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Ozet

Amag: Aseton endiistriyel bir c¢oziicii ve kimyasal
ara iiriin olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Aseton iceren pek cok iiriin endiistride kullanilmak-
ta, ayrica tirnak cilasi, boya temizleyicisi, tutkal ve
temizlik ajanlar1 gibi baz iiriinler de tiiketiciler
tarafindan kullanilmaktadir. Ayrica yer alt1 ve icme
sularinda da asetona rastlanmaktadir. Lipid per-
oksidasyonu azalmis membran akiskanhg ve
fonksiyonu, bozulmus mitokondri ve golgi fonksi-
yonu ve enzim inhibisyonlarim iceren toksikolojik
etkilerin bir ¢ogu ile iligkilidir. Bu in vitro calismada
yaygin kullamlmasi nedeniyle temas riski yiiksek
olan asetonun eritrosit membraninda lipid peroksi-
dasyonuna yol acip acmadig1 ve hemolitik etkilerinin
olup olmadiginin arastirilmasi1 amaclandi.

Gereg¢ ve yontem: 1ki haftahk banka kanmindan elde
edilen kan ornekleri antikoagiilanlh tiiplere alindi ve
farkh konsantrasyonlarda aseton bu tiiplere ilave
edildi. 48 Saat sonra plazma ve eritrosit érnekleri
ayrildi, aspartat aminotransferaz (AST), laktat
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dehidrogenaz (LDH) ve demir diizeyleri plazmada
calisildi. Eritrositlerin oksidatif durumu da, lipid
peroksidasyonunun bir gostergesi olan malondialde-
hit (MDA) diizeyleri ¢cahsilarak degerlendirildi.
Bulgular: AST, LDH ve demir diizeyleri aseton ilave
edilen 6rneklerde kontrol grubundan anlamh olarak
yiiksek idi, yiikselmis diizeyleri artmis aseton kon-
santrasyonlar: ile korele idi. Lipid peroksidasyon
belirteci MDA diizeyleri bakimindan calisma ve
kontrol grubu arasinda anlamh fark yoktu.

Sonug: Asetonun in vitro sartlarda toksik etkileriyle
eritrositlerin hemolizine neden olabilecegi ve bunun
akut donemde lipid peroksidasyonu ile iliskili
olmadi@, ancak eritrosit membranina lipofilik ve
¢oziicii etkileri ile ilgisi olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Aseton, hemoliz, lipid peroksi-
dasyonu

The hemolytic effect of acetone on the
erythrocyte membrane in vitro conditions

Abstract

Purpose: Acetone is widely used as an industrial sol-
vent and chemical intermediate. Most products con-
taining acetone are used by industry, also some ace-
tone products, such as nail polish remover, paint
remover, glue, and cleaning agents, are used by con-
sumers. It has been detected in groundwater and
drinking water. Lipid peroxidation is associated
with a wide variety of toxicological effect, including
decreased membrane fluidity and function,
impaired mitocondrial and golgi apparatus func-
tions, and inhibition of enzymes. In this in vitro
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study, we aimed to investigate if acetone, a widely
used agent and so having a high risk of contact, caus-
es lipid peroxidation at erythrocyte membrane or
not, and if it has any hemolytic effect.

Methods: Blood samples that were obtained from
two weeks old stored blood were put into tubes with
anticoagulant and at different concentrations ace-
tone was added these tubes. After 48 hours, plasma
and erythrocyte samples were seperated and studied
aspartate aminotransferase (AST), lactate dehydro-
genase (LDH) and iron levels in the plasma. It was
evaluated the oxidative state of erythrocytes by
studied MDA levels which is the indicator of lipid
peroxidation.

