Etlik Vet Mikrobiyol Derg, 2017; 28 (1): 33-38

Akut Toliien Maruziyetinin Tavsan Beyin Korteksinde Yol Actig1 Toksik
Etkiler

Mustafa Cicek!, Turgay Sisman?

! Kahramanmarasy Siit¢ii Imam Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi AD.
? Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji AD.

Gelis Tarihi / Received: 02.11.2016, Kabul Tarihi / Accepted: 31.12.2016

Ozet: Bu calismada yiiksek dozda toliienin tavsan beyin korteksi iizerine akut donemdeki histopatolojik ve biyokim-
yasal etkilerinin arastirilmast amaglandi. On yedi adet Yeni Zelanda cinsi tavsan (4-6 kg) iki guruba ayrildi. Grup I
kontrol grubu (n=7) olarak kullanilirken Grup II’ye (n=10) yiiksek doz Toliien verildi (876 mg/kg/ip). Ug saatlik deney
periyodunun sonunda dldiiriilen hayvanlardan biyokimyasal analizler i¢in kan serumu ve beyin doku 6rnekleri % 10’Tuk
notral formaline alinip parafine gomiilerek kesildi (5 pm). H&E (hematoksilen-eozin), Crystal violet boyamalari, Na, K,
GSH, MDA ve NO kan serum seviyeleri analiz edildi. Bu ¢aligma sonucunda Toliien verilen tavsanlarda 6nemli 6lgiide
histopatolojik bozukluklar ve ciddi amiloit plak olusumu gézlemlenmistir. Toliien grubunda Na, K, MDA, kan serumu
seviyelerinde 6nemli 6lgiide artig goriilmiisken, GSH ve NO seviyelerinde anlamli derecede azalma izlenmistir. Bu
calisma sonucunda yiiksek doz toliienin beyin korteksinde akut donemde ciddi hasarlar olusturabilecegi gosterilmistir.

Anahtar sozciikler: Toliien, oksidatif hasar, beyin korteksi, tavsan ve amyloid plak.

Toxic Effects That Induced Acute Toluene Exposure In Rabbit Brain Cortex

Abstract: This study aimed to investigate the histopathological and biochemical effect of high dose Toluene on brain
cortex in acute period of Toluene treated rabbits. Seventeen adult female New Zealand rabbits (4-6 kg) were divided into
two groups. Group I was used as a control group (n=7), while Group II was exposed to high dose of Toluene (876 mg/kg/
ip) (n=10). After the 3 hours experimental period, blood serum for biochemistry analyses and brain tissues were taken
from sacrificed animals and fixed in % 10 neutral formalin, then, embedded in paraffin and sectioned (thickness, 5 um).
H & E (hematoxylin-eosin), Crystal violet dyes, Na, K, GSH, MDA and NO blood serum levels were analyzed. In this
study, significant histopathological abnormalities and severe amyloid plaque formation was observed given the Toluene
in rabbits. While Na, K, MDA blood serum levels significantly increase have been observed in the Toluene group, GSH
and NO levels considerable have been decreased in the control group. As a result of this study showed that the high
doses of Toluene in the cerebral cortex to cause serious damage in the acute phase.

Key words: Toluene, oxidative stress, brain cortex, rabbits and amyloid plaque.

Arastirma Makalesi / Research Article

Giris

Toliien 6zellikle boya ve kozmetik sanayinde yay-
gin olarak kullanilan, hos kokulu, ugucu bir sivi
hidrokarbondur [16,21,30]. Toliienin 6fori yapict
etkisinden dolay1 bagimliligina toplumda sik rast-
lanilmaktadir. [6]. Ucuz ve kolay bulunabilir oldu-
gundan dolay1 bagimlilarin tercihi siklikla tutkal ve
tinerdir [32]. Ozellikle boyacilar [37], ayakkabi
is¢ileri [14,35], ve matbaa is¢ilerinde [19] mesle-
ki maruziyet sik goriilmektedir. Toliien baslica so-
lunum, sindirim ve deri yoluyla viicuda alinabilir.
Viicutta ¢ogunlukla iyi kanlanan ve yagdan zengin
dokularda birikir [1,5]. Tutkal soluyarak &len kisi-
lerin karaciger ve beyninde yiiksek oranda toliiene

