LAY

T.C.
GAZIANTEP UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

SELEKTIF RHO KINAZ INHIBITORU, Y-27632°NiN
ORGANOFOSFATA BAGLI KARDIYAK TOKSISITE
VE MORTALITE UZERINE KORUYUCU
ETKILERININ ARASTIRILMASI

UZMANLIK TEZi

Dr. Beril KOSE
ACIL TIP ANABILIiM DALI

TEZ DANISMANI
Do¢. Dr. Cuma YILDIRIM

Agustos—2008



T.C.
GAZIANTEP UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

SELEKTIF RHO KINAZ INHIBITORU, Y-27632°NIN
ORGANOFOSFATA BAGLI KARDIYAK TOKSISITE
VE MORTALITE UZERINE KORUYUCU
ETKILERININ ARASTIRILMASI

UZMANLIK TEZi

Dr. Beril KOSE
ACIL TIP ANABILIiM DALI

TEZ DANISMANI
Do¢. Dr. Cuma YILDIRIM



ONSOZ

Bu calismanin hazirlanmasinda ve asistanlifim siliresince en 1iyi sekilde
yetismemde biiyilk emegi gegen basta tez danmisman hocam ve Anabilim Dali
Baskanimiz Do¢. Dr. Cuma YILDIRIM olmak iizere Do¢. Dr. Nurullah GUNAY, Yrd.
Dog. Dr. Behget AL hocalarima sonsuz saygi, minnet ve siikranlarimi sunar; bizleri
yetistirmek i¢in biiyilk emek harcayip, sabir gosteren, meslek ahlaki egitiminde
gosterdikleri yakin ilgi ve desteklerinden dolayi ayrica tesekkiir ederim.

Gerek bu calismanin hazirlanmasinda, deneyin yapilisinda ve farmakoloji
laboratuarindaki katkis1 gerekse fikir ve bilgileri ile ¢ok onemli katkilari olan Tip
Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali Baskam Prof. Dr. A. Tuncay DEMIRYUREK
hocamiza sonsuz tesekkiir ederim.

Ayrica Patoloji Anabilim Dali Baskan1 Prof. Dr. Ibrahim SARI ve patoloji
asistanlar1 ve teknik elemanlarina, Biyokimya Anabilim Dali Baskani Prof. Dr. Mehmet
TARAKCIOGLU ve Ars. Gor. Nurdan OZ CEYLAN’a, hayatim boyunca verdigim tiim
kararlarimda bana gilivenen, saygi duyan ve ayni boliimde yillarca birlikte calistigim
arkadasim, dostum ve esim Uzm. Dr. Ataman KOSE’ye ve aileme sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.

Dr. Beril KOSE
Gaziantep, 2008



ICINDEKILER
ONSOZ I
ICINDEKILER II
OZET v
ABSTRACT Vv
KISALTMALAR ..cutiiiintininnticsntinsnenssecsssecsssssssesssassssessssssssssssassssesssssssassssasesse VI
TABLO LISTES.cuucuiinininincnncissinsinssssssssessssssssssssssssssssssssssssssss sosssssssss VIII
SEKIL LISTEST...cvoviuiiieeererenenerereresesesesesesesesssesesesssssesssssssssesssssesssssssssssssssssesssens IX
RESIM LISTES.cucuiuinnincnnincinensinsssensissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses X
1. GIRIS VE AMAC 1
2. GENEL BILGILER 3
2.1. Organofosfat Zehirlenmesi.......ccccceeeverercercssercssnnrcscnnecnns .3
2.1.1. FiZyopatolojia...cccueeceiieeeiieeeiie ettt e 3
2.1.2. KIHNiK tKIler......cccuviiiiiiieieeceeee e 4
2.1.3. TaniSal teStIer......ccueviiriiiiiiieieeeereeeeeee e 6
2,104, TeAAVI. ettt 7
2.2. Rho-kinaz Sistemi ve Inhibitorleri 9
2.2.1. Rho/Rho-Kinaz Yolagi.......ccccoeruieriiiiiieiieiiee e 9
2.2.2. Rho/Rho-kinaz Aktivitesinin Diizenlenmesi..........c.cccceeveveerureennennne. 9
2.2.3. Rho-kinaz Inhibitdrleri............ocvvvevrerveeeeeeeceeeeceeeeee e, 10
2.2.4. Rho/Rho-kinaz Yolaginin Fonksiyonlart.........c.cccccceeevvieenieennneenee. 11
2.3. Organofosfat Zehirlenmesinin Kardiyovaskiiler EtKileri....c...ceeeesuercuneee 13
2.4. Myokard Hasarinin Belirlenmesinde Biyokimyasal Gostergeler.............. 15
2.4.1. Kardiyak Belirtegler.........cccveviieiiiiiiieiieciicicecic et 15
2.4.2. Oksidan-antioksidanlar..............coocoiiiiniiiiiiniii e 19
2.5. Myokard Hasarinin Belirlenmesinde Histopatolojik Gostergeler............. 22
3. GEREC VE YONTEM...cucniuimininsissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 25
3.1. Deney Hayvanlari..........cccoooueeiniiieniieeiiecieecee e 25

3.2. Deney Protokolli.........cccuviieciiiiiiieceiie et 25

II



III

3.3. Biyokimyasal Caligmalar.............cccccueeriiiiriiieiieeciie e 27

3.3.1. Serumdaki OIGHMIET...........ceieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 27

3.3.2. Dokudaki OIGHMIET.........c.cooveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 28

3.4. Histopatolojik Degerlendirme.............ccccoeveiieniiniinnieniieiienie e 29

3.4.1. Immiinohistokimyasal analiz................cccocoeverereeereereenenennn. 30

3.4.2. Apoptozisin degerlendirilmesi.........ccceeeeieeeiieeniieeniieennnn. 30

3.5. Istatistiksel CallSMAlar. ...........o.eueuieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 31

4. BULGULAR. ...ttt sttt sttt st 32
S. TARTISMAL ...ttt ettt et 40
6. SONUC VE ONERILER..........coooioieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 48

To KAYNAKLAR. ..ottt 49



IV

OZET

SELEKTIF RHO KiNAZ iNHIiBITORU, Y-27632’NIN ORGANOFOSFATA
BAGLI KARDIYAK TOKSITE VE MORTALITE UZERINE KORUYUCU
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Dr. Beril KOSE
Uzmanlik Tezi, Acil Tip Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Cuma YILDIRIM
Agustos 2008, 62 sayfa

Bu calisma selektif Rho kinaz inhibitorii olan Y-27632’nin ratlarda organofosfata bagli
kardiyak toksite ve mortalitede etkilerini degerlendirmek i¢in tasarlandi. Ratlar kontrol
grubu (misir yagi), diklorvos grubu (30 mg/kg i.p), 1 ve 10 mg/kg Y-27632+diklorvos
verilen grup olarak randomize olarak dort gruba ayrildi. Biitiin ila¢ ve araglar
intraperitonal olarak verildi ve enjeksiyondan 6 saat sonra vendz kan numuneleri,
tiyopental anestezisinin altinda direkt kalpten alindi. Daha sonra kalple ilgili doku
numuneleri elde edildi. Biyokimyasal ve immunohistokimyasal analizleri yapildi.
Serum kolinesteraz diizeyleri diklorvos ile baskilandi ve bu azalmalar Y-27632 tedavisi
ile ortadan kalktr. Serum CK, CK-MB, miyoglobin ve Nt-proBNP diizeylerinde gruplar
(Y-27632 ve zehirlenmede) arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi. Kardiyak troponin
I diizeyleri diklorvos ile anlamli sekilde artmistir ve bu artis Y-27632 ile degisiklige
ugramamustir. Serum nitrik oksit diizeyleri diklorvos ile degismemesine ragmen,
kardiyak nitrik oksit diizeyleri Y-27632 tedavisi ile belirgin olarak artmistir. Kardiyak
glutatyon diizeyleri de 1 mg/kg Y-27632 artmistir. Gruplarin tiimiinde kardiyak dokuda
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz ve apoptozis boyamasinda herhangi bir degisiklik
gbzlenmedi. Y-27632’nin her iki dozlar (1 ve 10 mg/kg) akut diklorvos maruziyeti olan
ratlarda mortaliteyi engellemistir (%100 hayatta kalma). Sonug olarak, Rho-kinaz yolu
organofosfat zehirlenmesinde yer almaktadir ve Rho-kinaz inhibitoriiniin verilmesi
ratlarda diklorvos zehirlenmesine karsin koruyucu etkiler olusturabilir. Bu bulgular
organofosfat zehirlenmesinin tedavisi i¢in yeni olasiliklar saglayabilir.

Anahtar kelimeler: Kardiyak toksisite, Zehirlenme, Diklorvos, Rho-kinaz, Y-27632



ABSTRACT

INVESTIGATION OF PROTECTIVE EFFECTS OF Y-27632 AS A SELECTIVE
RHO-KINASE INHIBITOR, ON ORGANOPHOSPHATE-INDUCED CARDIAC
TOXICITY AND MORTALITY

Dr. Beril KOSE
Residency Thesis, Department of Emergency Medicine
Supervisors: Ass. Prof. Cuma YILDIRIM, MD.
Augoust 2008, 62 pages

This study is designed to examine the effects of Y-27632, a selective Rho-kinase
inhibitor, on organophosphate-induced cardiac toxicity and mortality in rats. Rats were
randomly divided into four groups as control (corn oil), dichlorvos (30 mg/kg i.p.), 1
and 10 mg/kg Y-27632+dichlorvos groups. All drugs and vehicle were administered by
intraperitoneally and after 6h of injection, venous blood samples were collected by
direct heart puncture under thiopental anesthesia. Cardiac tissue samples were also
obtained. Biochemical and immunohistochemical analysis were performed. Serum
cholinesterase levels were suppressed with dichlorvos and these reductions were
inhibited with Y-27632 pretreatment. Serum levels of creatine kinase (CK), CK-MB,
myoglobin, and N-terminal probrain natriuretic peptide were not markedly affected with
poisoning or Y-27632. Cardiac troponin I levels were significantly elevated with
dichlorvos, and this increase was not modified with Y-27632. Although serum nitric
oxide levels did not change with dichlorvos, cardiac nitric oxide levels were markedly
increased with Y-27632 pretreatment. Cardiac glutathione levels also increased with 1
mg/kg Y-27632. There was no staining for apoptosis and immunohistochemical
analyses of inducible nitric oxide synthase showed no change in cardiac tissue for all of
the groups. Both doses of Y-27632 abolished mortality in rats with acute dichlorvos
exposure (100% survival). In conclusion, Rho-kinase pathway is involved in the
organophosphate poisoning, and administration of Rho-kinase inhibitor can produce
protective effects against dichlorvos intoxication in rats. These findings may provide
new possibilities for the treatment of organophosphate poisoning.

Keywords: Cardiac toxicity, Poisoning, Dichlorvos, Rho-kinase, Y-27632
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1. GIRIS VE AMAC

Organofosfatlar (OF) tiim diinyada akut zehirlenmeden Olimiin ve ciddi
toksitenin en Onemli nedenidir (1). OB ile zehirlenme gelismekte olan iilkelerde
Onlenebilir 6nemli saglik problemidir ve 6nemli mortalite ve morbidite nedenidir.
Kazayla zehirlenme cilt veya inhalasyon ile maruziyet sonucu olmasina ragmen, ciddi
zehirlenme siklikla intihar sonucu alima baglh gelisir (2). Diklorvos (dimethyl 2,2-
dichlorovinyl phosphate, DDVP) pestisitler igerisinde yaygin olarak kullanilan bir
organofosfat bilesigidir (3).

Organofosfatlarin  etkileri asetilkolinesterazi  (AChE) inhibe ederek
sinapslardaki asetilkolin (ACh) birikimine bagl olarak ortaya g¢ikar. ACh birikimi
baslangicta stimiile ederken sonrasinda santral sinir sisteminde (MSS), somatik
sinirlerde, otonomik ganglialarda, parasempatik sinir sonlanmalarinda ve bazi
sempatik sinir sonlanmalarinda kolinerjik sinaptik iletiyi paraliziye ugratir. OF ve
karbamatlar AchE (sinir dokusu ve eritrositlerde bulunan) ve butirilkolinesteraz
(plazma ve pseudokolinesteraz) igeren karboksilik ester hidrolazlarinin giiclii
inhibitorleridir (4). OF zehirlenmelerinde klinik tablo inaktive edilemeyen Ach'nin
merkezi ve otonom sinir sistemindeki muskarinik ve nikotinik reseptorlerle iskelet kasi
noromiiskiiler bileskesindeki nikotinik reseptorleri siirekli uyarmasina bagli olarak
ortaya ¢ikar (4).

Orgonafosfat zehirlenmesinin standart tedavisi atropin ve oksimlerin kullanimi
igerir. Atropin, ACh’nin muskarinik reseptorlerin kompetitif bir antagonistidir ve
muskarinik sinapslarda artmis ACh’a bagl ortaya ¢ikan kolinerjik semptomlarin geri
cevrilmesi i¢in kullanilir. Oksimler ise santral, muskarinik ve nikotinik etkilerin geri
cevrilmesinde kullanilan AChE reaktivatoridiir (5-7).

Rho-kinazlar molekiiler agirligt 160 kDa olan serin/treonin protein kinazlardir.
Rho-kinaz diiz kas kontraksiyonu, aktin sitoskeleton organizasyonu, hiicre biiylimesi,
migrasyonu, adhezyonu, motilite, gen ekspresyonu ve apoptozis gibi farkli hiicresel

fonksiyonlara sahiptir (8,9). Y-27632 gibi selektif Rho kinaz inhibitoérleri ROCK1 ve



ROCK2 izoformlarina nonselektif uyum gostermektedir (8). Calismalar Rho-kinaz
vazospastik angina, iskemik stroke ve kalp yetmezligi gibi kardiyovaskiiler
hastaliklarda ©6nemli rol oynayabildigi gosterilmistir. Son giinlerde Rho kinaz
inhibitorlerinin anestezi altindaki sicanlarda iskemik ©6n kosullamay1 taklit eden
etkilerini ve biyokimyasal parametrelerini, infarkt biiylikliigiinii, aritmilere kars
miyokardiyumda kardiyoprotektif etkileri olusabildigi gosterilmistir (10). Diklorvos
cAMP-bagli ile birlikte Ca™/kalmodulin bagl kinaz aktivitesinde artisa neden oldugu
gbzlenmesine ragmen (11), Rho-kinazda diklorvosun etkileri bilinmemektedir. Ayrica,
OF zehirlenmesinde Rho kinaz inhibitorlerin etkileri heniiz arastirilmamistir. Bu
calismanin amaci sicanlarda diklorvosa bagli zehirlenme ve mortalitede Y-27632
selektif Rho kinaz inhibitoriin etkilerini degerlendirmektir. Ayrica mortalite oram
yiiksek olan organofasfat zehirlenmelerinin tedavisinde Rho kinaz inhibitdrlerinin

etkinligini belirlemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Organofosfat Zehirlenmesi
2.1.1. Fizyopatoloji

Tarimda cesitli amagclarla kullanilan pestisit grubu ilaglar halen piyasada
bulunmakla beraber organofosfat zehirlenmeleri daha sik goriilmektedir (12). Toksik
bilesikler dermal, inhalasyon veya gastrointestinal sistem (GIS) yolu ile hizla emilebilir.
Viicuda alindiklar1 yollar iginde en hizli etki inhalasyonla baslar (13). Intravendz (i.v)
ve subkiitan (s.c) enjeksiyonlar ile perkiitan maruziyetle de ciddi toksisite goriilebilir.
Dermal emilim yavastir, ancak maruziyet uzadiginda ya da yagda ¢dzlinen ajan, bir
¢oziicli i¢inde tasiip emiilsifiye haldeyse, cilt biitiinliigli bozulmus ve ortam sicakligi
yiiksekse, etki ciddidir (14). Yagda ¢oziinen OF disinda genellikle hasta ilk oniki saat
icerisinde semptomatik hale gelmektedir. Oral yolla alim genellikle ¢ocuklarda
kazara, eriskinlerde intihar amaciyla gerceklesir (5). Cogu OF’lar yagda ¢oziiniirliigii
yiiksek bilesiklerdir. Hizla viicut dokularina dagilirlar. Karaciger ve bobrekte yiiksek
yogunlukta birikirler. Yagda ¢oziiniirliigii yiiksek olanlar kan-beyin engelini kolaylikla
gecerler ve bu sebeple MSS’ne etkilidirler. Yar1 6miirleri dakikalar ile saatler arasinda
degisse de yag dokudan redistribiisyon sonucu 48 giine dek serumda gosterilmislerdir
(15). Baslica karacigerde esteraz hidrolizi ve konjugasyon ile yikilirlar. Malathion ve
Parathion’un oksidatif {iriinleri (maloxon ve paraxon) etkili sekilleridir. Hidroliz ile
etkisiz tirlinlere dontsiirler. OF’larin ve iriinlerinin viicuttan atilimi ¢ogunlukla idrar,
safra ve diski yolu ile olur (13).