Result: AST, LDH and iron levels in acetone added
tubes were significantlly higher than the controls,
their elevated levels was correlated with increased
concentrations of acetone. No significant difference
was observed between the study and control samples
about MDA levels, a lipid peroxidation marker.
Conclusion: It was concluded that acetone may
cause hemolysis of erythrocytes with its toxic effect
in vitro conditions and this is not related with lipid
peroxidation in acute period (48 hours) but may
relate with lipophilic and solvent effect of acetone on
erythrocyte membrane.
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Aseton endiistriyel bir ¢oziicii ve kimyasal ara triin
olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Hava, su, toprak
ve biyolojik drneklerde yaygin olarak bulunan asetona
solunan hava, ¢esme suyu, alinan gidalar ve aseton
igeren Uriinler veya toprakla temas yoluyla maruz kalin-
maktadir. Endojen olarak insan viicudunda da
iiretilmektedir (1,2). Cilt yoluyla temas tirnak cilas1 ve
boya cikaricilar, ev temizligi ve cila {iriinleri gibi iiriin-
lerle temas sonucu meydana gelebilmektedir. Sigara
aseton icerdiginden igenler igcmeyenlerden daha fazla
asetona maruz kaldig, giinliik alkol tiikketiminin de yiik-
selmis aseton diizeyleri ile iligkili oldugu ileri
suriilmektedir (3,4). Amerika'da zehir kontrol merkez-
leri ulusal veri toplama sistemi kurumu 1991 yillik
raporunda 1137 asetonla temas vakasi yaymlamistir (5).
Literatiirde kaza sonucu veya intihar amaciyla bilerek
aseton alinmasi vakalarina rastlanmaktadir (6,7).

Asetonun oksidatif stresi artirdigi yapilan ¢alismalarda
gosterilmistir (8,9). Biyomembranlarda ¢oklu doy-
mamis yag asitlerinin peroksidasyonu siklikla reaktif
oksijen tiirlerine maruz kalma ile olusur ve hiicresel
fonksiyon degisimi veya hiicre 6limii ile sonugla-
nabilir. Lipid peroksidasyonunun baglica son iriin-
lerinden olan malondialdehit (MDA) oksidan hasari
degerlendirmede siklikla kullanilmaktadir (10).
Hemoliz genel olarak aspartat aminotransferaz (AST)
ve laktat dehidrogenaz (LDH) gibi plazma enzim-

lerindeki artis ile degerlendirilmektedir. Bu enzimler
tamamen spesifik olmasa da aktivitelerindeki artisa
ilave olarak plazma demir ve potasyum diizeylerindeki
artiglar eritrositlerin hemolizindeki artig1 yansitmaktadir
(11).

Daha once yaptigimiz deneysel bir galismada igme
sularinda bir hafta aseton verilen rat eritrositlerinde
MDA diizeylerinin arttigin1 gozledik (12). Bu calis-
madan yola ¢ikarak asetonun toksik ve hemolitik etki-
lerininin in vitro ortamda da olup olmadiginit ve bu
etkilerin lipid peroksidasyonu ile iliskisinin olup
olmadigmi arastirmayi amagladik. Bunun igin farkli
konsantrasyonlarda aseton ile inkiibe edilen kan 6rnek-
lerinde plazma AST, LDH ve demir diizeyleri ile
eritrosit MDA diizeylerini arastirdik.

Gerec ve Yontem

ZKU Tip Fakiiltesi Hastanesi Kan Merkezi'nden
saglanan iki haftalik banka kanindan toplam 8 grup (her
birinde 5 6rnek bulanan) olmak ftizere, 5'er ml kan
ornegi EDTA'L tiiplere alindi. Aseton ilave edilmeyen
ilk grup kontrol grubu olarak ayrildiktan sonra, diger
gruplara 5, 10, 25, 50, 100, 250 ve 500'er 1 aseton
(Fluka) ilave edildi. 48 saat 4 °C'de inkiibe edildikten
sonra tiim oOrnekler 1500 devirde 10 dk santrifiij
edilerek plazma Ornekleri elde edildi. Kalan eritrosit
ornekleri serum fizyolojik ile 3 defa yikandiktan sonra
-20 oC'de sakland1 ve galigma giiniinde deiyonize soguk
su ile ¢oOziilen eritrosit paketlerinden hemolizat drnek-
leri elde edildi. Plazma Orneklerinde AST, LDH ve
demir diizeyleri manuel ticari kitleri (Sigma) kul-
lanilarak spektrofotometrik olarak odl¢iildii. Hemolizat
orneklerinde MDA o6l¢iimii Draper ve Hadley'in cift
1sitma metodu ile yapildi (13). Metodun prensibi MDA
ile tiyobarbitiirik asit (TBA) reaksiyonu sonucu olusan
pembe renk absorbansinin spektrofotometrik 6lgiimiine
dayanmaktadir. MDA konsantrasyonlari, spektrofo-
tometrede (Shimadzu UV-1601 Japan) absorbans
degerleri okunduktan sonra, MDA-TBA kompleksinin
absorbans sabiti (1.56 X 105 cm'! M-1) kullanilarak
hesaplandi. Hemoglobin &lglimleri de Drabkin ¢6zeltisi
ve standart kullanilarak spektrofotometrede 6l¢iildi ve
sonuglar mol / gr hemoglobin olarak verildi.

