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OZET

ORGANOFOSFAT ZEHIRLENMESINDE KARDIYAK
HASARLANMANIN BELIRLENMESI VE BU HASARLANMAYA BAZI
ILACLARIN ETKILERININ ARASTIRILMASI

Dr. Ataman KOSE
Uzmanlik Tezi, Acil Tip Anabilim Dali
Tez Danmismanlari: Dog. Dr. Nurullah GUNAY ve Dog. Dr. Cuma YILDIRIM
Aralik 2007, 73 sayfa

Mevcut ¢alismanin amaci, si¢anlarda diklorvosa bagli zehirlemede kardiyak oksidatif
stres parametreleri ve mortaliteyi aragtirmaktir. Kontrol grubu (n=8) misir yag: verilen
grup, diklorvos grubu (n=15) diklorvos (30 mg/kg) verilen grup, magnezyum grubu
(Mg, n=10) diklorvostan dnce MgSO, (200 mg/kg) verilen grup, atropin grubu (A,
n=10) diklorvostan 6nce atropin (10 mg/kg) verilen grup, pralidoksim grubu (PAM,
n=10) diklorvostan once pralidoksim (40 mg/kg) verilen grup ve A-PAM grubu (n=10)
diklorvostan dnce atropin (10 mg/kg) ve pralidoksim (40 mg/kg) verilen gruptan olustu.
Biitiin ilaglar 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 analiz, kolinesteraz, kreatin
kinaz, kreatin kinaz-MB, kardiyak troponin I, miyoglobin, NT-proBNP ve NO serum
diizeylerini 6lgmek ve malondialdehid, glutatyon ve NO’in doku diizeylerini belirlemek
icin yapildi, Histopatolojik olarak, immunohistokimyasal analizleri, kardiyak dokuda
indiiklenebilir NO sentaz ve apoptosis ic¢in boyama yapildi. Diklorvos grubunda serum
kolinesteraz diizeyi, kontrol grubundan daha diisiik olmasina ragmen atropin ve
pralidoksim veya bu iki ilacin kombinasyonun verilmesi serum kolinesteraz diizeylerini
degistirmedi. Yine de, serum kolinesteraz diizeyleri Mg tedavisi ile daha fazla
baskilandi. Diklorvos ve Mg gruplarinda serum NO diizeylerini kontrol grubundan daha
diisiik gdstermemize ragmen kardiyak dokuda NO diizeyleri Mg grubunda diger iki
gruptan daha yiiksektir. Gruplarin arasinda biitlin diger parametreler, istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi. Indiiklenebilir NO sentaz ve apoptosis boyamasinda herhangi bir
degisiklik gozlenmedi. Mortalite orani, diklorvos grubunda %47 ve bu oran Mg
grubunda %20 ve tiim diger gruplar icin %0 olarak tespit edildi (p<0.05). Serum
kolinesteraz diizeyleri diklorvos ile azald1 ve bu azalmalar atropin, pralidoksim ve
atropin-pralidoksim tedavileri ile ortadan kalkti. Malondialdehid ve glutatyon diizeyleri
degismeden kaldig1 icin diklorvosa bagli artmis oksidatif stres i¢in higbir kanit yoktu.
Bizim sonuglarimiz, organofosfat zehirlenmesi ile lipid peroksidasyonun artmis
oldugunu diisiindiirmemektedir. Sonug olarak, diklorvosa bagli zehirlenmede kardiyak
hasar1 belirlemek icin, geleneksel kardiyak belirtecler, oksidatif stres ve NT-proBNP
belirgin katki saglamamis ve tartismali olan Mg tedavisinin akut organofosfat
zehirlenmesinin yonetiminde bariz olumlu katkilar saglamamistir diyebiliriz.

Anahtar kelimeler: Organofosfatlar, Kardiyak hasar, Antioksidan enzimler, Apoptozis,
Nitrik oksit



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE CARDIAC DAMAGE IN
ORGANOPHOSPHATE POISONING AND INVESTIGATION OF THE
EFFECTS OF SOME DRUGS ON THIS DAMAGE

Dr. Ataman KOSE
Residency Thesis, Department of Emergency Medicine
Supervisors: Dog. Dr. Nurullah GUNAY and Dog. Dr. Cuma YILDIRIM
December 2007, 73 pages

The aim of the present study is to investigate the cardiac oxidative stress parameters and
mortality in dichlorvos-induced poisoning in rats. Control group (n=8) received corn oil,
dichlorvos group (n=15) received 30 mg/kg of dichlorvos, Mg group (n=10) received
200 mg/kg of MgSO, prior to dichlorvos, atropine group (A, n=10) received 10 mg/kg
atropine prior to dichlorvos, pralidoxime group (PAM, n=10) received 40 mg/kg
pralidoxime prior to dichlorvos, and A-PAM group (n=10) received 10 mg/kg atropine
and 40 mg/kg of pralidoxime prior to dichlorvos. 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. Then cardiac tissue
samples were obtained. Biochemical analysis were performed to measure serum levels
of cholinesterase, creatine kinase, creatine kinase-MB, cardiac troponin I, myoglobin,
NT-proBNP, and NO, and to determine the tissue levels of malondialdehyde,
glutathione, and NO. Histopathologically, immunohistochemical analyses were
performed for apoptosis and inducible NO synthase staining in cardiac tissue. Although
the serum cholinesterase level in dichlorvos group was lover than that of the control
group, atropine and PAM, or combination of these pretreatments did not modify serum
cholinesterase levels. However, serum cholinesterase levels were further suppressed
with Mg pretreatment. Although we have demonstrated that serum NO levels in
dichlorvos and Mg groups were lower than the control group, cardiac tissue NO levels
in Mg group was higher than the other two groups. All the other parameters between
groups were not found to be statistically significant. No marked changes in inducible
NO synthase or apoptosis staining were observed. Mortality observed in dichlorvos
group was 47%, and this incidence was 20% in Mg group and 0% for all the other
groups (p<0.05). Serum cholinesterase levels were decreased with dichlorvos and these
reductions were inhibited with atropine, pralidoxime or atropine-pralidoxime
pretreatments. There was no evidence for increased oxidative stress due to dichlorvos,
since malondialdehyde and glutathione levels remained unchanged. Our results do not
suggest that lipid peroxidation was increased with organophosphate poisoning. In
conclusion, our results implied that traditional cardiac markers, oxidative stress and NT-
proBNP do not play a marked role in dichlorvos-induced poisoning and Mg therapy is
not beneficial in the management of acute organophosphate poisoning.

Keywords: Organophosphates, Cardiac damage, Antioxidant enzymes, Apoptosis,
Nitric oxide
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1. GIRIS VE AMAC

Organofosfat bilesikleri (OB) insektisit grup ilaglardan olup, zirai alanda
insektlerin dldiirtilmesinde kullanilir. Zehirlenmesi, tiim diinyada pestisitlere bagli en
sik goriilen zehirlenme nedenlerin basinda gelir. OB, hem insanlarda hem de
hayvanlardaki etkilerini, merkezi sinir sistemi (MSS), kardiyovaskiiler sistem (KVS) ve
néromiiskiiler kavsakta bulunan kolinesteraz (ChE) enzimini geri doniisiimsiiz olarak
inhibe ederek gostermektedirler (1). Zehirlenme; yanlishkla tarim alanlarinda,
endiistride, hayvancilikta yada besinlerin kontamine olmasi yolu ile olabilirken, 6z
kiyim amacgh da gergeklesebilmektedir. S6z konusu bilesiklerin viicuda alinmalari,
siklikla agizdan alima bagli mukozal ve intestinal emilim ile olurken, ciltten, gozlerden
ve solunum yollariyla da sistemik dolasima girebilirler (2). Diinya Saglik Orgiitii (DSO)
verilerine gore, her yil bir milyon insan yanliglikla ve iki milyon insan intihar amagh
olarak insektisidlerle zehirlenmektedir. Biiyiik ¢ogunlugu tarimin agirlikli oldugu,
kolayca ulasilabilen, satisin denetlenmedigi, gelismekte olan iilkelerde gergeklesen bu
zehirlenmelerin, 200.000°1 6liimle sonu¢lanmaktadir (3,4).

Insektisitlerin bir alt grubu olan organofosfatlara bagli zehirlenmelerde serum
ve/veya eritrosit kolinesteraz (EChE) aktivitesinin tayini tanida onemlidir. Tedavide
kullanilan temel ilaglardan birisi olan atropin, nonkompetitif muskarinik reseptdr
blokorii olarak zehirlenmenin etkilerini antagonize eder. Antidot olarak kullanilan
pralidoksime (PAM) ise asetilkolinesteraz (AChE) enziminin reaktivatorii olup,
zehirlenmede 6nemli bir yere sahiptir. Ote yandan organofosfat zehirlenmesinde olusan
kardiyak disritmilerin tedavisinde magnezyum siilfatin (MgS04) kullanilabilecegi
bildirilmistir (5).

Tarim, hem tilkemiz hem de bulundugumuz boélge i¢in 6nemli bir ge¢im kaynagi
oldugundan, OB ile zehirlenmeler halen ciddi bir saglik problemidir. Zehirlenme, ciddi
ve siklikla Oliimciil olabilen kardiyak komplikasyonlar ile sonuclanabilir. Bu

komplikasyonlar erken tanimlanir ve uygun sekilde tedavi edilebilirlerse, 6nlenebilirler.



Organofosfat bilesikleri 1ile zehirlenmelerde ortaya c¢ikan kardiyak etkilerin
fizyopatolojisi kesin olarak bilinmemektedir. Bu calisma ile OB’ye bagli gelisen
zehirlemelerin kalpte olusturdugu toksisite ve bu toksisiteye bazi ilaclarin etkilerinin

arastirilmasi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. ORGANOFOSFAT BILESIKLERI
Organofosfat bilesikleri genellikle fosforik asit ve fosfotiotik asid esterleri olup,
genel kimyasal yapilart Sekil 1°de goriilmektedir. Tasidiklar1 yan gruplara gore

siiflandirilan OB’nin bu yan gruplari, toksisitelerinin belirlenmesinde 6nemli bir role

sahiptir (6).
X / O H
P / R-0O-C-N-CH

Y - z

O
XY= Alkyl, Amudo. Alkoxy B= Asrvl Alkyl
Sekil 1: OB’nin genel kimyasal yapilart
2.1.1. Farmakoloji

Norotransmitter olan asetilkolin (ACh), sempatik ve parasempatik ganglionlar,
iskelet kas1 noromiiskiiler bileskeleri, parasempatik sinirlerin postganglionik uglari, ter
bezlerine giden postganglionik sempatik lifler ve MSS’deki bir¢ok sinir ucunda
bulunur. AChE ise ACh’i inaktif metabolitleri olan asetik asit ile koline yikan ve aktif
enzimi rejenere ederek tekrar kullanimini saglayan bir enzim olup, sinir sistemi, iskelet
kas1 ve eritrosit membraninda bulunur (6). S6z konusu enzimin substrati i¢in baglayici
iki bolgesi vardir. Asetilkolinesteraz enziminin geri doniisiimsiiz inhibitérii olan OB,
AChE enzimi diginda kimotripsin, plazma psddokolinesteraz (PChE), plazma ve hepatik
karboksiesteraz ve diger nonspesifik proteazlar gibi karboksilik ester hidrolazlarinin
timiini giiclii sekilde inhibe ederler (7). OB zehirlenmesinde, AChE’nin aktif ucundaki
serin aminoasitine fosfat radikallerinin kovalent bag ile baglanmasi sonucu inhibisyon
gerceklesir. Bu bilesikler enzimin aktif merkezi ile sadece esteratik noktada etkilesirler

ve enzimin esteratik noktasina, dogal olan ACh yerine dialkilfosfat grubunu transfer



ederler. Fosfor ile hidroksil arasinda olusan kovalent bag, su ile ¢ok yavas bir sekilde
koparilir. Diger bir ifade ile hidrolizi yavastir. Ayni1 bag hidroksilaminlerle (PAM gibi)
cok daha cabuk kirilir ve enzim aktif hale geger. Miidahale edilmeyen durumlarda
sinaps ve kavsaklarda OB ile baskilanmis enzimin etkinliginin yeniden baslamasi, yeni
sentez yolu ile olup, haftalar hatta aylarca sliren zaman gerektirir. Transfer edilen
dialkilfosfat grubundan bir alkil grubu ayrilarak geride monoalkilfostat grubu birakir ki
eskime olarak adlandirilan bu durumda, kovalent bag gii¢lenir, hidroksilamin bilesikleri
ile dahi kopmasi zor hale gelir ve “aging” olarak da adlandirilir (6).

