cam kapakla kapatilip bir ka¢ kez
altyliz edilerek karigtirildi. Kor etiketli tiipe kiigiik bir miktar saponin eklenerek
tekrar altyiiz edilerek karistirildi. Tiipler 37 °C’lik su banyosunun i¢inde 30 dakika
bekletildi ve santrifiij edildi. Cozeltilerin siipernatan kisimlariin optik dansiteleri

540 nm’de Helios Gamma UV-Visible Spektrofotometreyle okundu.

3.5.4. Sonug¢larin Hesaplanmasai:

Her bir tiipdeki hemoliz orani asagidaki formiille hesaplandi:

Hemoliz yiizdesi=(Ornek tiipiin optik dansitesi / Kor tiipiin optik dansitesi) x
100 [18].
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3.6. Kontrol ve In vitro Toluen Gruplarinda MCV Olgiimii:

Kontrol ve in vitro toluen gruplarinda ozmotik frajilite Olglimii biten
hipotonik derisimli veya stok PBS ¢6zelti etiketli tiiplerdeki kanlar kullanildi. Tiipler
parafin veya cam kapaklartyla kapatilip, altyiiz edilerek karistirildi, bdylece hemolize
ugramamis tliplin dibinde bulunan eritrositlerin ¢ozelti i¢inde dagilmasi saglandi.
Cozeltiler Hacettepe Universitesi Eriskin Hastanesi Acil Laboratuvarima gotiiriildii,

elektronik tam kan sayim cihaziyla eritrositlerde MCV bakildi.

3.7. Oksidatif Stres Parametreleri ve Antioksidan Enzim Aktivitelerinin

Ol¢iimii:

3.7.1. Eritrositlerin yikanmasi ve paketlenmesi:

Kontrol ve in vivo toluen gruplarinda ozmotik frajilite 6l¢liimii sirasinda
santrifiij edilmis eritrosit paketi ayrilarak -80° C’lik derin dondurucuya konuldu.
Oksidatif stres parametreleri ve antioksidan enzim aktiviteleri 6l¢iilene kadar eritrosit
paketleri burada saklandi.

In vitro toluen grubunda ise dnce 9 mL stok ¢ozeltisine 3,5uL (300 ppm)
toluen eklenip vortekslendi. Daha sonra {izerine 1 mL eritrosit paketi eklendi. Cam
kapagiyla kapatilan tiip bir ka¢ kez altyiiz edilerek karigtirildi, 37 °C’lik su
banyosunun i¢inde 30 dakika bekletildi. Tekrar santrifiij edildi. Cozeltisinin
siipernatant kismi atilip, tiipiin dip kismindan alinan 1 mL kan ependorf tiipe kondu

ve etiketlendi. -80 °C’lik derin dondurucuda 6l¢iim giiniine kadar saklandi.

3.7.2. Eritrositlerin Parcalanmasi ve Sulandirilmasi:

Yikanip paketlenmis olan eritrositler deney giinii -80°C’den ¢ikarildi.
Coziilen eritrositler 5 kat sulandirilarak sogutulmus deiyonize su ile patlatildi. Bu
cozelti A ¢ozeltisi olarak adlandirildi. Bes kat sulandirilan bu eritrosit ¢ozeltisinde
malondialdehit ve protein karbonil ¢alisildi. Daha sonra A ¢ozeltisi de sogutulmus
deiyonize su ile 10 kat olacak sekilde sulandirildi. Bu eritrosit slispansiyonunda
katalaz ve glutatyon peroksidaz enzim aktiviteleri c¢alisildi. Farkli oranlarda
sulandirilan her iki eritrosit slispansiyonunda potasyum ferrisiyanit ve potasyum
siyanit iceren Drapkin ¢ozeltisi ile spektrofotometrik olarak 540 nm de Hb &l¢iimii
yapildi [109]. Yapilan Slgiimlerde Shimadzu UV 160 A Visible Spektrofotometresi
kullanildi.
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3.7.3. Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii:

Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) enzim aktivitesi 6l¢iimii Aebi’nin metoduna gore
yapildi [110]. pH’s1 7,5 olan 50 mM fostat tamponuna 240 nm de 0,500 optik dansite
(OD) olgiilene kadar H,O, eklendi. H,O, eklenmis tampona ilave edilen numunede
azalan absorbans degerleri zamana kars1 kaydedildi. Belli zaman araliginda (1
dakika) tiiketilen H,O, hiz1 k/g Hb olarak ifade edildi (k = [2,3 x log (OD;/ OD»)] /
At). Boylelikle katalaz aktivitesi H,O,’nin ortamdaki katalaz tarafindan tiiketilmesi

prensibine gore hesaplandi.

3.7.4. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii:

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px, EC 1.11.1.9) enzim aktivitesi Paglia ve dig.
[111]’nin metoduna gore dl¢iildii. H>O, varliginda rediikte glutatyonun (GSH) okside
glutatyona (GSSG) yiikseltgenmesinin katalizlenmesi prensibine goére, NADPH 1n
NADPye vyiikseltgenmesi sirasindaki absorbans azalmasimin 340 nm’de
spektrofotometrik olarak okunmasiyla enzim aktivitesi hesaplandi ve birim zamanda
okside olan NADPH’in mikromol miktar1 U/g Hb olarak ifade edildi
((AA/A1)/6,22x1071x1,495/0,010).

3.7.5. Malondialdehit (MDA) Miktarimin Ol¢iimii:

Esterbauer ve Cheeseman’nin metoduna gore spektrofotometrik olarak
calisildi [112]. Triklor asetik asit eklenen 6rnekler 95°C de 15 dakika inkiibasyondan
sonra kar ile sogutuldu ve 3000 rpm de santrifiij sonrasi iisteki slipernatant alinarak
tiyobarbitiirik asit ile 95°C'de reaksiyona girmesi saglandi. Inkiibasyon sonrasi
sogutulan ornekler suya kars1 532 nm’de spektrofotometrik olarak okundu. Sonuglar
532 nm’de €=153000 degeri kullanilarak hesaplandi ve pmol/g Hb olarak ifade edildi
((A/153000) x 9 x 0,1 x 1.000.000).

3.7.6. Protein Karbonil (PC) Miktarmn Ol¢iimii:

Protein oksidasyonu Ol¢timiinde kullanilan protein karbonil miktari, karbonil
grubunun 2.4-dinitrofenilhidrazin ile reaksiyona girerek 2,4-dinitrofenilhidrazon
olusturmasi prensibine dayanmaktadir [113]. PC 6l¢iimii i¢in 6rneklere triklor asetik
asit eklendi ve 11.000 rpm’de 4 dakika santrifuj edildikten sonra supernatant atildi.
Tortu iizerine HCI icinde hazirlanan 2,4-dinitrofenilhidrazin eklendi ve oda

sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi etanol-etil asetat ¢dzeltisiyle
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yikandiktan sonra NaOH ¢ozeltisinde 37°C’de ¢oziilerek 360 nm’de suya karsi
spektrofotometrede okundu. 360 nm’de €=22000 degeri kullanilarak hesaplamalar
yapildi ve pmol/g Hb olarak ifade edildi ((A/22000) x 10 x 0,1 x 1.000.000).