Asetilkolin sempatik ve parasempatik ganglionlar, iskelet kasi néromiiskiiler
bileskeleri, tiim parasempatik sinirlerin postganglionik uclari, ter bezlerine giden
postganglionik sempatik lifler ve MSS’deki bir¢cok sinir ucunda bulunan bir
norotransmitterdir. AChE ise ACh’1 inaktif metabolitleri olan asetik asit ile koline yikan
ve aktif enzimi rejenere ederek tekrar kullanimini saglayan, sinir sistemi, iskelet kasi ve

eritrosit membraninda bulunan bir enzimdir (4,13).



Organofasfat bilesikleri kimotripsin, AChE, pseudokolinesteraz (PChE), plazma
ve hepatik karboksiesteraz ve diger nonspesifik proteazlar gibi karboksilik ester
hidrolazlarinin giiglii inhibitorleridir. Organofasfat zehirlenmesinde (OFZ) AChE’nin
aktif ucundaki serin rezidiisiine fosfat radikallerinin kovalent baglanmasi ile inhibisyon
gerceklesir (5). Enzimin inhibisyonu sonucu sinaptik aralikta biriken ACh, ilgili
reseptorleri siirekli uyararak klinik semptomlarin ortaya c¢ikmasina sebep olur. OF
enzime geri doniisiimsiiz baglanirlar ve aktif enzim rejenere olmadan bu fosforilize
enzimlerin bir kismu ilk 24-48 saat iginde bir alkil grubunu kaybederek stabil bir hal alir.
Bu donem yaslanma (aging) terimi ile adlandirilir. Yaglanma basladiginda
kolinesterazin enzimatik etkisi yok olur ve yeni enzim sentezlenene dek, ki bu haftalar
anlamina gelmektedir. Bu donem, enzimin spontan hidrolizle rejenere olabilecegi yada
antidotun olay1 geri ¢evirebilecegi ve dolayistyla tedavinin etkinligini belirleyen kritik
stireci ifade eder (14).

2.1.2. Klinik Etkiler

Etkinin baglama siiresi ajana, maruziyet yoluna ve miktarina gore degisir. Fazla
miktarlarda oral alimi takiben 5 dakikada semptomlar baslayip 15. dakikada 6lim
gergeklesebilir. Akut zehirlenmelerde ¢ogu ilk 8 saatte olmak iizere ilk 24 saatte
neredeyse vakalarin tamami semptomatik hale gelir. Akut OFZ’lerinde klinik etkiler
(akut kolinerjik faz) ACh’nin birikmesine ve muskarinik, nikotinik ve MSS
reseptorlerinin artmis uyarilmalarina bagl olarak ortaya ¢ikar (6,13,16).

1. Muskarinik etkiler: Bradikardi, miyozis, bulanik gérme, bulanti, kusma, diyare,
akciger 0demi, hipotansiyon, kramp tarzinda karin agrisi, salivasyon, lakrimasyon,
diaforez, hirilti, bronkokonstriksiyon, idrar ve gayta inkontinanst (“SLUDGE:
Salivation, Lacrimation, Urinary incontinance, Diarrhea, Gastrointestinal distress,
Emesis ve DUMBBELS: Defecation, Urination, Miosis, Bradycardia, Bronchospasm,
Emesis, Lacrimation, Salivation” seklinde hatirlatict kisaltmalar yapilmistir.)

2. Nikotinik etkiler: Fasikiilasyon (cizgili kaslarda), paralizi, kas giicsiizliigii ve
sempatik gangliyonlardaki reseptorlerin uyarilmasiyla hipertansiyon, tasikardi,
solukluk, midriyazis (“MATCH: Muscle weakness and fasciculation, Adrenal
medulla activity increase, Tachycardia, Cramping of skeletal museles, Hypertension”

kisaltmasi yapilabilir.)



3. Santral etkiler: Biling bozuklugu, konflizyon, psikoz, konviilziyon, bitkinlik,
solunum depresyonu, dizartri, ataksi, anksiyete

Intermediate sendrom, organofosfat bilesikleri (OB) ile zehirlenmenin ardindan
(12-96 saat) ortaya cikabilir. Erken kolinerjik sendromla gec periferik noropati
arasindaki evrede goriilen bu tabloya, vakalarin %20-68’inde rastlanmaktadir.
Diazinon, monokromotofos, metilparation, metamidafos, dimetoat, etilparation ve
fention gibi bilesiklerle zehirlenme ile iliskilendirilen bu durum, yagda ¢o6ziinen
bilesiklerin yeniden dagilimina bagli nikotinik reseptdrlerde ACh’in uzamis etkisi ile
aciklandig1 gibi yetersiz oksim tedavisine de baglanmaktadir. Duyusal fonksiyonlarda
bozulma olmadan, bilincin nadiren etkilendigi, reflekslerde azalma, proksimal
ekstremite, okiiler, bulber, boyun ve solunum kaslarinin gii¢siizliigii ile kendini
gosteren bu tablo, eger anoksik beyin hasariyla komplike olmazsa 4-18 giin iginde
diizelebilir. Intermediate sendromun yonetimini &ncelikle destek tedavi (havayolu
aciklig1 ve ventilator) olusturmaktadir (4,17).

Gecikmis  polindropati ~ (OPIDN-Organophosphate  Induced  Delayed
Polyneuropathy), triortocresilfosfat gibi zayif etkili bilesiklerle olan zehirlenmeleri
takiben, myelin kilifta bulunan neuropathy target esterase (NTE) olarak isimlendirilen
bir enzimin fosforilasyonuyla iligkilendirilmektedir. Semptomlar (parestezi, baldir
agrisi, kas giicsiizliigii, diisiik ayak) maruziyetten 7-21 giin sonra ortaya cikarak ciddi
morbiditeye sebep olabilirler. Atropin ve pralidoksim (PAM) uygulanmasinin bu
sendromun ortaya ¢ikmasini engellemedigi diisiiniilmektedir. Hafif vakalarin prognozu
iyiyken, agir vakalarda pence el, diisiik ayak, kalic1 atrofi, spastisite ve ataksi sekel
olarak kalabilir (17,18).

Kronik noéropsikiatrik bozukluk; anksiyete, uyusukluk, depresyon, bitkinlik,
irritabilite, duygusal labilite, hafiza problemleri, konfiizyon, letarji ve psikoz goriilebilir.
Semptomlarin ¢ogu bir y1l i¢inde geriler (14,17).

Ekstrapiramidal etkiler, koreoatetoz, opistotonus, tortikollis, disli ¢ark rijiditesi,
maske yliz, bradikinezi gibi semptomlar: iceren tipik bir parkinsonizm tablosunu
icermektedir. Fention gibi bazal gangliyonlara etkili segici bilesiklerle ortaya ¢ikabilen
bu etkilerin, bazal gangliyonlar ve substantia nigrada ACh ile dopamin arasindaki

dengenin bozulmasindan kaynaklandig: diistintilmektedir (19).



Ayrica, rabdomiyoliz ve akut bobrek yetmezligi bildirilmistir. Akut donemde
ACTH, kortizol ve prolaktin seviyelerinin arttigi, FSH seviyesinin ise azaldigi rapor
edilmistir. Adrenal medullanin uyarilmasina bagl olarak glikojenoliz, hiperglisemi ve
ketozis olugabilir. Ayrica hiperamilazemi, pankreatit ve karaciger enzim yiikseklikleri
de bildirilmistir (15).

2.1.3. Tamsal Testler

Organofosfat zehirlenmesinde tani hikaye ve 6zgiin klinik bulgularin birlikteligi
ile konur. Kullanilabilecek en giivenilir laboratuar testi dokularda insektisit ve
metabolitlerinin 6l¢ililmesidir, ancak bu erken sonug alinabilecek bir test degildir. Ancak
plazma ve eritrositlerde kolinesteraz seviyesinin 6l¢iilmesi daha pratik ve pek cok yerde
uygulanabilen testlerdir. Eritrosit kolinesterazi (EChE) gercek kolinesteraz yani
AChE‘dir. AChE, eritrositler, iskelet kasi ve sinir dokusunda bulunurken, PChE
ozelikle karaciger, plazma, kalp, beynin beyaz maddesi ve pankreasta bulunmaktadir
(4).

Zehirli dozda antikolinesteraza maruziyetten sonra PChE aktivitesi hizla diiser
ve ilk semptomlar %40-50 azalma ile ortaya c¢ikarken ciddi néromiiskiiler etkiler
%80’lik bir azalma sonucu olusur (4,5). Baz1 organofosfatlar PChE’yi EChE’den daha
cok inhibe ederken (6rn. diazinon), parathion ve sinir gazlar1 gibileri AChE’yi daha
fazla inhibe ederler (20).

Tek bir normal deger taniyr ekarte ettirmez. Tani, tedavi plant ve prognoz
acisindan tek Olglim yerine seri AChE oOlgiimleri yapilmalidir. Bazi durumlarda
tekrarlayan maruziyet ya da yag dokuda depolanip tekrar tekrar kana salinan toksik
madde varlig1 bu sekilde anlasilabilir (21).

AChE diizeyi organofosfatlarla ciddi miktarda deprese olur, bununla beraber
dolasan eritrosit Omriiniin azaldig1 pernisy6z anemi, orak hiicre hastaligi, talasemi gibi
hemoglobinopatilerde ve anemilerde de normalden bir miktar diisiik seviyede oldugu
bilinmektedir. Ayrica antimalaryal tedavide de bir miktar depresyon gelismektedir (13).
PChE in baskilandigr durumlar:

Kalitsal: Enzimin kalitsal eksikligi (14)
Fizyolojik: Gebelik, ergenlik, yenidogan ve kii¢iik cocuklarda (14)



Hastaliklar: Karaciger hastaligi, akut hepatit, siroz, kollajen doku hastaliklari, akut
enfeksiyonlar, karsinomalar, yetersiz beslenme, belirgin zayiflamanin oldugu kronik
hastaliklar, yaniklar, hemodiyaliz, miksédem, miyokard enfarktiisii ve anemi (14).
Kimyasallar ve ilaglar: monoaminoksidaz inhibitorleri, siiksinilkolin, siklofosfamid,
lidokain, kokain, morfin, kodein (13).

Tedavisiz PChE 4-6 haftada, eritrosit kolinesterazi 90-120 gilinde normal
degerine doner (4). Rutin laboratuar testlerinin tanisal degeri olmamakla birlikte
OFZ’de sikca goriilen bazi degisiklikler bilinmelidir. Bircok vakada bildirilen
nonketotik hiperglisemi ve glukoziirinin sempatik ganglion hiperaktivitesine bagl
adrenal medulladan salinin katekolaminlerin etkisi ile gerceklestigi diistiniilmektedir.
Hipokalemi, yine dolasan katekolaminlerin artisina bagl olarak hiicre i¢i ve hiicre dis1
potasyum dagiliminin degismesine baglanmaktadir. Sola kayma ile olan ya da tek
basina 16kositoz ortak bir bulgudur. Artmis parasempatik uyariya bagl hiperamilazemi
ve sekresyon artis1 insanda ve deneysel hayvan ¢alismalarinda gosterilmistir (5,16).
2.1.4. Tedavi

Organofosfat zehirlenmesi tedavisinde semptomatik ve destekleyici tedavi ile
OF bilesiklerinin emiliminin engellemesi ve atiliminin arttirilmasi, antikolinerjik
ilaglarla antimuskarinik tedavi, pyridinium oksimler ile AChE’in yenilenmesi ve anti
nikotinik tedavinin saglanmasi amaclanir (13).

Organofosfat ile daha fazla temasin 6nlenmesi i¢in hasta ¢evreden uzaklastirilir
ve giysileri ¢ikartilir. Deriden emilimi 6nlemek i¢in etanol i¢eren sabun ve bol su ile cilt
OF bilesiklerinden arindirilir. OF aliminin ilk 30 dakikasi i¢inde midenin yikanmasi ¢cok
etkilidir. Aktif komiiriin agizdan veya nazogastrik tiipten verilmesi OF emilimini azaltir.
Ipeka surubu gibi kusturuculardan hava giivenligi olmayan olgularda kagimilmalidir.
Mannitol gibi katartikler emilmemis OF’larin bagirsaklardan atilimin arttirir (14).

Baslangic tedavisi yeterli solunum yolu ve havalanmanin saglanmasidir ve
artmis muskarinik etkiyi geri c¢evirmektir. Hipoksiye bagli olugsmayan ndbet
benzodiazepin ve barbiitirat ile tedavi edilir. Hastanin giivenli hava yolunun
stirdliriilmesi i¢in erken entiibasyon ve pozitif basingli solunum destegi, énemli kas
gligsiizliigli olanlarda ve zehirlenme sonucu bol salgisi olan hastalarda en 1yi yontemdir.

Noromiiskiiler blok icin nondepolarizan ajan (pankiironyum, vekiironyum gibi)



kullanilmali, kas-sinir kavsaginda etkili depolarizan ajanlar (stiksinilkolin) ve
aminoglikozid gibi antibiyotikler asla kullanilmamalidir (14).

Tedavide ikinci Oncelik artmis muskarinik aktiviteyi kontrol altina almaktir.
Atropin siilfat muskarinik reseptorlerde asetilkolinin yarigsmali antagonistidir. Artmis
salg1, miyozis, bronkospazm, kusma, ishal, terleme ve idrar kagirmay1 geri gevirir (5-7).
Nikotinik reseptorler iizerine ve SSS’de etkili olmadigindan kas zayifligi, fasikiilasyon,
respiratuvar depresyon, konviilziyon ve koma gibi klinik tablolar1 dnleyemez (16,22).
Atropinizasyon, hastanin sekresyonlar1 kuruyana dek yetiskinlerde 2-3 dakikada bir
tekrarlanmak tizere 1-5 mg (i.v), ¢ocuklarda 0.05 mg/kg (i.v) atropin verilmesi ile
saglanir (6,7). Atropinize hastada deri ve mukoz membranlarda kuruma, bagirsak
seslerinde azalma veya yokluk, tasikardi, salgilarda azalma ve midriyazis olusur. Dikkat
edilmesi gereken bir nokta da pupiller dilatasyon gelismesi durumunda tedavinin
sonlandiritlmamasi ve bunun tedaviye erken donem cevabi oldugunun bilinmesidir (13).
Tasikardi, atropin tedavisi i¢in bir kontrendikasyon degildir. Semptomlarin geri
cevrilmesi bazen binlerce miligram atropin gerektirebilir (1).

Oksimler tedavide kullanilan diger ajanlardir. AChE’yi, enzime baglanip onu
inaktive eden fosforu grubunu yapidan uzaklastirarak, reaktive eder. Ancak maruz
kalman OF bilesigin yaslanma siireci tamamlanmadan, yani ilk 24-48 saat icinde
uygulanmalidir (1,4). Oksimler nikotinik, muskarinik ve MSS etkilidirler (14). PAM’in
yetiskin ve ¢ocuktaki baglangic dozu olan 1-2 gr (30-50 mg/kg) 10-15 dakikada serum
fizyolojik (SF) i¢inde i.v. bolus olarak verilir. Hedeflenen etkiyi olusturacak minimal
plazma konsantrasyonu 4 mcg/ml’dir (7,13). Bu seviyeye ulasmak icin bolus dozu 4-8
saatte bir tekrarlanabildigi gibi 250-500 mg/sa veya 8 mg/kg/sa dozunda infiizyon
onerilmektedir (7,16).

Atropin ve oksimler OFZ’lerinin yonetiminde geleneksel olarak kullanilir, fakat
mortalite ve morbiditeyi azaltma bazi1 vakalarda yetersiz olabilirler. Bazi ajanlar; hayvan
deneylerinde OF bilesiklerinin toksitesini azalttig1 bulunulmus ve OFZ’nin yonetiminde
tedavi edici ajan olarak potansiyeline sahiptir. Bu ajanlar magnezyum siilfat, klonidin,
sodyum bikarbonat (NaHCO3) ve florid, taze donmus plazma (TDP) ve plazmaferezis
(23,24).



2.2. Rho-kinaz Sistemi ve Inhibitorleri

2.2.1. Rho/Rho-kinaz Yolag:

Rho, Ras, Rab, Sarl/Arf ve Ran gibi kiiciik G proteinleri mayalardan insanlara kadar
biitlin Okaryot hiicrelerde bulunan ve 100°den fazla iiyeye sahip biiyiik bir aileyi
olustururlar (25). Rho ailesinin tiyeleri RhoA, RhoB, RhoC, Racl, Rac2, ve Cdc42’dir.
RhoA, RhoB, RhoC proteinlerinin efektor bolgelerinin ayn1 aminoasit dizilisleri vardir
ve benzer hiicresel fonksiyonlar1 bulunmaktadir (26). RhoA, viicutta en bol bulunan ve
eksprese edilen ve en ¢ok calisilan Rho proteini alt tipidir. Rho, sitoplazmada bulunan
GDP/GTP-baglayici bir proteindir ve GTP-az aktivitesi igerir. Rho proteinleri, baglica
hiicre iskeleti kontroliinden, stres liflerinin yapilanmasindan, fibroblastlarin fokal
adezyonundan ve diiz kas kasilmasinda Ca™ duyarlhiligmm diizenlenmesinden
sorumludurlar (27). Ayrica aktin iskeletinin yapilanmasini saglayarak hiicrenin sekli,
motilitesi, adezyonu, gocii, kasilmasi ve sitokinezis gibi bir¢ok hiicresel fonksiyonda
onemli rol oynarlar (26).

