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OZET

Amac: Organik ¢oziicililer giinliik yasantimizda ve endiistride yaygin olarak kullanilan
sivi  maddelerdir. Bu maddelerden tiner uyusturucu amacgli kullanilmaktadir.
Calismamizin amaci, seliilozik tinerin kronik inhalasyona bagli olarak rat bulbus
olfactorius’unda olusturacagi hasar iizerine melatonin ve C vitamininin etkilerini

incelemektir.

Yontem: Calismamizda yaklasik 400-450gr agirhiginda 90 adet Rattus norvegicus wistar
kullanildi. Sicanlar 9 gruba ayrildi. Siganlar 6 hafta siire ile giinde 2 kez olmak iizere
birer saat tiner inhalasyonu etkisine birakildi. Calismada seliilozik tiner kullanildi.
Tinerin bilesimindeki solventlerin konsantrasyonlar1 gaz dedektorii ile oOlgiildii.
Tanimlayict istatistikler; ortalama (mean), standart sapma (SD) ve medyan (ortanca),
minimum (min), maksimum (max) degerleri ile sunulmustur. Normallik varsayimi
Shapiro-Wilk testi ile kontrol edilmis ve veriler normal dagilim varsayimini saglamadigi
icin iki grubun Ol¢im degerleri arasindaki farkin analizinde Mann-Whitney U testi,
ikiden fazla sayida grubun karsilastirilmasinda Kruskal Wallis testi kullanilmistir.
Analizler SPSS 20.0 paket programi ile yapilmustir. 0,05'den kiigiik p degerleri

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Bulgular: Deney sonunda; deneklerin tiiylerinde sararma, asir1 yalanma, sik géz kirpma
gozlemledik. Histolojik ve ultrastriiktiirel incelemede; tiner alan grubun bulbus
olfactorius katmanlarinda diger gruplara gore incelme; mitokondri, ribozom ve
endoplazmik retikulum sayilarinda azalma, melatonin,C vitamini ve tiner alan grupta
(Grup 5) kontrol grubuna yakin degerler gozlemledik. Tiner alan grubun diger gruplara

gore; GSH-Px, SOD, MDA ve CAT degerlerinde artma saptadik.

Sonu¢: Tiner inhalasyonu sonrasi melatonin ve C vitamini almanin bulbus
olfactorius’da olusan hasara kars1 Onleyici; dolayisiyla isci saglhigi acisindan Onemli

oldugunu diisiiniiyoruz.

Anahtar Kelimeler: seliilozik tiner, C vitamini, melatonin, bulbus olfactorius



ABSTRACT

Objective: Organic solvents are liquids that are widely used in our daily life and
industry. Thinner is used for these drugs. The aim of our study is to investigate the
effects of melatonin and vitamin C on the damage caused by chronic inhalation of

cellulosic thinner in rat bulb olfactorius.

Method: In our study, 90 male young Wistar rats weighing 400-450 gr were used. The
rats were divided into 9 groups. Rats were exposed to thinner inhalation for 1 hour,
twice daily for 6 weeks. Cellulosic thinner was used in the study. The concentrations of
the solvents in the thinner composition were measured with a Drager gas detector. After
thinner inhalation, melatoninin and vitamin C inhibitor and therapeutic effect will be

investigated against damage to bulbus olfactorius.

Results: At the end of the experiment; Feathers in the feathers, excessive lie, frequent
winking was observed. Histologic and ultrastructural examination; Thinner and other
groups of bulbus olfactorius layers have changed. In biochemical analysis; GSH-Px,
MDA, Catalase and SOD values differed between groups. Group 2 has higher labyrinth

values than groups 1 and 5.

Conclusion: After thinner inhalation, the rat bulb olfactorius was damaged and
biochemical, ultrastructural and histological levels were determined to prevent

melatonin and vitamin C administration against this injury.

Key words: Cellulosic thinner, vitamin C, melatonin, olfactory bulb
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GIRIS

Organik coziiciiler giinliik yasantimizda, evlerde ve endiistride birg¢ok is yerinde yaygin
olarak kullanilan s1ivi maddelerdir. 1880 yilina kadar ancak 20 kadar c¢oziicii bilinirken,
bugiin sayilar1 binleri ge¢mektedir (Rodgers GC ve ark.,2007). Son yillarda bu

maddelerden tinerin uyusturucu amagh kullanilmasi da s6z konusu olmustur.

Ulkemizde tiner genellikle boya tineri olarak adlandirilmaktadir. Fiziksel ve kimyasal
Ozelikleri Tirk Standartlar1 Enstitiisii (TSE) tarafindan belirlenir. Seliilozik ve sentetik
olmak iizere iki gesit tiner bulunmaktadir. Istanbul Universitesi Miihendislik Fakiiltesi
Kimya Boliimii tarafindan iilkemizdeki seliilozik tinerin igerigi gaz kromatografisi
metodu ile analiz edilmistir (Vural N.Toksikoloji.2. Baski, Ankara, Ankara Universitesi

Basimevi, 1996;45380).

Sonuglara gore tilkemizdeki tinerler, yaklasik olarak % 63 oraninda toluen, % 13 aseton,
% 10 izobutil asetat, % 7.5 izobutanol, % 6.5 butilglikol icermektedir. Giiniimiizde
tinerin uyusturucu amagh kotliye kullanimi iilkemizde de saglik agisindan ve sosyal
acidan giderek dnemli bir sorun haline gelmektedir. Bu yiizden tinerin saglik {izerindeki
etkilerinin belirlenmesi gereklidir (Vural N.Toksikoloji.2. Bask».Ankara, Ankara
Universitesi Basimevi, 1996:;45380.

Calismalarda organik solventlerin hiicre hasarindaki toksik etkilerini reaktif oksijen
tirtinleri (ROS) olusumu yolu ile gosterdikleri bildirilmistir (Mattia ve ark., 1991; LeBel
ve ark., 1990; Suleiman ve ark., 1987; Stickney ve ark. 1989). Siiperoksit anyonu, ferril
ve hidroksil iyonlar1 gibi reaktif oksijen {iiriinlerinin lipid peroksidasyonunu baslattig
bilinmektedir. Dokularda ROS'un yaptig1 hasar lipid peroksidasyonlarinin dlgiimii ile
belirlenmektedir. Melatonin bilinen en giiclii antioksidanlardan biridir (Mattia ve ark.,
1993; Pascual ve ark., 2000). Hasara ugrayan hiicrenin kendi kendini tamir etmesine
yardim eden bir antioksidandir. Melatonin hidroksil ve peroksit radikallerinin gii¢lii

stipiiriiciisiidiir (Ozan ve ark.,2005).

Melatoninin  serbest radikaller tizerine dolayli etkileri vardir. Melatonin,

hidroperoksitleri metabolize eden GSH-Px enzimini aktive ederek, O» - radikalini

1



H>0O:’ye kataliz eden SOD aktivitesini arttirarak, oksidatif stres esnasinda katalaz
aktivitesindeki azalmay1 onleyerek ve NO olusumundan sorumlu nitrik oksit sentaz

(NOS) enzimini inhibe ederek de antioksidan etki gostermektedir.

Melatonin antioksidan enzimleri uyarir, lipit peroksidasyonunu engeller ve beyin

dokusunu oksijen kaynakli serbest radikallerden korur.

C vitamini, insan viicudundaki temel yap1 proteini olan kollajenin yapiminda gérev alan
bir antioksidandir (Nishi ve ark., 2000; Sirmali ve ark., 2014). C vitamininin kollajen
metabolizmasindaki gorevine ek olarak immiin fonksiyonda, sinir dokusundaki
transmitterlerin ve hormonlarin iiretiminde ¢ok dnemli bir yeri vardir. Ayrica C vitamini

olduk¢a dnemli bir antioksidandir.

Calismamizin amaci, seliilozik tinerin kronik inhalasyona bagli olarak rat bulbus
olfactorius’unda olusturdugu hasar {izerine melatonin ve C vitaminin etkilerinin

histolojik, ultrastriiktiirel, ve biyokimyasal diizeyde inelenmesidir.



GENEL BiLGILER

2.1. Tiner

Organik ¢oziiciiler giinliik yasantimizda evlerde, endiistride bir¢ok is yerinde yaygin
olarak kullanilan sivi maddelerdir. Sayilar1 her gecen giin artmaktadir. 1880 yilina
kadar ancak 20 kadar c¢oziicii bilinirken, bugiin sayilart binleri ge¢mektedir.
Bunlardan en az 1ii¢ yiiz tanesi yaygmn olarak kullanilmaktadir (Vural
N.Toksikoloji.2. Baski. Ankara, Ankara Universitesi Basimevi, 1996;45380).
Insanlar ugucu ¢dziiciilere, giinliik yasamlarinda bircok asamada; inhalasyonla, deri
yoluyla ve oral yol ile maruz kalmaktadirlar (Rodgers GC ve ark.,2007; Flanagan RJ
ve ark.,1990; Vural N. Toksikoloji 2. Baski Ankara,1996). 1950°1i yillardan itibaren
cocuklar ve ergenler tarafindan uyusturucu amagh kullanilmaktadir (Flanagan RJ ve
ark.,1990; Vural N. Toksikoloji 2. Baski Ankara,1996). Diger uyusturucu maddelerin
pahali, temininin zor ve kullaniminin yasak olmasi nedeniyle, daha ¢ok Ozellikle
sosyoekonomik diizeyi diisiik ve ailevi problemleri olan gencler tarafindan tiner
tercih edilmektedir (Flanagan RJ ve ark.,1990; Vural N. Toksikoloji 2. Baski
Ankara,1996). Ugucu maddelerin sadece sokakta yasayan c¢ocuklar arasinda
kullanildig: diistincesi son yillarda ortadan kalkmistir. Bu maddeler artik her yasta ve
sosyoekonomik diizeyde kullanilan maddeler haline gelmistir (Flanagan RJ ve
ark.,1990; Vural N. Toksikoloji 2. Baski Ankara,1996). Genellikle 6-16 yas
grubunda daha yaygin olmakla birlikte, 20-30 yas grubunda da ugucu madde
kullanan kisilere rastlanmaktadir. Yaklasik 29 iilkede yiiriitiilen bir calismaya gore
yasam boyu en az bir kez ugucu madde kullanimi Hirvatistan’da %14, Danimarka’da
%7, Finlandiya’da %3, Italya’da %9, Polonya’da %11, Isve¢’te %14, Litvanya’da
%15, Fransa’da %6, Yunanistan’da %8, A.B.D’de %20, Ingiltere’de %18 olarak
saptanmigstir (Flanagan RJ ve ark.,1990; Vural N. Toksikoloji 2. Bask1 Ankara,1996).
Brezilya’da diisiik sosyoekonomik diizeyde olan Ogrencilerin %24’iinlin ugucu
madde kullandiklar1 belirtilmistir. A.B.D’de ise Ogrencilerin %15.2’sinin ugucu
madde kullandig1 belirtilmistir (Flanagan RJ ve ark.,1990; Vural N. Toksikoloji 2.
Baski Ankara,1996). Tiirkiye’de ilk ve orta 6gretim 6grencilerinde madde kullanim

yaygmliginin saptanmasini amaglayan arastirma bulgularmma gore ilkdgretim



Ogrencileri arasinda yasam boyu en az bir kez ugucu madde kullanim1 orant % 3.2,
ortaggretim Ogrencilerinde ise % 5.2°dir. Cocuk koruma merkezlerinde barman
cocuklarin % 47.4’linlin madde kullandigi, % 45.6’sinin tercih maddesinin tiner, %
1.8’inin tercih maddesinin ise yapistirici oldugu saptanmistir
(http://www.yeniden.org.tr/sokak/ucucumadde.asp 15.08.2016), Istanbul’da sokakta
yasayan ¢ocuklar iizerinde yapilan bir arastirmada ise, cocuklarin %30’unun tiner ve

yapistirict kullandigi belirtilmektedir (Vural N. Toksikoloji 2. Baski Ankara,1996).

Ulkemizde bulunan tiner genellikle boya tineri olarak adlandirilmaktadir. Fiziksel ve
kimyasal Ozelikleri Tiirk Standartlar1 Enstitiisii (TSE) tarafindan belirlenmektedir.
Seliilozik ve sentetik olmak tizere iki ¢esit tiner bulunmaktadir. Seliilozik tiner;
biinyesinde hidrokarbonlar, esterler, glikol eterler, ketonlar ile alkoller bulunduran ve
nitro-seliiloz esasli her tiirlii boyalarin, verniklerin viskozitelerini diisiirerek uygulama
kolaylig1 saglamak icin kullanilan ¢o6ziici karisimdir (Gummin DD ve ark.,2000).
Deneysel c¢alismalarda gercek konsantrasyonunun belirlenmesi cok zordur. Boya
tinerinin gaz kromatografik analizinde 200’den fazla aromatik ve alifatik maddenin
karisimindan olustugu ortaya cikmistir. Istanbul Universitesi Miihendislik Fakiiltesi
Kimya Boliimii tarafindan iilkemizdeki seliilozik tinerin igerigini gaz kromatografisi
metodu ile analiz edilmistir. Sonuglara gore iilkemizdeki tinerler, yaklasik olarak % 63
oraninda toluen, % 13 aseton, % 10 izobutil asetat, % 7.5 izobutanol, % 6.5 butilglikol
icermektedir (Vural N. Toksikoloji 2. Baski Ankara,1996). Ucucu maddelerin
inhalasyonu, siklikla plastik bir torba veya sise icinden ya da kumas iizerine dokiilerek
yapilmaktadir. Akut intoksikasyondaki etkileri keyif verici olup, ofori, zindelik,
disinhibisyon, takiben gevseme, bas donmesi, gorsel, isitsel halusinasyonlar, yorgunluk
ve uyku halidir. Gilinlimiizde tinerin uyusturucu amaclh kotiiye kullanimi iilkemizde de
saglik agisindan ve sosyal acidan giderek onemli bir sorun haline gelmektedir. Bu
ylizden tinerin kotiiye kullanilmasinin saglik iizerindeki etkilerinin belirlenmesi
gereklidir (Tiurk Standartlar1 Enstitiisii, TS 9720/ocak 1992; Carabez A ve ark.,1998;
Barroso-Moguel R ve ark.,1989).


http://www.yeniden.org.tr/sokak/ucucumadde.asp

2.1.1. Seliilozik Tinerin Kimyasal Yapisi

Seliilozik tiner, yapisinda kuvvetli ¢oziiciiler bulunan renksiz, berrak bir ¢oziictidiir.
Seliilozik tinerin icerikleri:

Toluen: Toluen, benzen halkasina metil grubu eklenmesi ile elde edilen aromatik bir
hidrokarbondur. Inhale edilen dozun %50 sinin absorbe edildigi gosterilmistir. Suda
az coziilen bir maddedir. 61-500 ppm konsantrasyondaki toluen buhari goz ve
solunum mukozasi i¢in irritandir. Deri ile temas sonrasi enflamasyon gelisir.
Sistemik etkisi ise merkezi sinir sisteminde depresyonuna yol a¢masidir. 800 ppm
toluenle akut karsilagsma sonrasi bas agrisi, istahsizlik, yorgunluk, néromuskiiler
inkoordinasyon, bulanti, vertigo, parestezi, mental konflizyon ve biling kaybi
gozlenir. Semptomlar 200-300 ppm toluenle temas sonrast goriilmeye baglar, 600
ppm toluen inhalasyonu sonrasi belirgin hale gelir. Kronik etkileri ise kalici
serebellar ataksi, kronik ensefalopati (ataksi, tremor, mental durum degisiklikleri),
rekiirren bas agrilar1 ve kisilik degisiklikleridir (Vural N. Toksikoloji 2. Baski,
Ankara, 1996;453-80; Ellenharn MJ ve ark. 1988).