3.8. Istatistiksel Yontem:

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi Windows uyumlu SPSS® 13.0 ile
yapildi. Gruplarin dagilimlari non-parametrik testlerden “One-sample Kolmogorov-
Smirnov Test” ile degerlendirildi. Gruplarin normal dagilim gostermemesi nedeniyle
istatistiksel karsilastirma i¢in non-parametrik testlerden “Mann-Whithney U Testi”
kullanildi. Sonuglar ortalama + standart hata olarak verildi. Istatistiksel olarak
P<0,05 anlamli olarak kabul edildi. Deneklerin genel o6zellikieri ise ortalama ve

standart sapma olarak verilmisitir.

3.9. Etik Kurul Izni:
Bu arastirma H. U. T. F. Tibbi, Cerrahi ve ila¢ Arastirmalar1 Etik Kurulu’nun
20.03.2006 tarih ve LUT 06/17-36 numarali karar1 ile tibbi etik ac¢idan uygun

bulunmustur.
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4. BULGULAR

4.1. Deneklerin Genel Ozellikleri:

Tablo 4.1°de kontrol grubunu (ayn1 zamanda in vitro toluen grubunu), Tablo
4.2°de in vivo toluen grubunu olusturan deneklerin genel 6zellikleri gdsterilmistir.
Kontrol grubunun yas ortalamasi 31 + 5 yil, kilo ortalamas1 85 + 11 kg ve boy
ortalamas1 179 £ 6 cm’dir. /n vivo toluen grubunun yas ortalamas1 40 = 9 yil, kilo

ortalamasi 78 £+ 13 kg ve boy ortalamas1 171 £ 6 cm’dir.

Tablo 4.1 Kontrol grubunun genel 6zellikleri (n= 12).

Minimum Maximum Ortalama + standart sapma

Yas (yil) 26 40 31+5
Kilo (kg) 67 105 85+11
Boy (cm) 168 189 179+ 6
ALT (U/L) 15,0 54,0 30,4+12,9
AST (U/L) 17,0 35,0 25,5+4,3
Ure 11,0 19,0 13,8 +2,7
Kreatinin 0,7 1,3 09=+0,2
Lokosit (/dL) 4.700 11.400 6.914 + 1.804
Eritrosit(/dL)  4.740.000  5.650.000 5.272.166 + 251.341
Htc (%) 41,9 46,9 44,6 £ 1,9
Hb (g/dL) 14,6 16,7 155+0,6

Kontrol grubunu olusturan deneklerde en diisiik eritrosit sayis1 4.740.000/uL,
en yiiksek eritrosit sayist 5.650.000/uL, ortalama eritrosit sayis1 5.272.166 =+
251.341/uL bulundu. In vivo toluen grubunda ise Olgiilen en diisiik eritrosit sayisi
4.270.000/uL, en yiiksek eritrosit sayist 5.900.000/uL, ortalama eritrosit sayisi
5.177.000 + 521.814/uL olarak 6l¢iildii.
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Tablo 4.2 In vivo toluen grubunun genel 6zellikleri (n= 10).

Minimum Maksimum Ortalama + standart sapma

Yas (yil) 18 48 40+9
Kilo (kg) 60 92 78 £13
Boy (cm) 160 180 171+6
ALT (U/L) 11,3 40,2 27,5+8,9
AST (U/L) 19,2 76,0 30,8 £ 16,3
Ure 9,5 17,0 143+23
Kreatinin 0,6 1,1 0,8+0,1
Lokosit (/uL) 4.100 8.800 6.650 £ 1.403
Eritrosit(/uL)  4.270.000 5.900.000 5.177.000 £ 521.814
Htc (%) 41,0 48,9 45,33 +£2,86
Hb (g/dL) 14,2 16,7 15,61 £0,91

Kontrol grubunun deneklerinde 6l¢iilen en diisiik Hb miktar1 14,6 g/dL, en
yuksek Hb miktar1 16,7 g/dL ve ortalama Hb miktar1 15,5 = 0,6 g/dL idi. In vivo
toluen grubunda ise en diisiik Hb miktar1 14,2 g/dL, en yiiksek Hb miktar1 16,7 g/dL
ve ortalama Hb miktar1 15,61 + 0,91 g/dL bulundu.

4.2. Toluene Maruziyet Miktari:

Kontrol grubunu olusturan ayn1 zamanda in vitro deneyler i¢in kan alinan 12
denegin calistig1 isyerlerinde toluen miktar1 “0” olarak ol¢iildii.

In vivo toluen grubunu olusturan 10 denek 8 farkli igsyerinde ¢alistyordu. Bu
isyerlerinde dl¢iilen en diigiik toluen miktar1 20 ppm (76,6 mg) (Tiiplerin dl¢imiinde
1 ppm= 3,83 mg/m’, Img toluen/ m> =0,26 ppm) [114], en yiiksek toluen miktar1 100
ppm (383 mg) idi. Iscilerden dort tanesinin 75 ppm, dért tanesinin 20 ppm, bir

tanesinin 100 ppm ve bir tanesinin 50 ppm toluene maruz kaldig: belirlendi.

4.3 In vivo Toluen Grubuna Uygulanan Anket Sonuclari:

Uygulanan anketlerin sonucuna gore iscilerden (in vivo toluen grubu
denekleri) sekiz tanesi haftada yaklasik 60 saat, iki tanesi 40 saat calismaktaydi.
Toluene maruz kaldiklar1 toplam calisma siiresi ortalama 19,8 y1l olarak hesaplandi.

Iscilerden higbirinin sigara igmedigi, dordiiniin zaman zaman alkol aldig1, altisinin



43

ise hi¢ alkol kullanmadig1 belirlendi. Deneklerden bes tanesi bas agrisi, bes tanesi tas
diislirme, dort tanesi giin i¢i yorgunluk, dort tanesi uykuya dalmakta giicliik, ii¢
tanesi dikkati toplamakta giicliik, ii¢ tanesi unutkanlik, bir tanesi Oksiiriikten sikayet

etmekteydi.

4.4. Kontrol ve In vitro Toluen Gruplarinda Ozmotik Frajilite Deney Sonuglari:
Ozmotik frajilite deney sonuglar karsilastirildiginda kontrol ve in vitro toluen
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goriildii. Sonuglar Tablo

4.3 ve Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.3. Kontrol ve in vitro toluen gruplarinin eritrosit ozmotik frajilite sonuglari

(ortalama =+ standart hata).