Rho-kinaz yolu NO diizeyleri ile regiile edilmektedir (28). Rho-kinaz, RhoA adi
verilen bir G protein ile aktive olmakta ve bunun alfa; adrenoseptorlere baglanarak diiz
kas hiicresindeki myozin hafif zincir fosfatazi (MLC) inhibe ettigi diisiiniilmektedir
(29). Bu sekilde bazal MLC kinaz aktivitesi ile MLC fosforilasyonunda artis olmakta ve
sarkoplazmik kalsiyum miktarlarinda bir degisme olmaksizin diiz kas kasilmasi
gerceklesmektedir (29). Sonug olarak ¢alismalar GTP baglayici protein olan Rho’nun
agonist aracili Ca™ duyarhiginda yer aldigin1 ortaya ¢ikarmustir. Daha da dnemlisi sabit
bir Ca'™ konsantrasyonunda artmig kasilmalarin, aktive edilmis Rho ile MLC
fosforilasyon oranindaki artistan ziyade, defosforilasyon oranindaki azalmadan
kaynaklandig1 diisiiniilmiistiir (26).

2.2.2. Rho/Rho-kinaz Aktivitesinin Diizenlenmesi

Rho’nun aktivitesi siklik olarak diizenlenir. Rho aktivitesinin GTP’az aktive edici
protein (GAP) ve GTP’az ayristirict inhibitor (GDI) olmak tizere iki negatif ve guanin
niikleotid degistirici faktor (GEF) olmak {izere bir pozitif diizenleyicisi vardir.
Istirahattaki hiicrelerde Rho-GDP disosiyasyon inhibitdrii (Rho-GDI), GDP-Rho’ya
baglanir ve onu membrandan sokerek sitozole getirir. Hiicreler baz1 agonistlerle stimiile
edilirse Rho spesifik GEF’ler, GDP ayrigmasini ve bunu izleyerek GTP baglanmasinm

baslatarak Rho’nun aktivasyonunu arttirirlar. Bundan sonra GTP-Rho C-terminali
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geranil-geranillenmis kuyruguyla hiicre membranina hedeflenir ve spesifik hedefleriyle
etkilesir. GAP’ler Rho’nun intrinsik GTPaz aktivitesini hizlandirarak ve onu inaktif
GDP-Rho’ya doniistiirerek negatif regiilatorler gibi c¢alisirlar (30). GAP, Rho’nun
intrinsik GTP’az aktivitesini arttirarak GTP baglh aktif formunu inhibe eder. Bu
GDP/GTP doniisiim reaksiyonunun hiz kisitlayici basamagi GDP-bagli form’dan
GDP’nin ayrilmasidir. Bu reaksiyon oldukca yavastir ve GEF tarafindan stimiile edilir
(31).

Rho’nun aktivitesi Gj, ve Gjs proteinleri ile diizenlenir. Gj; ve Gi; kiiciik
molekiil agirlikli GTP baglayici Rho proteinini aktive eder. G;»/G;; ayni zamanda,
hiicre iskeleti olaylarin1 da diizenleyebilen Na'/H" degis-tokus proteinini de stimiile
eder (32). Rho-kinaz'in iki major izoformu Rho-kinaz o/ROCK-2 ve Rho-kinaz
B/ROCK-1"dir. insanda ROCK-1 ve ROCK-2 genleri sirastyla 18. kromozom (18q11.1)
ve 2. kromozomda (2p24) lokalize olmustur. ROCK1 her yerde olan yiiksek oranda
bulundugu, ROCK2 ise oncelikle kalp ve beyin dokusunda oldugu gosterildi (8,9).
Myozin II’nin fosforilasyonu diiz kas ve hiicre kasilmasi, hiicre hareketi, yapismasi,
hiicre iskeleti yapisi, sitokinezis, trombosit aktivasyonu ve c¢esitli iyon kanallarinin
etkileri gibi birgok hiicresel fonksiyonlar i¢in dnemlidir. Myozin fosfataz vaskiiler
tonus, kan basinct kontrolii, gastrointestinal motilite, havayolu direnci, erektil
fonksiyon, uterin kasilmalar gibi pekc¢ok diiz kas fonksiyonlarini diizenler (33). ROCK
aktivasyonu endotelyal nitrik oksid sentazin (eNOS) ekspresyonunu azaltir. Rho’nun
veya Rho-kinazin inhibisyonu eNOS un downregiile olmasini 6nler (34). Statinler, Rho
geranilgeranilasyonunu inhibe ederek eNOS aktivitesini arttirir (35).

2.2.3. Rho-kinaz inhibitérleri

Biitiin ROCK inhibitorleri ATP baglanma alanlar1 ile yarisir (36). Bilinen Rho-kinaz
inhibitorleri sunlardir; GSK269962A, HA1077 (fasudil oral alindiginda aktif metaboliti
hidroksifasudile doniisiir), H1152P, SB772077B, W{536, Y-27632, Y-39983, SIx2119
(selektif ROCK-2 inhibitor) (37). Y-27632 gibi selektif Rho kinaz inhibitorleri ROCK1
ve ROCK?2 izoformlarina nonselektif uyum gdstermektedir (8). Bir piridin derivesi olan
Y-27632’nin etki mekanizmasinin, Rho-kinaz {izerindeki ATP baglanma sahalarini

mesgul ederek MLC fosfatazca fosforile edilmesini 6nledigi diistiniilmektedir (38).
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2.2.4. Rho/Rho-kinaz Yolaginin Fonksiyonlar:

Rho/Rho-kinaz aracili hiicre i¢i sinyal yolagi noradrenalin, trombin, anjiyotensin
II, trombosit kaynakli biliylime faktorii ve serotonin gibi c¢esitli vazoaktif ajanlar
tarafindan aktive edilir (39). Rho-kinaz diiz kas kontraksiyonu, aktin sitoskeleton
organizasyonu, hiicre biiyiimesi, migrasyonu, adhezyonu, motilite, gen ekspresyonu ve
apoptosis gibi farkli hiicresel fonksiyonlara sahiptir (8,9).

(Calismalar Rho-kinaz vazospastik angina, iskemik stroke ve kalp yetmezligi gibi
kardiyovaskiiler hastaliklarda 6nemli rol oynabildigi gosterilmistir. Son giinlerde Rho
kinaz inhibitorlerinin anestezi altindaki sicanlarda iskemik Onkosullamay: teklit eden
etkilerini ve biyokimyasal parametrelerini, infarkt biytlkligiini, aritmilere karsi
miyokardiyumda kardiyoprotektif etkileri olusabildigi gosterilmistir (10). Vazospastik
anjinali hastalarda Rho kinaz inhibitorii uygulamasiin, Ach ile olusan koroner arter
spazmimi azalttig, EKG'deki iskemik degisimleri ve goglis agrisim1  Onledigi
gosterilmistir. Yapilan ¢alismalar, Rho-kinazin hipertansiyon ve koroner arter spazmlari
gibi hastaliklarda rolii oldugunu gostermistir (10). Anestezi altindaki kopekte "pacing"
ile indiiklenen efor anjinasinda, Rho kinaz inhibitorleri ST segment depresyonunu
onlemis ve koroner kan akimini artirmistir (25). Yapilan arastirmalar, Rho/Rho-kinaz
yolaginin kardiyovaskiiler sistem (KVS) fizyolojisi ve patofizyolojisinde yeri oldugunu
gostermektedir. Rho-kinaz, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin adhezyonu, migrasyonu ve
proliferasyonunda Onemli rol oynar. Aterosklerozun patogenezinde de yer aldifi
gosterilmistir.  Son ¢aligmalar, Rho-kinazin kardiyovaskiiler yeniden yapilanma
(remodeling) patogenezinde rolii oldugunu ortaya konmustur (37). Rho/Rho-kinaz
yolunun 6nemi pulmoner vazokonstriksiyonda, sicanlardaki mineralokortikoid kaynakli
hipertansiyonda, artan vaskiiler reaktivitede ve serebral vazospazmda gdsterilmistir. Kronik
NOS inhibisyonu nedeniyle hipertansif olan siganlarin arterlerinde alfa-2 agoniste verilen
kontraktil yanitin, RhoA aktivasyonu araciligiyla arttigi  bildirilmistir (40). Rho/Rho-
kinaz sinyali vaskiiler direncin kontroliinde rol oynayabilir ve Rho-kinaz inhibitérleri,
hipertansiyon, vazospazm ve ateroskleroz gibi bazi kardiyovaskiiler hastaliklarin
tedavisinde etkili olabilir (26). Son zamanlarda yapilan bir ¢aligma iskemi-reperfiizyonun
kalpte RhoA yapimimi artirdigini ve miyokardiyal Rho-kinaz aktivitesini yiikselttigini
gostermistir (41).
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Hava yolu duyarhliklarinda artig, insan bronsiyal epitel hiicresinin interlokin-8
salgilamsinda artisa neden olur (42). Kas olmayan hiicrelerde Rho/Rho kinaz yolagi;
endotelyal kontraktilite ve kapiller permabilite artisi, trombosit agragasyonu, notrofil
kemotaksisi ve hiicre membran sekil degisikligi, makrofaj fagositozu, mast hiicrelerinin
salgilama fonksiyonunu ve tiimor metastazinda rol oynayabilirler. Rho kinaz inhibitorleri
tiimor metastaz ve invazyonunu Onleyebilirler. Genel olarak Rho/Rho kinaz yolaginin
karistig1 baslica durumlar, vaskiiler ve nonvaskiiler diiz kas kasilmasi, diiz kas hiicre
proliferasyonu, hiicre migrasyonu, adezyonu ve sitokinaz, membran sekil degisikligi,
fagositoz, hiicre farklilagsmasi, aksonal uzama ve norit cekilmesi, ndrotarnsmiter
saliverilmesi, hiicre boliinmesi ve biiylimesidir (8,25).

Cesitli hastaliklara sekonder gelisen erektil disfonksiyonda Rho kinaz sinyal
yolagimin katkisinin oldugu One siiriilmiistiir. Pelvik ateroskleroz ve endotelyal
hasarlanma ile birlikte vaskiilojenik erektil disfonksiyon olusturulan sigan modelinde
kavernozal Rho-kinaz aktivitesinin arttigi, eNOS enzim ekspresyonunun azaldigi ve
erektil fonksiyonun bozuldugu, Rho-kinaz inhibitérii fasudilin kronik oral
uygulanmasinin erektil fonksiyonlari, kavernozal Rho-kinaz aktivitesini ve total eNOS
ekpresyonlarini normalize ettigi bildirilmistir (29). Insan ve tavsan korpus kavernozum
dokularinda  noradrenerjik  sinir  stimiilasyonu ve fenilefrinle  olusturulan
kontraksiyonlarin, Rho-kinaz inhibitorii Y-27632 ile konsantrasyon bagimli olarak
inhibe oldugu gozlenmistir (29).

Cesitli ¢aligmalarda ROCK inhibitorlerinin spinal kord yaralanmasinin hayvan
modelinde, Alzheimer hastaligi, multipl skleroz, noéropatik agri, diger ndrolojik
hastaliklarda potansiyel norodejeneratif tedavi edici ajan olabilecegi 6ne siiriilmiistiir
(36). Rho-bagimli sinyal yolaginin, vaskiiler ve vaskiiler olmayan diiz kas kasilmasi
disinda, hiicre iskeletinin aktinini etkileyerek sitokinez, hiicre morfolojisi ve hiicre
gociinii de igeren farkli hiicresel fonksiyonlar1 (26), ayn1 zamanda noronal fonksiyonlari
diizenledigi bildirilmistir. Ayrica kas olmayan hiicrelerden sinir hiicrelerinde de Rho
GTP’azlarin, sinaps olusumu, akson gocii, dendrit girintileri ve sekillenmesi, aksonun
biiyiimesi, polaritesi gibi olaylarda fonksiyonu oldugu bildirilmistir (43,44). Iskemik
beyinde ROCK-2’nin belirgin olarak arttig1 gosterilmistir. Serebral infarkt esnasinda

aksonlarda, ROCK’un aktive oldugu, bunun fasudil ile Onlendigi bildirilmistir.
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Noropatik agrida rol oynayabilir. Rho kinaz inhibisyonu, spinal kord hasarlanmasi

sonrasi gelisen ekstremite fonksiyonlarinin yeniden kazanilmasini saglayabilir (45).

Damar diiz kasinda
Hiperkontraksiyon

Aterosklerotik hastaliklar

Serebral vazospazm

i Koroner vazospazm i i Angina i
' Hipertansiyon | 1 MI |
L Rho-kinaz inhibitorleri Stroke i
. HT vaskiiler hastalik i
i Kalp yetmezligi :
' Kardiyak allogreft vaskiilopati i
i Ven greft hastalik !
\_]r)iger diiz kas bozukluklar Digerleri

\ Bronsiyal astm i\ Osteoprozis i

' Glokom ! ' Erektil disfonksiyon |

R E LT ! | Maligniteler i

Sekil 1: Rho kinaz inhibitorlerin tedavi hedefleri (25).

2.3. Organofosfat Zehirlenmesinin Kardiyovaskiiler Etkileri

Genelde toksinlere bagli kardiyovaskiiler zehirlenme; hipo veya hipertansiyon, konjestif
kalp yetmezligi (KKY) ve pulmoner 6dem, kardiyak iletim anormaliteleri veya
disritmilerin gelismesi ile ortaya ¢ikabilir (46).

OFZ’lerinde kardiyak toksisite ¢okg¢a arastirilmis olup patogenezi, mekanizmasi, sikligi
tam olarak tarif edilememistir (2,47). OFZ bagl kardiyak toksitesi li¢ fazda
tanimlanmistir:

Faz 1; artmis sempatik tonus (nikotinik etkilere bagli olarak diisiiniilen) sonucunda

hipertansiyon ve siniis tasikardinin olustugu kisa donem (sadece birkag¢ dakika siirer).

Faz II; Faz 1 uzamis ikinci faz tarafindan takip edilir. Genelikle intoksikasyondan sonra
dakikalar i¢inde baslar, parasempatik asir1 uyarilmaya bagli hipotansiyon ve sinus
bradikardi ile karakterizedir. Bu faz genelikle malign ventrikiiler aritmilere kadar
kotiilesen bradikardi bagimli ritm bozukluklari, ¢esitli derecelerde atriyoventrikiiler ritm

bozukluklar1 ve ST-T degisiklikleri ile birliktedir.
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Faz III; QT uzamasi, polimorfik ventrikiiler tasikardi (torsades de pointes), ventrikiiler
fibrilasyon (VF) ve ani kardiyak oliim gozlenebilir. Bu {i¢iincii faz intoksikasyondan
kisa siire sonra da goriilebilir, fakat genelikle organofosfat maruziyetini takib eden 1-15.
giinlerde olusur (48,49). Eger OF kimyasal savas ajani ise, bu hasas periyodun daha
uzun slirmesi miimkiindiir. Ludomirsky ve arkadaslarina gore QT mesafesinin 580
msn’den daha fazla olmasi ani kardiyak 6liim i¢in yiiksek riski gosterir (50).

Akciger filminde ciddi 6dem, elektrokardiografide (EKG) bradikardi, tasikardi,
idiyoventrikiiler ritm, muitiform ventrikiiler ekstrasistoller, ventrikiiler tasikardi,
Torsades de pointes, VF, bloklar, QT uzamasi ve asistol goriilebilir (51). Adrenal
medulla stimulasyonu sempatik etkiyle sonuglanir ve bilinenin aksine siniis tasikardisi
ve hipertansiyon goriilebilir. Toksisitenin ciddilesmesiyle artmig parasempatik tonusa
bagl bradikardi, PR uzamasi, atriyoventrikiiler bloklar, ve koroner kan akiminda
azalma goriilebilir. Miyokard hiicrelerinin degisken uyarilmalar1t QT mesafesinde uzama
ve takiben torsades de pointes ile sonuglanabilir (7).