Aseton: Genel olarak izopropil alkoliin dehidrojenasyonu sonucu elde edilir (Allen R ve
ark.,1992). Akut ve kronik toksisitesi ¢ok nadir olup, yan etkileri azdir. Toksik etkisi
sindirim ve inhalasyon yoluyla olur. Biitiin viicut sivilarina yayilir. 15-20 gr aseton
alimi toksisite olusturmaz, 200-400 ml saf asetonun oral alimi merkezi sinir sistemi
depresyonu olusturur ancak uzun donemde sekel birakmaz. (Ellenharn MJ ve ark. 1988).
Kronik maruziyet sonucu bas agrisi, agiz kurulugu, bogaz ve burun mukozasi irritasyonu
goriiliir, ortamdan uzaklastirildiginda bu yan etkileri gecicidir. G6z ve mukoza
irritasyonu yapar. Kronik temas: sonucu deride kabuklanma ve kuruma olusur.
Karsinojenik ve mutajenik etkisi gozlenmez (Allen R ve ark.,1992; Ellenharn MJ ve ark.

1988).

Izobutil-asetat: izobutil asetat, izobutil alkol ve asetik asitten elde edilir. Izobutil
asetatin; yiiksek konsantrasyonlarda narkotik etkisi olup gozlerde, burun ve bogazda
irritasyon yapar. 200 ppm konsantrasyona maruz birakildiginda siddetli bogaz

irritasyonu yaptig1 rapor edilmistir. intoksikasyon siddetli ise bas agrisi, bulanti, kusma,



bas donmesi, santral sinir sistemi depresyonu ve biling kaybi goézlenir (Allen R ve

ark.,1992).

Izobutanol: Inhalasyonu ve deri emilimi fazla toksik degildir. Ancak géz iizerinde
siddetli toksik etkileri bulunmaktadir. Karaciger, kalp ve bobreklerde yag birikimine
neden olup, karaciger Tlzerinde karbontetrakloriiriin etkisini artirir. Sicanlarda
intraperitoneal kullanimi sonucu karaciger, dalak ve mide tiimorleri ve sarkomlar

olustugunu gosteren bir ¢calisma mevcuttur (Allen R ve ark.,1992).

2.1.2. Tinerin Kullanim Alanlari
Her tiirlii seliilozik sonkat boya, astar ve verniklerin tiim ¢esitlerinin inceltilmesinde
ve bu uygulamalarda kullanilan aletlerin temizlenmesinde kullanilir. Ayrica temizlik,

leke ¢ikarma ve boya s6kme islemlerinde de kullanilir (Belchior ve ark., 2016).

2.1.3. Tinerin Toksik Etkileri

Ugucu maddelerin inhalasyonu, siklikla plastik bir torba veya sise i¢inden ya da kumasg
tizerine dokiilerek yapilmaktadir. Akut intoksikasyondaki etkileri keyif verici olup,
ofori, zindelik, disinhibisyon, takiben gevseme, bas donmesi, gorsel ve isitsel
halusinasyonlar, yorgunluk ve uyku halidir (Ulakoglu, 1998). Bugiine kadar tinerin
santral sinir sistemi, bobrekler, karaciger, akciger ve lrogenital sistem {izerindeki
etkilerini arastiran ¢aligmalar yapilmis ve kalic1 hasarlar meydana getirdigi saptanmistir
(Flanagan RJ ve ark.,1990; Meadows R ve ark.,1996; Ulakoglu EZ, 1998; Ilgazli ve
ark.,2004; Martinez-Alfaroa ve ark.,2014; MartinezAlfaro ve ark.,2009; Yilmaz ve
ark.,2006; Gotohda ve ark.,2002; Ulakoglu ve ark.,1998). Tinerin dokular iizerinde
yarattif1 etki histopatolojik olarak incelendiginde, santral sinir sisteminde sinaptik
mesafede artma, postsinaptik membran dansitesinde ve intrasinaptozomal vezikiillerin
sayisinda azalma tespit edilmistir. Ayrica optik sinir miyelin kilifinda da ayrilmalar
bulunmustur (Vural N. Toksikoloji 2. Baski, Ankara, 1996;453-80; Ellenharn MJ ve ark.
1988).

Tiner, ayrica serebellar disfonksiyon, aritmi, optik noropati, néropsikiyatrik bozukluklar,
periferal noropati ve akut kas gii¢siizliigline yol acmaktadir (Flanagan ve ark.,1990;

Meadows ve ark.,1996; Ulakoglu ve ark.,1996). Ancak farkli ugucularda farkli katki



maddelerinin de oldugu gbz Oniine alinmalidir. Tolerans gelisimi de maddenin etkisini
farklilagtirmaktadir. Ugucu maddeler hizla baslayan ve hizla gecen bir iyilik haline
neden olurlar. Ugucularin etkisi alkol ve sedatif ilaglarin etkilerine benzer (Wu ve

ark.,20006).

Kronik ucucu madde kullaniminda yorgunluk, tremor, koordinasyon bozuklugu,
periferik noropati, parestezi, serebellar islev bozukluklari, parkinsonizm, optik noropati,
kranial ndropati (genellikle V. sinir ve VII. sinir) kronik ensefalopati, demans (kursunlu
gazolinin yol agtig1 demans veya toluene bagli beyaz madde demansi) gibi nérolojik
belirtiler ve duygudurum bozukluklar1 goriiliir. Noropsikiyatrik islev bozukluklar1 beyaz
madde hasariyla uyumludur (Sakai ve ark.,2009; Wu ve ark.,2006). Beyin goriintiileme
calismalar1 kronik kullanimda, serebrum, serebellum ve beyin sapinda yaygin atrofi,
ventrikiiler dilatasyon ve sulkuslarda genisleme oldugunu gostermistir (Sakai ve
ark.,2009;  Wu ve ark.,2006). Ugucu madde bagimlilarinda beyin goriintiileme
caligmalariyla ortaya konan yikim, diger madde bagimliliklarindakilere gore daha fazla
ve agirdir. Ugucu madde kullananlarim % 70’inde yasam boyu siiren bir duygudurum,
anksiyete ve kisilik bozuklugu saptanir. Kronik toluen kullanimi, sizofrenideki psikotik
bulgulara benzer degisiklikler olusturabilir (Sakai ve ark.,2009; Wu ve ark.,2000).
Calismalarda organik solventlerin hiicre hasarindaki toksik etkilerini reaktif oksijen
tiriinleri (ROS) olusumu yolu ile gosterdikleri bildirilmistir (Mattia ve ark.,1991).
Stiperoksit anyonu, ferril ve hidroksil iyonlar1 gibi reaktif oksijen triinlerinin lipid
peroksidasyonunu baslattig1 bilinmektedir. Dokularda ROS'un yaptig1 hasar lipid
peroksidasyon diizeyinin Ol¢iimii ile belirlenmektedir. Biyolojik membranlarda lipid
peroksidasyonuna yol agan ROS olusumu membran fonksiyonlarinin bozulmasina neden

olmaktadir (Lebel ve ark.,1990).

2.2. Koku Duyusu

Koku hiicreleri veya reseptorleri adi1 verilen bipolar ganglion hiicreleri concha nasalis
superior’un iist kismi, bunun istiinde kalan dis duvar, burun boslugu tavani ve burun
bolmesinin {ist kismini 6rten mukozada (regio olfactoria tunicae mucosae nasi) bulunur.
Her bir burun boslugunda 2,5 cm?’lik bir yer kaplayan bu mukozada destek, koku

(reseptor) ve bazal hiicreler olmak {iizere 3 cesit hiicre bulunur. Destek hiicreleri



silindirik epitel hiicreleridir. Koku (reseptdr) hiicreleri bipolar néronlar olup, bunlarin
hiicre govdeleri destek hiicrelerinin arasinda bulunur ve her bir burun boslugunda
yaklasik 25 milyon koku hiicresi bulunur. Her bir koku hiicresinin dentrite uyan periferik
uzantis1 bir vezikiil seklinde sislik gosterir ve bu vezikiilden yaklasik 6- 8 adet silia
¢ikar. Bu silialar burun bosluguna giren havadaki kokudan etkilenerek hiicre govdesini
uyarir. Boylece koku alama iglemi baslamis olur. Her bir yarida koku hiicrelerinin
santral uzantilarinin birkag1 bir araya gelerek yaklasik 20 adet olan flia olfactoria’y1
olusturur. Bazal hiicreler destek hiicrelerinin bazal kisimlarinda bulunur ve bu
hiicrelerden destek hiicreleri gelisir. Yaklasik 2 ayda dokiilerek kaybolur ve bazal

hiicrelerin farklilagmasiyla yenileri olusur.

2.2.1. Nervus olfactorius

SVA bir duyu olan koku uyarilarini tasiyan, tiimiiyle duyusal bir kranial sinirdir. Koku
sinirlerinin orijini, burun boslugunun koku mukozasinda yer alan bipolar ndronlar
(olfaktorik reseptor hiicreleri)dir. 13 seklindeki bipolar olfactorik reseptor hiicrelerinin
dendrit niteligindeki periferik uglar1 epitel ylizeyine; merkezi uzantilari ise lamina
propria’ya dogru uzanir. Periferik uzantinin ucundan, epitel yiizeyini kaplayan mukus
salgis1 icine gomiilmiis cilia’lar uzanir (Yildirirm M., Temel Noroanatomi, 1. Baski 2000,
Ankara). Solunan havadaki koku partikiilleri, birer kemoreseptor olarak fonksiyon goren
bu noronlardaki silialar1 uyararak bir koku impulsunun dogmasina neden olur. Koku
impulslart olfactorik reseptor hiicrelerinin merkezi uzantilari olan miyelinsiz aksonlar
yolu ile MSS’nin ilgili bolimlerine iletilir. Bir taraf koku mukozasinda 25 milyon
norosensorial koku hiicresi vardir. Bu hiicrelerin miyelinsiz aksonlar1 her burun
boslugunda 18-20 adet koku sinirini (fila olfactoria, nn. olfactorii) olustururlar. Bu
sinirler, etmoid kemigin lamina cribrosa’sindaki deliklerden gecerek bulbus
olfactorius’taki mitral hiicrelere ulasir. Bulbus olfactorius’taki ndronlarin aksonlari
tractus olfactorius seklinde primer olfactor korteks (periamigdaloid ve prepiriform
alanlar, area 34) seklinde primer olfactor korteks ile amigdala’ya ulasirlar (Yildirim M.,

Temel Noroanatomi, 1. Bask1 2000, Ankara).



2.2.2. Bulbus olfactorius

Fossa cranii anterior’da crista galli’nin her iki yaninda ve os ethmoidale’nin lamina
cribrosa’s1 iizerinde bulunan 3 mm eninde, 15 mm boyunda uzun, yass1 ve ovalimsi bir
sinir yapisi olup ¢esitli sinir hiicrelerini igerir. Bunlarin en biiyligli mitral hiicrelerdir

(Yildirim M., Temel Noroanatomi, 1. Baski 2000, Ankara) (sekil 2.1,2,3,4).

Bulbus olfactorius

Sekil 2.1. Bulbus olfactorius (Gray’s Anatomy 1997)

Bulbus olfactorius

Sekil 2.2. Rat bulbus olfactorius
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Sekil 2.4. Rat bulbus olfactorius

Mitral hiicreler burun mukozasindan gelen sinir uzantilar ile sinaps yaparak glomeriil
olarak isimlendirilen yuvarlak yapilar olusturur. Mitral hiicreler ayrica daha kiiglik olan
graniiler ve siliali1 hiicrelerle de sinaps yapar. Bulbus olfactorius’un hemen arka
boliimiinde nuc. olfactorius anterior denilen bir grup kii¢iik hiicre kiimesi bulunur.
Bulbus olfactorius’daki mitral ve siliali hiicrelerin aksonlarinin kollateral dallari, bu
cekirdeklerde sonlanir. Bu ¢ekirdeklerden ¢ikan lifler ise, stria olfactoria medialis i¢inde
uzanir, commissura anterior’dan karsi tarafa gegerek o tarafin tr. olfactorius’unda geri
doner ve bulbus olfactorius’unda sonlanir. Boylece iki tarafin bulbus olfactorius’u
arasinda baglanti kurulmus olur. N. opticus gibi, bulbus ve tr. olfactorius da bir periferik
sinirden ziyade beynin bir uzantis1 seklindedir (Yildirrm M., Temel Noroanatomi, 1.