PBS derisigi Kontrol (n=12) In vitro Toluen (n=12)

% 0,10 99,37 + 0,63 100 £0

% 0,38 95,06 + 1,05 74,53 +4,67*

% 0,40 89,72 £ 1,75 50,64 +4,44*

% 0,42 76,7 + 4,38 28,78 +2,76*

% 0,44 58,26 + 5,08 15,34 +2,49*

% 0,46 37,27+ 5,04 9,71 +1,40*

% 0,48 22,67 + 5,12 8,29 +0,80*

% 1,00 0,51 +0,11 8,63 +1,59*

*P<0,05 kontrole gore farkl

Kontrol grubunda kor, % 0,38, % 0,40, % 0,42, % 0,44, % 0,46, % 0,48 ve
stok PBS cozeltilerinde eritrositlerin hemoliz yiizdesi sirasiyla % 99,37 + 0,63, %
95,06 + 1,05, % 89,72 £ 1,75, % 76,7 + 4,38, % 58,26 + 5,08, % 37,27 + 5,04, %
22,67 = 5,12 ve % 0,51 £ 0,11°dir. In vitro toluen grubunda ayni PBS ¢ozeltilerinde
eritrositlerin hemoliz yiizdesi % 100 + 0, %74,53 + 4,67, % 50,64 + 4,44, % 28,78 +
2,76, % 15,34 £ 2,49, % 9,71 + 1,40, % 8,29 +0,80 ve % 8,63 + 1,59’dur. Kor
cozeltisi disinda tiim ¢ozeltilerde in vitro toluen grubunda eritrositlerin hemoliz orani
azalmistir ve kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur.

Sekil 4.1°de de toluenin ozmotik frajilite egrisini sola kaydirdig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.1: Kontrol ve in vitro toluen gruplarinin ozmotik frajilite sonuglar

4.5. Kontrol ve In vitro Toluen Gruplarinda MCV Sonuclar::

Eritrositlerde MCV degerleri karsilastirildiginda kontrol ve in vitro toluen
gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmadi. Kontrol ve in vitro toluen gruplarinda
hipotonik derisimli (% 0,44 gibi) cozeltilerden 10 farkli 6lgiim ve stok PBS
cozeltisinden 6 farkli Gl¢iim yapildi. Hipotonik derisimli ¢ozeltilerden yapilan
6l¢iimlerde kontrol grubunda en diisitk MCV degeri 53,2 fL, in vitro toluen grubunda
en digik MCV degeri 55,9 fL bulundu. Kontrol grubunda en yiiksek MCV degeri
76,7 fL, in vitro toluen grubunda en yiiksek MCV degeri 72,7 fL. idi. On &lgiimiin
ortalamasi kontrol grubunda 58,6 fL, in vitro toluen grubunda 62,14 fL. olarak
hesaplandi.

Stok ¢ozeltilerinden yapilan Slgiimlerde kontrol grubunda en diisik MCV
degeri 67 fL, in vitro toluen grubunda en diisik MCV degeri 79,9 fL, kontrol
grubunda en yliksek MCV 87,6 fL, in vitro toluen grubunda en yiiksek MCV degeri
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92,5 fL bulundu. Stok c¢ozeltilerinden yapilan alti Slgiimiin ortalamasi kontrol

grubunda 80,9 fL, in vitro toluen grubunda 85,2 fL olarak hesaplandi.

4.6. Kontrol ve In vivo Toluen Gruplarinda Eritrositle Tlgili Degerler:
Eritrositle ilgili degerler karsilastirildiginda kontrol ve in vivo toluen gruplari

arasinda anlamli bir fark bulunmadi. Degerler Tablo 4.4’de goriilmektedir.

Tablo 4.4 Kontrol ve in vivo toluen gruplarinda eritrositlerin 6zellikleri (ortalama +

standart hata).

MCV (fL) MCH (pg) MCHC (g/dL) RDW (%)

Kontrol (n=12) 84,90+0,87 29,49 +0,34 34,71 £ 0,17 12,95 +£0,19
In vivo Toluen 87,96+1,51 30,29+0,61 34,41+ 0,13 13,19+0,12
(n=10)

Eritrosit ozellikleri ortalama =+ standart hata olarak verildi. Kontrol grubunda
ortalama eritrosit hacmi (MCV) 84,90 + 0,87 fL, ortalama eritrosit hemoglobin
(MCH) 29,49 + 0,34 pg, ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu (MCHC)
34,71 + 0,17 g/dL ve eritrosit dagilim genisligi (RDW) % 12,95 + 0,19°dur. In-vivo
toluen grubunun MCYV ortalamasi1 87,96 = 1,51 fL., MCH ortalamas1 30,29 + 0,61 pg,
MCHC ortalamasi 34,41 + 0,13 g/dL. ve RDW ortalamas1 % 13,19 £ 0,12’dir.

4.7. Kontrol ve In Vivo Toluen Gruplarinda Ozmotik Frajilite Deney Sonuglari:

Kontrol ve in vivo toluen gruplarinda ozmotik frajilite deney sonuglar1 Tablo
4.5 ve Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Kontrol grubunda kér, % 0,38, % 0,40, % 0,42, % 0,44, % 0,46, % 0,48 ve
stok PBS c¢ozeltilerinde eritrositlerin hemoliz yiizdesi sirasiyla % 99,37 + 0,63
(ortalama + standart hata), % 95,06 + 1,05, % 89,72 + 1,75, % 76,7 + 4,38, % 58,26
+ 5,08, % 37,27 + 5,04, % 22,67 £ 5,12 ve % 0,51 + 0,11°dir. In vivo toluen
grubunda kor, % 0,38, % 0,40, % 0,42, % 0,44, % 0,46, % 0,48 ve stok PBS
cozeltilerinde eritrositlerin hemoliz ylizdesi sirasiyla % 99,41 + 0,42, % 95,57 +
1,25, % 92,43 + 1,71, % 81,38 + 3,92, % 63,46 + 5,68, % 40,62 + 6,77, % 22,07 £
5,69 ve % 0,53 + 0,11°dir. Kor, % 0,38, % 0,48 ve stok ¢ozeltilerinde hemoliz

yiizdesi kontrol ve in vivo toluen grubunda hemen hemen aynidir. % 0,40, % 0,42, %
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0,44 ve % 0,46’lik PBS c¢ozeltilerinde ise in vivo toluen grubunun hemoliz
ylzdesinde ¢ok az bir saga kayma vardir, ama istatiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamustir.

Tablo 4.5. Kontrol ve in vivo toluen gruplarinin ozmotik frajilite sonuglar1 (ortalama

+ standart hata).

PBS derisigi Kontrol (n=12) Isci (n=10)
% 0,10 99,37 £ 0,63 99,41 £0,42
% 0,38 95,06 = 1,05 95,57 £ 1,25
% 0,40 89,72 + 1,75 92,43 +1,71
% 0,42 76,7 + 4,38 81,38 £3,92
% 0,44 58,26 +£5,08 63,46 £ 5,68
% 0,46 37,27 +£5,04 40,62 + 6,77
% 0,48 22,67 £5,12 22,07 £ 5,69
% 1,00 0,51+0,11 0,53+0,11
100
0 === Kontrol
80

== n_vive toluen

% Hemoliz

. N
: iy

Kir 0,38 0,40 0,42 0,44 0,46 0,48 Stok

PBS konsantrasyonu %

Sekil 4.2: Kontrol ve in vivo toluen gruplarinin ozmotik frajilite sonuglari.
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4.8. Oksidatif Stres Parametreleri ve Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Olciim
Sonugclari:

4.8.1. Kontrol ve In vitro Toluen Gruplarinda Olciilen Oksidatif Stres
Parametreleri ve Antioksidan Enzim Aktivite Sonuclari:

Kontrol eritrositlerinde ve in vitro toluene maruz kalan eritrositlerde olgiilen
MDA, PC miktar1 ile CAT ve GSH-Px aktiviteleri Tablo 4.6’da toplu olarak
verilmistir.