Istatistiksel analizler: Gruplar arasindaki karsilastirma
SPSS ®11.0 paket istatistik programinda tek yonli
ANOVA ve Post-hoc Tukey testi kullanilarak yapildi.
Bulgular arasindaki korelasyon analizleri ise pearson
korelasyon testi kullanilarak saptandi. Sonuglar ortala-
ma = standart sapma olarak verildi ve anlamlilik diizeyi
p<0.05 kabul edildi.

Bulgular
Elde edilen sonuglar Tablo 1'de &zetlenmistir. Tek

yonlii ANOVA testine gore gruplar arasinda AST, LDH
ve demir diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli



Asetonun eritrosit membrani iizerine etkileri
Armutcu ve ark

19

Tablo 1. Aseton ilave edilmeyen (kontrol) ve farkli konsantrasyonlarda aseton ilave edilen gruplara ait plaz-

ma AST, LDH, demir ve eritrosit MDA diizeyleri. Her grup i¢in n = 5, sonuglar ortalama + standart sapma
olarak verilmistir. Her gruba ait AST, LDH ve demir diizeyi bir 6nceki grup ile karsilastirildiginda; p<0.001,
MDA; anlamsiz. Her ii¢ parametre arasindaki iliski pearson korelasyon testi ile karsilastirildiginda; r:0.9,

p<0.001

Gruplar AST (U/L) LDH (U/L) Demir (ug/dl) MDA (pmol/g Hb)

Kontrol 18.4+0.54 225.0+5.2 324+1.52 0.050 + 0.007
10 pl 242 +3.7 2474+179 38.2+2.59 0.051 £ 0.008
25 ul 33.1+3.16 287.0+11.5 52.0+2.24 0.057 £ 0.006
50 pl 44.6 £4.5 392.8 +41.1 59.2+3.42 0.053 £ 0.007
100 pl 59.0£4.7 612.6 +35.7 80.1 £7.13 0.060 + 0.008
250 pl 89.2+5.0 1055.4 £ 60.8 134.6 + 8.61 0.054 £ 0.006
500 ul 126.0 £ 6.5 2164.8 £90.1 3052+ 153 0.057 £ 0.006

fark varken (P<0.001), MDA diizeyleri arasinda fark
bulunamadi. Farkli konsantrasyonlar arasinda Tukey
testi kullanilarak yapilan istatistiksel karsilastirmada da
aseton ilave edilmeyen grup ile karsilastirildiginda 10,
25, 50, 100, 250, 500 pl aseton ilave edilen gruplarda
her ii¢ parametre bakimindan da anlamli istatistiksel
fark oldugu (p<0.001) bulundu. Her ii¢ parametre
arasindaki iliski pearson korelasyon testi ile
karsilagtirildiginda, konsantrasyon arttikgca AST, LDH
ve demir diizeylerinin de arttig1 ve aralarinda pozitif
korelasyon oldugu gozlendi. AST-LDH arasinda
(r:0.96, p<0.001), AST-demir diizeyleri (r:0.944,
p<0.001) ve LDH-demir diizeyleri arasinda (r:0.992,
p<0.001) anlaml1 pozitif korelasyon bulundu. MDA ile
AST arasindaki korelasyon istatistiksel olarak anlaml
degildi, ancak MDA diizeyleri ile LDH (r:0.391,
P<0.05) ve MDA ile demir diizeyleri arasinda da anlam-
11 (r:0.437, P<0.01) korelasyon oldugu bulundu.

Tartisma

Aseton metabolizmasi laboratuar hayvanlarinda 6zel-
likle sicanlarda yogun olarak c¢alisilmistir. Aseton;
akcigerler, sindirim sistemi ve deri yolu ile emilmekte,
hizla tiim viicuda dagilmakta ve doku tercih etmeksizin
tim viicutta depolanmaktadir. Karaciger metabolize
oldugu esas organ olup, baslica akcigerler ve idrar
yoluyla viicuttan atilmaktadir. Aseton kanin hiicresel ve
hiicresel olmayan fraksiyonlarinda olduk¢a iyi dagil-
maktadir (1,14,15). Dietz ve ark. iki hafta igme sularin-
da %5 aseton verilen siganlarda makrositik anemi ve
hematolojik degisiklikler oldugunu bildirmislerdir (16).
Eritrosit membrant serbest radikal iligkili peroksidas-
yona olduk¢a duyarlt olan ¢oklu doymamis yag asit-
lerinden zengindir (17). Ksenobiyotikler eritrosit iginde
serbest radikallere oksidize olarak eritrosit membranin-
da hemolize yol agmaktadir. Hemoliz sonucu bir prook-
sidan rolii oynayan demir salinmakta ve diger toksik