Bir kism1 ugucu olan OB’nin, fazla ugucu olmayan ve ¢abuk pargalanmayanlari
tarimda kullanilmaktadir. Malation ilging olarak insan ve diger memelilerde, boceklerde
oldugundan ¢ok daha hizli biyotransformasyona ugrayarak inaktif metabolitlerine
doniisiir. Ciltten absorbsiyonu diisiik olan malationun letal dozu 1 g/kg gibi oldukca
yiiksek bir degerdir. Enzim inhibitor etkinligi diisiik olan paration, molekiiliindeki
kiikiirt yerine oksijen atomu getirilerek paraokson’a doniistiiriilebilir ve belirgin etkinlik
kazanir. En toksik olanlar1 sinir gazlari olarak da adlandirilan, uguculugu ve gravimetrik
etki glicii en yiiksek olan sivi OB’dir. Ekotiofat suda ¢oziinmesi ve sulu ortamda
hidrolize dayanikli olmasindan dolayr digerlerinden farkli olup, ilag olarak
kullanilmaktadir. Malation’un %1°lik preparati da viicud bitine karsi kullanilabilen
diger bir organofosfat ilagtir. Tarim alaninda kullanilan diger bazi bilesikler Tablo 1°de

goriilmektedir (8).



Tablo 1: Tiirkiye’de tarimsal alanda kullanilan organofosfat bilesikleri

Asefat (Orthene)

Azinfos-etil (Gusathion A)
Azinfos-metil (Gusathion)
Bromofos (Bromo)
Demeton-S-metil (Metacystox)
Demeton-merkaptofos (Cystox)
Dialifos (Torak)

Diazinon (Basudin, Bazinon)
Diklorvos (DDVP, Didifos)
Dikrotofos (Bicron)

Dimetoat (Poligor)

Dioksation (Delnav)
Disulfoton (Disyston)

Etion (Rhodocide)

Etoat-metil (Fltios)

Fenitrotion (Folithion, Komityon)
Fention (Lebaycid)

Fentoat (Kordial)

Foksim (Valation)

Forat (Thimet)

Formotion (Anthio)

Fosalon (Zolone)

Fosfamidon (Fomidon)
Fosfolan (Cyolane)

Fosmet (Imidan)

Heptenofos (Hostaquick)

Klorfenvinfos (Birlane)
Klorpirifos-etil (Kobran)
Klorpirifos-etil+sipermetrin (Nurelle D)
Klorpirifos-metil (Reldan)
Kuinalfos (Ekalux)

Malation (Hekthion, Cythion)
Metamidofos (Tamaron)
Metidation (Supracide)
Mevinfos (Phosdrin)
Mipafoks (Pestox)
Monokrotofos (Nuvacron)
Naled (Naled)

Ometoat (Folimat)
Oksdemeton-metil (Metasystox R)
Paration-metil (Folidol M)
Piridafention (Ofunack)
Primifos-metil (Actellic)
Profenofos (Curacron)
Protiofos (Tokuthion)

Protoat (Tanazone)
Tetraklorvinfos (Gardona)
Tiometon (Ekatin)

Triklorfon (Dipterex)
Triazofos (Hostathion)

Vamidation (Kilval)

Viicuda giris; alim yoluna bagl olarak, agizdan, inhalasyon, cilt, géz, sa¢h deri,
mukoza ve injeksiyon yolu ile olabilmektedir. Inhalasyon yolu ile sistemik dolasima
gecis bilinen en hizli yoldur (9). Cilt emilimi yavastir, ancak maruziyet uzadiginda,
ciddi zehirlenme belirtileri goriilebilir. Agizdan alimlarda yagda ¢oziinme o6zelligi,
sistemik etki siiresinin belirlenmesinde Onemlidir ve yagda ¢oziinmeyen OB’nde

genellikle ilk oniki saat igerisinde etkiler goriilmeye baslarken, fention gibi yagda



¢Oziinen OB’nde ise bu siire icerisinde etkiler ortaya ¢ikmayabilir. Etkinin daha geg
ortaya ¢ikmasinin nedeni, fenitoin gibi yagda ¢oziinen OB’nin etkisinin baslamasi i¢in,
yag dokusunda birikmesi ve daha sonra tekrar sistemik dolasima ge¢cmesi geregidir (10).
OB alindiktan sonra viicutta hizla dagilip yag doku, karaciger ve bobrekte birikir.
Insanlarda agiz yolu ile alimdan 6 saat sonra, serumda zirve degere ulasabildikleri
gosterilmistir (9). Yar1 Omiirleri dakikalar ile saatler arasinda degismekle birlikte,
dokulardaki yeniden dagilima bagli olarak 48 giine kadar uzayabilir (2).

Baglica plazma ve karaciger endoplazmik retikulumunda bulunan A-esterazlar
veya paraoksonazlar tarafindan hidroliz yolu ile etkisizlestirilen OB, baz1 sitokrom p-
450 enzimlerince de hidrolize ugrarlar. Ayrica bu enzimler bilesikteki P-F ve P-CN
baglarim1 da kirabilirler (9). Paraoksonaz (PON) enzimi, insan serumunda ilk kez
1961°de Uriel tarafindan high dansite lipoprotein (HDL) immiinpresipitatlarinin
elektroferezini takiben saptanmustir. Insanda antioksidan sistemde rol oynayan ve HDL
partiliilii i¢ginde bulunan enzim, ayn1 zamanda OB, aromatik karboksilik asit esterleri ve
insektisitleri hidroliz etme yetenegine de sahiptir. OB, etki alanina ulagamadan once
PON enzimi ile hidrolize edilebilir. Bu etki dikkate alinirken PON genotipi

polimorfizmi de g6z 6niinde bulundurulmalidir (11).

2.1.2. Zehirlenme

Organofosfor bilesikleri tiim diinyada yaygin olarak tarimda, evlerde,
bahgelerde, kimyasal silah yapiminda ve veterinerlikte kullanilmaktadir. Mortalitesi
oldukca yiiksek olan OB ile zehirlenmede, 6liim genellikle gecikmis veya uygunsuz

tedavinin sonucu olmaktadir (12,13).

2.1.2.1. Etkileri-Klinik Tablo

Etkinin baslama siiresi ajana, maruziyet sekli ve miktarina gore degisir. Agiz
yolu ile ciddi miktarlardaki alimlar1 takiben, 5. dakikada belirtiler baslayabilir ve 15.
dakikada 6lim gerceklesebilirken, az miktardaki cilt maruziyeti hafif sikayetlere yol
acabilir. Genelde goriilen ise ¢ogu ilk 8 saatte olmak iizere, ilk 24 saatte hemen hemen
vakalarin tamaminin semptomatik hale gelmesidir (14). Klinik belirtilere bakarak
zehirlenme derecesi konusunda fikir yiirlitmek, her zaman dogru sonu¢ vermeyebilir.

Bununla beraber belirti ve bulgulara gore hafif, orta ve agir olgular seklinde siniflama



yapilabilir. Zehirlenmede goriilen akut belirtiler; muskarinik, nikotinik ve MSS
reseptorlerinin  artmis uyarilmalarina bagli olup, “Akut Kolinerjik Faz” olarak
adlandirilir (9). Etkisizlestirilemeyen ACh’in merkezi ve otonom sinir sistemindeki
muskarinik ve nikotinik reseptorlerle iskelet kas1 néromiiskiiler bileskesindeki nikotinik
reseptorleri slirekli uyarmasina bagl olarak, zehirlenme belirtileri ortaya c¢ikar (14).
Muskarinik (parasempatomimetik) kolinoseptorler araciligr ile goriilen
etkiler ozellikle; kardiyovaskiiler sistem, gastrointestinal diiz kaslar, goz kaslar1, dis
salg1 bezleri ve mesane ilizerindedir. Farkl bilesiklerin, etki dereceleri ve etkiledikleri
yerler degisebilir. KVS’ye etkilerine baktigimizda, sempatik ganglionlarin ve adrenal
medullanin uyarilmasindan dolay1 doza bagli olarak kan basincini yiikseltirler. Ciddi
alimlardaki terminal dénem hari¢ kan basincini belirgin olarak diisiirmezler. Indirekt
muskarinik etki ve parasempatik ganglionlar1 uyarma sonucu bradikardi olustururlar
(8). Gastrointestinal sistem (GIS) iizerinde, mide ve barsaklarmn diiz kaslarini kasarak
etki gosterirler. Barsakta pasaj siiresini kisaltirlar, yiiksek dozlarda; barsak seslerinde
artma, kusma, yellenme, defekasyon gibi motorik etkilere neden olurlar. Diisiik
dozlardaki sistemik alimlarda, goz iizerinde bariz etkileri goriilmeyebilirken, yiiksek
doz ve goze lokal uygulamalarda goz etkileri ortaya ¢ikar. Irisin sirkiiler kasini
kasarak miyozise neden olurlar (akomodasyon spazmi). Lokal uygulamalar
konjonktiva kanallarinda vazodilatasyon ile g6z kizarmasina neden olur (11). Tiikriik
bezleri ve diger gastrointestinal bezler iizerinde salgi artisina yol acgarlar
(hipersalivasyon). Burun ve solunum yollar1 mukozasi {izerindeki etkileri sonucu
rinore, bronkospazm ve hatta akciger 6demine neden olabilirler. Burun mukozasi
bezleri OB’ne oldukc¢a duyarli olup, ayrica ter bezleri ve gdzyasi bezleri salgilarini da
artirirlar (lakrimasyon). Mesanenin ¢eper kasini kasarken, trigon kasi ve sfinkter
tonusunu diisiiriirler. Istek dis1 miksiyona neden olabilirler (15). Cilt damarlarinda
vazodilatasyon yapmalar1 nedeniyle cilt 1sisim1 artirarak sicaklik hissine yol agarlar.
Parasempatomimetik ajanlarin vazodilatator etkileri; direkt damar diiz kasina etkiden
ziyade, damar endotel hiicrelerinin membranindaki muskarinik reseptorlerin
uyarilmasi sonucu olup, bu etkide nitrik oksit (NO) rol almaktadir. Endotel-kaynakl
gevsetici faktor olarak da adlandirilan NO, diiz kaslarda guanilat siklazi aktive ederek
diiz kasta gevsemeye neden olur (8) ve SLUDGE (salivation, lacrimation, urinary

incontinance, diarrhea, gastrointestinal distress, emesis) veya DUMBBELS



(defecation, urination, miosis, bradycardia, bronchospasm, emesis, lacrimation,
salivation) bu belirtileri hatirlatict kisaltmalardir.