Kontrol eritrositlerinde ortalama MDA seviyesi 0,165 = 0,007 umol/g Hb,
toluene in vitro ortamda maruz kalan eritrositlerde ortalama MDA seviyesi 0,229 +
0,021 umol/g Hb bulundu (Tablo 4.6, Sekil 4.3). Kontrol ve in vitro toluen grubu

eritrositleri arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli idi (P<0,05).

Tablo 4.6. Kontrol ve in vitro toluen gruplarinda eritrositlerin MDA, PC miktarlar1 ve

CAT, GSH-Px enzim aktivite diizeyleri (ortalama + standart hata).

MDA PC CAT GSH-Px
(nmol/g Hb) (nmol/g Hb) (k/g Hb) (U/g Hb)

Kontrol (n=12) 0,165 + 0,007 3,671 0,227 653,6+ 68,7 90,21+ 10,85
In vitro Toluen 0,229+0,021% 5430 +0,650* 4553 +355% 41,11 +2,30*
(n=12)

*P<0,05 kontrole gore farkli

Eritrositlerde PC miktar1 in vitro toluen grubunda (5,430 + 0,650 uM/g Hb)
kontrol grubuna (3,671 + 0,227 uM/g Hb) gore daha yiiksek bulundu (Tablo 4.6,
Sekil 4.4). Bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (P<0,05).

Antioksidan  enzimlerden eritrosit CAT aktivitesi kontrol grubu
eritrositlerinde 653,6 + 68,7 k/g Hb olarak dSlgiiliirken, in vitro toluene maruz kalan
eritrositlerde 455,3 + 35,5 k/g Hb oldu (Tablo 4.6, Sekil 4.5). In vitro toluene maruz
kalan eritrositlerde CAT aktivitesinde gbzlenen azalma istatistiksel olarak anlamliydi
(P<0,05).

Eritrosit GSH-Px aktivitesi kontrol grubunda ortalama 90,21 + 10,85 U/g Hb
ve in vitro toluene maruz kalan grupta 41,11 + 2,30 U/g Hb olarak 6lgiildii (Tablo

4.6, Sekil 4.6). In vitro toluene maruz kalan eritrositlerde tespit edilen azalan GSH-
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Px aktivitesi kontrol Ol¢limlerine gore istatistiksel olarak anlamli farkli bulundu

(P<0,05).

4.8.2. Kontrol ve In vivo Toluen Gruplarinda Olgiilen Oksidatif Stres
Parametreleri ve Antioksidan Enzim Aktivite Sonuclari:

Kontrol ve in vivo toluen grubunda eritrosit oksidan-antioksidan parametreleri
Tablo 4.7°de toplu olarak gosterilmistir. Eritrositlerde lipit peroksidasyonunu
degerlendirmek icin yapilan MDA 6l¢limleri kontrol grubunda 0,165 + 0,007 pmol/g
Hb olarak olgiiliirken in vivo toluen grubunda 0,232 + 0,016 umol/g Hb olarak
Olciildii (Tablo 4.7, Sekil 4.3). In vivo toluen grubunda goriilen yiikksek MDA
seviyesi kontrole gore istatistiksel olarak anlamli farkliydi (P<0,05).

Diger bir oksidatif stres parametresi ve protein oksidasyonunun bir gostergesi
olan PC miktar1 kontrol grubunda 3,671 + 0,227 pumol/g Hb iken in vivo toluen
grubunda ortalama 7,121 + 0,748 umol/g Hb olgiildii (Tablo 4.7, Sekil 4.4). Kontrole
gore yiiksek oldugu tespit edilen PC miktarlar1 arasindaki bu farkin istatistiksel
olarak anlamli oldugu tespit edildi (P<0,05).

Tablo 4.7. Kontrol ve in vivo toluen gruplarinda eritrositlerin MDA, PC miktarlar1 ve

CAT, GSH-Px enzim aktivite diizeyleri (ortalama + standart hata).

MDA PC CAT GSH-Px
(nmol/g Hb) (nmol/g Hb) (k/g Hb) (U/g Hb)
Kontrol (n=12) 0,165 + 0,007 3,671 + 0,227 653,6 + 68,7 9021 + 10,85

In vivo Toluen 0,232 +0,016%* 7,121 £ 0,748* 566,8 + 35,7 45,11 £ 5,49%
(n=10)

*P<0,05 kontrole gore farkli

Endojen antioksidan enzimlerden eritrosit CAT aktivitesi kontrol grubunda
653,6 + 68,7 k/g Hb ve in vivo toluen grubunda 566,8 + 35,7 k/g Hb olarak 6l¢iildi
(Tablo 4.7, Sekil 4.5). In vivo toluen grubunda CAT aktivitesinde gozlenen azalma
istatiksel olarak anlamli bulunmadi (P>0,05). Buna karsilik eritrosit GSH-Px
aktivitesinin kontrol grubunda ortalama 90,21 + 10,85 U/g Hb, in vivo toluen
grubunda ortalama 45,11 + 5,49 U/g Hb oldugu tespit edildi (Tablo 4.6, Sekil 4.6).
GSH-Px aktivitesindeki bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildi

(P<0,05).



MDA Diizeyleri
umol/'g Hb a * umol/g Hb b sk
0,250 0,250
0,200 0,200
0,150 0,150
0,100 0,100
0,050 0,050
0,000 0,000
Kontrol In-vitro toluen Kontrol In-vive toluen

Sekil 4.3: Deney gruplarinda eritrosit MDA diizeyleri,
a. Kontrol ve in vitro toluen gruplari, b. Kontrol ve in vivo toluen gruplari,

*P<0,05 kontrole gore anlaml farkl1.

Protein Karbonil Diizeyleri

umol'g Hb a umol'g Hb b

8,000 8,000 ‘k
7,000 7,000

s

6,000 6,000

5,000 5,000

4,000 4,000

—_ —_

3,000 3,000

2,000 2,000

1,000 1,000

0,000 0,000

Kontrol In-vitro toluen Kontrol In-vive toluen

Sekil 4.4: Deney gruplarinda eritrosit PC diizeyleri,
a. Kontrol ve in vitro toluen gruplari, b. Kontrol ve in vivo toluen gruplari,

*P<0,05 kontrole gore anlamli farkli.
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CAT Enzim Aktiviteleri
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Sekil 4.5: Deney gruplarinda eritrosit CAT enzim aktiviteleri,
a. Kontrol ve in vitro toluen gruplari, b. Kontrol ve in vivo toluen gruplari,

*P<0,05 kontrole gore anlamli farkli.