rastlanmistir. Viicuda alinan toliienin biiytik bir kis-
m1 karacigerde yikilip hippiirik aside doniistiiriile-
rek idrar yolu ile atilir [14]. Toliien doz ve siireye
bagli olarak bas agrisindan 6liime kadar birgok kli-
nik tabloya yol acabilir [5,30]. Yiiksek dozda tolii-
ene maruziyet genelde ¢alisanlarda ve bagimlilarda
goriiliir [16,35,37]. Yiiksek dozda meydana gelen
zehirlenmeler tizerindeki arastirmalar daha ¢ok akut
entoksikasyon vakalarinin degerlendirilmesine bag-
I1 caligmalardir [4,34]. Tollien sinir dokusunda daha
fazla biriktiginden ¢alismalar daha ¢ok sinir sistemi
lizerine yogunlagmis ve uzun donemde sinir sistemi
tizerindeki kronik etkileri daha ¢ok aragtirilmistir
[7,22].
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Yaptigimiz bu ¢alismada genelde kronik olarak
maruz kalinan Toltien’in beyin korteksi iizerine akut
etkilerini histopatpolojik ve biyokimyasal metotlar-
la arastirmay1 amagcladik. Tavsanlar tizerinde ve akut
yliksek dozlarda bu konularda sinirli sayida ¢aligma
bulunmasi1 bizim calismamizin 6nemini artirmak-
tadir. Toluen’in hem sanayide yogun kullanilan bir
madde olmast hem de 6zellikle cocuk ve genglerde
olmak tizere kasitli ve 6zellikle intihar vakalarinda
sik kullanimi nedeniyle saglik iizerine etkisi son de-
rece 6nemlidir. Bu prensip dogrultusunda yapilan
calismada Toulen kullanimina bagl biyokimyasal
dejenerasyonun ve histopatolojinin organizma sag-
l1g1 agisindan 6nemli ve ciddi derecede degisiklikler
gosterdigi belirtilmistir.

Bu amag dogrultusunda ¢aligmamizda, yiiksek
doz toliienin tavsan beyin korteksi dokusunda akut
donemde meydana getirebilecegi toksik etkilerin
histopatolojik ve biyokimyasal olarak degerlendi-
rilmesi amaglandi.

Materyal ve Metod

Calismamiz yerel etik kurul izni (HADYEK-51)
alindiktan sonra Gaziosmanpasa Universitesi
Deneysel Tip Arastirmalari Laboratuvarlari’nda
gergeklestirildi. Hayvanlar Grup I kontrol grubu
(n=7) ve Grup II Toliien grubu (n=10) olarak tan-
zim edildi. Toliien grubundaki deneklere tek doz
876 mg/kg intraperitoneal (ip) toliien verildi. Bu
doza onceki calismalardan esinlenerek karar veril-
di [22,30]. Deney hayvanlari doz verildikten 3 saat
sonra ketamin ve Xxylazin anestezisi altinda bazal
kan alinarak eksanguinasyon yontemi ile dldirildii.
Alman kanlar santrifiij edildikten sonra serumlari
ayrilarak — 80 C°’de saklandi. Beyin dokular1 ¢ika-
rilarak bouin soliisyonu icerisine alindi.

Deney hayvanlarindan alinan beyin dokulari-
nin rutin doku takipleri yapilarak parafin bloklara
gomiilmesi saglandiktan sonra bloklardan mikro-
tom ile Sum kalimliginda kesitler alindi. Standart
Hematoksilen&Eozin boyamasi gerceklestirildi.
Boyanan preperatlar Olympus BX-50 arastirma
mikroskobunda incelendi. Deney hayvanlarindan
alinan kan serum numunelerinde Na, K, MDA,
GSH ve NO seviyelerinin tespiti i¢in spektrofoto-
metrik yontemler ile 6l¢timler yapildi.

Normallik denetimi Shapiro-Wilk testi ile ger-
ceklestirildi. Verilerin normal dagilima uygun ol-
dugu goriildii. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak
kabul edildi. Gruplarin karsilastirilmasinda bagim-
s1z iki 6rnek T testi kullanildi.

Bulgular
Klinik Bulgular

Deneysel arastirmamizda Toliien verdigimiz tavsan-
larda kontrol grubundan farkli bir sekilde makros-
kobik olarak pupillerde biiyiime, kusma, bazi hay-
vanlarin agiz ve burun bolgelerinde kanama ve
ayakta dengede duramama gibi postiir bozukluklari
gbzlemlenmistir.