Baski 2000, Ankara).
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Bulbus olfactorius’un arka ucundan baglayan tractus olfactorius, sulcus olfactorius’u
orterek frontal lobun alt yiizii lizerinde geriye dogru uzanir. Mitral ve tufted (yumusak)
hiicrelerin aksonlarindan meydana gelir. Bulbus olfactorius’un arka ucunda mitral ve
graniillii hiicreler arasinda multipolar noronlar (intermedier ndéronlar) goriiliir. Bu
noronlar tractus olfactorius boyunca goriilen nucleus olfactorius anterior’u teskil ederler
(Yildirim M., Temel Noroanatomi, 1. Baski 2000, Ankara). Mitral hiicrelerin dentritleri,
burun mukozasinin koku duyusunu alan boliimiindeki (burun boslugu tavanindaki sari-
kahverengi bolge, koku zar1) koku duyu noronlarimin aksonlariyla sinapslar yapar.
Sinapslarin oldugu yerlerde karst karsiya gelen akson ve dendrit lifleri dallanarak
yumakgiklar olustururlar. Bunlara koku yumakgiklart (koku glomeriilleri) denir. Gri
madde i¢inde mitral hiicrelerin yani sira ufak perikaryonlu (graniillii tip) birlestirici
noronlar da vardir. Ayrica “tutam hiicreleri” denilen degisik tiirden ndronlarin
perikaryonlart koku glomeriillerinin yakinlarinda gozlenirler. Mitral ve tutam
hiicrelerinin aksonlari, koku duyu sinirini yaparak rhinencephalon’da ki cesitli koku
duyu alanlarinda sonlanirlar (sekil 2.5) (Yildirnrm M., Temel Noroanatomi, 1. Baski
2000, Ankara).

Nerue fibres of olfactory tract /.
Granule cell layer (-

Internal plexiform layer

Mitral cell layer 2/ 3

Sekil 2.5. Bulbus olfactorius tabakalari (Gray’s Anatomy 1997)

2.2.3. Tractus olfactorius
Bulbus olfactorius’un arka ucundan ¢ikan dar bir serit seklindeki bu yol, beyaz cevher
yapisinda olup, frontal lobun alt yiiziindeki sulcus olfactorius icinde uzanir. Icerdikleri
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lifler, bulbus olfactorius’taki mitral ve siliali hiicrelerin (2. néron) santral uzantilardir.
Yine kars1 taraf bulbus olfactorius’undan gelen liflerde commissura anterior’dan gecerek
bu yapida 6n taraf dogru seyreder ve her iki tarafin bulbus olfactoriuslar1 arasinda
baglant1 kurar. Tractus olfactorius, substantia perforata anterior’un hemen 0n tarafinda
frontal lobun alt yiizli ile birlesir. Birlesme yerinde olusan iicgen seklindeki sahaya
trigonum olfactorium denir. Burada tractus olfactorius stria olfactoria lateralis, medialis
ve intermedia adi1 verilen ii¢ seride ayrilir (Arinct K, Elhan A. Anatomi, 2. Cilt 2001,
Ankara).

2.4. Melatonin

Melatonin, N-asetil-5-metoksitriptamin, pineal bez hiicreleri tarafindan salgilanan bir
hormondur. Melatonin iki enzimin etkisi ile seratoninden sentezlenmektedir (Wurtman
ve Axelrod, 1960). Enzimlerden biri N-asetil transferazdir (NAT) ve seratoninin asetile
edilmesini saglarken; digeri ise hidroksiindol-o-metiltransferaz (HIOMT) olup, indol
halkasinin metile edilmesinde gorevlidir (Claustrat ve ark, 2005). Pineal bezde seratonin
miktar1 glindiiz yliksek gece ise disiiktiir, 151k siddeti ve siiresi bezdeki seratonin
miktarmi degistirir, bezdeki melatonin miktar1 ise seratoninin tersi yondedir; yani
melatonin sentezi giindiiz az iken gece coktur. Gece seratonin miktarinin azalmasi da
melatonin sentezinin artmasindan dolayidir. Gece pineal bezde, kanda, serebrospinal
stvida ve idrarda melatonin miktarinda artma meydana gelir (Ratzburg ve ark.,2013;
Cam ve ark.,2003; Mollaoglu ve ark.,2005). G6zde baslayan sinir impulsunun pineal
bezden hormon salinmasi ile sonuglanmasindaki olaylar dizisi su sekildedir; gozii
etkileyen 151k uyarani sempatik sinirler araciligi ile pineal beze ulagsmaktadir. Sempatik
sinir uclarindan salinan norepinefrin pineal hiicreleri etkiler. Pineal bez hiicreleri f3-
adrenerjik reseptorler yoluyla etkilenince, siklik niikleotid sistemi aktive edilir, N-asetil
transferaz enzimi sentezlenir veya aktive edilir ve melatonin sentezi baglar (Wurtman ve
Axelrod, 1960). Endojen melatoninin biiyiikk oranda pineal bezde yapildig1 ve
yapimindan sorumlu tek organin pineal bez oldugu bilinmekle beraber; son yillarda
ozellikle difftiiz noroendokrin sistemin bir pargasi olarak kabul edilen APUD (Amine
Precursor Uptake Deamin) hiicrelerinde de onemli miktarlarda melatonin oldugu

belirlenmistir (Ustundag ve Canatan, 1999).
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Melatonin en zararli serbest radikal olan hidroksil serbest radikalini (OHe ) ortadan
kaldiran ¢ok giiclii bir antioksidandir, giinlimiize kadar bilinen antioksidanlarin en
giicliisii olarak kabul edilmektedir. Melatonin hidroksil serbest radikali (OHe ) ile
reaksiyona girdikten sonra bir indolil katyon radikaline doniisiir ki bunun da ortamdaki
sliperoksit anyon radikalini (O>—) tutarak antioksidan aktivite gosterdigi kaydedilmistir.
Melatoninin antioksidan olarak diger bir 6zelligi lipofilik olmasidir, hiicrenin hemen
biitlin organallerine ve hiicre ¢ekirdegine ulasabilir ve boylece ¢ok genis bir dagilimda
antioksidan aktivite gosterir. Serbest oksijen radikalleri olusturmak suretiyle kansere
sebep olan safroliin DNA {izerine hasar olusturucu etkisinin, melatonin tarafindan ¢ok
etkili sekilde inhibe edildigi gosterilmistir. Melatonin kanserin ilerleme ve gelisme
sathalarim1 geciktirir. Yaglanma ile birlikte melatonin iiretimi de azalir ki bunun da
yaslanma ve yaslanmaya bagl hastaliklarin patogenezinde 6nemli rolii olabilecegi

kaydedilmistir.

2.4.1. Melatoninin Gorevleri

Melatoninin Antioksidan Etkisi

Melatoninin bir antioksidan oldugu, literatiirde ilk kez 1991 yilinda lanas ve ark (Ianas
ve ark., 1991) tarafindan 6ne siiriilmiis ve daha sonra yapilan in vitro (Reiter, 1993; Tan,
1993; Pahkla, 1998) ve in vivo (Giusti,1996; Yamamoto ve Tang, 1996) caligmalarla
desteklenmistir. Bu ¢aligmalar birlikte degerlendirildiginde MEL’in antioksidan 6zelligi

siralanirsa;

1. Direkt antioksidan etki: MEL’in HO, H20,, O, HOCI, NO-, ONOO- gibi oksidatif
strese yol acabilen serbest radikalleri detoksifiye ettigi ve bdylece onlarin
biyomolekiiller lizerindeki zararl etkilerini 6nleyebildigi bildirilmektedir (Beyer ve ark.,
1998; Reiter ve ark., 2000). MEL’in antioksidan 6zelligi, yapisinda bulunan pirol
halkasindan kaynaklanmaktadir. Fizyolojik sartlarda pek cok indol MEL’e benzer
sekilde yikilsa da, O2 varliginda, MEL’in pirol halkasinin indolamin2,3-dioksijenaz
(IDO) ile enzimatik ya da hemin ile nonenzimatik olarak yikimi, yiiksek reaktiviteye
sahip, N-1-asetil-N-2-formil-5-metoksikiniiramin (AFMK) olusumuyla
sonuclanmaktadir (Hardeland ve ark., 1993). MEL’in H»0; varliginda da AFMK

olusturdugu ve bu metabolitin radikal tutucu aktivite gosterdigi belirlenmistir (Reiter ve
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ark., 2000). Cesitli antioksidanlarin giiclinii belirlemek amaciyla yapilan karsilagtirmali
calismalar, MEL’in en giiclii antioksidanlardan biri oldugunu gostermektedir. 2.
Antioksidan Enzim Aracili Etki: Farmakolojik ve muhtemelen fizyolojik diizeylerdeki
MEL’in, SOD, GSH-Px, GSSG-Rd, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) ve g-
glutamilsistein sentetaz gibi bazi antioksidan enzimlerin gen ekspresyonlarini ya da
aktivitelerini arttirdig1 ve bu yolla oksidatif stresi baskiladigi bildirilmektedir (Beyer ve
ark., 1998; Reiter ve ark., 2000).

2.5. Serbest Radikaller

Serbest radikaller dis yoriingelerinde eslenmemis elektron bulundurmalari nedeniyle
diger bilesiklerden farkli kimyasal bilesiklerdir. Bu eslenmemis elektron nedeniyle
kararsiz yapida bulunan serbest radikal molekiiliiniin kararli hale gegebilmek icin
elektronunu basgka bir elektron ile eslestirmesi gerekmektedir. Bu nedenle de serbest
radikaller oldukg¢a aktif molekiillerdir. Molekiiler oksijen (O2), paralel spin durumlu iki
ortaklanmamis (eslesmemis) elektrona sahiptir. Ortaklanmamis (eslesmemis) elektron
iceren atom, atom grubu veya molekiiller serbest radikal olarak tanimlanirlar. Ancak
Fe*t, Cu*?, Mn*? ve Mo*® gibi gecis metalleri de ortaklanmamis elektronlara sahip
olduklar1 halde serbest radikal olarak kabul edilmezler, fakat serbest radikal olusumunda
onemli rol oynarlar. Serbest radikaller pozitif yiiklii (katyon), negatif yiiklii (anyon) veya
elektriksel olarak notral olabilirler. Serbest radikal tanimina gore molekiiler oksijen, bir

biradikal (diradikal) olarak degerlendirilir (Prauchner, 2016).

2.5.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri, hiicre zarinda bulunan doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonuna neden olarak asil toksik etkilerini gosterirler (Bianchi ve ark.,1997;
Lebensztejn ve ark. 1985). Lipid peroksit radikalleri, bir yandan hiicre membranindaki
diger doymamis yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol
acarken diger taraftan ac¢iga cikan hidrojen atomlarimi alarak lipid peroksitlerine
dontisiirler ve boylece olay kendi kendini katalizleyerek devam eder (Katz ve ark.,1996;

S6zmen,2002; Bao ve ark., 1998; Maeda ve Akaike, 1991).
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Siiperoksit radikali (Oz )

Stiperoksit radikali (O27) hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (O2) bir
elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. Indirgenmis gecis metallerinin
otooksidasyonu siiperoksit radikali meydana getirebilir. Siiperoksit radikali kendisi
direkt olarak zarar vermez. Bu radikal anyonun asil onemi, hidrojen peroksit kaynagi
olmas1 ve gecis metalleri iyonlariin indirgeyicisi olmasidir. Siiperoksit radikali diisiik
pH degerlerinde daha reaktiftir, oksidan perhidroksi radikali (HO>") olusturmak iizere
protonlanir. H*, Siiperoksit radikali ve perhidroksi radikali birbirleriyle reaksiyona
girince biri okside olur digeri indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonunda molekiiler
oksijen ve hidrojen peroksit meydana gelir. Siiperoksit radikali hem oksitleyici hem
indirgeyici 6zellige sahiptir. Ornegin ferrisitokrom ¢ ya da nitroblue tetrazolium ile
reaksiyonunda indirgeyici olarak davranarak bir elektron kaybeder ve molekiiler
oksijene okside olur. Siiperoksit radikali epinefrinin oksidasyonunda oksidan olarak
davranarak bir elektron alir ve hidrojen perokside (H202) indirgenir. Siiperoksit
radikalinin fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit (NO« ) ile birlesmesi sonucu bir
reaktif oksijen tiiri olan peroksinitrit (ONOO™) meydana gelir. Peroksinitrit, nitrit
(NO2") ve nitrat (NO3") olusturmak iizere metabolize edilir. Peroksinitrit, azot dioksit
(NO2%), hidroksil radikali (OH’), nitronyum iyonu (NO2*) gibi toksik iiriinlere
dontigebilir ki nitrik oksitin (NO®) zararli etkilerinden peroksinitrit sorumludur

(Bhardwai ark., 2016; Praucher, 2016; Komeri ve ark., 2017; Andre ve Villain, 2016).

Hidrojen peroksit (H202)

Hidrojen peroksit (H202), siiperoksitin ¢evresindeki molekiillerden bir elektron almasi
veya molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi sonucu olusan
peroksitin  iki  proton  (H*) ile birlesmesi sonucu  meydana  gelir
(http://www.mustafaaltinisik.org.uk/21-adsem-01.pdf 14.06.2015). Biyolojik sistemlerde
hidrojen peroksitin asil iiretimi, siiperoksitin (O2"") dismutasyonu ile olur. iki siiperoksit
molekiilii, siiperoksitin dismutasyonu reaksiyonunda iki proton alarak hidrojen peroksit
ve molekiiler oksijeni olustururlar. Bu reaksiyon, radikal olmayan iiriinler meydana
geldiginden dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir, ya spontan gerceklesir ya da
stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan katalizlenir. Spontan dismutasyon pH

4,8'de en hizlidir, enzimatik dismutasyon ise spontan dismutasyonun nispeten yavas
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oldugu noétral ya da alkali pH'da daha belirgindir. Hidrojen peroksit serbest radikal
olmadigr halde reaktif oksijen tiirleri (ROS) kapsamina girer ve serbest radikal
biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Ciinkii Fe™ veya diger gecis metallerinin
varliginda Fenton reaksiyonu sonucu, siiperoksit radikalinin (O2") varliginda Haber-
Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil
radikali (OH") olusur. Siiperoksit radikalinin lipid solubilitesi sinirli oldugu halde
hidrojen peroksit lipid solubldir. Bu nedenle hidrojen peroksit kendisinin olustugu
yerden uzakta olan fakat Fe*? iceren membranlarda hasar olusturabilir (Bhardwai ark.,

2016; Praucher, 2016; Komeri ve ark., 2017; Andre ve Villain, 2016).