GSH-Px Enzim Aktiviteleri
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Sekil 4.6: Deney gruplarinda eritrosit GSH-Px enzim aktiviteleri,
a. Kontrol ve in vitro toluen gruplari, b. Kontrol ve in vivo toluen gruplari,

*P<0,05 kontrole gore anlaml farkl.
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5. TARTISMA

Biz ¢alismamizda kisa siireli in vitro toluen maruziyetinin ve uzun siireli
mesleksel maruziyetin insan eritrositlerinde ozmotik frajiliteye etkisini ve bu etkinin
oksidatif stresle iligkisini aragtirmay1 amagladik. Bulgularimiz, her iki grupta da artan
oksidatif stres ve azalan antioksidan enzim aktivitesine ragmen ozmotik frajilitenin
bozulmadigini, hatta in vitro toluen grubunda azaldigini gosterdi.

Toluen organik bir ¢oziicii olarak ¢ok fazla kullanim alani olan 6nemli bir
kimyasal iirindiir. Boya, matbaa, ayakkabi ve deri gibi bir ¢ok endiistri kolunda
calisanlar bu kimyasal {iriinle siirekli karsilagmak zorundadirlar. Toluen insanda pek
cok organ sistemini ve dokuyu etkiler. Toluene mesleksel maruziyet genelde
inhalasyon yoluyladir. Deri araciligiyla da maruziyet s6z konusudur.

Toluen giiclii lipofilik 6zelligi nedeniyle tiim hiicreleri etkileyebilir. En biiyiik
etkisi SSS iizerinedir. inhalasyonu takiben toluenin kan diizeyi hizla artar. Eritrositler
toluenin tutulmasi ve tasinmasinda énemli bir rol oynar. Toluen kanda baslica Hb ve
plazma proteinleriyle taginir. Bu durum insan ve sigan kaninda farklilik gosterir. 2
saat slireyle 500 ppm toluen inhale eden siganlarin kanindaki toluenin % 66’sinin
eritrositlerde bulundugu, in vitro toluene maruziyet ile bu oranin sigan kaninda % 70,
insan kaninda % 43 kadar oldugu bildirilmistir [69]. Bu durumda eritrositlerin de
toluenden etkilenmesi beklenmektedir, ancak eritrositler iizerine etkilerine dair
bilgiler sinirhidir. Insanlarda kronik toluen inhalasyonunun eritrosit ve lenfosit
biiyiimesine neden oldugu, kemik iligi {izerine ise Oonemli bir etkisinin olmadigi
bildirilmistir [73]. Toluen ve metabolitlerinin karaciger, ince bagirsak, bobrek, beyin
gibi dokularin yanisira eritrositlerde de ROS {iretimine ve oksidan strese yol actigina
dair bulgular vardir [52, 102, 103].

ROS, fizyolojik kosullarda hemen hemen biitiin hiicrelerde iiretilmektedirler.
Superoksit anyonu (O;"), hidrojen peroksit (H,O;) ve hidroksil radikali (OH) gibi
radikaller {iretilmelerinin ardindan eger ortamdan uzaklastirilmazlarsa hiicre zari
dahil olmak iizere hiicre elemanlarinda hasara yol acarlar. Hiicrelerde ve de
eritrositlerde, bu radikalleri detoksifiye edici mekanizmalar yer almaktadir.
Detoksifikasyon mekanizmalarinda endojen antioksidanlar 6nemli yer alir. Oy”
radikali ortamda bulunan superoksit dismutaz (SOD) enziminin aktivitesiyle H,O,’e

dondstiirtilir. H>O, eger H,O’ya dontistiiriilerek detoksifiye edilmez ise viicutta yer
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alan en toksik radikale yani "OH’e fenton reaksiyonu ile doniistiiriiliir. Bu son
reaksiyon icin Fe™>’ye ihtiya¢ vardir. Ashnda eritrositler bunun icin 6nemli bir
kaynak olmaya aday hiicrelerdir. Bundan dolay1 fenton reaksiyonunun olmasini
engellemenin 6nemli bir yolu H,O;’in detoksifikasyonudur. Hem CAT hem de GSH-
Px enzimleri H,O,’in suya doniistliriilmesi reaksiyonlarinda yer alirlar. CAT enzimi
H,0;‘nin suya detoksifikasyonunu saglarken, GSH-Px’da benzer sekilde glutatyon
indirgenmesi ile bu isi yapar (Bkz. Sekil 2.6). Anlasilacag: tlizere hiicre, tiretilen ROS
tirtinlerine kars1 endojen antioksidanlar ile bir denge saglamaya c¢alismaktadir [32].
Artan ROS iiretiminin bir sonucu olarak antioksidan enzimler tiiketilmektedir ve
sonucta daha da toksik bir radikal olan ‘OH radikali ile sonuc¢lanan fenton
reaksiyonuna dogru bir yonelis olmaktadir. Bunun sonucu oksidatif stresin yol agtigi
bir dizi hasar meydana gelmektedir. Oksijen radikalleri eritrositlerde c¢oklu
doymamis yag asitleri ve proteinlerle reaksiyona girerek lipit peroksidasyonu ve
protein yikimimna neden olur [39, 46]. Lipit peroksidasyonu ve protein
oksidasyonunun {iriinleri oksidatif stresin de dnemli gostergeleridir.

Bizim ¢alismamizda toluene in vitro 300 ppm kisa siireli maruziyetin ve in
vivo uzun siireli mesleksel maruziyetin eritrosit MDA diizeyini anlamli olarak
artirdig1 goriildi. Bu, yiiksek doz akut toluene maruziyetin yanisira ¢ok daha diisiik
dozda kronik toluen maruziyetinin eritrositlerde lipit peroksidasyonuna neden
oldugunu gostermektedir. Benzer sekilde her iki grupta da protein hasarinin
gostergesi olan PC diizeyi de eritrositlerde anlamli olarak yiiksek bulundu.

Bu konuda daha 6nceki ¢alismalara bakildiginda boyacilar {izerine yapilan iki
calismada plazma MDA diizeylerinde anlamli bir artis oldugu, Diindaréz ve dig.
[105] nin arastirmasinda ise tiner koklayan addlesanlarda hem plazma hem eritrosit
MDA diizeylerinin yiiksek bulundugu goriilmektedir [52, 104]. Bizim toluenin
eritrosit MDA diizeyine iliskin sonug¢larimiz bu bilgiyle uyumludur. Ancak
boyacilarda yapilan her iki calismada da deneklerin %70’inden fazlasinin, tiner
koklayan adolesanlarin ise tiimiiniin sigara ictigi anlasilmaktadir. Bizim
calismamizda ise hi¢ sigara igcmeyen goniillilerin deneye alinmig olmasi sigara
igmeye bagli oksidatif etkileri deney sonuclarindan uzaklagtirmaktadir.

Bugiine kadar literatiir bilgilerimize gore toluenin eritrosit PC diizeyine

etkisine dair yayinlanmig ¢alisma bulunmamaktadir.
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Mesleksel maruziyet veya suistimal nedeniyle toluen soluyan kisilerin
eritrositlerinde antioksidan enzim diizeylerine iligkin farkli sonuglar bildirilmistir.
Tiner koklayan addlesanlarda plazma ve eritrosit GSH-Px aktivitesinin azaldigi,
eritrositlerde SOD aktivitesinin arttig1 rapor edilmektedir [105]. Boya is¢ilerinin
eritrositlerinde Halifeoglu ve dig. [52] SOD ve GSH-Px aktivitesininin arttigini,
Karagozler ve dig. [104]’1 ise yine boyacilarda plazmada ayni enzim aktivitelerinin
azaldigini, eritrosit CAT aktivitesinin arttigin1 gostermislerdir. Toluenin eritrositlerde
antioksidan enzimlere etkisine dair in vitro c¢aligsma ise bulunmamaktadir.