Nikotinik reseptorler ile goriilen etkilerin baslicalari; fasikiilasyon, ilerleyici
kas gligsiizliigii ve paralizi olup, bazen solunum kaslar1 ve diyafragma paralizisi de
gelisebilir. Sempatik ganglion etkilenmesi sonucu goriilen solgunluk, tasikardi ve kan
basinci artis1 da nikotinik etki sonucudur. Tasikardi ve bradikardi etkilerinin ayr1 ayr1
goriilebilir olmasi, genellikle gozden kagabilmektedir. OB ile olusan zehirlenmelerde
sadece bradikardik etki 6n plana ¢ikarilarak, tasikardik etki gozardi edilebilmektedir.
Nikotinik reseptorler araciligi ile olusan etkiler ise MATCH (muscle weakness and
fasciculation, adrenal medulla activity increase, tachycardia, cramping of skeletal
museles, hypertension) olarak kisaltilabilir (15,16).

Organofosfat bilesiklerinin santral etkilerinin ¢ogu beyindeki muskarinik
sinapslarin uyarilmast sonucudur. Kan beyin bariyerini asabilen bu bilesikler, beyin
sapini aktive ederek solunumu uyarirlar. Vazomotor merkezi uyarmalar1 sonucu da
kan basincinin artmasina katki saglarlar (8). Deney hayvanlarinda korteksin elektrik
etkinligini artirirken, insanda, bas donmesi, gerginlik, anksiyete, huzursuzluk,
emosyonel labilite, hayal kurma, uykusuzluk, kabus, bas agrisi, tremor, psikoz,
dizartri, apati, depresyon, yogunlasma gii¢liigii, konflizyon, ataksi, genel gii¢siizliik,
reflekslerin kayboldugu koma, Cheyne-Stokes solunumu ve konviilsiyon gibi bir¢ok

belirtiye yol agabilirler (4).

2.1.2.2. Tam

Anamnez ile zehirlenmeden siliphelenmek ilk adim olmalidir. Mesleki ve
cevresel risk faktdrlerinin varligini iceren bolgesel 6zellik, dncelikle dikkate alinmalidir.
Ancak intihar amagli alimlarda bolgesel Ozelligin Oneminin azalabilecegi de
unutulmamalidir. Yukarida bahsedilen OB’nin ortaya ¢ikardigi klinik bulgu ve
semptomlarin baslicalarin1 iceren kisaltmalarin akilda bulundurulmasi bu asamada
kolaylik saglayacaktir. Santral etki yelpazesinin genisligi ise yaniltic1 olabilecektir (16).
Laboratuvar testi olarak kullanilabilecek en giivenilir test, dokularda OB ve
metabolitlerinin Sl¢iilmesi olmakla birlikte, erken sonug alinabilecek bir test 6zelligi
tasimamaktadir. Ayrica her laboratuvarda yapilamamasi ve OB’nin bir¢ogunun toksik

diizeylerinin bilinmemesi bu testin dezavantajlaridir. Sinir dokusunda AChE enzim



seviyesinin Ol¢limii diger bir test olup, MSS veya sinir doku biyopsisi gerektiren
oldukca invazif ve pratik olmayan bir yontemdir. Ayrica kisinin bazal AChE
seviyesinin bilinmesini de gerektirir (6).

Glnliik pratikte ise, plazma ve eritrositlerdeki kolinesteraz enzim aktivitesinin
Olciilmesi uygulanan tan1 yontemidir. Eritrosit kolinesterazi, ger¢ek kolinesteraz yani
AChE olup, sinir dokusu ve iskelet kasinda da bulundugundan, periferik dokular, kas ve
beyindeki AChE enzim aktivitesini de gosterir. Dolayistyla EChE seviyesi, bir plazma
kolinesterazi olan psddokolinesterazin serum diizeyinden daha gecerli bir parametredir.
Karaciger tarafindan sentezlenen, plazma, kalp ve beyinde bulunan ve fonksiyonu tam
olarak bilinmeyen plazma PChE, biitirilkolinesteraz (BChE) veya benzoyilkolinesteraz
olarak da adlandirilmaktadir (6). Ciddi alimlardan sonra, serum PChE aktivitesi hizla
diiser ve ilk semptomlarin ortaya ¢ikmasi ile enzim seviyesinde ortalama %40-50’lik bir
azalma olur. Belirgin néromiskiiler etkilerin varliginda, enzimde %80’lik bir azalma
s0z konusu olabilmektedir (3). Bazi1 OB (diazinon), plazma PChE’i, AChE’indan daha
fazla inhibe ederken, parathion ve sinir gazlari gibi OB ise AChE’1 daha fazla inhibe
ederler (7). Enzim aktivitelerinin degerlendirilmesinde, tek bir deger ile karar
verilmemelidir. Diger bir ifade ile tani, tedavi plant ve prognoz acisindan seri AChE
Olctimleri yapilmalidir. Tekrarlayan maruziyet ya da yeniden dagilimin varligi bu
sekilde anlasilabilir (17). Plazma PChE enzimi karacigerde sentezlenen bir protein
oldugundan, malniitriisyon, ciddi yanik, miksédem, kollajen doku hastaliklari, hepatit,
siroz, karacigerin tlimoral hadiseleri, hemodiyaliz ve gebelik gibi durumlarda aktivitesi
azalabilecektir. Siiksinilkolin, siklofosfamid, monoamin oksidaz inhibitorleri, lidokain,
prostigmin, fizostigmin gibi alkoloidler (yapilarinda kuarternar azot ve kolin igerirler),
morfin, kinin, kinidin, tersiyer aminler, fenotiazin, pirofosfat, safra tuzlari, sitrat, florid,
borat gibi ilaglar da benzer etki gosterebilirler. AChE diizeyi OB’nin etkisi ile
baskilanirken, diger taraftan dolagimdaki eritrosit Omriiniin kisaldigi, pernisy6z anemi,
orak hiicre hastalig1, talasemi gibi hemoglobinopatilerde de beklenenden daha diisiik bir
seviyede olabilir. Yine antimalaryal tedavide bir miktar enzim inhibisyonu
gelisebilmektedir (9,16).

Asetilkolinesterazin aktivitesinin azaldigin1 goérmek klinik olarak iki yonden
onemli olup, birincisi alman toksik maddenin antikolinesteraz etkili OB oldugunu

dogrular, digeri ise inhibisyonun derecesi hakkinda fikir verir (11). Ancak vakalarin
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neredeyse tamaminda kisinin bazal AChE diizeyini bilmek imkansiz oldugundan,
sadece referans kabul edilen degerden ne oranda saptifi, bize fikir verecektir.
Inhibisyondan sonra plazma PChE seviyesinin 4-6 hafta igerisinde normal seviyesine
cikmasi beklenirken, AChE (EChE) ise 5-7 haftada normal diizeyine doner. Plazma
PChE enziminin yeniden aktivitesini kazanmasi en erken 7-10 giin i¢inde gelisebilir
(%25-30) ve tedavi verilmeyen etkilenmelerde AChE aktivitesi yaklasik olarak giinliik
%1 artig gosterir (6).

Klinik olarak OB ile olan bir zehirlenmeden siiphelenilirse, tedaviden taniya
gitmek de miimkiin olabilir. Verilen atropin ve/veya PAM yanitin izlenmesinde, (eger
OB ile olugsmus bir zehirlenme ise) dramatik bir cevap olabilecegi gibi, kismi bir
semptomatik iyilesme de goriilebilir. Yetiskin bir hastada test dozu olarak verilen 1-5
mg i.v. atropinin (¢ocuklarda 0.05 mg/kg atropinin) sistemik antikolinerjik etki
yapmamasi (midriazis, tagikardi, kserostomi gibi), OB ile olusmus bir zehirlenmeyi
diisiindiiriirken, bu yanitin diisiik atropin dozlarinda ortaya ¢ikmasi durumunda ise OB
ile zehirlenme ihtimali azalmig demektir (9).

Zehirlenmenin OB ile olustuguna dair anamnez kesin olarak alinamiyorsa, klinik
bulgularin tek basina degerlendirilmesi ile tan1 koymak gii¢clesecektir ve zehirlenmeler
igerisinde ayiric1 tan1 yapilmas1 énem kazanacaktir. Ornek olarak myozisin eslik ettigi
koma tablosunda gelmis bir hasta icin hipoglisemi veya opiat zehirlenmesi (dekstroz ve
naloksana cevabin olmamasiyla dislanabilir) yaninda meprobamat, fenotiyazinler ve
klonidinin asir1 dozda alimi1 da diistiniilmelidir. Muskarinik belirtiler igeren mantar
zehirlenmeleri, nikotinik semptomlarin (6zellikle kas fasikiilasyonlarinin) olmamasiyla
ayrilabilir. Yine nikotin zehirlenmesi de (bulanti, kusma, ishal, karin agrisi, tiikriik
artis1, fasikiilasyon v.b.) kolinerjik krize neden olabilir, ancak bu zehirlenmeye hemen
daima midriyazis eslik edecektir. Diger bir ifade ile, MSS semptomlar
(karbonmonoksit zehirlenmesi, miksodem komasi, diabetik ketoasidoz, sepsis, menenjit,
ensefalit, postiktal donem, Reye sendromu, travma, inme, v.s.), muskarinik semptomlar
(astim, KOAH alevlenmesi, akciger ddemi, kardiak bradikardiler, v.s.) ve nikotinik
semptomlarin (¢izgili kas hastaliklari, respiratuvar yetmezlik, sempatomimetik etkili

ajan alimi, v.s.) sadece OB ile zehirlenmede goriilmeyebilecegi akilda tutulmalidir (1).
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2.1.2.3. Tedavi

Acil servise bagvuran her hastaya yapilmasi gerektigi gibi oncelikle, Temel
Yasam Destegi ile birlikte hastanin stabilizasyonu (destekleyici ve semptomatik
yaklasim) saglanmalidir. Klinik degerlendirme, toksik madde absorbsiyonunun
engellenmesi, eliminasyonun artirtlmasi, ve spesifik antidot tedavi hemen sonrasinda
uygulanmalidir. Hastanin stabilize edilmesinde, ABC olarak bildigimiz havayolu
acilmasi, solunumun saglanmast ve dolasimin idamesi Oncelik tagimalidir.
Monitorizasyon, acil serviste miimkiin olan tiim parametreleri ile saglanmalidir (15). Bu
genel yaklagimlardan sonra etken madde ile hasta birbirinden uzaklastirilmalidir.
Maruziyet sekline gore bu islem gerceklestirilmelidir. Kontamine kiyafetlerin
cikarilarak, viicudun (bol sabunlu su ve daha sonra dilue etanol ile) yikanmasi,
gerekiyorsa sag, sakal gibi viicut killarinin, tirnaklarin  kesilmesi, uzaklagtirma
yontemlerine Ornek uygulamalardir. OB viicuda girdikten sonra, tekrar cilt yolu ile
disar1 salinarak tekrar tekrar emilebilirler. Bu nedenle ciddi zehirlenmelerde yikama
islemi, cilt yolu ile temas olmasa dahi yapilmaldir. Gastrik lavaj yapilarak aktif komiir
(1 g/kg) verilmesi de uzaklastirma islemi gibi OB’nin absorbsiyonunu Onlemeye
yonelik tedavi yaklasimlaridir (1). Eliminasyonun artirtlmasi, dilirezin artirilmast,
diyaliz yontemleri (hemodiyaliz, periton diyalizi) hemoperfiizyon ve plazmaferez ile
saglanabilirken, hemodiyaliz ve hemoperfiizyonun oOnerildigi az sayida rapor
bulunmaktadir (18).