Biyokimyasal Bulgular

Gruplara ait kan serum 6rneklerinde, spektrofoto-
metrik olarak Na, K, NO, GSH ve MDA degerle-
ri Tablo 1’deki gibidir. Buna gore oksidatif hasari
belirlemede 6nemli bir parametre ve kanda lipid
peroksidasyonun bir gostergesi olan MDA diizey-
lerinin, toliien uygulanan grupta istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde arttig1 tespit edildi (p<0,05).
Antioksidan ve oksidatif hasar1 diisiirerek koruyucu
ve diizenleyici etkisi olan NO ve GSH diizeylerinin
kontrol grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide azaldigi bu-
lundu (p <0,05). Toliilene maruz birakilan hayvan-
larda serum Na ve K diizeylerinin kontrol grubuna
oranla oldukca yiiksek oldugu, bu yiiksekligin ista-
tistiksel agidan anlamli oldugu belirlendi (p <0,05).

Tablo 1. Toliien ve kontrol grubu kan serum 6rneklerin-
deki Na, K, NO, GSH ve MDA degerleri

Grup
Toliien Kontrol
X+SH x+SH t p
NO (umol/L)  4091,40+182,79 5854,00+223,41 17,880 0,001
MDA(umol/L)  484,90+56,07 345,86+42,10 5,538 0,001
Na (mmol/L) 172,70+13,42 139,29+3,82 6,355 0,001
K (mmol/L) 678,70+64,76 560,57+83,05 3,300 0,005

GSH(umol/L)  7791,20+£630,26 11403,00+887,00 9,855 0,001

Calismamizin biyokimyasal bdliimiinden elde
ettigimiz sonuglara gore toliien tavsanlarda oksida-
tif hasara yol acar ve viicut sivisi elektrolit dengesi-
ni bozar (Tablo 1)(p<0,05).
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Histopatolojik Bulgular

Hematoksilen-Eozin ile boyanan preparatlar ince-
lendiginde, kontrol grubu beyin korteksi dokularinin
normal yapida oldugu gozlendi (Sekil 1A). Toliien
verilen tavsanlarda ise beyin kortexinde fokal va-
kuoler dejenerasyon, gliozis, perivaskiiler demi-

yelinizasyon, ¢ok sayida piknotik hiicre ve nekroz
alanlart izlendi. Toliien grubunda kontrol grubuna
oranla belirgin derecede kan damarlarinda asir1 ge-
nislemeler ve hiicreler arasindaki hiicre hatlarin cid-
di 6l¢iide dejenerasyona ugradigi hiicre siirlariin
nerdeyse dagildig1 goriilmektedir (Sekil 1B).

Sekil 1: Yiiksek doz akut Toluen maruziyetine bagl histopatolojik degisimlerin gosterimi H&E boyama

*A) Kontrol grubu, beyin korteksi, H&E (x40) B) Toluen grubu, beyin korteksi, H&E (x40) (Oklarda gosterilen
histomorfolojik degisiklikler; abselesme(siyah ok), kan damarlarinda hasar(mavi ok), gliozis ve hiicre sinirlarinda

belirgin kayiplar(sar1 ok))

Sekil 2. Toluen maruziyeninin Kristal Viyolet boyanmasinda senil ve amiloit plaklarin olusumu 40X biiyiitme
*A) Kontrol Grubu Beyin Korteksi B) Toluen Grubu Beyin Korteksi

Kiristal violet boyama yapilmis kesitler ince-
lendiginde kontrol grubunda spesifik bir boyanma
gbzlenmedi (Sekil 2A). Toliien grubunda ki kesitler
incelendiginde ise boyanma yogunlugunda belirgin
bir artis oldugu ve Senil plaklarin biiytikliiklerinin
ve sayisinin arttig1 fark edildi. Noronlarin hiicre

govdelerinin ve uzantilarinin etrafinda amiloit plak-
larin depolandig1 ve bu alanlarin genisleyerek senil
plaklari olusturdugu gozlendi. Beyin korteksinin iist
tabakasinda daha az, alt tabakasinda ise daha yogun
diffiiz amiloit plak izlendi (Sekil 2B).
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Tartisma ve Sonug¢