Bizim ¢alismamizda hem in vitro hem de in vivo toluen grubunda GSH-Px
aktivitesinde anlamli bir diisiis oldugu CAT aktivitesinin ise in vivo toluen grubunda
anlamli olmamakla birlikte her iki grupta da kontrole gore diisiik oldugu saptandi. Bu
durum toluenin eritrositlerde oksidatif stresi artirdigin1 ve buna bagl olarak enzim
aktivitelerinin azaldigini1 disiindiirmektedir. Daha onceki ¢alismalarda ¢ok fazla g6z
Oniine alinmamis olan sigara igmenin oksidan-antioksidan dengesinde neden
olabilecegi degisiklikler bu ¢alismanin sonuglarini etkilememistir.

Eritrositlerin 6zellikle oksidanlara karsi gelismis antioksidan sistemleri hem
hiicre i¢i hem de zarinda yer alan proteinlerin oksidasyonunu engellemeye yoneliktir.
Pentoz fosfat yolunda glikoz-6-fosfat dehidrogenaz aktivitesiyle olusan NADPH,
GSSG’nun GSH’a indirgenmesinde elektron kaynagidir. GSH tekrar okside olurken
H,0, suya doniisiir. Bu reaksiyonu katalizleyen giiclii bir antioksidan enzim GSH-
Px’dir [25]. Ayrica eritrositler endojen antioksidanlardan CAT’1in 6nemli miktarda
bulundugu yerlerden biridir [32, 33]. Toluene maruz kalma bu enzim aktivitesini de
GSH-Px gibi anlamli olarak azaltmistir. Hiicre koruma mekanizmalariin artik
yetersiz oldugu bu durumda dogal olarak hiicreler lipit peroksidasyonuna ve protein
oksidasyonuna maruz kalmislardir.

Uzun siire toluene maruz kalan ayakkabi ve basim atolyesi iscileri kronik
toksisitenin etkisi altindadirlar. Bizim sonuglarimizla artan MDA ve protein karbonil
miktarlart ile is¢ilerin eritrositlerinin ciddi bir oksidan hasara maruz kaldiklar
sonucuna varabiliriz. Isci eritrositleri benzer sekilde bozulan bir oksidan-antioksidan
denge ile kars1 karsiyadirlar. Iscilerin artan protein karbonil ve MDA seviyelerinin
yaninda anlamli olarak azalan GSH-Px aktivitesi bizi artan ROS’a kars1 koymaya

calisan bir antioksidan mekanizmanin yetersiz kalmasi sonucuna gotiirmektedir.
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Ayrica, is¢ilerin CAT aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da bir azalma
vardir.

Eritrositlerde oksidan stres ve oksijen radikallerinin olusumu lipit
peroksidasyonu, protein oksidasyonu, Hb-spektrin capraz baglanmasi ve enzim
inaktivasyonuna yol ag¢tig1 goriilmektedir [39, 44, 46, 115]. Bu degisikliklerin zarda
stabilite ve gecirgenligi, hiicrelerin deformabilitesini, yasam siiresini ve islevlerini
etkilemesi beklenir. Ozellikle lipit peroksidasyonu ile zar yapisi etkilenirken, protein
oksidasyonu ile de hem hiicre i¢i hem de hiicre zar1 elemanlar1 etkilenir. Zar hasari
ozmotik frajilite testi ile gosterilebilir. Lipit peroksidasyonunun ozmotik frajiliteyi
artirdigina dair ¢esitli arastirmalar bulunmaktadir [47-49]. Oksijen radikali
olusturarak lipit peroksidasyonuna ve protein hasarma yol acacak sekilde H,O, ve
askorbat/Fe>’ye maruz birakilan eritrositlerde ozmotik frajilitenin arttigi, MDA ve
alanin olusumuyla orantili olarak deformabilitenin bozuldugu goriilmektedir [46]. Bu
calismadaki ozmotik frajilite bulgularin1 destekler nitelikte Suboh ve dig. [51] nin
yaptig1 arastirmada lipit peroksidasyonunun ozmotik frajilitede belirleyici faktor
olmadig1 ancak protein hasarinin ozmotik frajiliteyi artirdigi belirtilmektedir.
Eritrositteki hemoglobin dis1 proteinler zarda ve 6nemli bir oranda zar iskeletindedir.
Iskelet proteinlerinin eksikligi veya yoklugu durumunda eritrositin normal sekli
bozulmakta, zar rijit hale gelmekte ve hemoliz goriilmektedir. Ancak baska bir
calismada alti saat MDA’ya maruz birakilan eritrositlerde ozmotik frajilitenin
azaldigi, ayn1 zamanda hiicre disina 6nemli bir K sizmasi oldugu goriilmiis ve
bunun zar proteinlerinde fonksiyon bozukluguna bagl olabilecegi, artmis ozmotik
direncin ise hiicre i¢i K’ derisiginin homeostatik korunmasi amaciyla
gerceklesebilecegi one siiriilmiistiir [50].

Bu calismada in vitro toluene maruz kalan insan eritrositlerinde oksidatif
strese ragmen ozmotik frajilitenin anlamli olarak azaldigini, eritrositlerin ozmotik
lizise direncinin arttigin1 gordiik. /n vivo toluen maruziyeti ise eritrosit ozmotik
frajilitesinde 6nemli degisiklik yapmadi. Insan eritrositlerinde toluenin ozmotik
dirence etkisi daha once ¢alisilmamigtir. Sigan eritrositlerinde toluene in vitro 30
dakika maruziyet sonucu 1000 ppm’den diisiik dozlarda ozmotik frajilitenin azaldigi,
300 ppm’de maksimum olmak iizere 200 ile 500 ppm arasinda bu etkinin fazla

oldugu, 1000 ppm ve iizerindeki dozlarda ise ozmotik frajilitenin arttig1 bildirilmistir.
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Tolueni 7 ve 21 giin boyunca (2000 ppm 6 saat/giin) inhale eden sig¢anlarin
eritrositlerinde de ozmotik frajilitenin azaldigr bulunmustur [107]. Korpela ve Tahti
[108], diger bir calismada in vivo ortamda, inhalasyon yoluyla 0,5, 1, 1,5 ve 3 saat
boyunca kisa siireli 2000 ppm toluene maruz birakilan sigcanlarin eritrositlerinde
ozmotik frajilitenin azaldigini, ancak maruziyetin bitiminden 30 dakika sonra bu
etkinin ortadan kalktigin1 bulmuslardir.