Direkt miyokardiyal hasar, kolinerjik etkilesimden bagimsiz bir sekilde de
etkisini gosterebilir. Kalp, innervasyonunu, otonom sinir sisteminin sempatik ve
parasempatik dalindan alir. Hem sempatik hem de parasempatik asir1 aktivite
miyokardiyal hasara neden olur. Zehirlenmenin her iki sisteme olan akut etkisi ile
fonksiyonel dengenin bozuldugu one siiriilmektedir (49). Papiller kaslarda infarkt
alanlar1 ile kalp dokusunda beneklesme ve koyulasma bildirilmistir. Benzer olarak
atropinin hayatta kalmayr arttirmasi yaninda, myokard hasarin1 da oOnledigi rapor
edilmis olup (52), bir bagka ¢alismada bildirilen “parasempatik asir1 uyarilma ile salinan
ACh miyokardiyal hasara neden olur” hipotezi birbirlerini desteklemektedirler (53).
Otonomik sistemin her iki dalinin kardiyak hasarlanma patogenezinde rol oynadigina
dair deliller vardir. Katekolamin ile olusturulan sempatik asir1 aktivitenin miyokardiyal
hasara neden oldugu bildirilmistir ve bu durumun sempatik antagonistlerle 6nlendiginin
gosterildigi caligmalar vardir (47). Saglikli yada aterosklerotik koroner arter hastalig
olan erigkinlerde, intrakoroner ACh injeksiyonunun koroner vazokonstriksiyona neden
oldugu bildirilmistir ve akut donemdeki EKG’deki ST-T degisiklikleri ile baglantil
olabilecegi ileri stirtilmiistiir (54). Histopatolojik olarak hiicre morfolojisinin bozulmast;

kalsiyum iyonlarinin ACh reseptorlerine yiiksek oranda baglanma 6zelligine bagh
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olarak kalsiyum iyonunun serbest kalmasina ve bunun sonucunda sitoplazmaya asir1
kalsiyum girisinin meydana gelmesi ile izah edilmistir (49).
2.4. Myokard Hasarinin Belirlenmesinde Biyokimyasal Gostergeler

Ideal bir kardiyak enzim yada miyokardda yiiksek konsantrasyonda bulunmali,
miyokard hasar1 ile erken yiikselip yeterli siire serumda Oolgiilebilir seviyede
bulunmalidir. Ancak tekrarlayan miyokard hasarmin saptanmasini engelleyecek kadar
uzun kalmamasi da dnemlidir. Seviyesi miyokard hasariin derecesi ile orantili olarak
artmalidir. Olgiim yontemi ucuz, kolay, hizli ve kantitatif olmalidir. Ancak bu
ozelliklerin tamamini igeren bir kardiyak enzim veya protein heniiz tanimlanmamistir
(55).

2.4.1. Kardiyak Belirtecler

Miyoglobin (Mb), kalp ve iskelet kasinda bol miktarda bulunan diisitk molekiil
agirliklt (17.8 kDa) bir proteindir. Miyokard hasar i¢in duyarli bir belirtectir, ancak
Ozgiilliigli yoktur. Hasar sirasinda miyokarddan hizla salinir ve bobreklerden hizli itrah
edilir. Hizli kinetigi nedeniyle Mb, akut bir olayin baslangicindan sonra erken donemde
(ilk 1-3 saat icinde) yiikselir ve bu nedenle, kardiyak hasarin erken saptanmasi ve/veya
ekarte edilmesi agisindan giivenilir bir belirtegtir. Ozgiilliigii olmadig1 i¢in klinikte esas
onemli olan pozitif prediktif degerinden ziyade, negatif prediktif degeridir. Semptomlar
basladiktan sonraki 4-6 saat icerisinde Mb’de artis olmamasi kardiyak hasari ekarte
etmek i¢in ¢ok degerli bir kriterdir. Bu da, acil servisler gibi hizli triajin 6nemli oldugu
ortamlarda ¢cok dnemli bir avantaj saglamaktadir (56).

Kreatin Kinaz (CK), yiksek enerjili fosfatlarin ATP’den kreatine transferini
saglayan bir enzimdir. Kas hiicrelerinde mitokondri ve sitozol i¢inde yer alir. M ve B
zincirlerinden olusan 3 farkli izoenzim seklinde bulunur. CK-MM; tiim dokularda, CK-
BB; beyin, bobrek ve gastrointestinal sistemde, CK-MB; kalp, iskelet kas1 ve az
miktarda ince bagirsak, diyafram, uterus, dil ve prostatta bulunur (57). Miyokardda yer
alan total CK’1n %20’si MB formundadir. Iskelet kasinda ise %35 oraninda bulunur. Bu
nedenle travma ve inflamasyonlarda seviyesinin yiikselmesi 6zgiilliigiinii azaltmaktadir.
Serum CK ve CK-MB’nin plazma aktivitesi miyokard hasar baslangicindan 4-8 saat
sonra normal sinirlarini asar. 20-24 saatte pik yapar ve 48-72 saat igerisinde normal
diizeylerine ulasir. Total CK ve CK-MB diizeyleri enfarktiis biiyiikliigii ile koreledir ve
prognozun 6nemli bir belirtegidir. CK-MB seruma gectikten sonra, MB1 ve MB2 olarak
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ikiye ayrilir. MB2/ MBI oraninin >1.5 olmas1 miyokard infarktiisii lehine yorumlanur.
CK-MB alt grup analizi akut myokart infaktiisiiniin (AMI) ilk 6 saatteki tanisinda %91
hassasiyet ve 6zgiilliik sunmustur. Ik 6 saatteki negatif prediktif degeri ise %97 dir.
Ayn1 donemde Mb’in negatif prediktif degeri %95 dir.

Kardiyak troponinler, troponin kompleksi troponin T, I ve C’den olugsmaktadir.
Troponin C kalsiyumu baglayarak kontraksiyon olayini baslatirken, troponin I (Tc-I)
aktini baglar ve istirahat sirasinda aktin-miyozin etkilesimini inhibe eder. Troponin I ise
troponin kompleksinin tropomiyozine baglanmasini saglar. Diiz kas hiicrelerinde
kontraksiyonu diizenleyen bir troponin kompleksi ise yoktur (58). Her iki troponin de
kontraktil elemente bagli olmasina ragmen troponin T’nin %6-8’1, troponin I'nin ise
%2.8-4.1°1 serbest olarak sitoplazmada bulunmaktadir. Troponin C iskelet kasinda ve
kalp kasinda ayni genler tarafindan kodlanmasina karsin troponin T ve I farkli genler
tarafindan kodlanmaktadir (59). Troponinlerin miyositlerdeki kontraktil elementten
troponin T-I-C olarak salindigi, bu iiglii kompleksin ise dolasimda yikima ugrayarak
ikili troponin I-C kompleksi ile serbest troponin T olustugu éne siiriilmiistiir. Ozgiilliigii
oldukca iyi olan T-I, kardiyak hasarlanmadan 4 ila 8 saat sonra yiikselmeye baglar, 12-
24 saatlerde zirve yapar ve dolasimdaki bu diizeyini ortalama 5-7 giin devam ettirir
(60). Miyokarddan troponin salinimi, gegici veya kalict miyokard hasarii gosterebilir.
Bu hasar, iskemi, inflamasyon, infeksiyon, infiltrasyon, toksinler, artmis sol ventrikiil
duvar gerilimi, infiltratif hastaliklar gibi miyokarda olan her tiirlii etkiye bagli olabilir
ve ¢ogunlukla prognostik deger tasir (61).

BNP ve NT-proBNP, natriiiretik peptid ailesi, benzer biyokimyasal yapilar1 olan
dort molekiilden olugmaktadir; atrial natritiretik peptid (ANP), beyin natriiiretik peptid
(BNP), C-tipi natritiretik peptid (CNP), dendroaspis natriiiretik peptid (DNP). Her biri
i¢cin Oncii hormon, ayr1 bir gen tarafindan kodlanmaktadir (62).

Dolasimdaki BNP kalpten kdken alir ve bu peptidin en yliksek konsantrasyonlari
ventrikiil myokardi i¢inde bulunur. ANP, esas olarak atriyal dokuda iiretilmekle
beraber, az miktarda ventrikiil, beyin, hipofiz anterior lobu, akciger ve bdbreklerde
salinmaktadir. Ayrica fetal ve neonatal ventrikiil dokusunda ve hipertrofik
ventrikiillerde de tespit edilmistir. CNP ise, vaskiiler endotel hiicrelerinde, beyin,
hipofiz anterior lobunda ve bobreklerde salinmaktadir (62,63). ANP ve BNP temelde

dolasimdaki kardiyak hormonlardir. CNP ise vaskiiler dokular {izerine vazorelaksan ve
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antiproliferatif etkileri olan bir parakrin faktor olarak davranir. Heniiz insanlarda
DNP’nin endojen varliginin olup olmadigi kesin bilinmemektedir. Gastrointestinal
sistem mukozasinda su ve tuz transportundan sorumlu oldugu sanilmaktadir (64).
BNP’nin temel kokeni ventrikiillerdir. Sol ventrikiil gerilimi veya duvar gerginligi,
BNP salinimi i¢in primer diizenleyicilerdir. Miyosit i¢inde sentez edilen prepro-BNP,
134 aminoasidden olusur. Pro-BNP olusturmak iizere 26 aminoasidlik bir sinyal peptidi
ayrilir. ProANP’nin aksine, proBNP (108 amino asit) graniillerde depolanmaz. Bu
yliizden BNP sentezinin ve salgilanmasinin akut diizenlenmesi, gen ekspresyonu
seviyesinde meydana gelir. Stirekli bir ventrikiiler genisleme ve basing artis1 oldugunda,
pro-BNP fizyolojik olarak aktif hormon olan BNP ile inaktif bir metabolit olan NT-
proBNP’ye parcalanir (Sekil 2).
BNP

Kardivomiyosit preproBNP
(134 aa)

/Siuyal peptit (26 aa)

proBNP (108aa)
Sekresyon

A
o / \
BIWWP 77-108 (fizyolojik aktif form)

NT-proBINP 1-76

Sekil 2: BNP’nin sentez ve sekresyonu. (62,63)

Natriiiretik peptidlerin baglanmasindan sonra, ligant-reseptdr kompleksi internalize olur
ve natriiiretik peptidler enzimatik olarak yikilir, ardindan reseptdr hiicre ylizeyine geri
doner. Natritiretik peptidleri temizleyen bir bagka mekanizma ise, notral endopeptidaz
tarafindan enzimatik yikimdir. Notral endopeptidaz; endotel hiicreleri, diiz kas
hiicreleri, kardiyak myositler, bobrek epitel hiicreleri ve fibroblastlarda yogun olmak
tizere akciger, adrenal bezler, sindirim sistemi ile beyinde bulunur. Bu enzime en
yliksek afiniteyi CNP gosterir, onu ANP ve BNP izler (62,63).

Bununla birlikte, nétral endopeptidazin diizenledigi yikimin BNP’nin baskin
metabolik yolu oldugu goriilmektedir. En kisa biyolojik yar1 6miir, ANP i¢in (yaklasik 3
dakika) bildirilmistir ve bunu 20 dakikalik yarilanma omriiyle BNP izler. ANP ve
BNP’nin N-terminali pro-ANP yaklagsik 1 saat, N-terminali pro-BNP halen net olarak
bilinmemekte, 1-2 saat olarak tahmin edilmektedir (65). BNP ve NT-proBNP
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ventrikiiler duvar stresindeki artisa cevap olarak kardiyak myositlerden salinirlar. Bir
odadaki duvar stresi odanin ¢ap1 ve transmural basingla direkt olarak iliskilidir. Genis
MI sonrasi, infarktiis ve infarktiis olmayan bdlgelerdeki yapisal veya fonksiyonel
degisiklikler sonucu sol ventrikiilde genisleme ve kalp yetersizligini ifade eden
ventrikiil remodellingi AMI’nin 6nemli bir komplikasyonudur (66).

BNP ve NT-proBNP arasindaki farklar

* NT-proBNP kan konsantrasyonu BNP’ye gore 20-50 kat daha yiiksektir.

* NT-proBNP degerleri pozisyonla degigmez.

* NT-proBNP kan yar1 6mrii daha uzundur.

* NT-proBNP i¢in alinan daha az kan 6rnegi ve oda sicakliginda 3 giin stabil kalabilir.

* Ventrikiiler fonksiyon bozuklugunda NT-proBNP salinim1 daha fazladir.

* Sol ventrikiil fonksiyon bozuklugunda: NT-proBNP > BNP (2-10 kat)

* NT-proBNP, BNP’ye gore GFR’den daha fazla etkilenir

Ayrica, pulmoner emboli, primer pulmoner hipertansiyon, kor pulmonale, konjenital
kalp hastaliklar1 ve akut koroner sendrom, aort darligi, hipertrofik kardiyomiyopati,

hipertansiyon, restriktif kardiyomiyopati gibi durumlarda arttig1 rapor edilmistir (67).

2.4.2. Oksidan-antioksidanlar

Organizmada serbest radikallerin olusum hiz1 ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi
bir denge icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif denge
saglandig siirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin
olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme bu dengenin
bozulmasina neden olur. ‘Oksidatif stres’ olarak adlandirilan bu durum 6zetle: serbest
radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi
gostermekte olup, sonugta doku hasarina yol agmaktadir (68). Biyolojik sistemlerdeki
reaktif oksijen tiirleri (ROS), siiperoksit anyonu (O;"), hidroksil radikali (HO.), nitrik
oksit (NO.), peroksil radikali (ROQ.), ve radikal olmayan hidrojen peroksit (H202) gibi
serbest radikaller oksidatif stresin en 6nemli nedenlerinden birini olustururlar (69).
Serbest radikal zincir reaksiyonlar1 genellikle, molekiillerden H ’nin uzaklastiriimasiyla
baslar. Serbest oksijen radikalleri (SOR) oldukga reaktif ve stabil olmayan metabolitler
olup, protein, lipid ve niikleik asitler gibi Onemli biyomolekiilleri degistirme

kapasitesine sahiptirler. Saglikli kisilerde bu metabolitlerin zararli etkileri
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antioksidanlarla sinirlanmaktadir, boylece oksidatif hasara bagli olarak ortaya ¢ikan
doku hasar1 en aza indirilmektedir (70).

Lipid peroksidasyonu (LPO), serbest radikallerin hiicre membraninda bulunan
poliansatiire yag asitlerini (PUFA) etkilemesi sonucu meydana gelen zincirleme bir
reaksiyondur (71). Ug ya da daha fazla cift bas iceren yag asitlerinin peroksidasyonu ile
malonildialdehit (MDA) olusur. MDA diizeyi lipid peroksidasyonunun yayginligi ile
korelasyon  gosterir.  Organofosfat  bilesiklerinin ~ kalpte  histopatolojik  ve
immiinohistokimyasal degisikliklere lipid peroksidasyonu artis1 ile neden oldugu tespit
edilmistir (72). Ayrica, akut tiibiiler nekroz ve nobet gelisiminde lipid peroksidasyonu
ve SOR’nin baglantili olabilecegi ileri siirtilmiistiir. Yine bir OB olan metidationun ve
diazinonun akut verilmesi ile, sicanlarin kalp dokusunda, antioksidan enzimlerin
aktivitelerinde yaptig1 degisiklikler sonucu kalpte hasara neden oldugu ve bu hasarin
temelinde MDA artiginin 6nemli rol oynadigi iddia edilmistir (73).

Antioksidanlar; endojen ve eksojen kaynakli olabilen antioksidanlar, hiicrenin
hem sivi hem de membran kisminda bulunurlar (74). Antioksidanlar, serbest
radikallerin olusumunu ve verebilecekleri zarar1 6nlemek icin varolan molekiillerdir
(75). Siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz, glutatyon transferaz,
mitokondrial  sitokrom oksidaz sistemi ve glutatyon rediiktaz enzimatik
antioksidanlardir. E-vitamini, B-karoten, askorbik asid, melatonin, iirik asit, bilirubin,
glutatyon, seruloplazmin, albumin, transferin, ferritin ise diger bazi1 antioksidan
maddelerdir. Glutatyon, metabolizmada 6nemli rol oynayan ve glutamik asit, sistein ve
glisin aminoasitlerinden olusan bir tripeptittir. Sentezi ATP kullanilan iki basamakl1 bir
reaksiyonla gerceklesir (71). En 6nemli islevleri; hiicre zarlarindan aminoasitlerin hiicre
icine taginmasi, koenzim olarak enzim yapisina katilmak, proteinlerdeki siilfidril
gruplarmi1 korumak, peroksit, serbest radikaller ve reaktif toksik ara maddelerin
etkisizlestirilmesidir (76). Ayrica ksenobiyotik ve karsinojenler gibi bir¢ok endojen ve
eksojen zararli bilesikleri de etkisizlestirmede Onemli rol oynayan anahtar
antioksidanlardandir. Oksidatif hasar1 6nlemesi, glutatyonun serbest radikallerle direkt
reaksiyona girme, disiilfitleri direkt olarak indirgeme ve glutatyon peroksidaza kofaktor
olabilmesi ile gerceklesir (77). Serum glutatyon seviyelerinin, insan zehirlenme

vakalarinda OB’ne maruziyet sonrasi azaldigi bildirilmistir (78). Baska bir ¢alismada
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baliklarin kas, karaciger ve serumunda diklorvosa bagli olarak serum glutatyon
diizeylerinin azaldig1 6ne siiriilmiistiir (79).