Acil tedavi uygulanirken, paralizi olusturmak gerekiyorsa, nondepolarizan
ajanlar (pankiironyum, vekiironyum gibi) tercih edilmeli, kas-sinir kavsaginda etkili
depolarizan  ajanlardan  (siliksinilkolin)  kacimilmalidir.  Yine  antibiyoterapi
uygulanmasinda aminoglikozidler kullanilmamalidir (1). MSS belirti ve bulgularini
derinlestirerek solunumu baskilayacaklari i¢in, gelisen bir akciger 6demi tedavisinde
opioidlerden kac¢inilmasi gerekir. Ayrica fenotiazinler, antihistaminikler ve fizostigmin
gibi parasempatomimetik ajanlar da antikolinesteraz aktiviteyi artirabilirken, kokain,
tetrakain ve esmalol gibi bazi ilaglar da OB ile olusan zehirlenmelerde daha uzun siire
etki gosterirler (19).

Tim bu islemler yapilirken unutulmamasi gereken, hastay1 tedavi eden saglik
personelinin de OB ile zehirlenebilecegidir. Literatiirde c¢ok sayida (6zellikle acil

serviste) saglik personelinin sekonder kontaminasyona maruz kaldigi, bu kisilerde ciddi
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OB ile zehirlenme belirtilerinin olustu§u ve uzun siire yatarak tedavi gordiikleri
bildirilmektedir (20).

Organofosfat bilesikleri ile zehirlenmelerde spesifik tedavide, ACh’in
muskarinik reseptorlerdeki kompetitif antagonisti olan atropin akla gelen ilk ilag
olmalidir ve muskarinik sinapslarda artmig ACh’e bagl olarak ortaya ¢ikan kolinerjik
semptomlarin geri ¢evrilmesinde oldukga etkilidir (3). Nikotinik reseptorler ve MSS
kaynakli semptomlar (kas zayifligi, fasikiilasyon, solunumun baskilanmasi, ndbet, v.s.)
tizerinde ise etkisizdir (16). Atropinin OB ile zehirlenmede bir dozu olmamakla beraber,
yetiskinlerde 2-3 dakikada bir 1-5 mg i.v. tekrarlanabilirken, ¢ocuklarda 0.05 mg/kg
seklinde i.v. atropin verilmesi Onerilir (14). Bu hastalara atropin verilirken cimri ve
korkak davranilmamalidir. “Kemik kadar kuru, yarasa kadar kor, pancar kadar kirmizi
ve zir zir deli” seklindeki benzetmede oldugu gibi, ACh’in muskarinik etkileri geri
doniinceye kadar atropin verilmelidir. Diger bir ifade ile hasta atropin zehirlenmesine
dahi sokulabilir. OB ile zehirlenmede tasikardi, atropin verilmesi i¢in bir engel
olmamalidir. Semptomlarin geri ¢evrilmesi bazen binlerce miligram atropin
gerektirebilir ve serum AChE seviyesi ile gerekli atropin miktar1 veya mekanik
ventilasyon ihtiyact uyum gostermeyebilir. Lokal atropin tedavisi, izole inhaler
zehirlenmelerde nebiilize atropin veya ipratropiyum, okiiler temas durumunda da
topikal oftalmik olarak, i.v. atropin tedavisine eklenebilir (21).

Bu hastalarda atropinizasyonun infiizyon seklinde saglanmasi tavsiye edilir.
Yetigkinlerde 0.5-1 mg/saat dozunda baslanan inflizyon dozu artirilabilinir. Cocuklarda
ise infiizyon dozu 0.025 mg/kg/saat olarak baslanabilir. Atropin tedavisi kesilirken,
dozu azaltilarak kesilmelidir. Mesane ve mide kateterizasyonu, atropin tedavisi alan
hastada mutlaka yapilmalidir. Antimuskarinik MSS toksisitesi goriilen durumlarda
MSS’ne gecisi daha iyi olan, glycopyrolate (yetiskinde 1-2 mg tekrarlayan dozlarda,
cocuklarda 0.025 mg/kg’dan yetiskin dozuna dek) ve skopolamin onerilmektedir (9).

Oksimler, tedavide kullanilan diger énemli bir ila¢ grubudur. AChE enzimini
inaktif hale getiren fosfat grubunu, enzimin yapisindan uzaklastirarak etki gosterirler.
Enzim reaktivasyonu denen bu olay, OB yaslanma (aging) siirecine girmeden ilk 24-48
saat icerisinde yapilmalidir. Erken donem uygulama ¢ok etkin olmasina ragmen, yagda
¢oziinlirliigli yiikksek olan OB ile zehirlenmeler (fention ve klorfention) igin, geg

uygulamalarda da etkili oldugu bilinmektedir (22). Oksimler atropinden farkli (iistiin)
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olarak nikotinik, muskarinik ve MSS f{izerinde de etkili ilaclardir. En sik kullanilan
formlar1 2-PAM (yetiskin ve ¢ocuktaki baslangic dozu 30-50 mg/kg, 10-15 dakikada
serum fizyolojik icinde bolus olarak) ve mesylate dir. Hedeflenen etkiyi olusturacak
minimal plazma konsantrasyonu 4 ug/ml’dir. Doz 4-8 saatte bir tekrarlanabilecegi gibi,
250-500 mg/saat ya da 8 mg/kg/saat inflizyon seklinde de verilebilir (1). Hizli PAM
inflizyonu, hafif kolinerjik etkilerden, néromiiskiiler blokaj ve santral nedenli solunum
baskilanmasima dek degisen etkilere sebep olabilir. PAM; paration, diazinon, metil
paration, dimetoat ve diklorvos zehirlenmelerinde oldukga etkili iken, malation ve metil
demeton gibi dimetoksi bilesiklerine bagli zehirlenmelerde etki daha azdir (9).
Oksimlerin kalsiyum baglayici etkisi géz Oniine alinarak kas spazmlarina hazirlikli
olunmal1 ve kalsiyum soliisyonlar1 gerektiginde kullanilmalidir. Hipertansiyon, kardiak
disritmiler, hepatotoksite, bas agrisi, géorme bozuklugu ve bas doénmesi diger yan
etkilerdir (23).

Giinliik rutin uygulamada yer almasa da, MgSQy, klonidin, sodyum bikarbonat,
sodyum florid ve taze donmus plazma, OB ile zehirlenmelerde, rapor edilmis diger
tedavi uygulamalaridir (24,25).

Magnezyum (Mg) kardiak hiicrelerin elektriksel aktivitesinin transmembrandz
ve interseliiler temel modiilatorii olup, Na-K ATPaz pompasini direkt olarak etkileyerek
iskelet ve diiz kas kontraktilitesini, vazomotor tonusu ve ndronal transmisyonu artirir.
Indirek olarak da kalsiyum kanalmi bloke eder. Membran potansiyelini artirir,
atrioventrikdiler iletimi ve mutlak refraktor periyodu uzatir. Ayrica hipomagnezeminin,
hayati tehlike yaratan disritmiler olusturdugu bilinmekte olup, Mg’un i.v. verilmesi ile
disritmilerin engellendigi ve akut myokard infarktiisii sonras1 hayatta kalma iizerinde
olumlu etkisi oldugu bilinmektedir (26). Intravendz uygulamadan sonra, 30 dakika
icerisinde etkisini gosterir. Direngli ventrikiiler tasikardi, ventriliiler fibrilasyon ve torsa
depointes durumlarinda magnezyun diizeylerine bakilmaksizin kullanim endikasyonlari
vardir. OB ile olusan zehirlenmelerde prematiir ventrikiiler kontraksiyonlar1 kontrol
ettigi rapor edilen Mg un, intravendz yiikleme dozu 1-4 g (50 ml %5 dekstroz ile 20-60
dakika) dir. Ayrica Mg’un, Na-K ATPaz {izerinden OB’nin direkt toksik inhibitor
etkisini Onledigi de ileri siirilmiistiir. Asetilkolin salintmini baskilayan Mg’un (24),
OB’nin noéroelektrofizyolojik etkilerini geri ¢evirdigi iddia edilmistir. Magnezyumun

baslica etkisinin ndromuskuler kavsakta (end-plate potansiyelinin amplitiidiinii azalttig1)
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oldugu ve bu etkinin, Mg ile motor sinir terminalinden asetilkolin saliniminin
inhibisyonundan kaynaklandig1 diistiniilmektedir (27).

Sodyum bikarbonat ile tedavi, alkalizasyon sonucu OB’nin esteratik kisminin
hidrolizinin artmast mantigina dayanir. Bikarbonat’in yararli olabilecegi ileri
stiriilmiistiir ve randomize olmayan kontrolsiiz ¢aligmalar vardir. Deneysel ¢aligmalarda
ise bikarbonatin pH artiric1 etkisi ile mortalitenin azaldig1 iddia edilmistir (23). Ayrica
bikarbonatin, standart olarak uygulanan tedavilerin (atropin, oksim) etkisini arttirdigi
rapor edilmistir. Diklorvosa bagli gelisen respiratuvar asidozisi diizeltemede sadece
atropin verilmesi yetersiz bulunmusgken, atropin ile birlikte verilen bikarbonatin asidozu
diizelttigi bildirilmistir (28).

Sodyum floridin antidotal etkisini, sempatik gangliyonlar ve ndromuskuler
kavsaktaki nikotinik reseptorlere karsi duyarlilig1 artirarak olusturdugu ileri stirilmustiir
(29). Sarin ve soman ile olusturulmus deneysel zehirlenme modellerinde sadece
atropinin, atropin ve sodyum florid kombinasyonundan daha az etkili oldugu rapor
edilmistir (24). Ayrica, florin bilesiklerinin paketlemesini yapan iscilerde, artmis AChE
aktivitesi de bildirilmistir (30).

Klonidin, kolinerjik ndronlardan ACh’in salinimini inhibe eder ve koruyucu
etkileri muhtemelen bu inhibisyona baglidir (24). Klinik ¢alisma bulunmamakla birlikte,
deneysel calismalarda klonidinin tedavi 6ncesinde kullanimi ile hayatta kalmanin arttig
bildirilmistir (23).

Taze donmus plazmanin ChE aktivitesini artirdig1 ve 6zellikle oksim tedavisinin

uygulanamadig1 durumlarda verilebilecegi iddia edilmistir (25).

2.1.2.4. Diger Klinik Etkiler

Organofosfat bilesikleri ile zehirlenme sonrasi, tanimlanmis ii¢ klinik faz (akut
kolinerjik faz, intermediate sendrom ve gecikmis polindropati) olup, ayrica MSS,
metabolik-endokrin, gastrointestinal, kardiyovaskiiler, iirogenital ve noéromuskuler
sistem lizerinde de tanimlanmis etkiler bulunmaktadir (2).

Intermediate sendrom, OB ile zehirlenmenin ardindan (12-96 saat) ortaya
cikabilir. Erken kolinerjik sendromla ge¢ periferik néropati arasindaki evrede goriilen
bu tabloya, vakalarin 9%20-68’inde rastlanmaktadir. Diazinon, monokromotofos,

metilparation, metamidafos, dimetoat, fention ve etilparation gibi bilesiklerle



15

zehirlenme ile iliskilendirilen bu durum, yagda c¢oziinen bilesiklerin yeniden
dagilimina bagli nikotinik reseptorlerde ACh’in uzamis etkisi ile aciklandigi gibi
yetersiz oksime tedavisine de baglanmaktadir. Duyusal fonksiyonlarda bozulma
olmadan, bilincin nadiren etkilendigi, reflekslerde azalma, proksimal ekstremite,
okiiler, bulber, boyun ve solunum kaslarinin gii¢siizliigii ile kendini gdsteren bu tablo,
eger anoksik beyin hasariyla komplike olmazsa 4-18 giin iginde diizelebilir.
Intermediate sendromun yonetimini oncelikle destek tedavi (havayolu agikhigi ve
ventilator) olusturmaktadir (4,6).