Bizim bulgularimizda, Korpela ve dig. [107] nin si¢an eritrositlerinde yaptigi
caligsmalarla uyumlu olarak in vitro ortamda 300 ppm toluen insan eritrositlerinde
ozmotik frajiliteyi anlamli olarak azaltti. Ancak toluene inhalasyon yoluyla in vivo
ortamda maruz kalan iscilerin eritrositlerinde ozmotik frajilitede anlamli bir
degisiklik olmadi. Akut toluen inhalasyonuna bagli 6liim vakalarinda kandaki toluen
miktar1 en fazla 79 mg/L (yaklasik 80 ppm) olgiilmiistiir. 38 ppm’e 8 saat maruz
kalinmasi durumunda kan toluen diizeyi 0,59 mg/L’dir [68]. Korpela ve dig.
[107]’nin ¢alismasinda in vitro 50 ppm toluenin de ozmotik direnci artirdigi
bildirilmektedir. Bizim in vivo toluen grubuna aldigimiz is¢ilerin inhalasyon dozu
20-100 ppm arasinda degisiyordu ve eritrositlerin maruz kaldigi toluen olasilikla
oldukea diisiik dozdadir. Ancak bu dozda bile anlamli oksidatif stres artis1 oldugunu
ve bu oksidatif stres artisinin siddetine bagli olarak antioksidan enzimlerde dahi
hasar meydana geldigini gordiik. Buna ragmen ozmotik frajilitenin normal bulunmus
olmasi toluenin ozmotik frajilitenin bozulmasini engelledigini diisiindiirmektedir.
Mesleksel olarak maruz kalanlarin kaninda toluen veya idrarda toluen metabolitlerin
tayin edilmesi, ayrica diisiik dozlarda toluenin in vitro etkisinin g¢alisilmasi bu
konuya aciklik getirecektir.

Ozmotik frajilite testi eritrositlerin icerigi, sekli ve zar fleksibilitesindeki
degisiklerin belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadir ve eritrositlerin yiizey alaniyla
hacmi arasindaki oranin bir gostergesidir. Eger bu oran diiserse ozmotik frajilite
artar, eritrosit ylizey alani azalmig veya eritrosit hacmi artmig demektir. Ozmotik
frajilite azaldiginda ise ya eritrosit yiizey alaninda bir artis olmalidir, ya da eritrosit
hacminde bir azalma olmalidir. Eritrositlerin toluene maruziyeti ozmotik frajilteyi
azaltmaktadir, bundan dolay1 toluenin eritrosit yiizey alaninda bir artisa yol agmasi

veya eritrosit hacminde bir azalmaya yol agmasi beklenir. Eritrosit yiizey alaninin
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artmasi yeni hiicre zar1 senteziyle miimkiin olabilir, ancak eritrositlerde protein veya
lipit sentezi olanaksizdir.

In vitro ¢alismamizda, toluene kisa siire (30 dakika) maruz kalan eritrositlerin
hacimleriyle kontrol grubu eritrositlerin hacimleri arasinda anlamli bir fark
olmamasina ragmen toluen grubunun hacimleri daha fazla bulunmustur. In vivo
calismamizda da in vitro ¢alisma bulgularimiz1 destekleyecek sonuglar elde ederek
is¢ilerden aldigimiz kanlardaki eritrosit hacimlerinin kontrol grubunu olusturan
kisilerden aldigimiz kanlardaki eritrosit hacimlerinden yiiksek oldugu bulunmustur
ama bu degerler arasinda da anlamli bir fark yoktur. Eritrositlerde anizositozu
gosteren eritrosit dagilim genisligi de normal smirlarda ancak biraz yiiksek
bulunmustur. Bu sonuglar1 literatiir bilgileri de desteklemektedir ve kronik toluen
inhalasyonunun eritrositlerin biiylimesine yol actig1 belirtilmektedir [73]. Ayrica
toluene inhalasyon yoluyla maruz kalan sigcanlarin eritrositlerinde gerek maruziyet
sirasinda gerekse maruziyet sonrasinda hacimlerinde anlamhi bir degisiklik
bulunmadigi ama anlamli olmayan hafif bir artisin s6z konusu oldugu
belirtilmektedir [108].

Sonug¢ olarak toluene in vitro maruz kalan eritrositlerde olusan ozmotik
frajilite azalmasi eritrosit hacim degisikligiyle iliskili degildir. Ciinkii boyle bir
iliskinin dogru olabilmesi i¢in eritrosit hacminin azalmasi gerekirdi. Calismamizda
ise hem in vitro hem in vivo deneylerde anlamli olmayan ve olduk¢a diisiik
miktarlarda bir hacim artig1 s6z konusudur. Yapilan ¢aligmalar anestezikler gibi diger
zar stabilize eden ajanlarin da ozmotik frajiliteyi azalttigini gostermektedir [106, 107,
116]. Anesteziklerin zar lipitlerinde ¢6ziinmek suretiyle zar lipit kalinligin1 artirtig
bildirilmistir [117]. Lipofilik bir molekiil olan toluen de zarin lipit kalinligin1 ve
birlikte zarin yiizey alanimi degistirebilir. Zar ylizey alaninin artisi ozmotik
frajilitenin azalmasina kismen agiklik getirebilir. Oksijen radikalleri zar lipit yapisini
bozarak eritrositlerde doza bagh sekilde ekinositik doniisiime yol agmaktadir. Bu
doniisiimiin baglangi¢ sathasinda hiicre yiizeyinden disaritya dogru olusan ¢ikintilar
yilizey-hacim oranini artirabilir. Anestetik maddelerin yol actig1 zar kalinlagmasinin
zar proteinlerini etkileyebilecegi de bildirilmektedir [117]. Toluenin eritrositlerde in
vivo ve in vitro olarak zar enzimlerini inhibe ettigine dair bulgular vardir [118].

Stabilize olan zar, eritrosit zar proteinlerinin temsil ettigi dinamik yap1
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goriiniimiinden biraz uzaklasip, zarin ¢ift katl lipit tabakasi tarafindan temsil edilen
fiziksel bir bariyer goriiniimiine yaklasiyor olabilir. Bu konularda daha ileri
calismalara gerek vardir.

Aragtirma sonuglarimiz, toluene kisa siireli in vitro maruz kalan insan
eritrositlerinde oksidatif stresin artmasiyla es zamanli olarak ozmotik frajilitenin
azaldigini, in vivo toluen grubunda degismedigini gostermektedir. Oksidatif stres
artisginin eritrositlerde ozmotik frajililiteyi artirmamasi toluenin zar stabilize edici
0zelliginin baskin geldigini ve olasilikla stabilizan ve oksidan etkilerin birbirlerinden
bagimsiz oldugunu diisiindiirmektedir.

Toluene mesleksel maruziyetin ozmotik frajiliteyi degistirmemesi ancak
oksidatif strese yol agmasi eritrositlerin yap1 ve islevleri agisindan énemlidir. Baska
calismalarla eritrosit morfolojisi, enzimleri, methemoglobin miktari, eritrosit dmrii ve
deformabilitesine bakilmasi is¢i ve ¢evre sagligi agisindan yararl olacaktir.