Hidroksil radikali (OH")

Hidroksil radikali (OH"), Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu hidrojen
peroksitten olugsmaktadir. Ayrica suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz
kalmas1 sonucunda olusur. Hidroksil radikali son derece reaktif bir oksidan radikaldir,
yarilanma 6mrii ¢ok kisadir. Hidroksil radikali olasilikla reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
en gilicliisidiir. Olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri gibi cesitli molekiillerden bir
proton kopararak tiyil radikalleri (RS"), karbon merkezli organik radikaller (R"), organik
peroksitler (RCOQO") gibi yeni radikallerin olusmasina ve sonugta biiyiik hasara neden
olur (Bhardwai ark., 2016; Praucher, 2016; Komeri ve ark., 2017; Andre ve Villain,
2016).

Singlet oksijen

Bir radikal oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters yoniinde
olan bagka bir orbitale yer degistirmesiyle singlet oksijen olusur. Singlet oksijen,
eslesmemis elektronu olmadigi i¢in radikal olmayan reaktif oksijen molekiiliidiir, delta
ve sigma olmak iizere iki ¢esidi bulunmaktadir (Bhardwai ark., 2016; Praucher, 2016;

Komeri ve ark., 2017; Andre ve Villain, 2016).

Nitrit oksit
Nitrit oksit (NO"), tek sayida elektron iceren renksiz gaz halinde bulunan inorganik bir
serbest radikaldir. Hiicre igeresindeki nitrit oksit konsantrasyonu arttigi zaman ndron

olimii ile sonuglanan toksik olaylar meydana gelir. NO® sentezi bazi hiicrelerde bir
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reseptore bir stimiilatoriin baglanmasina veya noronlarda bir sinir uyarisina yanit olarak
meydana gelir (http://www.mustafaaltinisik.org.uk/21-adsem-01.pdf 14.06.2015). Nitrit
oksit (NO") Fe-S proteinlerinden demiri ¢ikararak yerine kendisi baglanir, boylece
Fenton reaksiyonunu stimiile eder ve bu mekanizma ile karsinogeneziste rol oynar. Nitrit
oksitin siiperoksit dismutaz (SOD) enzimiyle yarigsmaya girmesi ve siiperoksit (O2")
radikaliyle etkilesmesi sonucu peroksinitrit (ONOQO™) olusur. Boylece nitrit oksitin
fizyolojik etkisi inhibe edilir, oksidatif etkisi ortaya c¢ikar. Vaskiiler tonusun
diizenlenmesi i¢in siiperoksit (O27) ve nitrit oksit (NO") arasindaki fizyolojik dengenin
onemli oldugu ileri siiriilmektedir. Peroksinitrit, nitrit oksit toksisitesinin baslica
sorumlusudur. Peroksinitritin proteinlere dogrudan zararl etkileri vardir ve azot dioksit
(NOy"), hidroksil radikali (OH" ), nitronyum iyonu (NO>") gibi toksik iiriinlere doniisiir
(Bhardwai ark., 2016; Praucher, 2016; Komeri ve ark., 2017; Andre ve Villain, 2016).

2.6. Serbest Oksijen Radikallerinin Olusturdugu Oksidatif Hasar

Serbest radikaller; lipid, protein, karbonhidrat, niikleik asit gibi ¢esitli biyolojik
makromolekiillerinin oksidatif hasarina sebep olur. Oksijen toksisitesi; inflamasyon,
yaslanma, hipertansiyon, iskemik hasar, karsinogenezis, mutagenezis, norolojik,
immiinolojik, tirolojik hastaliklar ve sindirim sistemi enfeksiyonu, gz, deri, akciger ve
karaciger hastaliklar1 serbest radikallerle ilgili olduklari kanitlanan hastaliklardandir

(Bhardwai ark., 2016; Praucher, 2016; Komeri ve ark., 2017; Andre ve Villain, 2016).

2.6.1. Proteinler iizerine etkisi

Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerde; agregasyon, karsi bag ve floresan olusumu
gozlenir. Floresan olusumunun nedeni proteinlerin lizin aminoasidinin epsilon amino
grubuna malondialdehitin baglanmasiyla Schiff bazi protein-protein ya da protein-lipit
capraz baglarinin olusumudur. Lipit peroksit-protein interaksiyonu iizerine olan
caligmalarin cogu siilfidril gruplarinin oksidatif duyarlil§indan dolayr sulfiir igeren
aminoasitlerle in vitro olarak yapilmistir. Lipid peroksidasyonunun fenil alanin, tirozin,
metiyonin, glutamik asit, serin, arginin gibi aminoasitlerde degisik diizeylerde yikima
neden olabilecegi bildirilmektedir (Bhardwai ark., 2016; Praucher, 2016; Komeri ve
ark., 2017; Andre ve Villain, 2016).
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2.6.2. Karbonhidratlar iizerine etkisi

Fizyolojik pH ve sicaklikta glikoz gibi monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucunda
hidrojen peroksit, peroksitler ve okzoaldehitler olusur. Glikozaminoglikan olan ve
synovial stvinin viskozitesinde énemli rol oynayan hyaluronik asit, oksijen tarafindan
depolimerize olarak, bag dokunun stabilitesinin bozulmasina ve sivinin viskozitesinin
kaybina neden olmaktadir (Bhardwai ark., 2016; Praucher, 2016; Komeri ve ark., 2017;
Andre ve Villain, 2016).

2.6.3. Niikleik asitler iizerine etkisi

Serbest radikaller DNA’y1 etkileyerek niikleik asit modifikasyonlarindan dogan
kromozom degisikliklerine bagli olarak hiicrede mutasyona yol agarlar. DNA’ya kars1
oksidatif hasar, normal metabolik durumlarda da yiiksek oranda meydana gelir.
Viicudumuzdaki her bir hiicredeki DNA her giin 104 oksidatif hasara maruz kalarak
20’den fazla farkli oksidatif DNA lezyonunun olusumuna yol agar. Bu lezyonlarin ¢ogu
mutajenik olarak bilinir. Bu lezyonlar1 iyilestirebilen spesifik glikozilaz, endoniikleaz
gibi DNA tamir enzimleri vardir. Bununla birlikte bu tamir mekanizmalar1 miikemmel
degildir. Bu mekanizmalar lezyonlarin %99’unu temizlemesine ragmen % 1’1 kalir ve bu
da zamanla lezyonlarin birikimine yol acar. Sonug¢ olarak oksidatif DNA hasar1 ve
mutasyonlar1 yagla artar (Bhardwai ark., 2016; Praucher, 2016; Komeri ve ark., 2017;
Andre ve Villain, 2016).

2.6.4. Lipidler iizerine etkisi
Serbest radikallerin en Onemli etkisi lipitler lizerine yaptig1 etkidir ki bu lipid
peroksidasyonu olarak adlandirilir ve ii¢ asamada incelenebilir (Bhardwai ark., 2016;

Praucher, 2016; Komeri ve ark., 2017; Andre ve Villain, 2016).

a) Baslangi¢ Asamasi

Lipid peroksidasyonu doymamis yag asitlerinin serbest radikallerle etkilesmesi sonucu
doymamis yag asidindeki metilen grubundan bir hidrojen atomunun uzaklastirilmasi ile
baslamaktadir. Biyolojik sistemlerde bu radikal siiperoksit anyon radikali ile hidroksil
radikaline doniismektedir. Benzer sekilde hidrojen peroksitin de hidroksil radikaline
doniistiigli bilinmektedir. Bu nedenle lipid peroksidasyonunu baglica hidroksil radikali
baglatmaktadir.
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Radikal, lipit molekiilinden bir hidrojen atomu ¢ikartarak karbon merkezli lipid
radikalinin olugsmasina yol agmaktadir (Bhardwai ark., 2016; Praucher, 2016; Komeri ve

ark., 2017; Andre ve Villain, 2016).

b) Zincir Asamasi

Bu asamada hidrojen atomunun koparilmasiyla olusan serbest yag asidi radikali
molekiiler oksijen ile reksiyona girerek peroksit radikalini olusturur. Olusan peroksit
radikali yiiksek reaksiyon yetenegine sahip olup baska bir yag asidi molekiilii, bir
hidroperoksit ve yeni bir yag asidi radikali olusturacak sekilde reaksiyona girer. Olusan
bu yag asidi radikali yeniden oksijen ile birlesir ve RH’dan yeniden bir H* ayrilmasini
saglar. Bu baslayan zincir reaksiyonu olusan yeni radikallerin etkisiyle devamli olarak
artan bir hizda devam eder. Bir ¢ok olayda bu sekilde olusan lipit peroksidi, RO° ve
OHP verecek sekilde pargalanir ve olusan bu radikaller hemen substrat ile reaksiyona
girerek yeni bir zincir reaksiyonunu baglatacak olan R° radikallerini olustururlar.
Boylece olusan bir radikal siirekli olarak yeni radikallerin olusmasina neden olur. Lipit

3, Cu*? gibi gecis

peroksitleri hiicre zarlarimin 6nemli bir komponentidir ve Fe
metallerinin varliginda alkoksi ve peroksi radikallerini verirler. Bu nedenle Fe ve Cu
tuzlart lipid peroksidasyonunun hizini arttirirlar. Sonugta hiicre zarinin akiskanligi ve
permeabilitesini arttirarak zar biitiinliiglinlin  bozulmasina yol agarlar. Lizozomal
membranlarin tahribi hidrolitik enzimlerin salinmasina ve intraseliiler sindirime neden
olur. Biriken hidroperoksitler direkt olarak ya toksiklerdir ve duyarli aminoasit
kalintilarin1 okside eder veya zincir polimerizasyon reaksiyonlariyla enzimleri inaktive

edebilirler (Bhardwai ark., 2016; Praucher, 2016; Komeri ve ark., 2017; Andre ve
Villain, 2016).

¢) Zincir uzamasinin durmasi ve ikincil iirlinlerin olugmasi

Hidroperoksitler ve bunlara bagli olarak olusan serbest radikaller ya birbirleriyle
reaksiyona girerler, ya inaktif kondenzasyon {iriinlerini verirler ve zincir uzamasi durur
ya da zincir uzamasimin durmasi degisik yap1 ve yetenekteki bazi bilesikler tarafindan
gerceklestirilir. Diislik konsantrasyonlarda oksitlenmeye karsi etkili ve duyarli olan

istenmeyen degisiklikleri dnleyen ya da ortadan kaldiran bu bilesikler oksidasyona kars1
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olduklar1 i¢in antioksidan olarak isimlendirilmistir (Bhardwai ark., 2016; Praucher,

2016; Komeri ve ark., 2017; Andre ve Villain, 2016).

2.7. Antioksidan Savunma Sistemleri

ROS’un viicutta meydana getirdigi hasarlar1 Onlemek {izere viicutta gorev yapan
savunma sistemlerine, antioksidan savunma sistemleri adi verilir. Serbest oksijen
radikalleri ile ilgili teori yaklasik 50 yil Onceden beri bilinse de, son 20 yilda
antioksidanlarin hastaliklara kars1 koruyucu etkisi 6nem kazanmistir. Antioksidan olarak
hareket edebilen bir¢ok farklt madde bulunmaktadir. Antioksidanlar, okside edilebilen
bir substrata gore diisiik konsantrasyonlarda bulundugunda, o substratin oksidasyonunu

geciktiren veya onleyen meddelerdir (Andre ve Villain, 2016).

Antioksidanlar su yollarla etki edebilir:
o Biyolojik olarak 6nemli reaktif oksijen tiirlerini temizleyerek (scavenger)
e Olusumlarini 6nleyerek veya

e Yaptiklar1 hasar1 onararak

Reaktif oksijen tiirleri insan viicudunda siirekli olarak olusturulur ve antioksidan

savunma mekanizmalar1 tarafindan ortadan kaldirilirlar. Bu mekanizmalar birtakim

enzimler ve antioksidan maddelerdir. Antioksidanlar dort ayr sekilde etki ederler.

1) Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma veya daha zayif yeni molekiillere

cevirme toplayici etkidir. Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal mukus ve kiiciik

molekiiller bu tip etki gosterirler.

2) Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini

azaltma veya inaktif sekle doniistiirme bastirici etkidir. Vitaminler, flavanoidler bu tarz

bir etkiye sahiptirler.

3) Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici

etki zincir kirict etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirict etki

gosterirler.

4) Serbest radikallerin olusturduklari hasarin onarilmasi onarici etkidir. Antioksidanlar,

endojen kaynakli veya eksojen kaynakli olabilirler.

Antioksidan savunma sistemi, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon

peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi antioksidan enzimleri ve
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glutatyon, vitaminler (A,C,E), melatonin ve bazi eser elementleri kapsayan enzim

olmayan antioksidanlar1 icermektedir (Andre ve Villain, 2016).

Endojen antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak iizere iki sinifa ayrilirlar.
Enzim olan endojen antioksidanlar sunlardir:

1) Siiperoksit dismutaz (SOD). 2) Glutatyon peroksidaz (GSH-Px). 3) Glutatyon S-
Transferazlar (GST). 4) Katalaz (CAT). 5) Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi. 6)
Hidroperoksidaz. Enzim olmayan endojen antioksidanlar sunlardir: 1) Melatonin 2)
Seruloplazmin 3) Transferrin 4) Miyoglobin 5) Hemoglobin 6) Ferritin 7) Bilirubin 8)
Glutatyon 9) Sistein 10) Metiyonin 11) Urat 12) Laktoferrin 13) Albiimin. Eksojen
antioksidanlar;  vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlar1 olmak {izere
siiflandirilabilirler.

Vitamin eksojen antioksidanlar sunlardir:

1) a-tokoferol (vitamin E).

2) B-karoten.

3) Askorbik asit (vitamin C).

4) Folik asit (folat).