Gecikmis  polinoropati ~ (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 iliskilendirilmektedir. Semptomlar (parestezi, baldir
agrisi, kas gilicslizliigii, diisilk ayak) maruziyetten 7-21 giin sonra ortaya ¢ikarak ciddi
morbiditeye sebep olabilirler. Atropin ve PAM uygulanmasinin bu sendromun ortaya
cikmasint engellemedigi dislinilmektedir. Hafif vakalarin prognozu iyiyken, agir
vakalarda penge el, diisiik ayak, kalic1 atrofi, spastisite ve ataksi sekel olarak kalabilir
(4,22).

Kronik  noropsikiatrik  bozukluk  (Chronic  Organophosphate  Induced
Neuropsychiatric Disorder), kronik yorgunluk sendromu ile karistirilabilen bir
zehirlenme komplikasyonudur. Anksiyete, uyusukluk, depresyon, bitkinlik, irritabilite,
duygusal labilite, hafiza problemleri, konfiizyon, letarji ve psikoz goriilebilir.
Semptomlarin ¢ogu bir y1l i¢inde geriler (1,4).

Ekstrapiramidal etkiler, koreoatetoz, opistotonus, tortikollis, disli ¢ark rijiditesi,
maske yliz, bradikinezi gibi semptomlar1 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 (31).

Ayrica, rabdomiyoliz ve akut bdbrek yetmezligi bildirilmistir. Akut donemde
ACTH, kortizol ve prolaktin seviyelerinin arttigi, FSH seviyesinin ise azaldig1 rapor
edilmistir. Adrenal medullanin uyarilmasina bagl olarak glikojenoliz, hiperglisemi ve
ketozis olusabilir. Ayrica hiperamilazemi, pankreatit ve karaciger enzim yiikseklikleri

de bildirilmistir (2).
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2.2. DIKLORVOS
Ticari olarak 1961°den beri pazarlanmaktadir. Insektisid ila¢ amaglh, tarimda ve

diger alanlarla tiim diinyada en yaygin kullanilan OB’den birisidir (32).

2.2.1. Farmakoloji ve Deneysel Calismalar

Molekiil yapisi 2,2-diklorovinildimetilfosfat ve molekiiller agirligi 221 dalton
olan diklorvos (DDVP), fosforik asitin vinil triesteri olan bir organofosfat bilesigidir.
Diklorvos, alkoller, nonpolar c¢oziiciiler ve aerosol gazlarla iyi ¢Oziniir. Suda
dikloroetanol, dikloroasetaldehid, dikloroasetikasit, dimetilfosfat, dimetilfosforik asit
adli bilesiklerine ayrisir. Diklorvosun ayrigsma orani sicaklik, nem ve pH gibi ¢evresel
durumlara bagl olarak degisir. Ayrisma, alkali solusyonlarda hizli ve asit solusyonlarda
yavastir (33). Deneysel model oral alimlarda, hizla gastrointestinal sistemden emilir ve
karaciger tarafindan metabolize edilir ve 10 mg/kg oral dozda verildikten bir saat sonra,
bagirsak, bobrek, mide ve karacigerde maksimum yogunluga ulasir. Inhalasyon yolu ile
de diklorvos emilimi hizlidir (34). Karacigerde metabolizasyonu baslica iki yol ile olur.
Glutatyona bagh yol, dncelikle desmetildiklorvosu iiretir. Ayrica, S-metilglutatyon ve
metilmerkaptiirik aside ayrisarak idrarla atilir. Aril esteraz tarafindan katalize edilen
hidrolitik yol, diklorvos metabolizmasinda iistiin olan yoldur. Oksijen-vinil bagi, dimetil
fosfat ve dikloroasetaldehidi iireten, glutatyondan bagimsiz bir siire¢ ile ayrilir.
Diklorvos kan, bdobrekiistli bezi, bobrek, akciger ve dalakta, dimetil fosfat,
desmetildiklorvos, monometilfosfat ve inorganik fosfata metabolize olur.
Metabolizmast ¢ok hizli oldugundan, yar1 Omriinii tanimlamak c¢ok zordur. Bir
calismada, bobrekteki yarillanma Omriintin 13.5 dakika oldugu rapor edilmistir.
Diklorvosun metabolitlerinin higbiri, kendisinden daha etkili degildir. Bilesigin fosfor
iceren kismi esas olarak idrarla, vinil iceren kismi ise verilen hava ile atilir. Deneysel
olarak idrarda (%60-70) ve diskida (%10) 7 giin boyunca tespit edildigi calismalar
vardir (33). OB boéliimiinde bahsettigimiz gibi, diklorvos ChE enzim aktivitesini geri
doniistimsiiz baskilayarak, kolinerjik kavsaklarda ve sinapslarda ACh birikmesine neden
olur ve klinik etkilerini ortaya ¢ikarir (35).

Siganlarda LDsp’nin oral alimlarda 80 mg/kg (erkek) ve 56 mg/kg (disi) oldugu,
cilt maruziyetinde bu degerlerin 107 mg/kg (erkek) ve 75 mg/kg (disi)’a ¢iktigi
bildirilmis olup (36), intraperitoneal (i.p.) olarak kullanildiginda ise LDsy 28-41 mg/kg
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oldugu rapor edilmistir (37). Deneysel ¢alismalarda, sicanlarda diklorvosa bagl
gecikmis norotoksite ve motor defisit (38), inhalasyon sonrasi nonenfeksiydz toksik
pnomonitis ve diafragma ile frenik sinirde noropatik degisiklikler (13), beyinde laktat
dehidrogenaz, fosfofruktokinaz ve hekzokinaz aktivitesinde azalma bildirilmistir (38).
Ayrica testis agirliginda, plazma testesteron seviyelerinde, seminifer tiibiillerin
histopatolojisinde, sperm morfolojisinde ve miktarinda degisiklik bulunmazken, sperm
motilitesinin azalmasi (39) da simdiye kadar bildirilen kalp dis1 etkilerden bazilaridir.
Kardiyak etkilenmelere baktigimizda ise diklorvosun, elektrokardiyografik
degisiklikler, kalp hizinda azalma, kalp durmasi gibi patolojilere neden olmasinin yani
sira (40), sicanlarda kalp kasinda histopatolojik degisiklik, arteriol-veniiller etrafinda ve
ventrikiil kasinda lenfosit infiltrasyonu, koyulagmis niikleuslar ve bazofilik sitoplazma
iceren kalp hiicre odaklari, kalp kasinda (kardiyomiyositler arasinda) kii¢iik morfolojik

ve yapisal degisiklikler, bildirilen diger kardiyak etkilenmelerdir (36).

2.2.2. Diklorvos Zehirlenmesi

Akut ciddi diklorvos zehirlenmesi tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de
yaygin olarak goriilmekte ve yiiksek mortaliteye neden olmaktadir (25). Diklorvosun
maruziyeti en sik inhalasyon ile olmakla birlikte, intihar amagh oral alim veya ciltten
temas scklinde de zehirlenme olabilmektedir. Hatta bilingli olarak intravendz ve
intramtiskiiler kullanimlar da bildirilmistir (41,42). Diklorvos zehirlenmesinde goriilen
belirtiler, diger OB ile zehirlenmeye benzer olarak ChE’mn inhibisyonu sonucunda
biriken ACh’in etkilerine baglidir (12). Oldukga toksik bir bilesik olan diklorvos ile
zehirlenmenin, akut pankreatit (43) iirogenital sistemde histopatolojik degisiklikler
(32,39) ve mutajen etkiler ile iliskili oldugu (39) rapor edilmistir. Diger OB ile olusan
zehirlenmelerde oldugu gibi norotoksisite, kardiyotoksisite (elektrokardiyografik (EKG)
degisiklikler, iletim bozukluklari, bradikardi, tasikardi, kardiyak arrest), akciger
toksisitesi (solunum yetmezIligi, apne, bronkore), gastrointestinal toksisite (bulanti,
kusma, karin agris1), teratojenite, diklorvos zehirlenmesi ile ilgili olarak bildirilmis
bulgulardir (13,43). Tedavisi diger OB ile olusan zehirlenmelerle benzer olup,

bikarbonat tedavisinin 6zellikle etkili oldugu rapor edilmistir (28).
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2.3. KARDIYAK ETKILENMENIN BELIRLENMESI

2.3.1. Kardiyovaskiiler Etkilenme

Zehir etkisi gosteren maddeler siklikla KVS’de zararli etkilere neden olabilirler
ki bu etkilenme kendisini hipotansiyon, hipertansiyon, konjestif kalp yetmezligi (KKY),
akciger 0demi, disritmiler ile gosterebilir (44). Kardiyovaskiiler etkilenme, zehirli
maddelerin vaskiiler, kalp ve sinir sistemine, direkt veya indirekt etkilerine baglh olarak
hemodinamik durumda olusturduklar1 degisiklik olarak karsimiza cikabilecegi gibi,
elektrolit bozukluklari, alkalemi, hipoksi veya asideminin gelismesine sekonder olarak
da hemodinamik degisikliklere yol acabilirler. Zehirli maddeler otonomik sinir
sisteminde c¢esitli etki mekanizmalar1 (norotransmiterlerin sentez ve salinimi ile
etkilesim, nérotransmitter ayirisimini bozma, postsinaptik reseptorlerde norotransmiteri
taklit etme, reseptdriin kendini taklit etme) ile etki gosterirler (44). Ornek olarak
ndrotransmiter olarak ACh’i kullanan parasempatik sinir sisteminin herhangi bir zehirli
madde ile uyarilmasi bazi muskarinik etkilere (arteriyol dilatasyonu, kalp hizi,
kontraktilite ve iletim hizinin azalmasi) neden olurken, diger bir zehirli madde,
nikotinik reseptorleri bloke veya stimiile edebilir (45). Diger taraftan primer
ndrotransmiteri norepinefrin olan sempatik sinir sisteminin herhangi bir zehirli madde
ile uyarilmasi1 sonucu, sempatik sistemin reseptorleri olan alfa ve beta adrenerjik tip
reseptorler ile olusan etkiler ortaya ¢ikacaktir. Farkli reseptor tipleri ile etkilesen zehirli
maddeler farkli etkiler ortaya ¢ikaracaklardir. Kardiyovaskiiler etkilenme (hipotansiyon,
disritmiler) aym1 zamanda toksinin MSS etkisine bagli olarak da goriilebilir (46).
Zehirlenmelerde kontraktilite bozukluguna bagli olarak akciger 6demi, disritmiler, sok
ve hatta 6liim bile goriilebilir. Zehirlenmeye bagli olarak ortaya ¢ikan gecici miyokard
disfonksiyonun etyopatogenezisi, direkt kardiyotoksite ile ilgili olabilecegi gibi, asir1
katekolamin salinimi, artmigs miyokardiyal oksijen ihtiyaci, miyokardiyal iskemi,
miyokardiyal deprasan maddelerin serbest kalmasi, asit-baz veya elektrolit bozukluklar
gibi cesitli multifaktoryel nedenlere de bagli olabilir (47).