Aromatik hidrokarbonlarla karsilasan petrokimya iscilerinde
antioksidanlardan  zengin  diyetin = oksidan-antioksidan  dengeyi diizelttigi
gosterilmistir [119]. Toluene maruz kalan meslek gruplarinda calisanlarin da giinliik

besin alintminin antioksidan vitamin ve minerallerle desteklenmesi Onerilmelidir.
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6. SONUC ve ONERILER

Aragtirmamizdan elde ettigimiz sonuglar sunlardir:
o In vitro kisa siireli toluene maruz birakilan insan eritrositlerinde ve mesleksel
nedenlerle inhalasyon yoluyla kronik olarak in vivo toluene maruz kalan kisilerin
eritrositlerinde sirasiyla lipit peroksidasyonu ve protein hasarinin gostergesi olan
MDA ve PC diizeyleri anlamli olarak yiiksek bulunmustur.
o Mesleksel maruziyet grubunda CAT aktivitesindeki azalma istatiksel olarak
anlamli olmamakla beraber her iki grupta da eritrositlerde CAT ve GSH-Px
aktivitesinin azaldig1 goriilmiistiir.
. Toluene mesleksel olarak kronik maruziyet ve in vitro kisa siireli maruziyet
eritrositlerde lipit peroksidasyonu ve protein hasarina yol agmakta, antioksidan
kapasiteyi azaltmakta ve hiicrenin savunma mekanizmasini zayiflatmaktadir.
o Toluenin yol ag¢i81 oksidatif strese maruz kalan eritrositlerde artmasi beklenen
ve zar stabilizasyonunun bir gdstergesi olan ozmotik frajilite in vitro toluen grubunda
azalmis, in vivo grupta ise degismemistir. Bu durumda toluenin zar stabilize edici
ozelliginin ozmotik direnci korudugu hatta giiclendirdigi anlasilmaktadir.
Frajilitedeki azalmanin eritrosit hacmiyle iliskili olmadig1 gériilmiistiir.
. Sonugta toluene maruz kalan her iki grupta da eritrositlerin oksidatif stresle
karsilagtigi buna karsilik zar stabilitesinin bozulmadigir goriilmektedir. Ancak
eritrosit zar gecirgenligi, deformabilite ve hiicre iglevleri agisindan daha fazla bilgiye
ihtiyag vardir. izin verilen smirlarda bile toluene mesleksel maruziyet eritrosit
islevleri ve eritrositlerin reolojik davranisi agisindan oOzellikle egzersiz gibi doku
oksijen ihtiyacinin arttigi durumlarda veya dolasim bozukluklarinda, eritrosit
hastaliklarinda 6nemli olabilir. Bu konunun arastirilmast is¢i ve cevre sagligi
acisindan yararl olacaktir.
. Toluene maruz kalan meslek gruplarinda ¢alisanlara oksidan hasarin
engellenmesi amaciyla antioksidan igerigi zenginlestirilmis diyet verilmesi

oOnerilmektedir.
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Ek 1.

.../.../2005
ISCILERDE TOLUEN MARUZIYETININ iZLENMESI ANKET FORMU

1- Adi-Soyadi:

2- Cinsiyet:

3- Yas:

6- Meslegi/yaptigi is:

7- Kag yildir bu isyerinde ¢alisiyorsunuz?

8- Haftada kag giin ¢alistyorsunuz?

9- Glinde kag saat ¢alistyorsunuz?

4- Kilo:

5- Boy:

10- Giin iginde hangi saatler arasinda c¢alistyorsunuz?

11- Ortalama haftada ¢alisma saati:

12- Yapistiric1 / boya inceltici olarak ne kullantyorsunuz?

13- Kag yildir bu yapistiriciya/incelticiye maruziyetiniz var?

14- Sigara igme aligkanlig1:
"1 Hi¢ igmedim
1 Bir siire igtim

Zaman: Miktar:
I Halen i¢iyorum
Zaman: Miktar:
15 -Alkol i¢iyor musunuz?:
[l Hay1r [l Evet
Zaman: Miktar:

16-Herhangi bir hastaliginiz var m1?

[l Hayir (1 Evet
Hangi hastaliginiz var?

17-Stirekli kullandiginiz bir ilag var mi1?
"] Hayir [l Evet

Varsa Neler? ..o eeeeee e



18- Ailenizde, yakin akrabalariizda kronik-irsi bir hastalik var m1?
"] Hayir [l Evet
Hangi hastaliklar var?...........ccccooeviinennene.

19-Bas agrimiz var m1?

[l Hayir '] Evet
Tipi: [ Zonklayict Sikligi: [1 Nadiren
"] Sikistirtyor gibi ] Haftada 1-2 giin
) Simsek ¢akar gibi "I Her giin
1 Kask gec¢irmis gibi
Stiresi: [ | Dakika Yeri:
] Saat

Bas agriniza puan verecek olsaniz kag¢ puan verirsiniz? (0 = hig¢ yok, 10 = en siddetli)
0 01 2 03 04 005 6 07 08 19 110

20- Denge bozuklugunuz oluyor mu?

[l Hayir '] Evet
Tipi: [ Kendim doniiyorum Siiresi: [ | Saniye
"1 Etrafim doniiyor 1 Dakika
"1 Saat
1 Gun

Denge bozuklugunuza puan verecek olsaniz ka¢ puan verirsiniz? (O=hi¢ yok, 10 = en siddetli)
00 01 2 03 04 05 6 007 08 9 110

21- Ozel esyalarmiz (cep telefonu, gozliik, anahtar, ciizdan gibi) bir yerlerde unuturmusunuz?
[l Hayir [l Evet
Siklig1: [1 Bazen ) Sik "1 Cok sik

Unutkanligimiza puan verecek olsaniz kag¢ puan verirsiniz? (0 = hi¢ yok, 10 = en siddetli)
0 01 2 03 04 005 6 07 08 19 110

22- Giin i¢inde kendinizi yorgun hissettiginiz oluyor mu?
[l Hayir [l Evet
Sikligi:[1 Bazen [ Sik "1 Cok sik

Yorgunlugunuza puan verecek olsaniz ka¢ puan verirsiniz? (0 = hi¢ yok, 10 = en siddetli)
o 01 2 3 4 0S5 e 7 08 19 10



23- Gazete-kitap okurken veya birisini dinlerken dikkatinizi toplayamadiginiz oluyor mu?
[l Hay1r [l Evet
Sikligi:[1 Bazen [ Sik "1 Cok sik

Konsantrasyon bozuklugunuza puan verecek olsaniz kag¢ puan verirsiniz?
(0 = hi¢ yok, 10 = en siddetli)
0 o1 2 03 4 05 e 7 8 [19 [110

24- Uykuya dalmakta gii¢liik ¢ektiginiz veya giin i¢cinde uyukladiginiz oluyor mu?
[l Hay1r [l Evet
Sikligi:[1 Bazen [ Sik "1 Cok sik

Uyku bozuklugunuza puan verecek olsaniz kag¢ puan verirsiniz? (0 = hi¢ yok, 10 = en siddetli)
0 o1 2 03 4 05 e 7 8 [19 [110

CalISIMA OTLAIMLL ...uiiiiiiiiiie e e e e e e et e e e e e ettt e e e eeataeeeeeaaaeeeeeaaeeeeeaaaseeeeenseens
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