Ilag olarak kullanilan eksojen antioksidanlar sunlardir:

1) Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten)

2) NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri,
nonsteroid antiinflamatuar ilaclar, diphenyline iodonium) 3) Rekombinant siiperoksit
dismutaz 4) Trolox-C (vitamin E analogu) 5) Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar
(GSH-Px aktivitesini arttiran ebselen ve asetilsistein) 6) Nonenzimatik serbest radikal
toplayicilar (mannitol, alblimin) 7) Demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksamin)
8) Notrofil adezyon inhibitorleri 9) Sitokinler (TNF ve IL-1) 10) Barbitiiratlar 11) Demir

selatorleri.
Gidalardaki eksojen antioksidanlar sunlardir:

1) Butylated hydroxytoluene (BHT) 2) Butylated hydroxyanisole (BHA) 3) Sodium
benzoate 4) Ethoxyquin 5) Propylgalate 6) Fesuperoxyde dismutase.
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2.7.1. Enzimatik antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutaz, siiperoksit serbest radikalinin (O2") hidrojen peroksit (H2O2) ve
molekiiler oksijene (O2) doniisiimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir. Bu reaksiyon,
stiperoksit anyonunun pH 11 ve altinda oldukg¢a stabil olmasina ragmen, enzim katalizi
olmasa bile normal fizyolojik pH degerlerinde oldukca hizli yiirlimektedir. Bununla
birlikte, gercekte tiim aerobik organizmalarin SOD igerdigi belirlenmistir. SOD enzimi
reaksiyon hizin1 arttirmak igin yeterince gii¢lii bir katalisttir. Insanda siiperoksit
dismutazin iki izomer tipi bulunmaktadir. Cu-Zn SOD sitozolde bulunur, Cu ve Zn
icerir, dimerik yapidadir, siyanidle inhibe edilir. Mn SOD mitokondride bulunur (Andre
ve Villain, 2016).SOD'm fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize eden hiicreleri
stiperoksit serbest radikalinin (O2") lipid peroksidasyonu gibi zararl etkilerine karsi
korumaktir. SOD, fagosite edilmis bakterilerin intraselliiler 6ldiiriilmesinde de rol oynar.
SOD aktivitesi, yiiksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir ve doku pO2 artisiyla
artar. SOD'un ekstraselliiler aktivitesi ¢ok diisiiktiir. Cu-Zn SOD'un spesifik aktivitesi
Down sendromlu hastalarin eritrositlerinde yiiksek, prematiirelerin ve yaslilarin
eritrositlerinde  ve psoriyazisli  hastalarin  16kositlerinde  diisik  bulunmustur

(http://www.mustafaaltinisik.org.uk/21-adsem-01s.pdf 12.07.2016).

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) sitozolde bulunur, 4 selenyum atomu igerir, tetramerik
yapidadir. Glutatyon peroksidaz hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir.
Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px) adi verilen enzim
monomerik yapidadir ve esas olarak membran fosfolipid hidroperoksitlerini alkollere
indirger. Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px) membrana bagli en
onemli antioksidan olan vitamin E yetersiz oldugunda membrani peroksidasyona karsi
korur. GSH-Px'in fagositik hiicrelerde de Onemli fonksiyonlar1 vardir. Diger
antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum patlamas1 sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar gérmesini onler. GSH-Px eritrositlerde
oksidatif strese karsi en etkili antioksidandir. Eritrosit GSH-Px aktivitesi yaslilarda ve
Down sendromlu hastalarda yiiksek, prematiirelerde diigiik bulunmustur. Lokosit GSH-

Px aktivitesi yaslilarda ve hipertansiyonlu hastalarda yiliksek bulunmugstur. Tiyol
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gruplari, enzimatik reaksiyonlar araciligiyla ve serbest radikalleri yakalamak suretiyle
gorev yapan hiicresel antioksidanlardir. Tiyol grubu tagiyan bir tripeptid olan glutatyon,
serbest radikallerin yikici etkilerini 6nleyen veya azaltan transferazlar, peroksidazlar gibi
bircok enzimin substrati olarak gorev yapmaktadir (Bhardwai ark., 2016; Praucher,

2016; Komeri ve ark., 2017; Andre ve Villain, 2016).

Katalaz (CAT)

H>0: ’i suya ve oksijene doniistiiren enzim katalazdir. Tetramerik yapida olan katalaz,
yapisinda dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. En yiiksek oranda karaciger
ve eritrositlerin  peroksizomlarinda lokalize olmustur. Katalaz esas olarak
peroksizomlarda daha az olarak sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda bulunur. Katalaz
hidrojen peroksidi (H202) suya ve oksijene parcalar. Granulomatoz hiicrelerde katalaz,
hiicreyi kendi solunumsal patlamasina kars1 koruma islevini de goriir. Hiicrede olusan
hidrojen peroksit (H202) hidroksil serbest radikali (OH") olusumunu o6nler (Bhardwai
ark., 2016; Praucher, 2016; Komeri ve ark., 2017; Andre ve Villain, 2016).

2.7.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

C vitamini

1790 yilindan beri bilinen vitamin C 1933 yilinda Cglen King tarafindan limondan izole
edilmistir. Izole edilmesinden hemen sonra kimyasal yapist da aciklanmistir
(Kalaycioglu L, Serpek B, Nizamlioglu M, Bagpmar N, Tiftik M, A., Biyokimya. 3.
Baski, Ekim 2006).

Yagda ve organik eriticilerde erimeyen askorbik asit, beyaz kristaller halinde, kati
yapidadir ve suda erir. Askorbik asidin yapisi glikozun okside formu seklindedir. pH’in
artmasi ile birlikte giimiis ve bakir iyonlar1 tarafindan askorbik asitin oksidatif
parcalanmasi hizlanir. Dehidre formu indirgenmis formundan daha dayamklidir
(Kalaycioglu L, Serpek B, Nizamlioglu M, Bagpmar N, Tiftik M, A., Biyokimya. 3.
Baski, Ekim 2006).

Normalde hayvanlarda ve yiiksek yapili bitkilerde askorbik asit bulunur. Bu vitamin

bircok hayvan tiirlinde D-glikozdan sentezlenir. Askorbik asit sentezinde
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mikroorganizmalarin varligina gerek yoktur. Degisik tiirlerde mesela insan, maymun,

kobay, bazi1 kuslar ve baliklarda vitamin C sentezi yapilmaz, ¢iinkii bu canlilarda

L-glukonolakton oksidaz enzimi genetik olarak yoktur (Kalaycioglu L, Serpek B,
Nizamlioglu M, Bagpinar N, Tiftik M, A., Biyokimya. 3. Baski, Ekim 2006).

Askorbik asit memelilerde karacigerde; kuslarda, kurbaga ve siirlingenlerde ise
bobreklerde sentez edilir. En 6nemli askorbik asit kaynaklari yesil sebzeler, meyveler,
domates ve turunggillerdir. Oksidasyona karsi olduk¢a duyarli olan vitamin C pisirme ve
depolama sirasinda kayba ugrar (Kalaycioglu L, Serpek B, Nizamlioglu M, Bagpinar N,
Tiftik M, A., Biyokimya. 3. Baski, Ekim 2006).

C Vitamini Emilimi ve Metabolizmasi

Askorbik asitin bagirsaklardan emilmesi monosakkaritler gibidir. Bu vitamin hiicreye
girmeden dehidroaskorbik asit seklindedir, hiicreye girdikten sonra askorbik asit seklini
alir (Kalaycioglu L, Serpek B, Nizamlioglu M, Bagpimar N, Tiftik M, A., Biyokimya. 3.
Baski, Ekim 2006).

Vitamin C’nin emilimi daha ¢ok midede olmaktadir. Yiiksiiz olan dehidroaskorbik asit
fizyolojik pH’da hiicre membranlarint monoanyonik L-askorbattan daha kolay gecerler.
Lokosit ve eritrosit gibi hiicreler, vitamin C’nin biiyiik cogunlugunu basit diflizyonla
gecirirler, fakat bazi hiicre ve dokularda aktif transport s6z konusudur (Kalaycioglu L,

Serpek B, Nizamlioglu M, Baspinar N, Tiftik M, A., Biyokimya. 3. Baski, Ekim 2006).

Vitamin C ¢ogu dokuda; hipofiz, adrenal korteks, korpus luteum ve timus gibi bezlerde
plazmadaki diizeyinden 20-30 kat daha fazladir. Insanlarda normal olarak 100 ml kanda

1.0 mg askorbik asit bulunur. Vitamin C’nin yar1 émrii 16 glindiir.

Giiclii bir indirgeyici ajan olan vitamin C, oksidasyon ve rediiksiyon olaylarinda
antioksidan olarak gorev yapar. Bazi durumlarda demir ve bakir kofaktdr olarak
kullanilir (Kalaycioglu L, Serpek B, Nizamlioglu M, Baspmar N, Tiftik M, A.,
Biyokimya. 3. Baski, Ekim 2006).
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GEREC ve YONTEM

3.1. Denekler
Calismamizda, Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesi’nden temin edilen
yaklasik 400-450gr agirliginda Rattus norvegicus tiirii toplam 90 adet, geng erkek Wistar

sican kullanildi.

3.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Calismamizdaki Rattus norvegicus tirii 400-450 gr agirliginda 90 adet geng erkek
Wistar sican kullanildi. Denekler toplam 9 gruba ayrildi (Tablo:1). Denekler tizerinde
yapilacak tiim islemler Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvan1 Bakim ve

Kullanim Kurulunun degerlendirmesine sunularak onay alindu.

Tablo 3.1. Rat gruplarinin sayisal dagilimi

Etanol +
Denek C Serum
Gruplar Sayisi Tiner | Vitamini | Melatonin | Fizyolojik | Distile Su
Grup 1
Kontrol 10 - - - - -
Grup 2
Tiner inhale 10 + - - - -
Grup 3
Tiner + C vitamini 10 + + - - -
Grup 4
Tiner+Melatonin 10 + - + - -
Grup 5
Tiner+C - -
vitamini+Melatonin 10 + + +
Grup 6
Etanol+Serum + -
Fizyolojik 10 - - -
Grup 7
C vitamini 10 - + - - -
Grup 8
Melatonin 10 - - + - -
Grup 9
Distile Su 10 - - - - +
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RAT GRUPLARI
Grup 1 (Kontrol): Bu grupta herhangi bir islem yapilmadi.

Grup 2: 6 hafta boyunca giinde 2 kez olmak iizere birer saat tiner milipolar pompa ile

inhale edildi.

Grup 3: 6 hafta boyunca giinde 2 kez olmak iizere birer saat tiner milipolar pompa ile

inhale edildi ve intraperitoneal olarak C vitamini uygulandi.

Grup 4: 6 hafta boyunca giinde 2 kez olmak iizere birer saat tiner milipolar pompa ile

inhale edildi ve melatonin intraperitoneal olarak uygulandi.

Grup 5: 6 hafta boyunca giinde 2 kez olmak iizere birer saat tiner milipolar pompa ile

inhale edildi, intraperitoneal olarak melatonin ve C vitamini uygulandi.

Grup 6: 6 hafta boyunca intraperitoneal olarak etanol + serum fizyolojik verildi.
Grup 7: 6 hafta boyunca C vitamini intraperitoneal olarak verildi.

Grup 8: 6 hafta boyunca melatonin intraperitoneal olarak verildi.

Grup 9: 6 hafta boyunca distile su intraperitoneal olarak verildi.

Caligma boyunca ratlara, beslenmeleri igin standart ticari sigan yemi, i¢cme suyu olarak
ise ¢cesme suyu verildi. Denek hayvanlarinin beslenme ve su tiikketimlerinde herhangi bir
sinirlandirma yapilmayip, ratlarin istedikleri kadar ticari yem ve c¢esme suyu
tiiketmelerine izin verildi. Ultrastriiktiirel, biyokimyasal ve histolojik analizler i¢in sag

ve sol bulbus olfactorius dokusu kullanildi.

3.3. Melatonin Uygulamasi

Tiner inhalasyonu sonrast melatonin 10 mg/kg dozda, 6 hafta boyunca (cumartesi ve
pazar dahil) saat 18:00-19:00 saatleri arasinda giinde bir kez intraperitoneal olarak
enjekte edildi. Melatonin (Sigma; M5250) etanol ve serum fizyolojik icinde c¢oziilerek

hazirlandi. Olgiilecek parametrelerde melatonini ¢dzdiigiimiiz etanole ve serum
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fizyolojik’e bagimli olabilecek olasi degisikleri bertaraf etmek i¢in, Grup 6’ya her iki

madde ayn1 hacimde olacak sekilde intraperitoneal olarak verildi.

3.4. C vitamini Uygulamasi

Tiner inhalasyonu sonras1 C vitamini 6 hafta boyunca (cumartesi ve pazar dahil) saat
18:00-19:00 saatleri arasinda giinde bir kez C vitamini intraperitoneal olarak enjekte
edildi. C vitamini (Sigma; M5250) distile suda c¢oziilerek hazirlandi. Olciilecek
parametrelerde C vitaminini ¢6zdiiglimiiz distile suya bagimlhi olabilecek olasi
degisikleri bertaraf etmek i¢in, Grup 9’a bu madde ayni hacimde olacak sekilde

intraperitoneal olarak verildi.