Nitrik oksit (NO); Otokrin ve parakrin bir hiicresel ajan olan NO, normal
fiyolojik kosullar ile bir ¢ok patofizyolojik durumda homeostazin siirdiiriilmesinde
onemli bir etkendir. Endotel kaynakli vazodilatér faktoriin NO oldugu belirlendikten
sonra, bu molekiiliin beyin ve daha bir ¢ok hiicre ve organ sistemlerinde iiretilerek
fizyolojik ve patofizyolojik olaylarda etkili oldugu ileri siiriilmiistiir (80). Nitrik oksit,
membranlart kolayca gecebilme 6zelligi olan, oldukca lipofilik bir molekiildiir. NO
sentezleyen enzimlerin (NOS) katalize ettigi bir dizi reaksiyon sonucunda L-arginin, L-
sitrullin ve NO’ya doniisiir (81,82) (Sekil 1). Bu reaksiyon i¢in ortamda oksijen ve bazi
diger kofaktorlerin (nikotinamid adenin dintikleotid fosfat (NADPH), flavin adenin
diniikleotid (FAD), flavin mononiikleotid (FMN), tetrahidrobiopterin ve kalmodulin)
bulunmasi gerekir (81,83,84). Nitrik oksit sentezleyen enzimin 3 farkli izoformu vardir.
Bu izoenzimlere 6zgii genler kromozom 7 (endotelyal NOS-eNOS), 12 (ndral NOS-
nNOS) ve 17 (indiiklenebilen NOS-iNOS) {izerinde bulunmustur (85,86). Nitrik oksit
sentezleyen enzim-I yada nNOS ve NOS-III yada eNOS siirekli, ancak az miktarda ve
kalsiyuma bagimli olarak (enzim aktivasyonu igin hiicre i¢i kalsiyumun artmasi gerekir)
saliir. Noral dokularda NOS-I ve vaskiiler endotelde ise NOS-III bulunur. Solunum
yolu epitelinde ve ¢esitli diger hiicrelerde NOS-II yada iNOS bulunur (kalsiyuma
bagimli degildir). Ozgiil sitokinlerin indiiklemesi sonrasinda fazla miktarda salgilanir.
interferon-g, IL-1 b, TNF-a, endotoksin veya egzotoksinlerce indiiklenmesi sonucunda
NOS-I ve NOS-III"ten (ikisi birlikte, constitutive NOS-cNOS olarak adlandirilmaktadir)
1000 kat daha fazla NO sentezleyebilmektedir. Glukokortikosteroidler bu indiiksiyonu
ve NO sentezini inhibe eder (85-87). NO, suda ve yagda ¢o6ziinebilen, soliisyon i¢inde
yarilanma 0mrii 30 saniye olan, nitrit ve nitrata okside olabilen renksiz ve stabil bir
gazdir. Tiol gruplar ile reaksiyona girerek gerektigi zamanlarda kullanilmak iizere
depolanir (80). Nitrik oksit, 6zellikle ndronlar ve damar diiz kas hiicre membraninda
bulunan guanilat siklaz1 aktive eder. Guanilat siklaz ise GTP’den bir ikincil haberci olan
siklik GMP (¢cGMP) olusumunu artirir. cGMP kendine uyan (kas gevsemesi, sinapstan
uyar1 gegisi gibi) hiicre i¢i proseslerini regiile eder (88). Olusan bu biyokimyasal olaylar
diiz kas kasilmasi, vaskiiler toniis ve kan akisinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar.

NO aym1 zamanda trombositler i¢indeki c¢oziilebilir guanilat siklaz aktivitesini de
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artirarak trombosit adhezyon ve agregasyonunu azaltir. Ayrica mikroorganizmalarin
mitokondrial proteine bagli demir bilesikleriyle reaksiyona girip DNA sentezini bozarak
Olmelerine yol acar ve savunma sisteminde rol oynar. Guanozin 3.5-siklik monofosfat,
bobrekler ile beyinde atrial natritiretik faktor, sinirlerden uyar1 gegisi, diiz kaslarin
gevsemesi, retinada fototransdiiksiyon ve enterotoksinlerle iliskili olarak ince bagirsaga
s1vi salmimini etkiler. NO demir siilfiir i¢eren ve trikarboksilikasit siklusunun enzimi
olan cis-akonitaz ile gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenazin tiyol (SH) gruplarina baglanir
(80).

Tasidigr ciftlesmemis elektron nedeni ile NO, bir serbest radikal olarak
tanimlanabilir ve serbest radikallerden farkli olarak, digerleri her konsantrasyonda
hiicreler i¢in zararli iken, NO’nun asir1 sentezi hiicreler i¢in zararlidir. Diislik
konsantrasyonlarda ise ¢ok onemli fizyolojik islevlerde rol almaktadir. Ancak asir1 ve
kontrolstiz NO sentezi hiicreler i¢in zararli olmaktadir. Bu 6zelligi ile NO, ¢ok dnemli
fizyolojik haberci molekiilii 6zelligi kazanmaktadir (89). Ayrica organizmada
peroksinitrit anyonu ve hidroksil radikali gibi ¢ok etkin radikallerin tiretilmesine neden
olur. Bu radikaller dokulara zarar verebilir, kalpte kontraktil fonksiyonu bozabilir,
cesitli iyon pompalarim etkisiz kilarak iletim bozukluklarma yol agabilir. Ote yandan
NO’nun dogrudan dogruya mitokondriyal solunum zincirini inhibe ettigi de
bilinmektedir. Kalpteki miyositlerin iicte birini mitokondriler olusturur. Dolayisiyla,
mitokondriyal solunum zincirindeki bozukluklar kontraktil fonksiyonu bozar ve dokuda
hasara neden olur (90).

Nitrik oksit, MSS’de hafiza olusumu, denge, koku alma gibi birgok
fonksiyonlar1 destekleyen bir ndotransmiter olarak fonksiyon gérmektedir. Periferik
sinir sisteminde ise nonadrenerjik ve nonkolinerjik sinirleri etkileyerek vazodiltasyon,
solunum, genitoiiriner ve mide barsak fonksiyonlarinin diizenlenmesine katki saglar
(91). Dolasim sisteminde, daha o©nce bahsedilen trombosit agregasyonunun ve
adezyonun engellenmesi, kalp kasilmasinin idamesi gibi olaylara katkida bulunarak
sistemik dolasimin diizenlenmesinde rol oynar, ayrica kalp, karaciger ve beyinde lokal
dolagimi diizenler (92). Vazoregiilan bir molekiil olan NO, damarlarda yeterli miktarda
sentezlenemezse, vazodilatasyon azalmakta, antioksidan vitamin diizeyleri diismekte,
ateroskleroz ve vaskiilopatilerin gelismesi kaginilmaz olabilmektedir (93). Sonug olarak

saglikli endotelde denge, NO’ya bagli vazodilatasyon yoniindedir diyebiliriz. Endotel



22

disfonksiyonu, saglikli endotelin antienflamatuvar, antikoagiilan ve vazoaktif etkilerinin
yetersizligi ile sonuglanir. Endotel disfonksiyonu kardiyovaskiiler etkilenmelerin ¢ogu
ile birlikte olup, hipertansiyon, hiperglisemi, kalp yetmezligi 6rnek olarak gosterilebilir
(94). Ayrica NO, miyokardiyumda pozitif inotropik, kronotropik ve lusinotropik etki
gostermektedir. Paradoksal olarak mitokondriyal metabolizmay1 inhibe ederek oksijen
gereksinmini azaltir. Kardiyak NO salinimi degiskendir ve salinimi erken diyastolik
dolum fazinda artar. On yiik arttiginda, salimimi artan NO’nun, Frank-Starling

mekanizmasinda etkili oldugu bildirilmistir (95).

2.5. Myokard Hasarinin Belirlenmesinde Histopatolojik Gostergeler

Organofosfat bilesiklerinin siganlarda pankreas, karaciger, testis, beyin, vaskiiler
duvar, bobrek ve kalpte histopatolojik degisikliklere neden olmaktadir. Bir ¢aligmada
metidation’a bagli olarak kalp hiicrelerinde miyositolizis seklinde dejeneratif
degisikliklerin olustugu (73), bir baska klinik calismada ise malation zehirlenmesinin
miyokardiyal nekroz alanlar1 olusturdugu bildirilmistir (96). Diklorvosun da siganlarda
endometrial histopatolojik degisikliklere neden oldugu rapor edilmistir (97).

Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), kalp myositleri, karaciger hiicresi,
noronlar, mikroglial hiicreler, notrofiller, vaskiiler endotel ve kas hiicrelerinde bulunur.
Travma, stres, akut enflamasyon gibi durumlarda salinan iNOS, hem doku koruyucu
hem de zarar verici bir etkiye sahiptir. Normalde hiicrelerde olmayan iNOS, 6zgiil
sitokinlerin indiiklemesi sonrasinda fazla miktarda salgilanir. Interferon-gama, IL-1,
TNF-alfa, endotoksin veya egzotoksinlerce indiiklenmesi sonucunda, NOS-I ve NOS-
[IT’ten (ikisi birlikte, constitutive NOS-cNOS olarak adlandirilmaktadir) 1000 kat daha
fazla NO sentezleyebilmektedir. Glukokortikosteroidler iNOS uyarilmasint ve NO
sentezini inhibe ederler (87).

Kalp yetmezliginde, kalp hiicresinde iNOS aktivitesinin arttig1 bilinmekte olup,
iINOS’un dilate kardiyomiyopati, organ reddi ve miyokard infarktiisiinde uyarildig:
rapor edilmistir (98). Kalp yetmezlikli hastalarda iNOS ve nNOS’daki artis ile oksidatif
stresteki artigin uyumlu oldugu bildirilmistir (99). Kalpte iNOS’1n sentez artisina baglh
olarak, sentezi artan NO’in negatif inotrop, kronotrop ve beta adrenerjik uyarilmada

azalma yoniinde etkisi ortaya ¢ikmaktadir. Indiiklenebilir NOS inhibitérleri verilmesi ile
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iskemiye bagl kalp yetmezligi olan hastalarda myositte hipertrofi, infarkt biiytkligii ve
mortalitede 6nemli azalmalar oldugu rapor edilmistir (100).

Soman zehirlenmesinde, arginin (NOS substrati) ve iNOS inhibitorii olan NG-
nitro-L-arginin methil ester (NAME)’in etkisi arastirilmis ve arginin ile artmig mortalite
goriilirken, NAME ile mortalitenin azaldig1 rapor edilmistir (101). Ayrica OB ile
olusturulan zehirlenmelerde, nobetleri 6nlemek i¢cin NOS inhibitorlerinin etkin oldugu
ve bu nobetlerin NO ile iligkili olabilecegi ifade edilmistir (102).

Apoptozis; (programli hiicre o6liimii), c¢ok hiicreli organizmalarin genetik
sifrelerinde bulunan “hiicre intihar1” programlarinin gelisimsel ve/veya c¢evresel
uyarimlarla etkinlesmesi sonucu ortaya cikan, gelisim ve farklilasma sirasinda organ
yapist ve islevlerinin aktif degisimini saglayan fizyolojik hiicre Oliimii olarak
tanimlanmaktadir (103). Bir baska deyisle, bazi hiicrelerin, geri kalanin iyiligi igin
herediter olarak kendilerinde varolan intihar programini devreye sokarak hayatlarini
sonlandirmalaridir. Literatiirde ilk kez “mitozun karsit anlami” olarak kullanilan
apoptosis, “agaclarin yapraklarint dokmesi” anlamina gelir (104). Apoptosis, nekrozdan
oldukca farklidir. Nekrozda akut hiicre hasarini takiben hiicre ve organellerinin sisip
lizise ugradig1 pasif ve patolojik bir hiicre 6liimii s6z konusudur. Di1s etki ile koruyucu
mekanizmalarin devreye girmesine firsat vermeyecek sekilde gelisen nekrozda, zarar
gbren esas hedef organel, hiicrenin enerji kaynagi olan mitokondridir. Apoptozis ise
aktif islev gerektiren genetik kontrollii bir siire¢ olup, hiicre biiziisiir ve bir saatten kisa
bir siirede hacminin %30’ nu kaybeder. Mitokondri morfolojik olarak saglamdir, ancak
burada esas hasarlanan hedef organel, hiicre ¢ekirdegidir. Apoptozis, embriyogenezis,
immiinolojik reaksiyonlar gibi bir¢ok fizyolojik olayda yer almakla birlikte (103), farkl
cevresel uyarilar da apoptozisi baslatabilir. inflamatuvar sitokinler, immuno regiilatuvar
sitokinler, oksidatif stres, mekanik stres apoptozisi baglatabilmektedir (105). Reaktif
oksijen radikalleri veya antioksidan enzimlerin azalmasi ile de uyarilabilir (104).

Apoptotik hiicredeki morfolojik degisiklikleri saptamak i¢in 151k mikroskobu ve
elektron mikroskobu kullanilmaktadir. Bu morfolojik degisikliklerin saptanmasi
sitoplazmik farkliliklar (kaspaz aktivitesi, hiicreye kalsiyum akisi, mitokondri
disfonksiyonu), membran degisikliklerinin belirlenmesi (membran gecirgenligi),
apoptoz siirecindeki gorevli ¢esitli proteinlerin serum veya dokuda Olgiilmesi

(Bcl2/Bax), DNA parcalanmasinin g¢esitli 6zel immiinohistokimyasal boyalarla
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gosterilmeleri ile yapilmaktadir. En sik kullanilan yontemler DNA agarose gel
electrophoresis ve TUNEL (terminal deoxytransferase mediated bio-dUTP nick end
labeling) boyasi ile formalinde fikse edilmis materyalin mikroskobik incelenmesidir
(106).

Apoptozis siklikla, hiicre siklusunda progresyon gosteren hiicrelerde olur. Bu
nedenle kardiyak hiicrelerde olusmayacagi diisiiniilmiistiir. Ancak miyokardda da
apoptozisin goriilebilecegi bildirilmis olup, farkli kardiyak ve vaskiiler hastaliklarda
apoptosis mekanizmalarinda bozukluklar gdsterilmistir (103). Ornek olarak fokal
apoptotik bir odagin, nekrotik hiicrelerde oldugu gibi ileti sistemini etkileyerek disritmi
veya bloklara yol agabildigi rapor edilmistir. Yine hafif iskemi, miyositlerde apoptosise
yol acarken, agir iskemi nekrozla sonuc¢lanmaktadir. Miyokard infarktiisiinde ise
infarktiis bolgesinde her iki hiicre 6liim tipi de bir arada goriilmekte olup, apoptozis en
yogun olarak infarktiisii smirlayan bolgede izlenmektedir. Kalp yetersizliginde
apoptozis en yogun arastirilan konulardan biri olup, hem post-mortem hem de biyopsi
calismalarinda gosterilmistir (107).

Sicanlarda parakson ve malation’un sirasi ile lenfosit ve fibroblastlarda kaspaz-3
aktiviteni baskilayarak apoptosise neden oldugu, sarinin ise serebellum purkinje
hiicreleri, hipokampus ve serebral korteks ndronlarinda apoptotik hiicre Sliimiine yol
actig1 rapor edilmistir (106). Ayrica diklorvos ile siganlarda endometrial apoptotik

degisiklikler bildirilmistir (72).



3. MATERYAL VE METOD

Bu ¢aligma, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul’undan (Etik kurul
onay tarihi: 14.05.2007 ve karar No: 05-2007/13) onay alindiktan sonra, Tip Fakiiltesi
Acil Tip, Farmakoloji, Biyokimya ve Patoloji Anabilim Dallari’’nin isbirligi ile
gerceklestirildi. Farmakoloji laboratuarinda yapilan deneylerde, 200-400 gram
agirhigindaki erkek Wistar Albino cinsi sicanlar kullanildi. Deney hayvanlar1 dort gruba
ayrildi:

3.1. Deney Hayvanlari

Siganlar  Gaziantep  Universitesi Tip  Fakiiltesi Deney Hayvanlarl
Laboratuari’ndan temin edildi. Calisma giiniine kadar deney hayvanlar1 laboratuarda,
22°C’ de, normal yem ve su ile beslenerek 12 saat giindiiz 12 saat gece olacak sekilde
barindirildi. Deneyden hemen Once sicanlar tartilarak agirliklart  kaydedildi.
Agirliklarma gore ilag dozlari hesaplanarak not edildi. Sakrifikasyon islemine kadar
yukarida belirtilen ortamda 6 saat tutuldular. Bu siire icerisinde dlenler kaydedildi, 6
saatten once Olenlerden kan ve doku 6rnekleri alinmadi.

3.2. Deney Protokolii
Masir yag kontrol grubu (M grubu)

Kilograma 30 mg olarak verilmesi planlanan diklorvos i¢in hesaplanan hacimde
misir yagi intraperitoneal (i.p.) olarak toplam 9 sicana verildi. Alt1 saat sonra i.p. olarak
verilen tiyopental sodyum (120 mg/kg) ile anestezi saglandi. Kan ornekleri alinarak
sakrifiye edildi, daha sonra kalp doku 6rnegi alindu.

Diklorvos 30 mg/kg grubu (D grubu)

Toplam 13 sicana, diklorvos misir yaginda 1:20 oraninda ¢ozdiiriilerek, 30
mg/kg dozunda i.p. olarak verildi (108). Hayatta kalan si¢anlara, 6 saat sonra i.p. olarak
verilen tiyopental sodyum (120 mg/kg) ile anestezi saglandi. Kan ornekleri alinarak

sakrifiye edildi, daha sonra kalp doku 6rnegi alindu.
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Y-27632 (10 mg/kg) ve diklorvos 30 mg/kg (Y10 grubu)

Deney hayvan laboratuarindan alinan 9 sigan kullanildi. Sigana 6nce 10 mg/kg
dozunda Y-27632 (109) ve hemen sonrasinda 30 mg/kg diklorvos i.p. olarak verildi.
Higbir sicanda kolinerjik semptom ve mortalite gézlenmedi. Yaklasik 6 saat sonra
sicanlar 120 mg/kg tiyopental ile anestezi saglanarak sakrifiye edildi.