Organofosfat bilesikleri ile zehirlenmedeki kardiyak etkilenim de yukarida
bahsedilen mekanizmalarin sonucu olarak goriilecektir. ChE enziminin inhibisyonu
sonucu parasempatik sinpslarda ACh birikir ve bradikardiden kalp bloguna kadar
degisen kardiyak etkilenmeler olabilir. Insan kalp kasinda ACh, sinus nodunda negatif

kronotropik etki, atriyoventrikiiler nodu ile His-Purkinje liflerinde negatif kronotropik
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etki, atriyal ve ventrikiiler kalp kasi liflerinde negatif inotropik etkilere neden olur (48).
Ayrica kalbin elektriksel aktivitesini etkileyebilirler. Bu etkiler tam olarak tarif
edilememis olmakla beraber (49,50), li¢ fazda tanimlanmistir. Faz I; artmis sempatik
tonus (nikotinik etki) sonucunda hipertansiyon ve siniis tasikardinin olustugu kisa
donem (sadece birkag dakika siirer). Faz II; Zehirlenmeden sonra dakikalar i¢inde baslar
ve parasempatik asir1 uyarilmaya bagli hipotansiyon ve sinus bradikardisi ile
karakterizedir. Bu faz malign ventrikiiler disritmilere kadar kotiilesebilen ritm
bozukluklari, gesitli derecelerde atriyoventrikiiler iletim bozukluklari ile birliktedir. Faz
III; elektrokardiyografide QT mesafesinin uzamasi, polimorfik ventrikiiler tasikardi
(torsades de pointes), ventrikiiler fibrilasyon ve ani kardiyak oliim ile karakterize olup,
zehirlenmeden kisa siire sonra goriilebilecegi gibi, genelde bildirilen maruziyetten
sonraki 1-15. giinlerde de goriilebilmektedir (50). Bu konuda bildirilmis olan bir rapora
gore, QT mesafesinin 580 milisaniyeden daha fazla olmasi ani kardiyak oliim igin
yuksek risk olusturmaktadir (51). Deneylerde EKG degisiklikler gozlenebilir ve ChE
enziminin baskilanmasindan 6nce meydana gelen bu degisiklikler doza bagimlidir.
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 siirlilmektedir (5). Papiller kaslarda infarkt alanlar1 ile kalp dokusunda
beneklesme ve koyulagsma bildirilmistir. Benzer olarak atropinin hayatta kalmay1
arttirmasi yaninda, myokard hasarini da 6nledigi rapor edilmis (52) olup, bir baska
calismada 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 onlendiginin gosterildigi
calismalar vardir (54). Saglikli yada aterosklerotik koroner arter hastaligi olan
eriskinlerde, intrakoroner ACh injeksiyonunun koroner vazokonstriksiyona neden
oldugu bildirilmistir ve akut donemdeki elektrokardiyografik ST-T degisiklikleri ile
baglantili olabilecegi ileri siiriilmiistiir (55). Histopatolojik olarak hiicre morfolojisinin

bozulmast; kalsiyum iyonlarinin ACh reseptorlerine yiiksek oranda baglanma 6zelligine
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bagl olarak kalsiyum iyonunun serbest kalmasina ve bunun sonucunda sitoplazmaya
asir1 kalsiyum giriginin meydana gelmesi ile izah edilmistir (5).

Ozetleyecek olursak, OB ile zehirlenmede direkt etki, indirekt (metabolik,
elektrolit, v.s.) etki veya otonomik dengenin bozulmasi sonucu kardiyak etkilenme
ortaya ¢ikmaktadir (54). Miyokardiyal hasarin varligi ve miktari; patolojik
degerlendirme, kanda miyokardiyal hasar proteinlerinin 6l¢lilmesi, elektrokardiyografik
degisiklikler, ventrikiilografi, elektrokardiyografi (EKO) ve miyokard perflizyon
caligmalar1 gibi gorsel modelleri kapsayan ¢ok sayida farkli tani yontemleri ile

degerlendirilebilir (56).

2.3.2. Kardiyak Belirtecler

Kardiyak hasarlanma ile ilgili simdiye kadar tanimlanmis bazi serum belirtecleri
olan kreatin kinaz (CK), kreatin kinaz-MB (CK-MB), miyoglobin (Mb), kardiyak
troponin-I (cT-I), NT-proBNP’nin serum diizeylerinin bu ¢alismada arastirilmasi
hedeflenmistir.

ATP’den yliksek enerjili fosfat gruplarinin kreatine transferinde rol oynayan
intraselliiler bir enzim olan CK, bir¢ok dokuda kii¢iik miktarlarda bulunmasina ragmen,
yogun olarak yer aldig1 organlar beyin, kalp ve iskelet kasidir. Beyin (B) ve kas (M)
olmak iizere iki alt liniteden olusur ve CK-MM, CK-MB, CK-BB olmak {izere farkli ii¢
izoenzimi vardir. CK-MM’nin biiytik bir kismi iskelet kasinda olusurken, CK-BB beyin
dokusunda daha fazla oranda bulunur. Kardiyak izoenzim (CK-MB) total kardiyak kas
enzim aktivitesinin %14-42’sini gostermekte olup, kalpte gercekte baskin olan enzim
CK-MM’dir (57). CK diizeyleri, miyokard hasarindan sonra 4-8 saat i¢inde yiikselip,
12-24 saat i¢inde pik yapar ve 3-4 giinde normale seviyelerine doner. Diger dokularda
bulunan CK enziminden dolay1r kardiyak hasarlanmada spesifitesi (%57-86),
sensivitesinden (%93-100) daha dusiiktiir. Total CK’a parelel olarak CK-MB,
hasarlanmadan sonraki 4-8 saatte yiikselir ve CK’dan biraz daha erken pik yaparak,
daha hizli diiger (48 saat) (58).

Miyoglobin iskelet ve kalp kasi hiicrelerinde bulunur ve bu hiicrelerde olusan
hasarlanmada, seruma salinir. Miyokard hasarindan sonra, serum miyoglobin diizeyleri
2 saat igerisinde yiikselmeye baslar ve 6-8 saat sonra zirve degerine ulasir. Bobrek

fonksiyonu normal olanlarda 24 saat igerisinde baslangi¢c degerlerine doner (59).
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Troponinler, kalp kasi1 fibrillerinde bulunur ve kalsiyum aracili aktin ve miyozin
etkilesimini diizenlerler. T-I, 22 kDa agirliginda bir protein olup, aktin tropomiyozin
kompleksindeki miyozin kdpriilerinin olusmasini engelleyerek cizgili kas kasilmasini
Onleyen troponin kompleksinin inhibitoér parcasidir. Plazmada, troponin-tropomiyozin
kompleksine bagli olarak bulunur, az bir kismi (%?2.5) sitoplazmada serbest halde
saptanabilir. Ozgiilliigii oldukga iyi olan T-I, kardiyak hasarlanmadan 4 ila 8 saat sonra
yiikselmeye baslar, 12-24 saatlerde zirve yapar ve dolasimdaki bu diizeyini ortalama 5-7
giin devam ettirir (60). Miyokarddan troponin salinimi, gegici veya kalici miyokard
hasarin1 gosterebilir. Bu hasar, iskemi, inflamasyon, infeksiyon, infiltrasyon, toksinler,
artmis sol ventrikiil duvar gerilimi, infiltratif hastaliklar gibi miyokarda olan her tiirli
etkiye bagli olabilir ve ¢cogunlukla prognostik deger tasir (61).

Her biri prohormon olarak sentezlenen, Beyin Natritiretik Peptid (BNP), Atriyal
Natriiiretik Peptid (ANP), C-tipi natriiiretik peptid (CNP) ve Dendroaspis Natriiiretik
Peptid (DNP), daha sonra matiir hormon haline doniisiirler. Bunlardan ANP ve BNP
sirkiilasyona salinan kardiyak hormonlardir, CNP ise daha ¢ok lokal hormon olarak
gbrev yapar ve en ¢ok santral sinir sistemi ile vaskiiler endotelde bulunur. Dendroaspis
natritiretik peptid ise insan plazmasindan ve atriyal miyokard dokusundan son yillarda
izole edilmis olup, insanlardaki fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir. Beyin
natriiiretik peptid 108 aminoasitlik bir prohormon olarak sentezlenir ve daha sonra 32
aminoasitlik BNP ve 76 aminoasitlik NT-proBNP’ye parcalanir (62). Hem atriyum hem
de ventrikiillerden sentezlenen ANP’nin tersine, plazmaki BNP’nin temel kaynagi
ventrikiillerdir. Bu nedenle BNP’nin ventrikiil hastaliklarinda duyarligr ve o6zgiilliigi
daha fazladir (63). Beyin natriiiretik peptid’in sentezi genomik kontrol ile olur. Sentez
icin en Odnemli uyaran basing ve hacim yiikiinlin olusturdugu miyosit gerilimidir (64).
Uyarn geldiginde hizli dontisiimlic TATTTAT (ntikleotidi) niikleik asit gen dizilimine
sahip olan BNP, basing¢ ve hacim yiikii ile orantili olarak patlamalar seklinde sentezlenir
(65). Bu nedenle BNP’nin plazma diizeyinin artmasi i¢in belli bir siire gerekmektedir.
Ayrica kalp hizi artis1, glukokortikoidler, tiroid hormonlari, endotelin-I ve anjiyotensin-
IT BNP sentezini uyaran faktorlerdir. Nt-proBNP’nin, plazma yar1 6émri 120 dakikadir.
Son yillarda acil serviste hizli ve dogru bir sekilde kalp yetmezligi tanisinin
konulabilmesi i¢in BNP ve NT-proBNP kullanimi gittikge artmaktadir (66). Ayrica,

pulmoner emboli, primer pulmoner hipertansiyon, kor pulmonale, konjenital kalp
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hastaliklar1 ve akut koroner sendrom, aort darligi, hipertrofik kardiyomiyopati,
hipertansiyon, restriktif kardiyomiyopati gibi durumlarda arttig1 rapor edilmistir (67).
2.3.3. Oksidan - Antioksidan Sistem

Hiicre seviyesinde serbest radikallerin olusum hizi ile bu radikallerin ortadan
kaldirilma hizi bir denge igerisinde olup, bu dengenin bazi hastaliklarda bozuldugu
bilinmektedir (68). Oksidatif dengenin bozulmas1 serbest radikallerin olusum hizinda
artma ya da ortadan kaldirilma hizinda azalma ile olabilir. Oksidatif stres olarak
adlandirilan bu durum, sonucta doku hasarina yol agmaktadir (69). Serbest radikal ise
bir kimyasal maddenin molekiiler ya da atomik yoriingesinde bulunan ve genelde ¢ok
reaktif olan ciftlesmemis elektron bulunduran bir kimyasal {iriin olarak tanimlanabilir
(70). Kovalent bag tasiyan bir molekiiliin homolitik yikimi, bir molekiilden tek bir
elektronun kaybi veya heterolitik olarak boliinmesi ve bir molekiile tek bir elektronun
eklenmesi sonucunda serbest radikal ortaya cikar (68). Pozitif yiikli, negatif yiikli ya
da notral olabilirler. Siiperoksit anyonu (O;’), hidroksil radikali (HO), NO peroksit
radikali (ROO) ve radikal olmayan hidrojen peroksit (H,O,) oksidatif stresin en 6nemli
parametrelerinden bazilarin1 olustururlar (71). Serbest radikal zincir reaksiyonlari
genellikle, molekiillerden hidrojen iyonunun uzaklastirllmasiyla baslar. Saglikli
kisilerde bu radikallerin zararli etkileri antioksidan ajanlarla sinirlanirken (72), aksi
durumda oksidatif stres diizeyindeki artis ile hiicrelerin lipid, protein, DNA,
karbohidratlar gibi tiim elemanlar diizeyinde hasarlanma olugabilmektedir (73). Serbest
oksijen radikalleri (SOR) kalp kasi fonksiyon bozukluguna yol acarak, kardiyak
fonksiyonlarda bozulmaya neden olabilir. Kalp yetersizliginde bu radikallerin arttig1 ve
mortalite ile yakin iligkili oldugu, iskemik sendromlarin (koroner arter hastaligi,
aterosklerozis, akut koroner sendrom) fizyopatolojisinde, gelisiminde ve
kardiyomiyopatilerde de SOR’un rolii tanimlanmstir (74).