3.5. Deney Diizenegi

3.5.1. Tiner Inhalasyonunun Uygulanmasi

Arastirma Ventilasyonu, 6zel cam kafeslerde (100x65x72) (Sekil 3.1) , sabit sicaklik
(20-22°C) ve sabit basingta (deniz seviyesi 760 mmHg) uygulandi. Tiner, Grup 2, Grup
3, Grup 4 ve Grup 5’e ait siganlara 6 hafta siire ile giinde 2 kez, birer saat uygulandi.
Uygulamada tiner, hava ventilasyonlu cam kafeslerde, basingla piiskiirtiicii pompa
diizenegi ile kafes i¢ine pulvarize edildi. Caligmada sanayide en ¢ok kullanilan seliilozik
tiner kullanildi. Kafes igine sabit basingta pompa ile piiskiirtiilen tinerin bilesimindeki
solventlerin solunan havadaki konsantrasyonlarim1 Ulakoglu EZ ve ark. 1998 yilinda
yapmis olduklart ¢aligmaya gore belirlendi. Drager gaz detektorii (Dragerwerk,
Almanya) ile giinde iki kez ayr1 ayr1 Olctiik. Toluene 100/a, Acetone 100/b,
Acetaldehyde 100/a ve Alcohol 25/a Drager gaz detektor tiipleri kullanildi. Solventlerin
kafes i¢indeki konsantrasyonlar1 toluen 1800 ppm, aseton 500 ppm, isobutil asetat 7000
ppm ve isobutanol 6000 ppm olacak sekilde standardize edildi. Islem sonunda kap
icindeki havay1 agik alanda atmosfere karigtirildi. Tinerin yanici ve patlayici etkisinden
dolay1, deney alanina atesle yaklasilmadi, deney alani yakininda elektrik ile calisan
herhangi bir alet bulundurulmadi ve deney siiresince tiner veren arastirmacilarda 6zel

giysi, gozliik, eldiven ve maske kullanarak 6nlem alindi.
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Sekil 3.1. Arastirma ventilasyonu 6zel cam kafes

Deneklerin Sakrifikasyonu

Deneklerin 15 mg/kg XylazinHCI (Rompun®) ve 100 mg/kg Ketamin’in (Ketalar®)
intraperitoneal enjeksiyonu ile yeterli anestezisi saglandiktan sonra gogiis bolgesi
acilarak kalbe ulasildi. Transkardiyal perfiizyon islemi i¢in, kalbin sol vetrikiiliine bir
kaniil yardimiyla girilip sag atrium’a bir delik agildi. Transkardiyal perfiizyon icin
250 ml heparinize serum fizyolojik ile vaskiiler yatak yikanarak temizlendikten sonra
ayn1 yolla tespit soliisyonu verildi. Fiksasyon basamaginda her bir hayvan icin 250

ml serum fizyolojik kullanildi.

3.6. Bulbus olfactorius Dokusunun Disseksiyonu
Tiner inhlasyonunun bittigi 6. hafta sonunda deneklerin anestezisi 15 mg/kg XylazinHCl

(Rompun®) ve 100 mg/kg Ketamin’in (Ketalar®) intraperitoneal verilmesi ile saglandi.
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Bulbus olfactorius

Sekil 3.2. Deneklerin kafasi gévdesinden ayrildi

Foramen occipitale magnum’dan baslayarak bulbus olfactorius dokusunun oldugu yere
kadar kafa kemikleri kirild1 ve bulbus olfactorius dokusuna ulasildi. Bu islem sonrasinda
bulbus olfactorius’lar1 ayirdik ve % 10 formalin, % 4 gluteraldehit ve PBS fiksatiflerin
icine koyuldu. (sekil 3.2,3,4).
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Sekil 3.4. Ayrilmis Bulbus olfactorius’lar

Cerrahi iglem sirasinda beynin kurumasini engellemek amaciyla dokuyu, serum
fizyolojik ile birkac kez 1slatildi. Sag ve sol her iki bulbus olfactorius, 151k mikroskobi,
elektron mikroskobi ve biyokimyasal analizler i¢in kullanildi. Dokular, Elektron
mikroskopisi icin %4 gluteraldehit, 151k mikroskobi icin %10’luk formaldehit,
biyokimyasal analizler i¢in ise PBS c¢ozeltisine koyuldu.
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3.7. Isik Mikroskobi Incelemesi

Isik mikroskobunda inceleme yapmak i¢in alinan bulbus olfactorius doku 6rnekleri bir
giin boyunca %10’luk formaldehit soliisyonunda fikse edildi. Fiksasyondan sonra
formalin dokiildii ve akan suyun altinda 2 saat birakilarak dokularin fiksatiften
arindirilmast  saglandi. Dokunun suyu, safligt derece derece arttirilan etil alkol
serilerinden gecirilerek alindi. Doku %100’liik alkolde 3 saat kaldiktan sonra alkol
dokiildii ve sonra ksilol 1, 2, 3 ve alkol serilerinden gegirildi. Daha sonra etiivdeki
beherlere alinarak tizerlerine parafin 1 dokiildii. Bir saatin sonunda parafin 1 atiga
dokiilerek parafin 2 eklendi ve 1 saat etiivde bekletildi. Bir saatin sonunda parafin 2
dokiildii ve parafin 3 de bir saat beklemeye birakildi. Bir saat sonra dokular gomiilecek
kaplara alind1 ve lizerlerine kab1 tamamen dolduracak kadar parafin 3 eklendi. Parafine
gomiilen dokular tahta kaliplarla bloklandi. Elde edilen bloklardan mikrotom ile almis
oldugumuz 5 pm kalinhigindaki kesitler Hematoksilen-eosin ve Gallocyanin boyalari ile

boyanarak 151k mikroskobu altinda incelendi ve fotografland.

Gallocyanin Boyasi Protokolii
Fiksasyon: %10°luk formalin
Kesit: 5 um
Gallocyanin Cozeltisi:
Gallocyanin 0.15 g
Chromium Potassium Sulfate 5 g

Distile Su 100 cc

Chromium Potassium siilfat sicak suda eritildikten sonra iizerine Gallocyanin ilave
edildi ve dikkatli bir sekilde 10 dakika 1siticida kaynatildi. Daha sonra ¢6zelti sogumaya

birakildi. Soguduktan sonar, slizge¢ kagidi yardimu ile siiziildii.

Teknik
1. Suya indirme
2. Kesitler Gallocyanin ¢ozeltisinde 3 saat 56 derecede eritildi
3. Distile suda yikand1
4. Alkol serilerinden gegcirildi
5. Ksilende 1 gece bekletildi

31



6. Entellan ile kapatildi

3.8. Elektron Mikroskobi incelemesi (TEM)

Deneklerin bulbus olfactorius dokusuna zarar vermeden disseke edilerek hazirlanmis
%4’liik Gluteraldehit (0.1 M SFT tamponunda hazirlanmis) soliisyonunda +4 °C'da 2
saat (bulbus olfactorius alindiktan sonra 1 saat gluteraldehitte bekletildi daha sonra
trimleme yapilip ayn1 gluteraldehit sisesinde 1 saat daha bekletildi) siireyle fikse edildi.
3x10 dakikalik siireyle oda sicakliginda 0.1 M SFT (Sorensen fosfat tamponu) ‘den
gecirildi. Her 10 dakikada bir rotatordan gegirildi. SFT soliisyonu ile yikama islemi
yapild.

Ayn1 tamponda yikanan 6rnekler %1’°lik Osmium tetraoksit (OsO4) soliisyonunda 2 saat
stire ile rotatora birakild1 ve postfiksasyonu saglandi. 2 saat sonunda SFT soliisyonu ile
tekrar 3x10 dakikalik siireyle oda sicakliginda her 10 dakikada bir rotatordan gecirilerek
yikama islemi yapildi. Numuneler %30’dan baglayan ve daha sonra artan alkol
serilerinden gecirildi. %30, %50, %70 etil alkol serilerine +4 9C’da 3x10 dakikalik siire
ile birakildi. Dehidratasyonlari saglanip %70°lik seri bittikten sonra 1 saat siire ile uranil
asetat’a (6n boyama amaciyla) birakildi. 1 saat sonunda ornekler tekrar %80, %90, %96
ve %100’liik artan alkol serilerine +4 °C’da 3x10 dakikalik siire ile birakildi. Son
dehidratasyonlar1 saglandiktan +4 0C’da 3x10 dakikalik siire ile sonra propilen oksitten
gecirildi. Bu esnada karisim hazirlandi. Karigim 1:1 oraninda, 1. Araldite ve 1 propilen
oksit seklinde hazirlanmis olup 1. Araldite ise 50 ml araldite ana karigimi ile hizlandirict

olarak 1 ml BDMA karistirilarak hazirlandi.

Ornekler 20 dakika karisimda (ara ¢ozeltide) bekletildikten sonra 2-4 saat siire ile
rotatora birakildi. Siire tamamlandiktan sonra 1. Araldite alindi ve bu asamada siseler
degistirildi. Araldite igerisine bulbus olfactorius dokular1 konurken once fikse aralditin
gitmesi i¢in tahta bir ¢ubuk yardimiyla filtre kagidina konulup sonra araldite igerisine

alind1 ve yeni siselerin lizerine etiket yapistirildi. Yeni kapaklar takildiktan sonra

25 °C’da 1 giin beklemesi igin rotatora birakildi. Bir sonraki giin Araldite CY212 icine
gomiilerek bloklama yapildi. 60 °C’a ayarli etiivde polimerizasyon icin 2 giin siire ile

birakildi. Elde edilen bloklardan ultramikrotomla alinan 300 nm lik yari-ince kesitler

32



toluidine mavisi ile boyanarak 151k mikroskopta; ince kesitler almak i¢in daha spesifik
trimleme yapildi ve ultramikrotomda 70 nm’lik ince kesitler alindi. Kontrastlama
islemine uranil asetatla baslandi ve kesitler uranil asetatta 5 dakika bekletildi. Once
distile su ile yikandi, ardindan kursun sitrata alindi. Kursun sitrat damlalar {izerinde 5
dakika bekletilen kesitler tekrar distile su ile yikandi. Suyu alinmis kesitler gri renkli
kartondan saklama kutusuna alindi ve elektron mikroskobik analiz i¢in uygun hale
getirildi. Elde edilen kesitler LEO 906 EM (gecirili electron mikroskop) ile incelenip
fotograflandirildi.

Kullanilan Soliisyonlar

1. 0.2 M Sorensen Fosfat Tamponu (SFT)

13.6 gr Kalium Dihidrojen Fosfat, 500 ml bidistile su icerisinde ¢oziildii (A solisyonu).

14.2 gr Disodyum Hidrojen Fosfat, 500 ml bidistile su igerisinde c¢oziildii (B
soliisyonu).

Ardindan 1 L’lik balon jojede A ve B soliisyonlar karistirildi, ph 7,3 olacak sekilde
ayarlandi.

0.1 M Sorensen Fosfat Tamponu (SFT); 0.2 M SFT stok soliisyonu 1:1 oraninda

bidistile su ile diliie edilerek hazirlandu.

2. %4’liik Gluteraldehit
%25°1ik stok gluteraldehit’ten 16 ml alinip, 84 ml 0.1 M SFT eklenerek hazirlanmistir.

3. Osmium Tetraoksit (OsO4) (10x100 mg; TAAB)

4. Uranil Asetat

1 gr uranil asetat, 100 ml % 75’lik etil alkol igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.
5. Propilen Oksit (TAAB)

6. Araldite Ana Karisimi
91 ml Araldit CY212 (TAAB)

84 ml DDSA (Dodecenylsuccinic Anhydride; TAAB)
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3.9. Biyokimyasal Analiz

Lipid Peroksidaz Seviyelerinin Olciimii

Biitiin deney gruplarindan 6 haftalik deney bitiminde bulbus olfactorius dokusu
biyokimyasal analiz elde edilmek iizere alinmistir.. Arastirmamizda lipid peroksidaz
seviyesini degerlendirmek i¢in, tiyobarbitiirik asit reaktif iiriinleri (TBARS) olusumuna
bakildi. Calismamizda OxiSelect™ TBARS Assay Kit (STA-330) kullanildi.
Tiyobarbitiirik asit lipid peroksidasyon son iiriinii olan malondialdehit (MDA) ile

etkilesime girmektedir.

Prensip

Bu metodun temel prensibi, lipid peroksidasyonunun son friinii olan MDA’ nin, 2-
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girmesi ve olusan bilesigin butanol fazina
ekstrakte edilerek oOlciilmesi esasina dayanir. Tiyobarbitiirik asit reaktif substrat
(TBARS), MDA ’nin biyolojik 6rneklerde dl¢iilmesi i¢in bir aractir. Standartlar ve MDA
icerigi bilinmeyen ornekler TBA ile +95 °C’de inkiibe edilir ve inkiibasyondan sonra
532 nm’de spektrofotometrik 6l¢iim yapilir. MDA standart egrisi kullanilarak MDA

miktar1 hesaplandi.

Kit Bilesenleri
1. MDA Standart
2. Thiobarbituric Acid (TBA)
3. SDS Lysis Soliisyonu
4. Sodyum Hidroksit Soliisyonu
5.2x TBA Asit Diluenti
6. 100x BHT (Butylated hidroksitoluen)

Islemler

Bulbus olfactorius dokusu homojenitdr ile homojenize edildi. Doku PBS ile yikandi
(PBS + Heparin). 1x BHT iceren PBS’de 50-100 mg civar1 doku siispanse edildi.
10.000xG’de 5 dakika +4 °C’da santrifiif yapildi ve silipernatan1 alindi. Protokol

basamaklarini izleyerek deney sonlandirildi.
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TBARS Diizeylerinin Hesaplanmasi
Standardi numune gibi ¢alismis ve standart grafigi olusturuldu. Doku ve plazma TBARS

miktar1 bu grafik yardimiyla hesaplandiktan sonra nmol/g protein olarak rapor edildi.

Antioksidanlarin Tayini

Biitiin deney gruplarindan 6 haftalik deney bitiminde bulbus olfactorius dokusu analiz
elde edilmek iizere alindi. Sag ve sol iki adet bulbus olfactorius bulundugu i¢in sag ve
sol bulbus olfactorius median hatta 6neden arkaya iki esit par¢aya ayrilarak incelemeye
alindi. Bu numunelerde asagida belirtilen sekilde antioksidan enzimlerin 6lgiimii yapildi.
Bulbus olfactorius dokusunda antioksidanlarin &l¢iimii  Oncesinde numuneler
homojenizator ile homojenize edildi. Elde edilen homojenatlar 10000xG’de 15 dakika

santrifiij edildi ve elde edilen siipernatantlarda antioksidan enzimler analiz edildi.

Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivite Tayini

Tetramerik bir enzimdir. Sitozolde bulunur, yapisinda dort selenyum (Se) atomu yer alir.
Hidrojen peroksit ile hidroperoksitlerin indirgenmesini saglar. Zar fosfolipitlerinden,
fosfolipaz A2 tarafindan salinan lipit hidroperoksitlere etki eder. Fagositik hiicrelerde
onemli bir fonksiyonu vardir. GSH-Px aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksit
birikimine ve hiicre hasarina yol agar. GSH-Px, lipid peroksidasyonunun baglamasini
onler. Bir iinite GPx aktivitesi, 1 dakikada kullanilan pumol NADPH olarak hesap edilir.
GPx aktivitesi glutatyon rediiktaz ile bir ¢ift reaksiyon tarafindan indirek olarak ol¢iiliir.
Glutatyon peroksidaz tarafindan hidrojen peroksitin indirgenmesi ile olusturulan okside
glutatyon (GSSG), glutatyon rediiktaz ve NADPH tarafindan tekrar indirgenmis
formuna doniistiiriiliir. NADPH’ 1n reaksiyon ortamindan kaybi1 340 nm’de absorbans
azalmasma neden olur ve bu azalma miktarindan GPx enzim aktivitesi tayin edilir.
Dokular alindiktan sonra PBS (pH:7,4) ile yikandi. Bulbus olfactorius dokusu 50mM
Tris-HCI pH: 7.5, 5 mM EDT ve 1 uM DTT ile homojenize edildi. Gram doku basina 5-
10 ml tampon olacak sekilde hazirlandi. 10.000xG’de 15 dakika ve +4 °C ‘da santrifij
edildi. Siipernatan1 deney i¢in ayrildi. 100 pl Assay buffer, 50 ul Co-Subsrat Karigimi ve
20 pl ornek eklendi ve daha sonra 20 pul Cumene Hydropexide eklendi. Reaksiyon
basladiktan sonra 340 nm’de 1’er dakika arayla 5 dakika Sl¢im yapildi. Deneyimizde
Glutathione Peroxidase Assay Kit (Cayman 703102) kullanildi.
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Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivite Tayini

Deneklerden alinan bulbus olfactorius dokular1 PBS (pH: 7.4) ile yikandi. 20 mM
Hepes tamponundan (pH:7.2) 5-10 ml ile homojenize edildi. 1500xG’de 5 dakika
boyunca +4 °C ‘da santrifiij edildi. Siipernatan1 ayrildi ve protokol basamaklarini

izleyerek deney sonlandirildi. Calismamizda Superoxide Dismutase Assay Kit

(Cayman 706002) kullanilda.

Katalaz Enzim Aktivite Tayini

Peroksizomlarda ve sitozolde bulunan ve yapisinda hem igeren bir protein olan
katalaz, H>O>’in molekiiler oksijen ve suya cevrilmesini katalizler. Deney
gruplarindan bulbus olfactorius dokular1 alinarak pH: 7.4 de PBS tamponununda
yikandi. 50 mM Potasyum fosfat pH:7.0 ‘da 1 mM EDTA iceren tamponda
homojenize edildi (5-10 pl tamponunda). 10.000x G’de 15 dakika boyunca + 4 °C
‘da santrifiij yapilarak siipernatan1 alindi ve deney protokol basamaklarina gore
yapildi. Deneyimizde Catalase Assay Kit (Cayman 707002) kullanildi. Katalaz
enzim aktivitesinin hesaplanmasi1 olusturulacak formaldehid standard egrisiyle
yapilir. Bir {inite katalaz aktivitesi, 1 dakikada olusan pmol formaldehid olarak hesap

edildi.

3.8. Istatiksel Analiz

Tim gruplarda bulbus olfactorius’un genel goriiniimlerinin degerlendirilmesinde
Hematoksilen-Eozin, Gallocyanin boyamasindaki kesitler kulanildi. Her 9 grup i¢in
rastgele beser hayvan kesiti secildi. Her bir kesitte bulbus olfactorius tabakasinin
katmanlar kalitatif olarak gozlemlendi. Morfolojik analizde 151k mikroskobik olarak
Hematoksilen-Eozin kesitleri x 20 objektif ile goriintiilenirken, Gallocyanin slaytlar1 x
40 objektif ile goriintilendi; her katmanin kalinhiginda azalma olup olmadigi
degerlendirildi. Grup 1, Grup 2, Grup 3, Grup 4 ve Grup 5’teki hayvanlarin bulbus
olfactorius dokusunun katmanlarindaki hiicreler ultrastriiktiirel sekilde analiz edilerek
gozlemlendi. Tanimlayici istatistikler ortalama (mean), standart sapma (SD), medyan
(ortanca), minimum (min) ve maksimum (max) degerleri ile sunuldu. Biyokimyasal
analizde, normallik varsayimi Shapiro-Wilk testi ile kontrol edilmis ve veriler normal

dagilim varsayimini saglamadigi ic¢in iki grubun Ol¢iim degerleri arasindaki farkin
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analizinde Mann-Whitney U testi, ikiden fazla sayida grubun karsilastiriimasinda
Kruskal Wallis testi kullanilmis ve anlamli ¢ikan durumlar i¢in post-hoc test olarak
Bonferroni-Dunn testi uygulandi. Her grup icin zamana gore agirlik degisimlerinin
analizinde Wilcoxon testi kullanildi. Analizler SPSS 20.0 paket programai ile yapilmistir.
0,05'den kiigiik p degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi (p<0,05).
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BULGULAR

4.1. Kisisel Gozlemler

Tiner inhalasyonuna maruz kalan siganlarin klinik olarak ilk ortaya cikan bulgulari,
deneklerin birbiri lizerine yatarak ylizlerini saklamaya g¢aligmalar1 ve arastirma igin
yapilan 6zel cam kafesin (100x65x72) koselerine kagma egilimi olarak gozlemlendi.
Tiner verme siiresi arttikga sicanlarda asir1 yalanma, sik géz kirpma, agizdan salya
akma, kesik nefes alma, kafesin bir bagindan sonuna kadar hizli kagis ve fanusun ici
toluenin doygunluk derecesine (1800 ppm) ulastiginda ratlarin arka bacaklarinda
tremorlar ve dengede duramama gozlemlendi. Tiner inhalasyonunun sekizinci giiniinde

deneklerde viicut killarinda sararma meydana geldi (sekil 4.1.a,b). Bu sararmanin tiim

deney boyunca devam ettigini tespit edildi.

Sekil 4.1. Kontrol Grubu Sekil 4.2. Tiner inhalasyonu alan denek

4.2. Denek Agirhiklar

Tiner inhalasyonuna maruz kalan deney grubuna ait siganlar ile tiner inhalasyonuna
maruz kalmamig sigan gruplar1 arasindaki viicut agirligir bulgular karsilastirildiginda;
tiner inhale eden ratlarin, inhale etmeyen ratlara gore viicut agirliklarinin anlamli bir

sekilde azaldigini saptadik (p<0.05) ve degerler Tablo 4.1 de verildi.
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Tablo 4.1. Deney Grubu Hayvanlarin Ortalama Viicut Agirliklari ve Istatistiksel Analizi (gr)

Grup 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4. Hafta 5. Hafta 6. Hafta
Agirlik Agirlik Agirlik Agirlik Agrlik Agurlik
ortalamasi | ortalamasi ortalamasi ortalamasi ortalamasi ortalamasi

Grup I | 442 441,23 441,22 441 441 440,38

Grup2 | 445 423 386 345 305 258

Grup3 | 444 418 396 384 365 342

Grup4 | 443 422 416 394 384 368

Grup5 | 440 421 415 396 387 372

Grup6 | 442 440 438,1 438 435 435

Grup7 | 442 442 441 441 440,39 440,28

Grup8 | 445 445 445 444.2 443 443

Grup9 | 443 443 443 442,78 442,6 442

Tiner inhalasyonu yapilan rat gruplarinin (Grup 2, 3, 4, 5) deney sonunda viicut

agirliginda istatistiksel olarak bir azalma saptandi (p<0,05), Tablo 4.1.

Tiner alan gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda, istatistiksel olarak en fazla

agirlik kaybinin sadece tiner alan grupta (Grup 2), en az agirlik kaybi olan grubun ise

tiner, melatonin ve C vitamini alan grupta (Grup 5) oldugunu saptand1 (p<0,05), Tablo

4.1.
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4.3. Isik Mikroskobisi Gozlemleri

Tiner inhalasyonuna maruz kalmis deney gruplari ile ve tiner inhalasyonuna maruz
kalmayan deney grubu ratlarin bulbus olfactorius dokusunun katmanlarinin morfolojik
acidan degerlendirilmesi amaciyla Hematoksilen-Eozin (HE) ve Gallocyanin boyalari ile
boyandi. Hematoksilen-Eozin boyamasini ratlarin bulbus olfactorius tabakalarini

gormek icin yaparken; gallocyanin boyamasini nissl taneciklerini gézlemek i¢in yapildi.

Hematoksilen-Eozin boyamasinda; kontrol grubu ve tiner almayan gruplarda bulbus
olfactorius tabakalarinin kalinliginin normal oldugunu belirledik (kalitatif olarak
degerlendirdik) (sekil 4.3.a). Tiner inhale eden grubun katmanlarinda ise azalma
meydana geldi. (sekil 4.3.b). Grup 3 (Tiner + C vitamini), Grup 4 (Tiner + Melatonin) ve
Grup 5 (Tiner+ Melatonin + Cvitamini) karsilastirildginda tabakalarda en az incelme

strastyla Grup 5’de, sonra Grup 4’de daha sonra ise Grup 3’de idi (sekil 4.3.c, d, e).
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Sekil 4.3. Hematoksilen-Eozin boyamasi. A: Grup 1, B: Grup 2, C: Grup 3, D: Grup 4, E: Grup 5. EGL
(ekstarnal granuler tabaka), MCL (mitral hiicre tabakasi), IGL (internal hiicre tabakasi), NOT (tractus
olfactorius’un sinir lifleri) 10X20
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Sekil 4.3. Hematoksilen-Eozin boyamasi. E: Grup 6, F: Grup 7, G: Grup 8, H: Grup 9. EGL (ekstarnal
granuler tabaka), MCL (mitral hiicre tabakasi), IGL (internal hiicre tabakas1), NOT (tractus olfactorius’un
sinir lifleri) 10X20

Gallocyanin boyamasinda; kontrol grubu ve tiner almayan gruplarda bulbus olfactorius
tabakalarinin kalinligiin normal oldugu belirlenirken (sekil 4.4.1); tiner inhale eden
grubun katmanlarinda nissl taneciklerinde bir c¢oziilme, katmanlarinda da azalma
meydana gelmistir  (sekil 4.4.2). Grup 3 (Tiner + C vitamini), Grup 4 (Tiner +
Melatonin) ve Grup 5 (Tiner+ Melatonin + Cvitamini) alan gruplar karsilastirildginda
tabakalarda en az incelme sirasiyla Grup 5’de, sonra Grup 4’de daha sonra ise Grup 3‘de

idi (sekil 4.4.3,4.4.4,4.4.5).
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Sekil 4.4. Gallocyanin boyamasi. 1: Grup 1, 2: Grup 2, 3: Grup 3, 4: Grup 4, 5: Grup 5 10X20
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Sekil 4.4. Gallocyanin boyamasi. 6: Grup 6, 7: Grup 7, 8: Grup 8, 9: Grup 9 10X20

4.4. Ultrastriiktiirel Degerlendirme Bulgular:

4.4.1. Kontrol Grubu

Kontrol grubunun yari-ince kesitlerinde mitral hiicre tabakasinda oval bir nukleus ile
granuler kromatin goriildii. Sitoplazma yogunlugu normal sekilde gozlenirken, bol
miktarda mitokondri gozlendi. Endoplazmik retikulum ve ribozomlar normal yapiya

sahipti.

4.4.2. Tiner inhalasyonu Alan Grup

Tiner inhalasyonu alan grubun yari-ince kesitlerindeki mitral hiicre tabakasi kontrol
grubu ile karsilagtirlldiginda oval nukleusta kondansasyon goriiliirken sitoplazma
yogunlugunda azalma gozlendi. Niikleer membranda bozulma, ribozom ve mitokondri
sayilarinda azalma gozlendi ve ER ise secilemiyordu. Vakuolizasyona ve dens basilar

hiicrelere rastlanda.
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4.4.3. C Vitamini Uygulamas ve Tiner inhalasyonu Alan Grup (Grup 3)

Tiner inhale ettirilen ve ¢ vitamini verilen grubun yari-ince kesitlerindeki mitral hiicre
tabakas1 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda oval nukleusta kondansasyon goriiliirken
sitoplazma yogunlugunda azalma goézlendi. Vakuollesme mevcuttu fakat organelleri
seciliyordu. Az miktarda da olsa mitokondri, ribozom ve endoplazmik retikulum

gozlendi.

4.4.4. Melatonin Uygulamasi ve Tiner inhalasyonu Alan Grup (Grup 4)

Tiner inhale ettirilen ve melatonin verilen grubun yari-ince kesitlerinde mitral hiicre
tabakasi kontrol grubu ile karsilastirildiginda, oval nukleusta biraz kondansasyon
goriiliirken, sitoplazma yogunlugunda az miktarda azalma gozlendi. Niikleer membranda
hafif bozulma izlenirken, ribozom, mitokondri sayilarinda pek bir azalma gozlenmedi
ancak ER sayisinda azalma ve yapisinda bozulma gozlendi. Vakuolizasyona ve dens

basilar hiicrelere rastlandi.

4.4.5. Melatonin, C Vitamini Uygulamasi ve Tiner inhalasyonu Alan Grup(Grup 5)
Tiner inhalasyonu alan ve melatonin ile c¢ vitamini verilen grubun yari-ince
kesitlerindeki mitral hiicre tabakasi kontrol grubu ile karsilagtirildiginda oval nukleusta
kondansasyon goriiliirken, sitoplazma yogunlugunda bir miktar azalma tespit edildi.
Niikleer membranda hafif bozulma, ribozom, mitokondri sayilarinda azalma tespit edildi

ve ER yapisi kontrol grubuna yakindi.