Toliien hayatin bir¢ok alaninda kullanilan ve olduk-
¢a sik karsilasilan bir maddedir. Evde ve endiistri-
de sayisiz yerde kullanilmasi ile bagimlilik yapici
bir madde olmas ve istenildiginde kolaylikla temin
edilebilmesi nedeniyle de popiilasyonun énemli bir
boliimiini etkileyen, diger organik solventlerden
farkli olarak 6zel bir éneme sahiptir [16,21,30].
Toliienin 6zellikle santral sinir sistemi ve karaciger
basta olmak iizere birgok doku lizerinde toksik etki-
lerinin oldugunu kanitlayan bir ¢ok bilimsel arastir-
ma bulunmaktadir [32]. Toliiene maruz kalan insan
ve hayvanlarda ilk etki santral sinir sistemi depres-
yonudur. Yiiksek konsantrasyonlarda diger ugucu
maddelerle benzer olarak psikomotor hasarlanma,
lokomotor aktivitelerde eksitasyon ve daha sonra-
da inhibisyon, ayakta durma refleksinin kaybolmasi
ve sedasyon gibi etkileri vardir [14,35,37]. Toliien
bu etkileri gabaerjik, glutamaterjik, serotonerjik,
dopaminerjik yolaklar etkileyerek yapar [6,8].
Toliien lipofilik 6zelliginden dolay1 hiicre duvarin-
daki lipit yapisim1 degistirir ve proteinlerle etkile-
sime girer. Akut dozlarda Na/K-ATPaz aktivitesini
onemli oranda artirarak membran akigkanligini arti-
rir [9]. Deneysel aragtirmamizda Toliien verdigimiz
tavsanlarda 2-3 iincii saatler arasinda hayvanlarda
makroskobik olarak pupillerde biiylime, kusma,
bazi hayvanlarin agiz ve burun bolgelerinde kanama
ve ayakta dengede duramama gibi postiir bozukluk-
lar1 gdzlemlenmistir. Calismamizda serum sodyum
ve potasyum degerlerinin kontrol grubuna kiyasla
anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur.

Lipid peroksidasyonu, hiicre zarindaki fosfo-
lipidlerde bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerinin
oksidasyonu ve bu nedenle hiicre zarmdaki lipid
yapisinda meydana gelen degisiklikler ile hiicre-
nin yapisini ve fonksiyonlariin bozulmasidir [36].
Serbest radikallerin zardaki doymamis yag asitle-
rini etkileyerek bir kimyasal zincir tepkimesi ile
baslayip radikaller i¢in devamli bir kaynak olus-
turarak hiicre zarina geri doniisiimii olmayan bir
hasar olusturur [11,28]. Bir ¢ok ¢alismada, Toliien
maruziyetin doku, eritrosit ve plazma MDA sevi-
yelerini arttirdig1 rapor edilmistir [15, 20, 23, 38].
Calismamizda Toliien grubunun MDA seviyeleri
kontrol grubuna gore dnemli 6l¢iide yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Bu sonuglar reaktif oksijen tiirleri
olusumunun ¢ok fazla oldugunu, serbest radikaller-

le antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin
bozularak oksidatif strese ve oksidatif hasara yol
actigint gdstermektedir. Bu nedenle lipit peroksi-
dasyonun en 6nemli {iriinii olan MDA diizeylerinde
artisa neden oldugunu diisiindtirmektedir.

Nitrik oksit suda ve yagda ¢dzilinebilen, orga-
nizmada vazoregulasyon ve hiicresel toksisiteyi
gosteren, kan ve endotel hiicreleri arasinda olusan
etkilesimin diizenlenmesinden sorumlu, antioksi-
dan ve oksidatif hasar1 azaltan biyolojik koruyucu
ve diizenleyici bir molekiildiir [25,26,31]. Cesitli
calismalarda, Tollienin kan yoluyla tiim viicuda ya-
yildig1 ve dokularda birikerek serbest radikal olu-
sumunu arttirmis antioksidan seviyelerini ise azalt-
mislardir [2,27]. Bizim ¢alismamizda ise paralel bir
sekilde Toliiene maruz birakilan deneklerin plazma
NO seviyeleri kontrol grubuna kiyasla anlamli 6l¢ii-
de azalma gdstermistir.