Lipid peroksidasyonu (LPO) tabiri, serbest radikallerin hiicre membraninda
bulunan yag asitlerini etkilemesi sonucu meydana gelen zincirleme bir reaksiyon
anlaminda kullanilmaktadir (70). Bu yag asitlerinden bazilarinin peroksidasyonu ile
olusan malonildialdehit (MDA), kimyasal olarak aktif bir molekiildiir ve ¢evre hiicre ve
dokulara kolayca diffiize olarak 6zellikle proteinler iizerinde zararli etki gosterir (75).
Oksidatif strese neden olan MDA ile bircok patoloji (ateroskleroz, iskemi,

kardiomiyopati, radyasyon hasari, sigara kullanimi, amfizem, diabetes mellitus,
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romatoid artrit, otoimmun hastaliklar, Alzheimer, Parkinson, v.s.) arasinda iligki
kurulmustur (76,77). OB’nin toksitesinde serbest radikaller 6nemli rol oynar ve serbest
radikal olusumunun, antioksidan enzimlerde azalmanin ve serbest radikallerin
indiikledigi MDA’nin kalpte hasarlanmaya neden oldugu gdosterilmistir (78).
Diklorvosun oksidatif strese (serumda artmig MDA iiretimi ile) neden oldugu rapor
edilmistir. Organofosfat bilesiklerinin kalpte histopatolojik ve immiinohistokimyasal
degisikliklere lipid peroksidasyonu artisi ile neden oldugu tespit edilmistir (32). Ayrica,
akut tiibililer nekroz ve nobet gelisiminde lipid peroksidasyonu ve SOR’nin baglantili
olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Yine bir OB olan metidationun ve diazinonun akut
verilmesi ile, siganlarin kalp dokusunda, antioksidan enzimlerin aktivitelerinde yaptigi
degisiklikler sonucu kalpte hasara neden oldugu ve bu hasarin temelinde MDA artisinin
onemli rol oynadigi iddia edilmistir (79).

Endojen ve eksojen kaynakli olabilen antioksidanlar, hiicrenin hem sivi hem de
membran kisminda bulunurlar (80). Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu ve
verebilecekleri zarari 6nlemek icin varolan molekiillerdir (81). 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 bazi antioksidan maddelerdir. Glutatyon, metabolizmada
onemli rol oynayan ve glutamik asit, sistein ve glisin aminoasitlerinden olusan bir
tripeptittir. Sentezi ATP kullanilan iki basamakli bir reaksiyonla gerceklesir (70). En
onemli islevleri; hiicre zarlarindan aminoasitlerin hiicre i¢ine tasinmasi, koenzim olarak
enzim yapisina katilmak, proteinlerdeki siilfidril gruplarini korumak, peroksit, serbest
radikaller ve reaktif toksik ara maddelerin etkisizlestirilmesidir (82). Ayrica
ksenobiyotik ve karsinojenler gibi bir¢cok endojen ve eksojen zararli bilesikleri de
etkisizlestirmede Onemli rol oynayan anahtar antioksidanlardandir. Oksidatif hasari
Onlemesi, glutatyonun serbest radikallerle direkt reaksiyona girme, disiilfitleri direkt
olarak indirgeme ve glutatyon peroksidaza kofaktor olabilmesi ile gerceklesir (83).
Serum glutatyon seviyelerinin, insan zehirlenme vakalarinda OB’ne maruziyet sonrast
azaldig bildirilmistir (84). Baska bir ¢calismada baliklarin kas, karaciger ve serumunda

diklorvosa bagli olarak serum glutatyon diizeylerinin azaldigi 6ne siiriilmiistiir (85).
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Nitrik oksit, fiyolojik ve patolojik durumlarda homeostazin siirdiiriilmesinde
onemli bir etken molekiil olup, memelilerdeki varligi ilk kez 1916 yilinda gosterilmistir.
Daha sonra aktive olmus makrofajlarin NO salgiladigi, sentezinde L-argininin 6ncii
madde oldugu ve sentezinin inhibisyonu i¢in L-arginin bazli hem analoglarinin
kullanilabilecegi gosterilmistir. Endotel kaynakli vazodilator faktoriin, NO oldugu
anlasilmis, bir¢ok hiicre ve organ sistemlerinde iiretilerek etkili oldugu ileri siirtilmiistiir
(86). Nitrik oksit, membranlar1 kolayca gecebilen, lipofilik bir molekiildiir ve Nitrik
Oksit Sentaz (NOS) enziminin katalize ettigi bir dizi reaksiyon sonucunda olusur. Bu
reaksiyon i¢in ortamda oksijen ve diger bazi kofaktorlerin (nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADPH) v.s.) bulunmasi gerekir (87). Nitrik oksit sentezleyen
enzimin 3 farkli izoenzimi (eNOS ve nNOS) olup, bunlardan birisi de indiiklenebilen
NOS (iNOS)’dir (88). Soliisyon igerisinde yarilanma 6mrii yaklasik 30 saniye olan NO,
suda ve yagda da ¢oziinebilir ve nitrit ile nitrata okside olabilen renksiz ve stabil bir
gazdir. Tiol gruplar ile reaksiyona girer ve gerekti§i zamanlarda kullanilmak iizere
depolanir (86). 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 olusumunu artirir. Bu madde kendine uyan (kas gevsemesi, sinapstan uyari
gecisi gibi) hiicre i¢i islemleri diizenler (89). Olusan bu biyokimyasal olaylar diiz kas
kasilmasi, vaskiiler tonlis ve kan akisinin diizenlenmesinde Onemli rol oynar.
Trombositler igindeki ¢oziilebilir guanilat siklaz aktivitesini artiran NO, trombosit
adhezyon ve agregasyonunu azaltir. Mikroorganizmalarin mitokondrial proteinleri ile
baglh demir bilesikleriyle reaksiyona girerek, DNA sentezini bozar ve dliimlerine yol
acar. Baska etkileri de bulunan NO’in, serbest oksijen radikalleriyle etkilesimi ve
antioksidan oOzellikleri ile 1ilgili aragtirmalardan elde edilen bilgiler farkliliklar
gostermektedir. Ornegin, aktive makrofajlarin mikrosidal aktivitelerini NO aracigiyla
gosterdikleri ileri siirtilmekle birlikte, esas etkinin NO’den {iretilen nitrojen dioksit
isimli oksidan madde olabilecegi de ileri siiriilmiistiir. Nitrojen dioksit ise dokular i¢in
oldukga toksiktir (90).

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. Diisiik

konsantrasyonlarda ise ¢ok onemli fizyolojik islevlerde rol almaktadir. Ancak asir1 ve
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kontrolsiiz NO sentezi hiicreler i¢in zararli olmaktadir. Bu 6zelligi ile NO, ¢cok 6nemli
fizyolojik haberci molekiilii 6zelligi kazanmaktadir (91). Ayrica organizmada
peroksinitrit anyonu ve hidroksil radikali gibi ¢ok etkin radikallerin liretilmesine 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 (92).

Nitrik oksit, MSS’de hafiza olusumu, denge, koku alma gibi bircok
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
(93). Dolasim sisteminde, daha 6ne bahsedilen trombosit agregasyonunun ve adezyonun
engellenmesi, kalp kasilmasmin idamesi gibi olaylara katkida bulunarak sistemik
dolasimin diizenlenmesinde rol oynar, ayrica kalp, karaciger ve beyinde lokal dolagimi
diizenler (94). Vazoregiilan bir molekiil olan NO, damarlarda yeterli miktarda
sentezlenemezse, vazodilatasyon azalmakta, antioksidan vitamin diizeyleri diismekte,
ateroskleroz ve vaskiilopatilerin gelismesi kaginilmaz olabilmektedir (90). Sonug olarak
saglikli endotelde denge, NO’ya bagli vazodilatasyon yoniindedir diyebiliriz. Endotel
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
(95). 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, salimmi artan NO’nun, Frank-Starling

mekanizmasinda etkili oldugu bildirilmistir (96).

2.3.4. Histopatolojik Degerlendirme
Organofosfat bilesiklerinin siganlarda pankreas, karaciger, testis, beyin, vaskiiler

duvar, bobrek ve kalpte histopatolojik degisikliklere neden olmaktadir. Bir ¢caligmada
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metidation’a bagli olarak kalp hiicrelerinde miyositolizis seklinde dejeneratif
degisikliklerin olustugu (79), bir baska klinik calismada ise malation zehirlenmesinin
miyokardiyal nekroz alanlar1 olusturdugu bildirilmistir (97). Diklorvosun da siganlarda
endometrial histopatolojik degisikliklere neden oldugu rapor edilmistir (32).

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 (88).

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 bagh
olarak, sentezi artan NO’in negatif inotrop, kronotrop ve beta adrenerjik uyarilmada
azalma yoniinde etkisi ortaya ¢ikmaktadir. Indiiklenebilir NOS inhibitérleri verilmesi ile
iskemiye bagli kalp yetmezligi olan hastalarda myositte hipertrofi, infarkt bliylikligii 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 azaldigi rapor edilmistir (101). Ayrica OB ile
olusturulan zehirlenmelerde, nébetleri 6nlemek i¢in NOS inhibitorlerinin etkin oldugu
ve bu ndbetlerin NO ile iliskili olabilecegi ifade edilmistir (102).

Apoptosis (programli hiicre 0Oliimii), c¢ok hiicreli organizmalarin genetik
sifrelerinde bulunan “hiicre intihar1” programlarimin gelisimsel ve/veya ¢evresel
uyarimlarla etkinlesmesi sonucu ortaya ¢ikan, 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 i¢in

herediter olarak kendilerinde varolan intihar programini devreye sokarak hayatlarini
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sonlandirmalaridir. Literatiirde ilk kez “mitozun karsit anlami” olarak kullanilan
apoptosis, “agaclarin yapraklarint dokmesi” anlamina gelir (104). Apoptosis, nekrozdan
oldukga farklidir. Nekrozda akut hiicre hasarini takiben hiicre ve organellerinin sisip
lizise ugradig1 pasif ve patolojik bir hiicre 6liimii s6z konusudur. D1 etki ile koruyucu
mekanizmalarin devreye girmesine firsat vermeyecek sekilde gelisen nekrozda, zarar
goren esas hedef organel, hiicrenin enerji kaynagi olan mitekondridir. Apoptosis 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. Apoptosis, 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 apoptosisi baslatabilmektedir (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 gegirgenligi),
apoptoz siirecindeki gorevli c¢esitli proteinlerin serum veya dokuda Olgiilmesi
(Bcl2/Bax), DNA parcalanmasinin ¢esitli 6zel immiinohistokimyasal boyalarla
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).

Apoptosis siklikla, hiicre siklusunda progresyon gosteren hiicrelerde olur. Bu
nedenle kardiyak hiicrelerde olusmayacagi diistiniilmiistiir. Ancak miyokardda da
apoptosisin goriilebilecegi bildirilmis olup, farkli kardiyak ve vaskiiler hastaliklarda
apoptosis mekanizmalarinda bozukluklar gésterilmistir (104). 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, apoptosis en

yogun olarak infarktiisii smirlayan bolgede izlenmektedir. Kalp yetersizliginde
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apoptosis en yogun arastirilan konulardan biri olup, hem post-mortem hem de biyopsi
caligmalarinda gosterilmistir (107).

Sicanlarda parakson ve malation’un sirasi ile lenfosit ve fibroblastlarda kaspaz-3
aktiviteni baskilayarak apoptosise neden oldugu (108), sarinin ise serebellum purkinje
hiicreleri, hipokampus ve serebral korteks noronlarinda apoptotik hiicre 6liimiine yol
actig1 rapor edilmistir (106). Ayrica diklorvos ile siganlarda endometrial apoptotik

degisiklikler bildirilmistir (32).