Y-27632 (1 mg/kg) ve diklorvos 30 mg/kg (Y1 grubu)

Deney hayvan laboratuarindan alinan 9 sicana 6nce / mg/kg dozunda Y-27632
(109) i.p. olarak uygulandi. Y-27632 verildikten sonra yine i.p. diklorvos 30 mg/kg
dozunda verildi. Yaklasik 6 saat sonra sicanlar 120 mg/kg tiyopental ile anestezi
saglanarak sakrifiye edildi.

Toksik belirtilerin ve kas fasikiilasyonun gozlenmesi; Siganlar diklorvos
verildikten 6 saat sonra gozlendi. Kas fasikiilasyonu, Zhou ve ark., (111) daha 6nceden
tanimladiklar1 kalitatif evreleme sistemine gore degerlendirildi:

Evre 0, anormal fasikiilasyon yok; evre 1, eklemlerde hareket olmaksizin yiiz ve
dallarin hafif tremoru; evre 2, eklemlerin horizontal hareketi ve dallarin hafif
fasikiilasyonu; evre 3, eklemlerin vertikal hareketi ve dallarin kas fasikiilasyonu.

Serum ve doku orneklerinin elde edilmesi; Anestezi verildikten sonra, sol
parasternal torakotomi yapildi ve kalp ¢evre dokularindan ayrildi. Sag ventrikiilden kan
alimmasini takiben, 6lmek {izere olan siganlarin, kalpleri 6zenle ¢ikarildi. Alinan kanlar
4500 devirde (rpm) 4°C’de 15 dakika santriftij edildi (Eppendorf, Centrifuge 5810R,
Almanya) ve ependorf tiiplerine alindi. Tiim serumlar sogutucuda -20 °C’de muhafaza
edildi. Cikarilan kalpler serum fizyolojik igerisinde horizontal sekilde ikiye ayrildi ve
ventrikiil tarafi homojenizasyon islemi i¢in bos tiiplere konarken (¢aligma giiniine kadar
-20°C’de saklandi), kalan kisim histopatolojik ¢alisma igin %10’luk formaldehid igeren
tiiplere kondu.

Mlaclar ve kimyasal maddeler

Diklorvos’un mililitresinde 550 mg etken madde igeren piyasada bulunan
preparati (DDVP insektisit, IMPA Tarim-Veteriner ila¢ Sanayi Ltd. Sti. Istanbul)
kullanildi. Bu maddenin 1 ml’si 19 ml misir yaginda (Aymar, Aymar Yag ve Gida San.
Tic. A.S., Tekirdag) c¢ozdiirildii (11). Elde edilen karisim 27.5 mg/ml diklorvos
icermekteydi.
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Bir flakon tiyopental sodyum (Pental Sodyum enjektabl flakon 0.5 g, I.E. Ulagay
[lag Sanayi Tiirk A.S., Istanbul) 10 ml serum fizyolojik ¢ozdiiriilerek hazirlandi. Cozelti
50 mg/ml etken madde igermekteydi. Y-27632 dihidroklorid (Tocris Cookson Ltd.
Bristol, Ingiltere) 10ml serum fizyolojik ile ¢oziildii. 3.8mg/ml olarak hazirland1 ve
kullanildi.

Deneylerde kullanilan triklorasetik asit (TCA), 2-tiyobarbitiirik asit (2-TBA),
butile hidroksitoluen kristal (BHT), sodyum hidroksit (NaOH) anhidrdz, 5,5’-ditiyo-bis
(2-nitrobenzoik asit) (DTNB), sodyum sitrat, trizma hidrokloriir (tris HCI), sodyum
kloriir (NaCl), potasyum kloriir (KCl), potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,), disodyum
EDTA ve vanadyum (III) kloriir Sigma-Aldrich Chemical Co (St Louis, MO, ABD)
firmasindan, disodyum hidrojen fosfat (Na;HPO4), AppliChem firmasindan
(Biochemica, Darmstadt, Almanya), Y-27632 dihidroklorid Tocris Cookson Ltd.
firmasindan (Bristol, Ingiltere) ve saf etanol, Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan
saglanmustir.

3.3. Biyokimyasal Calismalar
3.3.1. Serumdaki Olciimler

Serum kolinesteraz élgiimii; R1 sisesi fosfat tamponu (pH 7.7= 50 mmol/L), 5.5-
DTNB 0.25 mmol/L; R2 sisesi butiriltiyokolin (7 mmol/ L) ayiracim1 igermektedir.
Ayiraglar hazirlanarak, birinci ayiracin ¢oziilmesi i¢in 50 ml serum fizyolojik (WRI),
ikinci ayirag icin ise 3 ml soguk steril distile su ile eklendi (WR2). Siselerin kapaklari
kapatilarak ¢oziilen igerik yavasca karigtirildi ve serum Ornekleri %2 oraninda serum
fizyolojikle diliie edildi. Hem ayiraclar hem de serum 6rnegi karistirildi ve 30 dakika
bekletildi. 37°C’de 405 nm dalga boyunda otoanalizator sistemde (Prestige 24i, Tokyo
Boeki Medical System, Japonya) kolinesteraz-CHE-Bi Kit (Spinreact, S.A., Ispanya)
kullanilarak kolorometrik-enzimatik yontem ile ol¢tildii (112). Normal cut-off degeri
olarak 5599 (4599-6599) alindi.

Serum CK ve CK-MB olgiimii; Klinik Kimya Otoanalizatorii’'nde (Prestige 244,
Tokyo Boeki Medical System, Japonya) CK, CK-MB kiti (Prestige 24 1 LQ CK, CK-
MB Diagnostic Kit) kullanilarak kolorometrik-enzimatik yontem ile 6l¢iildii. CK i¢in
referans degerleri (25-200 U/L), CK-MB i¢in referans degerleri (0-24 U/L) olarak kabul
edildi.
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Serum miyoglobin ol¢iimii; Miyoglobinin tayini i¢in solid faz enzim bagh
immunosorbent analiz teknigi olan ELIZA yéntemi (DRG International, Inc., ABD)
kullanildi. Onceden santrifuj edilip hazirlanmis serum &rneklerinde  analiz
gerceklestirildi. Orneklerdeki miyoglobin konsantrasyonu direkt olarak olusan renk
yogunlugu ile dogru orantiliydi. Absorbans spektrofotometrik olarak 450 nm’de 6lgtildii
(ELx 800 Universal Microplate Reader. Bio-Tek Instruments Inc., Vermont, ABD). S6z
konusu orneklerdeki miyoglobin konsantrasyonu standart egriden elde edilen faktorle
hesaplandi.

Serum Troponin I élciimii; Troponin I'min tayini i¢in ELIZA kiti (DRG
International, Inc., ABD) kullanildi. Santrifuj edilerek hazirlanmis serum orneklerinde
analiz gerceklestirildi. Orneklerdeki T-1 konsantrasyonu direkt olarak olusan renk
yogunlugu ile dogru orantiliydi. Absorbans spektrofotometrik olarak 450 nm’de 6lgiildii
(ELx 800 Universal Microplate Reader. Bio-Tek Instruments Inc., Vermont, ABD).
Orneklerdeki T-1 konsantrasyonu standart egriden elde edilen faktdrle hesaplandi.

Serum NT-proBNP aktivitesi tayini i¢in ELIZA kiti (Diagnostic automation Inc.,
Calabasas, ABD) kullanildi. Bu yontem immiinoreaktif NT-proBNP o6l¢mek igin
yarigmali enzim immiinassay analiz teknigi olup, Orneklerdeki NT-proBNP
konsantrasyonu olusan renk yogunlugu ile ters orantiliydi. Absorbans spektrofotometrik
olarak 450 nm’de 6lgiildii (ELx 800 Universal Microplate Reader. Bio-Tek Instruments
Inc., Vermont, ABD). Orneklerdeki NT-proBNP konsantrasyonu standart egriden elde
edilen faktorle hesaplandi.

Serum NO ol¢iimii; Serum 6rneklerini deproteinize etmek i¢in, 1:2 v/v oraninda
sogutulmus (0°C) absolu etanol eklenerek serum vortekslendi. Ornekler 30 dakika
0°C'de inkiibe edildikten sonra 10000 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen
stipernatant, 95°C'deki vanadyum (III)-HCI igine enjekte edildi ve nitrat, nitrit ve S-
nitroso bilesiklerinin NO'e indirgenmesi sonucu olusan NO'in 6l¢iimii, NO/ozon
kemiluminesans teknigi ile NOA 280i (Sievers Instruments, Boulder, CO, ABD) NO
analizorii kullanilarak yapildi. Biitiin 6rnekler iki kez ¢alisildi. Standart egri NaNO;'iin
diliisyonlart ~ (0.1-100uM)  kullamlarak  gergeklestirildi. ~ Orneklerdeki ~ NO
konsantrasyonu standart egri ile belirlendi ve serum 6rnekleri uM olarak hesaplandi.
Olciimlerde ve analizde NO AnalysisTM (version 3.21, Sievers, Boulder, CO, ABD)
programi kullanild1 (113).
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3.3.2. Dokudaki Olciimler

Saklanan kalp dokular1 g¢alisma giinii tartildi ve makasla kiyilarak kiiclik
parcalara ayrildi. Parcalanan dokulara sogutulmus 4 hacim TRIS HCI tamponu (50 uM,
pH=7.4) eklenerek buz i¢inde ultrasonik homojenizator (Branson sonifier 150, Dnabury,
CT, ABD) ile doku homojenizasyonu saglandi. Homojenize edilen tim dokular 4500
rpm’de 30 dakikada santrifiij (Eppendorf, Centrifuge 5810R, Almanya) edilerek elde
edilen siipernatantlar doku analizi (NO, glutatyon 6l¢iimleri) i¢in 4 farkli ependorf
tiipiine alindi. Hem serum hem de dokularin hazirlanma asamasindaki tiim islemler
(serum ayirma, dokularin homojenize edilmesi gibi) +4 °C’de yapildi (114).

Doku nitrik oksit 6lgiimii; Kalp doku homojenizasyonundan elde edilen
stipernatanta, serumda NO’yu 06lgmek icin kullanilan yontemin aynist uygulandi.
Orneklerdeki NO miktar1 pmol/g yas doku olarak hesaplandi.

Doku glutatyon ol¢iimii; Modifiye Ellman metodu kalp dokusundan glutatyon
analizi i¢in kullanildi. Homojenize edilen doku orneginden elde edilen 1500 pl
siipernatant, 18-20°C’de 3000 devirde 8 dakika santrifiij edildi. Bir ependorf tiipiine
1000 ul 0.3 M Na,HPO4 2H,0 (0.3M Na,HPOy4; 2H,0 10.6549 g madde 200 ml’de,
anhidraz ise 8.5176 g madde 200 ml distile suda ¢oziiniir), 125u] DTNB (40 mg DTNB
(ditiyo-bis(2-nitrobenzoik asit) %1°lik 100 ml Na-sitratta ¢oziiliir), 250 pl siipernatant
eklendi. Oda sicakliginda 5-10 dakika beklendi. Olugan numuneler spektrofotometrede
412 nm’de 6l¢iildii. Glutatyon diizeyleri 13600/M/cm katsayist ile hesaplandi. Sonuglar,
numunenin optik dansitesi (absorbans) x 4.23/gramda doku agirligi ile hesaplanarak

umol/g olarak ifade edildi (115).

3.4. Histopatolojik Degerlendirme

Alinan kalp oOrneklere asagidaki islemler uygulanarak mikroskobik
incelemeye hazir hale getirildi. Formalin (%10) igerisindeki doku 6rneklerinden, ince
kesitler alinarak doku takip sepetlerine kondu ve doku takip cihazinda saklandi. Doku
takip cihazinda otomatik sistemle bloklama islemi (fiksayon, dehidratasyon,
seffaflandirma ve sertlestirme islemleri i¢in sirastyla %10 formolaldehid, %96 etil alkol,
ksilol ve parafin kullanilarak) yapildi. Mikrotomda (Leica RM 2145 mikrotom,
Almanya) 4 pm kalinlhigindaki parafinli kesitler dort farkli lama alindi. Lamlar 70 °C’de

yarim saat deparafinizasyon islemine tabi tutuldu, daha sonra ksilol igerisinde lamin
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tizerindeki parafinin temizlenmesi saglandi. Hazirlanan preparatlar, apoptosis ve iNOS

icin farkli metodlar kullanilarak degerlendirildi.

3.4.1. immiinohistokimyasal analiz
Ikinci preparat kardiyak hiicrelerde iNOS aktivitesini degerlendirmek icin kullamld.
Parafin bloklara gémiilmiis olan doku kesitleri ImmunoCruz™ Staining System (Santa
Cruz Biotechnology, Inc, California, ABD) kullanilarak  degerlendirildi.
ImmunoCruz'™ Staining System; serum blok, peroksidaz blok, biotinli ikincil antikor,
HRP-Streptavidin ayiraci, 50x peroksidaz substrat, 50x DAB (coloring substrat)
kromojen ve 10x substrat tampon i¢cermekte olup, bu ayiraglarin her biri diliie edildi ve
tiretici firmanin prosediirii dogrultusunda immiinohistokimyasal boyamalar yapildi
(www.scbt.com, 2007). Hiicre sitoplazmasinin iNOS ile boyanma yogunluguna gore
boyama yok (0), hafif (1), orta (2) ve fazla miktarda boyama (3) olmak iizere 4 tiir
skorlama tariflendi.
3.4.2. Apoptozisin degerlendirilmesi

Ucgiincii ve son preparat ise kardiyak hiicrelerde apoptozisin degerlendirilmesi
icin kullanildi. Parafine gdmiilmiis doku kesitleri, TUNEL metodu kullanilarak in situ
apoptosis Ol¢iim kiti (Takara Bio Inc., Otsu, Shiga, Japonya) ile degerlendirildi. Doku
kesitleri deparafinize edilip rehidratasyona (distile su ile yikanarak) tabi tutuldu ve oda
sicakliginda 15 dakika 10-20 pg/ml proteinaz K (Takara Bio Inc., Otsu, Shiga, Japonya)
ile inkiibe edildi. Endojen peroksidaz aktivitesinden arindirmak i¢in, %3’liik hidrojen
peroksit (H,O,) oda sicakliginda 10 dakika uygulandi. Sonrasinda terminal
deoksiniikleotidil transferaz (TdT) ve Labeling Safe Buffer ile 37 °C’de 1 saat
nemlendirmeye tabi tutuldu ve oda sicakliginda 30 dakika Anti-FITC HRP konjugat ile
antikor reaksiyonu saglandi. Islem sonunda yikama tamponu (PBS) ile doku drnekleri
yikandi. Devaminda oda sicakliginda 10-15 dakika DAB ile renk gelistikten sonra saf su
ile arindirildi. Daha sonra preparat, hematoksilen ile boyandi. Doku &rnekleri %100
butanol ile dehidrate edildikten sonra ksilen ve Entellan (Merck Scientific Corporation,
Fairlacon, N.J., ABD) uygulanarak 151k mikroskobu ile 10x40 ve 10x10 biiyiitme ile
incelendi (www.takara-bio.com, 2007). Her bir preparatta TUNEL pozitif hiicre

niikleuslarinin boyanma miktarlarina gore 4 tiir skorlama tariflendi (Tablo 1).
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Tablo 1: Apoptozis skorlamasi

Skor | Apoptozis derecesi Boyanma miktari

0 Apoptozis yok Boyanma yok

1 Hafif derecede apoptozis Az miktarda boyanma (1-3)
2 Orta derecede apoptozis Orta derecede boyanma (4-8)
3 Siddetli apoptozis Fazla miktarda boyanma (9+)

3.5. istatistiksel Calismalar

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verildi. Istatistiksel analiz GraphPad
Instat (version 3.05) kullanilarak yapildi. Ikiden fazla gruplar arasindaki
karsilagtirmalarda tek yonlii varyans analiz testi (ANOVA) kullanildi, anlamlilik tespit
edildiginde analize (post-hock test) Student—Newman—Keuls testi ile devam edildi.
Skorlarin istatistiksel analizinde Kruskal-Wallis testi kullanildi. Gruplar arasindaki
mortalite ve %95 giiven araliklar1 Fisher’in kesin Ki-kare testi ile degerlendirildi. Tim
kargilagtirmalar i¢in 0.05°den kiiciik p degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.



4. BULGULAR

Deneyler, 200-400 gr agirliginda erkek Wistar albino cinsi, 41 adet sigan ile
yapildi. Misir yagi (M, kontrol), diklorvos (D grubu, 30mg/kg), 1 mg/kg Y-27632
+diklorvos (Y1 grubu), 10 mg/kg Y-27632 +diklorvos (Y10 grubu) olmak iizere 4 grup

olusturuldu.