etkiler indiikklenmektedir (18). Oksidatif olarak modi-
fiye olan hemoglobinden demir salinimi H,O, veya
lipid peroksitler gibi siddetli oksitleyicilerin varliginda
artmaktadir. Ciinkii demir iyonlar1 redoks katalisti
olarak (Fenton ve Haber-Weiss tepkimesi) dnemli rol
oynar (19). Eritrositlerden demir salinimi aseton tok-
sisitesinin total prooksidan etkisini artiracaktir.
Membran peroksidasyonu, membran akiskanlig ve per-
meabilitesinde degisikliklere ve artmis protein yikim
hizina, ve bunlar da en sonunda hiicre 6liimiine yol aga-
bilmektedir.

Lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan malondialde-
hit, oksidatif stresin degerlendirilmesinde yaygin olarak
kullanilmakta olup, eritrositin membran igerikleri ile
capraz baglar da yapabilmektedir (20). Puntarulo ve
Cederbaum igme sularinda %1 aseton verilen si¢an
mikrozomlarmda H,0, {iretimi ve demir bagiml lipid
peroksidasyonunda artig gozlemis, mikrozomlara in
vitro aseton ilave ettiklerinde ise oksijen radikal iire-
timine etkisi olmadigini rapor etmislerdir (21). Dey ve
ark. onceden asetona maruz kalan sigan lenfositlerinde
NADPH bagimmli lipid peroksidasyonunun arttigimi
bildirmislerdir (22). Daha once yaptigimiz deneysel
¢alismada asetonun eritrosit MDA diizeylerini artirdig:
ve hemolize yol agtig1, buna karsin dnemli bir antioksi-
dan ve membran stabilazorii olarak E vitamini'nin ase-
tonun bu etkilerini 6nemli 6l¢iide azalttigi bulundu (12).
Bu in vitro ¢aligsmada ise farkli konsantrasyonlarda ase-
ton ilave edilen gruplar ile kontrol grubu arasinda MDA
diizeyleri bakimindan fark bulunamadi. Ancak bu
durum lipid peroksidasyonu olugmadigi anlamina
gelmez. Zira 4-OH nonenal gibi diger lipid peroksi-
dasyonu son iiriinlerinde artis olmasi da olasidir.
Plazma LDH diizeyleri sitoplazma kayb1 ile sonuglanan
herhangi bir hiicresel hasar durumunda artarken,
eritrositlerde de ytiksek aktiviteye sahip olan AST'nin
plazma konsantrasyonu hemolizde yiikselmektedir.
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Plazma demir konsantrasyonu hemoglobin demirine
bagli olarak hemoliz durumunda yiikselmektedir (11).
Aseton non-iyonik ve su ile karigabilir oldugundan,
hiicre membranlarina pasif olarak gecebilmektedir. Bu
calismada ii¢ parametrede her grupta kontrol gubuna
gore anlamli olarak yiiksek bulundu. Bu hemolitik etki
muhtemelen onun lipid ¢oziicii 6zelliklerine baglhdir.
Bazi farmasotik formiillerde kullanilan akéz olmayan
coziiciilerin degerlendirildigi caligmada asetonun
oldukca hemolitik etki yaparak eritrosit morfolojisinde
onemli degisikliklere neden oldugu rapor edilmistir
(23). Ivanov'a gore aseton gibi organik solventlerin
membran proteinlerinin yapisini, toksik etkilerine para-
lel olarak bozdugu ve bu nedenle biyomedikal ve far-
masotik uygulamalarda dikkatli kullanilmalar: gerektigi
ileri siiriilmektedir (24).

Sonug olarak asetonun in vitro sartlarda toksik etki-
leriyle eritrositlerin hemolizine neden olabilecegi ve
bunun akut dénemde lipid peroksidasyonu ile iliskili
olmadig1, ancak eritrosit membranina lipofilik ve
coziicii etkileri ile ilgisi olabilecegi sonucuna varildi.
Asetonun in vivo olarak goriilen oksidatif etkisi in vitro
sartlarda yapilan bu calismada gozlenmemis olsa da bu
konuda eritrositlerde antioksidan enzim diizeylerini de
kapsayan daha ileri caligmalar yapilmasi gereklidir.
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