45



Sekil 4.5. Elektron mikroskobi bulgulari. A: Grup 1, B: Grup 2, C: Grup 3, D: Grup 4, E: Grup 5
N(Nukleus), m (Mitokondri), ER(Endoplazmik retikulum), R (Ribozom) x 4646
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Sekil 4.5. Elektron mikroskobi bulgulari. F: Grup 1, G: Grup 2, H: Grup 3, I: Grup 4, J: Grup 5
N(Nukleus), m (Mitokondri), ER(Endoplazmik retikulum), R (Ribozom) x 10.000
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4.5. Biyokimyasal Degerlendirmeler

4.5.1. Katalaz Enzim AKktivitesi

Bulbus olfactorius dokusu katalaz enzim aktivite miktari

Tablo 4.2. Gruplar aras1 doku Cat aktivitesi’nin degerlendirilmesi
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Gruplar arasindaki istatiksel farklilik non-parametrik test olan Mann-Whitney U analizi
ile degerlendirildi. Tiner inhale ettirilen grubun (Grup 2), tiner inhalasyonu ve C
vitamini alan gruba gore (Grup 3) katalaz aktivitesi degerleri istatistiksel olarak daha
yiiksektir. Tiner inhale ettirilen grubun (Grup 2) katalaz aktivitesi, tiner inhalasyonu ve
melatonin alan gruba (Grup 4) gore istatistiksel olarak daha yiiksektir. Tiner inhale
ettirilen grubun (Grup 2) katalaz aktivitesi, tiner inhalasyonu, C vitamini ve melatonin
alan gruba (Grup 5) gore istatistiksel olarak daha yiiksektir. tiner inhalasyonu ve
melatonin alan grubun (Grup 4) katalaz degerleri tiner inhalasyonu, C vitamini ve

melatonin alan gruba gore daha yiiksekti.
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4.5.2. Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivite Tayini
Bulbus olfactorius dokusu GPx enzim miktar1

Tablo 4.3. Gruplar aras1 doku GPx aktivitesi’nin degerlendirilmesi
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Tiner alan grubun (Grup 2) GPx aktivitesi tiner ve C vitamini alan gruba (Grup 3) gore
istatistiksel olarak daha yiiksektir. Tiner alan grubun (Grup 2) glutatyon peroksidaz
aktivitesi tiner, melatonin ve C vitamini alan gruba gore (Grup 5) gore istatistiksel
olarak daha yiiksektir. Tiner alan grubun (Grup 2) glutatyon peroksidaz aktivitesi, tiner

ve melatonin alan gruba gore (Grup 4) istatistiksel olarak daha yiiksekti.

4.5.3. Siiperoksit Dismutaz Aktivite Tayini

Bulbus olfactorius dokusu SOD enzim miktari
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Tablo 4.4. Gruplar aras1 doku SOD aktivitesi’nin degerlendirilmesi
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Tiner alan grubun (Grup 2) siiperoksit dismutaz aktivitesi degerleri tiner, melatonin ve C
vitamini alan gruba (Grup 5) gore istatistiksel olarak daha yiiksektir. Tiner ve C vitamini
alan grubun (Grup 3) siiperoksit dismutaz degerleri tiner ve melatonin alan gruba gore
(Grup 4) gore istatistiksel olarak daha yiiksektir. Tiner alan grubun (Grup 2) siiperoksit
dismutaz aktivitesi degerleri tiner ve melatonin alan gruba (Grup 4) gore istatistiksel
olarak daha yiiksektir. Tiner ve melatonin alan grubun (Grup 4) siiperoksit dismutaz
degerleri tiner, melatonin ve C vitamini alan gruba (grup 5) gore istatistiksel olarak daha

yiiksekti.

4.5.4. Lipid Peroksidasyon Seviyeleri
Bulbus olfactorius dokusu TBARS degerlendirilmesi
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Tablo 4.5. Gruplar aras1 doku TBARS diizeyleri degerlendirilmesi
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Tiner alan grubun (Grup 2) MDA degerleri tiner, melatonin ve C vitamini alan gruba
(Grup 5) gore istatistiksel olarak daha yiiksektir. Tiner ve C vitamini alan grubun (Grup

3) MDA degerleri tiner, melatonin ve C vitamin alan gruba (Grup 5) gore daha yiiksekti.
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TARTISMA

Tiner ve yapistiricilar farkli oranlarda olmakla birlikte Toluen adi verilen bir

kimyasal madde igerir (Feychting M. ve ark. 2000).

Literatiirde, degisen konsantrasyonlarda ve degisen periyotlarda tiner inhalasyonu
uygulamalari rapor edilmistir. Fifel ve ark., 2014; 300-350 gr farelere 45 giin boyunca
tiner konsantrasyonu (gaz kromotografisi metodu ile) 0, 300, 400 ve 600 ppm olacak
sekilde, Martinez-Alfaro ve ark., 2014; 300-350 gr agirligindaki ratlara 8 hafta boyunca
4000 ppm toluen konsantrasyonu olacak sekilde ve Apawu ve ark., 2015; 4 hafta
boyunca ratlara toluen konsantrasyonu 0, 2000 ve 4000 ppm olacak sekilde inhale

ettirmislerdir.

Biz de calismamizda agirligi 400-450 gr olan ratlara 6 hafta siiresince, giinde 2 kez
sabah 09:00 ve aksam 16:00 saatlerinde, haftada 7 giin boyunca; toluen, 1800 ppm,
aseton 500 ppm, isobutil asetat 7000 ppm ve isobutanol 6000 ppm olacak sekilde
seliilozik tiner uyguladik.

Alfaro ve ark., 2013; Fiel ve ark., 2014; Aaron ve ark., 2015; tiner inhalasyonu
sonucunda ilk gozlenen klinik bulgular, tiiylerin sararmasi, asir1 yalanma, sekresyon
artisi, kafeste bir kdsede kiimelesme, dispne (nefes almada zorluk) ve sik g6z kirpmadir.
Biz de ¢aligmamizda literatiirde yer alan bu klinik bulgularla uyumlu klinik bulgular

gozlemledik.

Alfaro ve ark., 2013; Fiel ve ark,2014; Aaron ve ark., 2015; tiner inhalasyonu esnasinda
tiner uygulamasini alan deneklerin viicut agirliklarinda anlaml 6l¢iide azalma meydana
geldigini gézlemlemistir; viicut agirliklan ile ilgili bulgularimizin literatiir ile uyumlu

oldugunu saptadik.

Carabez ve ark., 1998; Akut ve kronik boya tinerine maruz kalan rat cerebellumlar1 TEM
incelemesinde; ultrastriiktiirel olarak; purkinje hiicre mitokondrisi sayisi, ndrofilament
ve norotiibiil sayisinda ve plasma membraninin kalinlifinda azalma oldugunu rapor

etmistir. Biz de yaptifimiz calismadaki TEM incelemesinde; tiner alan grupta mitral
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hiicrelerdeki stoplazmik yogunlukta azalma, ER kanalinda genisleme, dens basilar hiicre
sayisinda azalma, mitokondri ve ribozom sayisinda azalma ve bu organellerde

vakuollesme oldugunu goézlemledik.

Gotohda ve ark. 2002; toluen inhalasyonu rat cerebellumu 151k mikroskobisi ¢alismasina
gore; pyramidal hiicrelerde gozle goriiniir bir degisiklik olmamasina ragmen gyrus
dentatus’taki graniil hiicre miktarinda belirgin azalma oldugunu rapor etmistir. Biz
yaptigimiz ¢alismada bulbus olfactorius’daki mitral hiicre, external graniiler hiicre ve

internal graniiler hiicre sayisinda azalma oldugunu gézlemledik.

Pascual ve ark., 2009; ratlarda toluen inhalasyonu sonrasi melatoninin neokortikal
noronal dendritik bozulmaya olan etkisini histolojik bir ¢alisma yaparak incelemistir.
Yapmis olduklar1 ¢alismaya gore; toluen alan grubun pyramidal dendtrit dallarinda
belirgin azalma meydana gelirken, toluen ve melatonin alan grubun pyramidal dendtrit
dallarindaki azalamanin daha az oldugunu gozlemlemislerdir. Biz de yaptigimiz
calismada mitral hiicrelerin dentritlerinin olusturdugu external plexiform tabakasinin
kalinligindaki azalmanin tiner alan grupta; tiner, ¢ vitamini ve melatonin alan gruba gore

daha fazla oldugunu saptadik.

Baydas ve ark., 2004; tinere maruz birakilan sicanlarda néronal adezyon molekiillerinin
ekspresyon paterni ve hippokampus, cortex ve cerebellum lipid peroksidaz seviyeleri
lizerine yapilan g¢alismada; hippokampus, korteks ve cerebellumda lipid peroksidaz
seviyelerinde onemli derecede azalma saptarlarken, biz de ¢alismamizda kontrol grubun
(Grup 1) TBARS diizeylerinin, tiner alan ve tiner ve c vitamin alan gruba gore (Grup 2

ve 3) daha diisiik oldugunu biyokimyasal olarak saptadik.

Martinez-Alfaro ve ark., 2006; uzun siireli tiner inhasyonuna maruz birakilmis ratlarin
beyinleri ve karacigerlerinde MDA ve glutatyon peroksidaz diizeyleri lizerine yapmis
olduklar1 ¢alismaya gore; tiner inhalasyonu sonrasi rat beyni ve karacigerinde MDA
diizeyinde azalma, glutatyon peroksidaz seviyesinde ise artma saptamislarken; biz de
caligmamizda tiner alan grupta MDA’da azalma, glutatyon peroksidaz’da artma

oldugunu literatiir ile uyumlu olarak saptadik.
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Yapilan literatiir taramasinda ratlara yapilan tiner inhalasyonu sonrasi melatonin ve ¢
vitamini uygulamasi ile rat bulbus olfactorius’undaki CAT, SOD, MDA ve GSH-x
degerlerinin analizi hakkkinda bir caligmaya rastlanmamistir. Yaptigimiz g¢alismanin
biyokimyasal analizi sonucunda Grup 2’nin glutatyon peroksidaz aktivite degerlerinin
Grup 1,4 ve 5’e gore daha yiiksek, Grup 2’nin siiperoksit dismutaz aktivite degerlerinin
grup 1, 4 ve 5’e gore daha yiiksek, Grup 3’iin siiperoksit dismutaz aktivite degerlerinin
grup 5’e gore daha yliksek oldugunu saptadik. Grup 1’in TBARS diizeylerinin ise grup 2
ve 3’e gore daha diisiik oldugunu saptadik.

Calismamizda, tiner alan gruplarin GPx, SOD, CAT akitivitesi ile TBARS diizeylerinin
yiikksek oldugunu saptadik. Yiiksek olmasini ortamda serbest radikallerin varolmasina,

serbest radikal olusumunun da tinerin norotoksisitesine bagli gelistigini diisiinliyoruz.
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SONUC ve ONERILER

1. Deney gruplarina ait gozlemler ile kontrol gruplar kiyaslandiginda; sik gbz kirpma,
asir1 yalanma, kesik nefes alma, aksirmanin siklasmasi, arastirma kafesinde koselere

kacip kiimelesmeler yapma, agizdan salya akma seklinde klinik bulgular saptanda.

2. Tiner inhalasyonuna ve melatonin ve Cvitamini uygulamasina bagli olarak bulbus
olfactorius dokusundaki katmanlarindaki degisiklikler rapor edilmistir. Grup 2’nin
katmanlarindaki azalmanin en ¢ok oldugu, Grup 5’deki azalmanin Grup 2, Grup 3 ve
Grup 4’e gore daha az oldugu goriilmiistiir. Calismamizda histolojik olarak; Gup 2’nin
bulbus olfactorius dokusunun katmanlarinda gozle goriiliir bir azalma rapor edilmis,
Grup 5’in katmanlarindaki azalmanin Grup 3 ve Grup 4’ e¢ gore daha az oldugu
gozlenmistir. Grup 5 ‘in kontrol grubu ile esdeger oldugu gozlendi. Melatonin ve C

vitaminin koruyucu etkisi oldugunu diisiiniiyoruz.

3. Ultrastriiktiirel bulgulara gore; tiner inhalasyonu ve melatonin ve C vitamini
uygulamasina bagli olarak bulbus olfactorius dokusundaki mitral hiicre tabakasindaki
hiicrelerin sitoplazmik yogunlugu, nukleus durumu, vakuollesme, ribozom, mitokondri
ve endoplazmik retikulumdaki farklar incelenmistir. Ultrastriiktiirel yapida Grup 2’nin
bulbus olfactorius’undaki mitral hiicrelerdeki nukleuslarda dejenerasyon, sitoplazmik
yogunlukta azalma, mitokondri ve ribozom sayilarinda azalma, vakuollesme ve daha ¢ok
dens bazilar hiicreler diger gruplara gore daha fazla goriiliirken, Grup 5’de Grup 3 ve
Grup 4’e gore daha az nukeus dejenerasyonu, mitokondri ve ribozom sayilarmin daha

fazla oldugu ve daha az vakuollesme tespit edilmistir.

4. Biyokimyasal analizlere gore; tiner inhalasyonu ve melatonin ve Cyvitamini
uygulamasina bagli olarak bulbus olfactorius dokusundaki katalaz, glutatyon peroksidaz,
superoksit dismutaz, lipid peroksidasyon seviyesindeki degisiklikler rapor edilmistir.
Grup 2’nin glutatyon peroksidaz aktivite degerleri Grup 1,4 ve 5’e gore daha yiiksekti.
Grup 2’nin siiperoksit dismutaz aktivite degerleri grup 1, 4 ve 5’e gore daha yiiksekti.
Grup 3’1in siiperoksit dismutaz aktivite degerleri grup 5’e gore daha yiiksekti. Grup 1’in
TBARS diizeyleri Grup 2 ve 3’e gore daha diistiktii.
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5. Labirent si¢an testi incelemelerine gore; tiner inhalasyonu ve melatonin ve ¢ vitamini
uygulanan gruplardaki labirentte peyniri bulma siireleri karsilastirildiginda farklarin
oldugu tespit edildi. Grup 2’nin labirent saniye degerleri grup 1 ve 5’e¢ gore daha

yiiksekti.

6. Tiner inhalasyonu alan kisilerde Melatonin ve C vitamini kullaniminin hiicresel
diizeyde hasar1 azaltic1 ve dnleyici etkilerinin oldugu dolayisiyla tinerle ¢alisan kisilerde

bu uygulamalarinin alternatif bir tedavi yontemi olarak kullanilabilecegini diisiiniiyoruz.
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