Serum Kolinesteraz

300 -
250 -

200 -

U/L

150 +

100 -

50 -

Kontrol Diklorvos (30 mg/kg) Y-27632 (1 mg)+ Y-27632 (10 mg) +
Diklorvos Diklorvos

Sekil 3: M, D, Y1 ve Y10 gruplarindaki ChE degerleri (¥*P<0.05 M grubuna gore)

Serum ChE diizeyleri, diklorvos ile belirgin olarak baskilandi (p<0.05), bu
baskilanma Y-27632 maddesinin her iki dozu (1mg/kg ve 10 mg/kg) ile ortadan kalkti
(Sekil 3; Tablo 2).

Diklorvos (30mg) verdigimiz tiim ratlarda 3-5 dakika icinde kolinerjik semptomlar
goriildii ve deneyin sonunda diklorvos verdigimiz grubun 13’iinden 6 tanesinde Sliim
goriildii. Calismamiz siiresince asir1 sekresyon, solunum yetmezligi, tremor, kas
fasikiilasyonlar1 ve konviizyon gibi belirtiler tespit edildi. Bu belirtiler iki saat i¢inde
siddeti azaldig1r goriildii. Deneyin sonunda (6 saat sonra) toksik belirtiler tamamen
kayboldu. Y-27632 verilmesi, kas fasikiilasyonun siddetini ve toksik belirtilerin toplam
skorunu azaltabilir (Tablo 2).
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Tablo 2. Serum ChE diizeyleri , kas fasikiilasyonun siddeti ve zehirlenme belirtilerin

toplam skoru

Gruplar n Serum ChE Kas fasikiilasyonun | Zehirlenme belirtilerin
diizeyi (U/L) derecesi’ toplam skoru”

Kontrol 9 191.8+47.7 0 1.0+£0.3

Diklorvos 13 85.0424.3" 3" 33.0+0.5"

Y1 grubu 9 121.7£73.5 1* 11.0+£0.7*

Y10 grubu |9 129 24815 1* 5.0+0.5*

* Veriler ortalama olarak belirtildi. ° Veriler sum + SD olarak ifade edildi. 'p<0.05 kontrol
grubuna gore. * p<0.05 diklorvos grubuna gore.

Tablo 3. Serumdaki CK, CK-MB, myoglobin, Tn-I and Nt-pro-BNP diizeylerine
diklorvos ve Y-27632 etkileri.

Groups n CK CK-MB Myoglobin Tn-I Nt-proBNP
(U/L) (U/L) (ng/ml) (ng/ml) (fmol/ml)
Kontrol 9 432.6+249.0 442.4+284.6 17.9+11.6  0.4+0.4 191.3£20.0
Diklorvos 13 417.4+147.1  407.7+183.5 15.1+10.4  1.1+£0.8 221.5+£27.2
Y1 grubu 9 392.8+187.3  447.3+167.2 7.6£5.1 1.4+0.5 173.2+70.0
Y10 grubu 9 362.1£124.0  400.1£107.0  10.4+6.3 1.5+0.8 235.4+82.5

Geleneksel olarak olgiilen kardiak markirlardan CK, CK-MB degerlerinde gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli belirgin bir degisiklik saptanmadi (Sekil 4-5; Tablo

3).
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Kreatin Kinaz (CK)

900

600 -
d
>

300 -

0 _

Kontrol Diklorvos (30 mg/kg)  Y-27632 (1 mg) + Y-27632 (10 mg) +
Diklorvos Diklorvos

Sekil 4. Gruplardaki CK degerleri

CK-MB

900

600 -
=
—
>

300 -

0 4

Kontrol Diklorvos (30 mg/kg) Y-27632 (1 mg) + Y-27632 (10 mg) +
Diklorvos Diklorvos

Sekil 5. Gruplardaki CK-MB degerleri

Myoglobin degerleri kontrol grubuna gore, diger gruplarda azalmis gibi goériinmekle
birlikte, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli olan bir farklilik (p>0.05)
gostermedi (Sekil 6; Tablo 2).
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ng/ml

Kontrol

Myoglobin

Diklorvos (30 mg/kg)

Y-27632 (1 mg) +
Diklorvos

Y-27632 (10 mg) +
Diklorvos

Sekil 6. Gruplardaki myoglobin

degerleri

Tn-1 diizeyleri D, Y1 ve Y10 gruplarinda kontrol gruba gore anlamli sekilde

yiikselmistir (p<0.05), ancak Tn-I diizeyleri Y1 ve Y10 gruplarinda D grubuna gore

artmis olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli degildi (Sekil 7; Tablo 3).

2,5 A

ng/ml

0,5 A

0 ‘

Troponin |

Control

Dichlorvos (30 mg/kg) Y-27632 (1 mg/kg) + Y-27632 (10 mg/kg) +

Dichlorvos

Dichlorvos

ekil 7. Gruplardaki troponin-I degerleri (*p<0.05 kontrole gore).
Sekil 7. Gruplardaki in-I degerleri (*p<0.05 k le g6

Yeni ve genelde kardiyak belirte¢ olarak kullanilan NT-proBNP, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli (p>0.05) degildi (Sekil 8; Tablo 3).
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NT-proBNP

350 ~
300 -
250 +
200 +
150

fmol/ml

100
50 ~

Kontrol Diklorvos (30 mg/kg) Y-27632 (1 mg) + Y-27632 (10 mg) +
Diklorvos Diklorvos

Sekil 8. Gruplardaki NT-proBNP degerleri

Serum NO diizeyleri, diklorvos grubunda kontrol grubuna goére karsilastirildiginda
belirgin olarak azaldi. Benzer olarak Y1 ve Y10 gruplarinda da serum NO diizeyleri
kontrol grubuna gore anlamli sekilde azaldigi goriildi (p<0.05; Sekil 9). Doku NO
diizeylerine baktigimizda Y1 ve Y10 gruplarinda, diklorvos ve kontrol gruplarindan
daha fazla artis tespit edildi (p<<0.05; Sekil 10). Nitrik oksit diizeyleri agisindan gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli olan farklilik gézlendi.

A
Serum NO

160 -
140 +
120 +
100 +

60 -
40 ~
20 +

Control Dichlorvos (30 mg/kg) Y-27632 (1 mg/kg) + Y-27632 (10 mg/kg) +
Dichlorvos Dichlorvos

Sekil 9. Gruplardaki serum NO degerleri. (*p<0.05 kontrol grubuna gore)
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Doku NO

umol/g yas agirhk
N
o

Kontrol Diklorvos (30 mg/kg) Y-27632 (1 mg) + Y-27632 (10 mg) +
Diklorvos Diklorvos

Sekil 10. Gruplardaki doku NO diizeyleri (**p<0.01 diklorvosa gore)
Diklorvos ve kontrol grubu karsilastirildiginda diklorvosun kardiyak glutatyon
diizeylerini etkilemedigi tespit edildi. Fakat kardiyak glutatyon diizeyi, Y1 grubunda
diklorvos grubuna gore anlamli sekilde artmistir (p<0.01). Bu anlamli artis Y10

grubunda saptanmadi (Sekil 11). Bu durumun doz ile iligkili olmadigini diistinmekteyiz.

Glutatyon

w
ol
]

umol/g wet weight
o 6 & 8 & 8

Kontrol Diklorvos (30 mg/kg) Y-27632 (1 mg) + Y-27632 (10 mg) +
Diklorvos Diklorvos

Sekil 11. Gruplardaki doku glutatyon degerleri. **p<0.01 Diklorvosa gore

Gruplarin higbirisinde apoptotik degisiklik izlenmedi, diger bir ifade ile

gruplarin hepsinde apoptosis skoru 0 olarak bulundu (Resim 1).
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Resim 1: Sican kalbinde TUNEL yontemi ile apoptozis i¢in yapilan boyama (skor 0)
(x 40)
Tablo 4. Gruplarimn iNOS skorlari

Gruplar n Histopatolojik
evrelemesi

Kontrol (M grubu) 9 9.0£1.0

Diklorvos (D grubu) 13 11.0+0.8

Y1 grubu 9 7.0+0.7

Y10 grubu 9 8.0+1.1

Indiiklenebilir NOS ‘un immunohistokimkayasal analizinde grublar arasinda anlaml1 bir
fark saptanmadi. (p>0.05). Gruplarda 0’dan 3’e kadar olan skorlar goriildii (Tablo 4).
Sican kalbinde iNOS immunohistokimyasal boyamasi (skor 0, 1, 2, 3) ile
degerlendirilmistir (Resim 2-5).

Resim 2: Skor 0 (x40) “Resim 3: Skor | (x 40)



39

Resim 4: Skor 2(x 40) Resim 5: Skor 3 (x 40)

Kontrol, Y1, Y10 gruplarinda mortalitenin olmadig1 goriiliirken, diklorvos
grubunda 13 sicandan 7 (%46.6) sigcanda Oliim goriildii (p<0.05). Diklorvos ile
istatistiksel olarak anlamli olan mortalite goriilirken, Y1 ve Y10 gruplarinda bu
mortalitenin yine istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi tesbit edildi (p<0.05).
(Sekil 12). Y-27632 kullandigimiz grublarda hayatta kalma orani %100 olarak

saptandi.
@ Mortalite B Survival

100 +
© ,
> 80
2
@ 60
(]
=
© ]
£ 40
=
o\° 20 7

0 T ‘
Kontrol Diklorvos (30 mg/kg) Y-27632 (1 mg)+  Y-27632 (10 mg) +
Diklorvos Diklorvos

Sekil 12. Gruplardaki mortalite/survival oranlari



TARTISMA

Organofosfat bilesikleri, ACh birikimi ile MSS, somatik sinirlerde, parasempatik
sinir sonlarinda ve ter bezlerinde kolinerjik sinapslarin asir1 stimulasyonu ile sonuglanan
AChE’m gii¢lii bir inhibitoriidiir. OB ile zehirlenmenin tanisi; alim veya maruziyet
sonrasindaki klinik belirtiler ve ChE diizeylerinin (PChE ve AChE) oOlcililmesi
sonucunda diisiik bulunmasi ile yapilmaktadir (116). Buna paralel olarak bizim
calismamizda bir OF olan diklorvos verdigimiz gruplarda M (kontrol) grubuna gore
ChE diizeyleri ol¢iilmiis ve baskilanmis oldugu bulunmustur. Dolayisiyla bu inhibisyon
D grubunda kontrol grubuna goére (M grubu) daha anlamli oldugu goriildii. Serum ChE
diizeyleri, diklorvos ile belirgin olarak baskilandi, bu baskilanma Y-27632 maddesinin
her iki dozu (1mg/kg ve 10 mg/kg) ile ortadan kalkti. Diklorvos verdigimiz tiim ratlarda
3-5 dakika i¢inde kolinerjik semptomlar goriildii ve deneyin sonunda diklorvos
verdigimiz grubun 13’linden 6 tanesinde Oliim goriildi. Calismamiz sliresince asiri
sekresyon, solunum yetmezligi, tremor, kas fasikiilasyonlar1 ve konviizyon gibi
belirtiler tespit edildi. Bu belirtilerin iki saat i¢cinde siddetinin azaldig1 goriildii. Deneyin
sonunda (6 saat sonra) toksik belirtiler tamamen kayboldu. Bu sonuglar 30 mg/kg
diklorvos dozu ile sicanlarda toksik etkilerin ortaya ¢iktigini gdstermistir.

Organofosfat bilesikleri ile zehirlenmelerde atropin tedavinin standart ilaci ve
ACh’nin  muskarinik reseptorlerin kompetitif bir antagonistidir ve muskarinik
sinapslarda artmis ACh’a baglh ortaya ¢ikan kolinerjik semptomlarin geri ¢evrilmesi
icin kullanilir. PAM ise OB ile inhibe olmus AChE’nin reaktivatoriidiir. Ancak bazi
calismalarda atropin ve PAM, OB zchirlenmesinin klasik ajanlari olmakla birlikte
mortalite ve morbiditeyi Onlemede yetersiz olduklar1 gorilmiistiir (117). Deney
hayvanlarinda, OB zehirlenmesinde PAM’1n etkisinin yetersiz oldugunu gosteren bazi
bulgular da mevcuttur. Bu nedenle son zamanlarda OF zehirlenmesinin tedavisinde
destek ve spesifik tedavisi (atropin, PAM) yaninda alternatif tedaviler arastirma ihtiyaci

dogmustur. Bizde Rho kinaz inhibitérii olan Y-27632’nin OF zehirlenmesinin
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tedavisinde yeri olup olmadigini arastirdik. Bizim verilerimiz, serum ChE diizeylerinin
diklorvosla belirgin sekilde azaldigi ve bu azalmalarin Y-27632 tedavisi ile ortadan
kalktig1 gostermistir. Calismamiz Rho kinaz inhibisyonun, sicanlarda diklorvosa bagl
zehirlemeye kars1 koruyucugunu gosteren ilk caligmadir.

Muskarinik reseptorler OF’larin santral ve periferal sinir sistem etkilerinden
sorumlu oldugu gorilmektedir (4,118). Muskarinik ACh baglayan G protein
reseptorlerinin uyarilmasi, RhoA ve onun alt sistem diizenleyicisi Rho kinazi igeren
sinyal uyar1 yolu ile iligkili olabilecegi yeni bilinen bir kanittir (119,120). ACh gibi
agonistlerle Rho/Rho kinaz yolunun aktive edilmesi miyozin hafif zincirin
fosforilasyonuna ve intracelliiler Ca™ konsantrasyonunu artisina neden olabilir. Bundan
dolayi, diklorvosa bagli ACh reseptorlerinin aktivasyonu Rho kinazi uyarabilmesi
olasidir. Y-27632 ile spesifik Rho kinaz inhibisyonu kiiltiire edilmis tavuk atriyal
miyositlerinde M, ilerleyici aktiviteyi ve M, reseptdr gecisini inhibe ettigi gosterildi
(121). Rho kinaz inhibisyonu M3 muskarinik ACh reseptorii yolu ile fosforilaz D
uyarilmasini inhibe edebilir. Ancak M3 muskarinik ACh reseptorii kiiltiir hiicrelerinde
belirgin olarak Rho kinazi aktive eder (120). Bizim verimiz, Rho kinaz inhibisyonun
muskarinik reseptdr sinyal transdiiksiyon yolagini inhibe edebildigi ve diklorvos
zehirlenmesinde yararli etkileri olusturabilecegini gostermesi ile bu raporlari
destekleyebilir.

Kolinerjik sinirlerden ACh salinimi {izerinde Rho kinaz inhibitor etkilerinin
calisilmamasina ragmen ve bizim c¢aligmamizda da Y-27632 kolinerjik sinirlerden
norotransmiter salintmini artirdigi gosterilmistir (122). Y-27632, kolinerjik sinirlerden
radyoaktivitenin salinimini indiikleyerek elektriksel aktiviteyi belirgin olarak artirdigi
bulundu (122). Ancak Y-27632 yiiksek konsantrasyonlarda kolinerjik sinirlerden
norotransmiter salinimini azaltabilecegine ayrica kanit vardir (123).

Diklorvos ile ciddi OF zehirlenmesinden erken oliim santral ama periferal
olamayan sinir sistem etkilerinin aracilik ettigi Onerilmektedir (124). Bu etki, hem
santral hem periferal olarak antimuskarinik ilag rolii oynamasi ile atropine benziyor.
Sadece atropin ve sadece periferik olarak rol oynamayan antimuskarinik ilaglardan olan
glikopirolat veya ipratropium bromid tedavisi diklorvos ile intoksikasyonunda fareleri
devam eden 10 dk’da 6liimden koruyor oldugu gosterildiginden beri diklorvosun santral

etkilerini antogonize etmesiyle 6zellikle 6nemlidir (124,125).
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Y-27632’in etki yerinin periferik, santral sinir sistem veya bu caligmada her ikisinde
olup olmadigi bilinmemesine ragmen, Y-27632 ip olarak verilmesi farelerde
antinosiseptif etki olasturabildigi kanit1 vardir (110). Bundan baska, oral olarak verilmis
Rho kinaz inhibitorii fasudil kesinlikle klinik kullanimi igin kullanighdir ve Japonya’da
subaraknoid hemorajili hastalarda vazospazmi engellemek i¢in uygun gorilmistiir.
(25). Bizim calismada, 1 ve 10 mg/kg dozlarindaki Y-27632, kas fasikiilasyonlarin
yogunlugunu, kolinerjik belirtileri ve diklorvosa bagli 6liimii 6nledi. Tiim bu sonuglar
bir araya getirildiginde, Rho kinaz inhibitorlerinin SSS’de rol oynayabildigini
Onerilebilir.