Glutatyon, tripeptit yapisinda olan ve viicutta-
ki birgok hiicrenin fonksiyonel proteinlerini oksi-
dan maddelere karst koruyan bir molekiildiir [10].
Glutatyon DNA’nin sentezinde, hasarli pargalarimin
onarilmasinda, metabolik fonksiyonlarin yerine
getirilmesinde, zehirli maddelerin inaktif hale do-
nistiiriilmesinde ve serbest radikallerin muhtemel
hasarlarinin 6nlenmesinde gorev yapmaktadir [12].
Park ve ark. (2006) calismalarinda organik ¢oziicii
ve sigaraya maruz kalan bir viicutta serbest radikal
ve reaktif oksijen tiirlerinin artarak kanser gibi has-
taliklara sebep olduklarini, glutatyon gibi antioksi-
dan maddelerinde viicut dokularinda biriken bu ser-
best radikallere kars1 koyarak toksik olan bu mad-
deleri zararsiz hale getirdiklerini ve bu yiizden anti-
oksidanlarin konsantrasyonlarinda azalma meydana
geldigini gostermisledir [33,34]. Calismamizda da,
elde ettigimiz Toliien grubunun serum glutatyon
miktarinin kontrol grubuna gore anlamli 6lgilide
azalmis olmasi1 bu duruma paralellik gostermekte-
dir. Ayrica siiperoksit radikalinden daha zayif etkili
olan hidrojen peroksit, dokularda bulunan glutatyon
enzimi ile su ve oksijen gibi daha zay1f etkili {iriin-
lere doniistiirtilerek etkisiz hale getirilmesi gerekir-
ken glutatyon konsantrasyonlarinda ki bu azalma
oksidatif hasara neden oldugunu diisiindiirmektedir.

Arastirmamizda yapmis oldugumuz hematok-
silen-eozin boyamalar1 sonucunda, kontrol grubu
beyin korteksi dokularinin normal yapida oldugu
gozlenmektedir. Toliien verilen tavsanlarda beyin
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kortexinde fokal vakuoler dejenerasyon, gliozis,
perivaskiiler demiyelinizasyon, ¢ok sayida pikno-
tik hiicre ve nekroz alanlar izlenmektedir. Toliien
grubunda kontrol grubuna oranla kan damarlarinda
asir1 genislemeler ve hiicreler arasinda kompenzas-
yonun ciddi Ol¢lide dejenerasyona ugradigi hiicre
sinirlarimin nerdeyse tamaen gozden silindigi goriil-
mektedir.

Senil plaklar; dejenere néronal uzantilar, reaktif
glial hiicreler ve peptidlerden meydana gelen komp-
like lezyonlardir. Baslangicta néron govdeleri ve
uzantilari etrafinda diffiiz amiloit birikir. Ardindan
bu maddelerin birikimi yogunlasarak ve genisle-
yerek senil plaklart olusturur [3]. Calismamizda
tollien verilen grupta amiloit proteinlerinin senil
plaklarda belirgin sekilde biriktigini gostermekte-
dir. Histokimyasal olarak toliien verilen grupta ami-
loit proteinlerinin birikimine bagl olarak boyanma
yogunlugu ve boyanan alanlarin biiyiikliigiinde ve
sayisinda artig olmaktadir. Amyloid plak olugumu
Alzheimer hastaliginin ilk patolojik olay1 olup nori-
tik plak olusumuyla sonuglanabilmektedir. Amyloid
plaklar serebrumda bulunan arteriollerde birikerek
amyloid anjiopati olusturmaktadir. Alzheimer has-
talarinda serebrumda bulunan meningeal arteriol-
lerde amyloid plak gézlemlenmistir [17,18,29].

Amiloit birikiminin Alzheimer’ a neden ola-
bilecegi konusunda yapilan bir ¢alisma da amiloit
birikimi olan ndronal uzantilarda meydana gelen
morfolojik degisiklikler ile aksiyon potansiyelle-
rinin ve bu nedenle iletimin geciktigi bildirilmistir
[24]. Dickson (1997) bir aragtirmasinda korteksin
iist tabakasinda daha az diffiiz yogunluk ancak alt
korteks tabakasinda ise daha fazla diffiiz yogunluk
oldugunu rapor etmistir [13]. Yaptigimiz ¢calismada
tollien grubunda bu duruma paralel bir sekilde be-
yin korteksinin {ist tabakasinda daha az korteksin alt
katmanlarinda daha yogun diffiiz amiloit plak olu-
sumu gorlilmisiir. Kontrol grubunda ise boyanma
yogunluklarinda herhangi bir degisiklik gézlemlen-
mistir. Bu durumda toliien maruziyetinin senil plak-
larin olusumunu arttirarak alzheimera neden olma
olasiligini artirabilecegini diisinmekteyiz.

Sonuc¢

Sonug olarak yiiksek dozda toliienin 3 saat gibi ¢ok
kisa bir siirede bile 6nemli beyin hasari olusturdu-

gu, senil amiloit plak olusumu ve serum antioksidan
seviyelerinde onemli derecede azalmanin meydana
getirmesi ile akut toliien maruziyetinin viicutta ka-
lict ve geri dontlistimii zor hasarlar olusturmasinin
miimkiin olabilecegi kanaatine varildi.
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