OB ile zehirlenmede kardiyak komplikasyonlar eslik edebilir ve bunlar ciddi ve
6limciil olabilir. Bu komplikasyonlar eger erken tanimlanir ve uygun tedavi edilirse
Onlenebilir potansiyele sahiptir. Literatiire baktigimizda sempatik tonus artis1 ile
tagikardi, parasempatik uyarilmaya bagl bradikardi, AV iletim bozukluguna baglh
ventrikiiler fibrilasyon, Torsades de Pointes, atrioventrikiiler tam blok dahil ritm
bozukluklari, idioventrikiiler ritm, ventrikiiler ektopik atim, EKG’de ST-T
degisiklikleri, QT uzamasi ve histopatolojik olarak ¢esitli degisiklikler bildirilmistir (2).
Ayrica organofosfat zehirlenmesinde hipertansiyon-hipotansiyon, non-kardiyojenik
0dem, sempatik ve parasempatik asir1 aktivitesi sonucu miyokardiyal hasar (koroner
arter spazm, miyokardiyal infarktiis, diffiiz miyokardit) da rapor edilmistir (2,47). OB
zehirlenmelerinde kardiyak komplikasyon orani Karki ve ark. (2), tarafindan %62.2
olarak saptanmistir. Finkelstein ve ark. (126), ise kardiyak aritmi oranin1 %41.5 olarak
belirtmistir. Sicanlarda yapilan bir c¢alismada (127) sarin ve somon gazlarinin QT
interval uzamas: ve kardiyak lezyonlara neden oldugu gosterilmistir. Sarin gazi
kullanilarak Matsumoto sehrinde yapilan terdr saldirisinda etkilenen bazi agir hastalarda
ise MSS bulgulari, kardiyomiyopati, aritmi ve kardiyak kontraksiyonda azalma
saptandig1 belirtilmistir (128). OB zehirlenmelerinin kardiyak etkilerinden bir digeri de
miyokardiyal nekrozdur. OB, muskiiler hiicrelerde dejenerasyon, muskiiler fiberlerde
nekroz ve buna sekonder kardiyak ve respiratuvar hasar olusturabilir (129).
Miyokardiyal nekroz, 1997 yilinda Brezilya’daki bir hastada da bildirilmistir (96).
Malation zehirlenmesi olan bu hastanin EKG’sinde inferior duvarda subendokardiyal
nekroz bulgulari, diffiiz ventrikiiler repolarizasyon degisiklikleri ve QT interval uzamasi

saptanmustir. Kardiyak enzimleri yliksek olarak rapor edilmis ve kalbinin histopatolojik
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degerlendirmesinde miyokardiyal nekroz alanlar1 bulunmustur. Ozyurt ve ark. (130)
bildirdigi olgu sunumunda da OB zehirlenmesinde miyokardiyal defekt olusturdugu
belgelenmigstir. Hastaya OB maruziyetinden 5 giin sonra miyokardiyal sintigrafi yapilip
anterolateral duvarda perflizyon defekti gosterilmistir. OB toksisitesine bagli degisik
kardiyak etkiler icinde en az bildirilen komplikasyonlar akut iskemik
komplikasyonlardir. Bu komplikasyon ile ilgili bilgiler sinirlidir. Saadeh ve ark. (47)
calismasina gore ST segment yiikselmesi olan 11 hastanin besinde kardiyak
enzimlerden CK ve LDH parametreleri yiiksek olarak saptanmistir. Her ne kadar
Saadeh ve ark. (47) ST segment ylikselmesi ile birlikte CK ve LDH parametre
yuksekligini gostermislerse de, Tn-1 ve miyoglobin gibi daha spesifik parametrelerden
s0z etmemislerdir. Yine Karki ve ark. (2) caligmasinda ST segment ylikselmesi
bulunmus ise de bu ¢alismada da kardiyak enzimlerden bahsedilmemistir. Benzer olarak
Brezilya’dan (96) ve Tirkiye’den (130) bildirilen miyokardiyal nekrozu olan olgu
raporlarinda da kardiyak spesifik Tnl yiiksekligi ile ilgili bir bilgiye rastlanmamistir.
Sadece Karcioglu ve ark. (131) bildirdikleri OB ile zehirlenme ile birlikte akut MI
vakasinda tiim kardiyak enzimler (CK, CK-MB, miyoglobin ve Tnl) yiiksek olarak
saptamiglardir. Ancak CK enzimi OB zehirlenmesinin MSS’ni etkilemesine bagl
ylkselmis, miyoglobin enzimi ise kas fasikiilasyonlarina bagli yiikselmis olabilir.
Geleneksel olarak oOlgiilen kardiak markirlardan CK, CK-MB degerlerinde gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli belirgin bir degisiklik saptanmadi. Myoglobin
degerleri kontrol grubuna gore, diger gruplarda azalmig gibi goriinmekle birlikte,
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli olan bir farklilik gostermedi. Geleneksel
olarak kullanilan kardiyak markirlar (CK, CK MB ve Mb) Y-27632 tedavisi ile
etkilenmedi, hem CK hem de CK MB, ilk 6 saatte dichlorvos bagl kardiyak hasarda
etkilenmedigini gostermektedir. Kardiyak Tn-I akut koroner sendromun erken
saatlerinde miyokard hasar1 tanisinda ve ekartasyonunda 6nemli bir yere sahiptir (132).
Tn-I diizeyleri D, Y1 ve Y10 gruplarinda kontrol gruba gore anlamli sekilde
yiikselmistir, ancak Tn-I diizeyleri Y1 ve Y10 gruplarinda D grubuna goére artmis
olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli degildi. Bdylece, mevcut ¢alismanin
sonuglar, (CK, CK MB, Mb hari¢), cTI OF zehirlemesine bagli kardiyotoksitenin

degerlendirmesinde dikkate alinabilecegini gostermektedir.
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Kardiyak hastalarin  takibi, tedavilerinin diizenlenmesi, ndrohumoral
kompansasyon durumlarinin degerlendirilmesi, tarama testi olarak asemptomatik sol
ventrikiil disfonksiyonunun saptanmasi ve akut koroner sendromda sagladigi énemli
prognostik veriler bakimindan BNP ve NT-proBNP kardiyolojide 6nemli bir yere
sahiptir (67). Ancak sol ventrikiil fonksiyonun altin standart belirteci olarak kabul
edilen NT-proBNP ve geleneksel kardiyak belirteclerin OB zehirlenmesinde erken
donemde kardiyak hasarlanma i¢in bir belirteg olarak kullanilip kullanilmayacagini
arastiran bir ¢aligma bulunmamaktadir. Baz1 zehirlenmelerde NT-proBNP diizeyinin
kardiyotoksik etkinin erken tanisinda katkida bulunabilecegi ve belirte¢ olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir (133). Yeni ve genelde kardiyak belirte¢ olarak kullanilan
NT-proBNP, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli degildi. Bizim verimiz, serum
Nt proBNP diizeylerini 6lgmenin, sicanlarda dichlorvos bagh kardiyotoksitenin erken
teshisine katkida bulunmayabildigini akla getirir.

Kalp dokusu miyositlerinde oksijen ve poliansature yag asitlerinin varligina
bagli olarak oksidatif degisikliklerden etkilenebilir. Kardiyak hasarlanmanin
patogenezinde; serbest radikal olusumunun, antioksidan enzimlerde azalmanin ve lipid
peroksidasyonunda artmanin rol oynadigi rapor edilmistir. Genelde doku hasari
patogenezinde sorumlu tutulan serbest radikaller siiperoksit, hidroksil radikalleri ve
nitrik oksittir (90,134). Cesitli redoks sistemlerin arasinda eritrosit ve lenfositlerde
bulunan glutatyon 6nemli yer tutar. Glutatyon, ila¢ ve ksenobiyotiklerin toksisitesine
kars1 antioksidan olarak rol oynadigi bildirilmistir. Bu ¢alismalarin ¢ogu deneyseldir.
Mevcut calismalarin sonuglari, insan eritrositlerinde hiicresel antioksidan savunma
sisteminde bulunan glutatyona bagli enzimlerin, pestisidlere (OB, karbamat,
organoklorinler, piretiroidler) maruziyetten sonra etkilendigini gostermektedir. Yapilan
toksikasyon ile ilgili ¢aligmalarda serumda MDA iiretiminin arttig1 ve kanda glutatyon
seviyesinde azalma oldugu tespit edilmistir (78). Diklorvos, baslica iki enzimatik yol ile
sican karacigerinde metabolize edilir: Biri, glutatyon bagli yol (desmetildiklorvos
tiretmek), digeri, dimetilfosfat ve dikloroasetaldehidle sonuclanan glutathione bagimsiz
yol (135). Bu yiizden, glutatyonun varligi, diklorvos eliminasyonu i¢in sinirlayict bir
faktorle sonucglanabilir. Glutatyon, oksidatif hasardan hiicre zarlarini koruyan ve hem de
azaltilan formda bir¢ok proteinin sulfidril gruplarini siirdiirmeye yardim eden her yerde

olan thiol-igeren bir tripeptidedir. Glutatyon, hastalik ve toksiteye karsi organizmalari
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korumakta kritik bir faktordiir (136). Glutatyon deplesyonu ve oksidasyonu OB ve sinir
gazlarina maruz kalmig siganlarin beyin, karaciger ve kaninda; insan lenfosit ve
serumunda gozlenmistir. Insan zehirlenme vakalarinda, lindan (organoklorin) ve
malation (OB) kan glutatyon diizeyi de azalmistir (137). Diklorvos ve kontrol grubu
karsilastirildiginda diklorvosun kardiyak glutatyon diizeylerini etkilemedigi tespit
edildi. Fakat kardiyak glutatyon diizeyi, Y1 grubunda diklorvos grubuna gore anlaml
sekilde artmistir. Bu anlamli artis Y10 grubunda saptanmadi. Bu durumun doz ile
iliskili olmadigin1  diigiinmekteyiz. Bizim sonug¢larimiz, Y-27632'in, kardiyak
glutatyonun, diisiik dozu ile artirabildigini gosterdi ve bu etki de, siganlarda diklorvos
zehirlenmesine karsi korumaya katkida bulunabilir.

Serum NO diizeyleri, diklorvos grubunda kontrol grubuna gore
karsilagtirildiginda belirgin olarak azaldi. Benzer olarak Y1 ve Y10 gruplarinda da
serum NO diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli sekilde azaldigi goriildii. Doku NO
diizeylerine baktigimizda Y1 ve Y10 gruplarinda, diklorvos ve kontrol gruplarindan
daha fazla artis tespit edildi. NO diizeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli olan farklilik go6zlendi. Kalp hasarinin bu {iriinleri arasinda dolagimdaki
siiperoksit radikali ve NO arttig1 tespit edilmistir (134). Son zamanlarda endotel
disfonksiyonundaki ilerlemenin NOS ve siiperoksit agir1 liretimi ve bunun sonucu olarak
da peroksinitrit olusumunda bir artigla baglantili oldugu ileri stiriilmistiir (134). iNOS
tarafindan olusturulan NO ve daha sonra olusturulan peroksinitrit in vivo sitokinlerin
olusturdugu miyokardiyal disfonksiyonun patogenezinde onemli bir rol oynar (134).
NO’nun sitoprotektif etkisi yaninda (138), NO’dan olusan peroksinitrit ve siiperoksit
antioksidan ve kardiyak koruyucu etki olusturdugu (139) bilinmektedir. NO ve
peroksinitrit sicanlarda diklorvosa bagli zehirlenmede miyokardiyumda koruyucu bir
etkiyi iiretebilir. Kalpte, miyokardiyumun ¢esitli hiicre tiplerinde NOS tiim {i¢ izoformu
bulunmaktadir (140). Kalsiyum-bagimsiz NOS (iNOS), stres kosullarinin altinda
inflamatuvar sitokinlere yanit olarak infiltre olmus myocardiumda infalamatuvar
hiicreler ve kardiyomiyositlerde olusur (140). NO diizeylerindeki bu degisimden
muhtemelen iINOS  ekspresyonundaki artis ile iliskili  degildir, ¢iinkii
immunohistokimyasal olarak incelenen iNOS skorunda gruplar arasinda bir degisiklik

saptanmamustir. NO diizeylerindeki bu degisim eNOS veya nNOS ile iliskili olabilir.
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Yine de, Rho kinaz inhibitorii Y27632'in, sicanlarda in vivo endotelyal NOS
fonksiyonunu gelistirebildigi kanit vardir (141).

Organofosfat bilesiklerinin (6zellikle de diklorvos, fosfomadion, triklorfon,
fention, fosalon, diazinon ve metidation) sicanlarin pankreas, karaciger, testis, beyin,
vaskiiler duvar, bobrek ve kalp gibi farkli dokularinda histopatolojik degisikliklere
neden oldugu yapilan bazi ¢alismalarda tespit edilmistir (73,96). Yavuz ve ark. (73)
subkronik metidationun kardiyomiyositlerin miyositolizisi ve dejeneratif degisikliklere
yol agarak kardiyak hasara neden oldugunu tespit etmislerdir. Brezilya’daki malation
zehirlenmesi olan bir hasta kalbinin histopatolojik degerlendirmesinde miyokardiyal
nekroz alanlar1 bulundugu bildirilmistir (96). Oral ve ark. (72) subkronik diklorvos
toksisitesinin endometrumda histopatolojik ve immiinohistokimyasal degisikliklere
neden oldugu ve nonenzimatik antioksidanlar (C ve E vitamini) tedavisi ile hasarin
azaldig1, ancak tamamen diizelmedigini rapor etmiglerdir. Paraoksonun lenfositlerde ve
nonkolinerjik dozlarinda malationun fibroblastlarda sitotoksisitesinin kazpaz-3
aktivasyonuna neden oldugu mitokondriyal disfonksiyon siiresince in vitro olarak
apoptozise sebep oldugu tespit edilmistir. OB, serbest radikallerin iiretimi sonucu olarak
olusan asir1 SOR aktivitesi, yliksek oksidatif stres olusturabilir, bu da kaspazlar1 aktive
ederek apoptozis ile hiicre Oliimiine neden olur (79). Oral ve ark. (72)
(immunohistokimyasal olarak apoptoz kazpaz-3 ve kazpaz 9'un doku lokalizasyonu ile
ilgili yapilan calismada endometrial apoptosisin indiiksiyonuna neden oldugu ve
antioksidanlarin  direkt etki ile serbest radikal araciligiyla olusan apoptosisi
diizelttiklerini bildirmislerdir. Dichlorvos insan lemfoblastoid AHH-1 hiicrelerinde
apoptosise neden olabilmesine ragmen (142), apoptosis bizim in vivo akut zehirlenme
modelinde kanit degildi. Bunun sonucunda da gruplarin higbirisinde apoptotik
degisiklik izlenmedi, diger bir ifade ile gruplarin hepsinde apoptosis skoru 0 olarak
bulundu. Yine buna bagli olarak iNOS skoru, D ve Y maddesi gruplarinda yiiksek

olmakla birlikte, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi.

Sonug olarak, bizim sonuglarimiz, Rho kinazin, diklorvos zehirlemesinde yer
aldigim gosterir ve Y-27632 ile Rho kinaz inhibisyonu, farkli hedef odaklarini
etkileyen, diklorvos zehirlenmesi i¢in tamamlayici bir antidot olarak kullanilabilinir.

Mevcut sonuglar, Rho kinaz inhibisyonun OF’a bagli zehirlemelerin tedavisinde faydali
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olabilecegini gostermektedir. Rho-kinaz inhibitoriiniin verilmesi ratlarda diklorvos
zehirlenmesine karsin koruyucu etkiler olusturabilir. Bu bulgular organofosfat

zehirlenmesinin tedavisi i¢in yeni alternatif tedaviler saglayabilir.



6. SONUC VE ONERILER

. Calismamizdaki sonuglar 30 mg/kg diklorvos dozu ile siganlarda toksik etkilerin

ortaya ¢iktigini gostermistir.

. Calismamiz Rho kinaz inhibisyonun muskarinik reseptor sinyal transdiiksiyon

yolagimi inhibe edebildigi ve diklorvos zehirlenmesinde yararli etkileri
olusturabilecegini gosteren ilk ¢aligmadir.

. Bizim ¢alismada, 1 ve 10 mg/kg dozlarindaki Y-27632, kas fasikiilasyonlarin
yogunlugunu, kolinerjik belirtileri ve diklorvosa bagli 6liimii 6nledi. Tim bu
sonuglar bir araya getirildiginde, Rho kinaz inhibitorlerinin SSS’de rol
oynayabildigini dnerilebilir.

. Mevcut ¢alismanin sonuglari, (CK, CK MB, Mb, NT-proBNP harig), ¢TI OF
zehirlemesine baglhi  kardiyotoksitenin erken degerlendirmesinde dikkate
aliabilecegini gostermektedir.

. Bizim verilerimiz, serum Nt proBNP diizeylerini 6l¢menin, sicanlarda diklorvos
bagli kardiyotoksitenin erken teshisine katkida bulunmayabildigini akla getirir.

. Y-27632'in, kardiyak glutatyonun, diisiik dozu ile artirabildigini gosterdi ve bu
etki de, sicanlarda diklorvos zehirlenmesine karsi korumaya katkida bulunabilir.

. NO ve peroksinitrit sicanlarda diklorvosa bagli zehirlenmede miyokardiyumda
koruyucu bir etkiyi iiretebilir.

. Organofosfat zehirlenmesinin iNOS ve apoptosis lizerinde belirgin etkisi yoktur.
Sonug olarak, Rho kinazin, diklorvos zehirlemesinde yer aldigini1 ve Y-27632 ile
Rho kinaz inhibisyonu OF bagli zehirlemelerin tedavisinde faydali olabilecegini
gostermektedir. Bu bulgular organofosfat zehirlenmesinin tedavisi i¢in yeni

alternatif tedaviler saglayabilir.
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