3. GEREC ve YONTEM

Bu ¢aligma, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul’undan (Etik kurul
onay tarihi: 06.06.2005 ve karar No: 2005-06-9) onay alindiktan sonra, ayni
tiniversitenin Acil Tip, Farmakoloji, Biyokimya ve Patoloji Anabilim Dallari’nin
isbirligi ile gerceklestirildi. Farmakoloji laboratuarinda yapilan deneylerde, 200-400

gram agirligindaki erkek Wistar Albino cinsi si¢anlar kullanildi.

3.1. Deney Gruplar

Siganlar Gaziantep Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuari’ndan temin
edildi. Caligma giiniine kadar deney hayvanlari laboratuarda, 22°C’ de, normal yem ve
su ile beslenerek 12 saat giindiiz 12 saat gece olacak sekilde barindirildi. Deneyden
hemen Once sicanlar tartilarak agirliklar1 kaydedildi. Agirliklarina gore ilag dozlari
hesaplanarak not edildi. Sakrifikasyon islemine kadar yukarida belirtilen ortamda 6 saat
tutuldular. Bu siire icerisinde dlenler kaydedildi, 6 saatten 6nce 6lenlerden kan ve doku

ornekleri alinmada.

Serum fizyolojik kontrol grubu (SF grubu)

Dokuz sicandan olusan bu gruba, ortalama verilmesi Ongoriilen 25 mg/kg
diklorvos dozu ig¢in hesaplanan hacimde (0.091 ml/100 g) serum fizyolojik
intraperitoneal (i.p.) olarak 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 alind.

Diklorvos 25 mg/kg grubu (D25 grubu)
On sicana diklorvos misir yaginda 1:20 oraninda ¢ozdiiriilerek 25 mg/kg (109) dozunda
1.p. yolla verildi. Alt1 saat sonra i.p. olarak verilen tiyopental sodyum (120 mg/kg) ile
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anestezi saglandi. Kan ornekleri alinarak sakrifiye edildi, daha sonra kalp doku 6rnegi

alindi.

Diklorvos 30 mg/kg grubu (D30 grubu)

Toplam 15 sicana, diklorvos misir yaginda 1:20 oraninda ¢ozdiiriilerek, 30
mg/kg dozunda i.p. olarak verildi. Hayatta kalan sicanlara, 6 saat sonra i.p. olarak
verilen tiyopental sodyum (120 mg/kg) ile anestezi saglandi. Kan o6rnekleri alinarak

sakrifiye edildi, daha sonra kalp doku 6rnegi alindu.

Miswr Yag1 Kontrol Grubu (MY grubu)

Kilograma 30 mg olarak verilmesi planlanan diklorvos i¢in hesaplanan hacimde
misir yagi i.p. olarak toplam 8 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 alindi.

Magnezyum Siilfat Grubu (Mg grubu)

On sigana magnezyum siilfat 200 mg/kg (110) dozunda i.p. olarak uygulandiktan
bes dakika sonra, diklorvos (30 mg/kg) i.p. olarak 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.

Atropin Grubu (A grubu)

On sicana 10 mg/kg (28) dozunda atropin i.p. verildikten bes dakika sonra
diklorvos (30 mg/kg) i.p. olarak verildi. Alt1 saat sonra i.p. olarak verilen tiyopental
sodyum (120 mg/kg) ile anestezi saglandi. Kan o6rnekleri alinarak sakrifiye edildi, daha

sonra kalp doku 6rnegi alindi.

Pralidoksim Grubu (PAM grubu)

On sican kullanilan bu grupta 40 mg/kg dozunda (111) PAM i.p. uygulandiktan
bes dakika sonra, diklorvos (30 mg/kg) i.p. olarak 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.
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Atropin ve Pralidoksim Grubu (A+PAM grubu)

On sigana atropin ve PAM yukarda verildigi dozlarda pes pese i.p. olarak

verildikten bes dakika sonra, diklorvos (30 mg/kg) i.p. olarak 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.
Gruplardan (D25 ve D30) hangisinin calisma grubu olacagi, mortalite ve serum
kolinesteraz seviyeleri géz Oniine alinarak saptandi. Literatiirde bildirilen 70 mg/kg
(112) ve 50 mg/kg (40) dozlarinda diklorvosun, iicer adet sigana i.p. olarak verildikten
sonra, biitiin sicanlarin 1-2 dakika icerisinde 6ldiigii goriildi. Daha sonra 30 mg/kg
diklorvos (113) i.p. olarak verildi ve bir siganda 6liim gergeklesti. Sican sayist 15°e
tamamlanarak (D30 grubu), diklorvos’un diger biitiin gruplarda 30 mg/kg dozunda i.p.
olarak uygulanmasina karar verildi.

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.

3.2. Tlaclar ve Kimyasal Maddeler

Diklorvos’un mililitresinde 550 mg etken madde iceren 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) ¢ozdiiriildii (114). Elde edilen karisim 27,5 mg/ml diklorvos
icermekteydi.

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 icermekteydi.
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Saf toz halindeki atropinin (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, ABD) 200
mg’1, 1 ml saf etil alkol ile ¢oziindiiriilerek depo soliisyon hazirlandi. Depo soliisyondan
giinliik kullanilacak atropin, serum fizyolojik ile sulandirilarak mililitrede 5 mg olacak
sekilde hazirlandu.

Magnezyum siilfat (magnezyum siilfat, %15, 10 ml i.m.-i.v., Biofarma Ila¢ San.
ve Ti¢. A.S., Istanbul) ve pralidoksimin (Contrathion %2 flakon, pralidoksim
metilsiilfat, Laboratories SERB, Paris, Fransa) hazir preparatlar1 kullanildi.

Deneylerde kullanilan triklorasetik asit (TCA), 2-tiyobarbitiirik asit (2-TBA), butile
hidroksitoluen kristal (BHT), sodyum hidroksit (NaOH) anhidroz, 5,5’-ditiyo-bis (2-
nitrobenzoik asit) (DTNB), sodyum sitrat, trizma hidroklortir (tris HCl), 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,HPO.), AppliChem firmasindan
(Biochemica, Darmstadt, Almanya) ve saf etanol, Merck (Darmstadt, Almanya)

firmasindan saglanmistir.

3.3. Biyokimyasal Calismalar
3.3.1. Serumdaki Olgiimler

Serum Kolinesteraz Olgimii; R1 sisesi fosfat tamponu (pH 7.7 = 50 mmol/L),
5,5-DTNB 0.25 mmol/L; R2 sisesi butiriltiyokolin (7 mmol/ L) ayiracini icermektedir.
Ayiraglar hazirlanarak, birinci ayiracin ¢oziilmesi i¢in 50 ml serum fizyolojik (WR1),
ikinci ayirag i¢in ise 3 ml soguk steril distile su ile eklendi (WR2). Siselerin kapaklari
kapatilarak ¢oziilen igerik yavasca karistirildi ve serum Ornekleri 2 oraninda serum
fizyolojikle diliie edildi. Hem ayiraglar hem de serum ornegi 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 dl¢iildii (115). Normal cut-off degeri
olarak 5599 (4599-6599) alindu.

Serum CK ve CK-MB ol¢iimi; Klinik Kimya Otoanalizatorii’'nde (Prestige 241,
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
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referans degerleri (25-200 U/L), CK-MB i¢in referans degerleri (0-24 U/L) olarak kabul
edildi.

Serum miyoglobin 6l¢limi; Miyoglobinin tayini ig¢in solid faz enzim bagh
immunosorbent analiz teknigi olan ELIZA yontemi (DRG International, Inc., ABD)
kullanildi. Onceden santrifuj edilip hazirlanmis serum &rneklerinde  analiz
gergeklestirildi. Orneklerdeki miyoglobin konsantrasyonu direkt olarak olusan renk
yogunlugu ile dogru orantiliydi. Absorbans spektrofotometrik olarak 450 nm’de Sl¢iildii
(ELx 800 Universal Microplate Reader. Bio-Tek Instruments Inc., Vermont, ABD). S6z
konusu orneklerdeki miyoglobin konsantrasyonu standart egriden elde edilen faktorle
hesaplandi.

Serum Troponin | o6lgimi; Troponin I'min tayini igin ELIZA kiti (DRG
International, Inc., ABD) kullanildi. Santrifuj edilerek hazirlanmis serum 6rneklerinde
analiz gergeklestirildi. Orneklerdeki T-I konsantrasyonu direkt olarak olusan renk
yogunlugu ile dogru orantiliydi. Absorbans spektrofotometrik olarak 450 nm’de ol¢iildi
(ELx 800 Universal Microplate Reader. Bio-Tek Instruments Inc., Vermont, ABD).
Orneklerdeki T-1 konsantrasyonu standart egriden elde edilen faktérle hesaplandi.

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

Serum NO 6lglimi; Serum 6rneklerini deproteinize etmek igin, 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
siipernatant, 95°C'deki vanadyum (III)-HCI igine enjekte edildi ve nitrat, nitrit ve S-
nitroso bilesiklerinin NQO'e indirgenmesi sonucu olusan NO'in OSl¢iimii, NO/ozon
kemiluminesans teknigi ile NOA 280i (Sievers Instruments, Boulder, CO, ABD) NO
analizorii kullanilarak yapildi. Biitiin 6rnekler iki kez ¢alisildi. Standart egri NaNOs'lin
diliisyonlar: ~ (0.1-100 uM) kullanilarak  gergeklestirildi.  Orneklerdeki NO

konsantrasyonu standart egri ile belirlendi ve serum Ornekleri pM olarak hesaplandi.
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Olciimlerde ve analizde NO AnalysisTM (version 3.21, Sievers, Boulder, CO, ABD)
programi kullanild1 (116).

3.3.2. Dokudaki Olciimler

Saklanan kalp dokular1 caligma giinti tartildi ve makasla kiyilarak kiigiik
parcalara ayrildi. Parcalanan dokulara sogutulmus 4 hacim TRIS HCI tamponu (50 uM,
pH=7.4) eklenerek buz i¢inde ultrasonik homojenizatér (Branson sonifier 150, Dnabury,
CT, ABD) ile doku homojenizasyonu saglandi. Homojenize edilen tiim dokular 4500
rpm’de 30 dakikada santrifiij (Eppendorf, Centrifuge 5810R, Almanya) edilerek elde
edilen silipernatantlar doku analizi (NO, MDA, glutatyon Ol¢iimleri) i¢in 4 farkl
ependorf tiipiine alindi. Hem serum hem de dokularin hazirlanma asamasindaki tiim
islemler (serum ayirma, dokularin homojenize edilmesi gibi) +4 °C’de yapildi (117).

Doku nitrik oksit ol¢limi; Kalp doku homojenizasyonundan elde edilen
siipernatanta, serumda NO’yu Olgmek ic¢in kullanilan yOntemin aynis1 uygulandi.
Orneklerdeki NO miktar1 umol/g yas doku olarak hesaplandi.

Doku MDA olgllmesi; Lipid peroksidasyonu tiyobarbitiirik asit reaksiyonu
kullanilarak tayin edildi. On ml’lik bir deney tiipiine % 20'lik asetik asit ¢ozeltisinden
(pH=3.5) 1.5 ml, %8.1’lik sodyum dodesil siilfat c¢ozeltisinden 200 pl, %0.8'lik
tiyobarbitiirik asit ¢ozeltisinden (pH, NaOH ile ayarlanir) 1.5 ml, hazirlanmis butile
hidroksitoluen ¢ozeltisinden (10 ml saf etanol i¢inde ¢oziiliir) 100 pl, 100 pul doku
homojenati (doku i¢in 600 pl distile su konur) eklendi. Bu reaksiyon karigimi aerobik
sartlarda, 95°C’da 60 dakika inkiibe edildi. Tiipler sogutulduktan sonra her tiipe 1 ml
distile su ilave edildi. Daha sonra butanol-piridin ¢6zeltisinden (butanol/piridin 14/1) 5
ml konuldu ve kuvvetle karistirildi. Numuneler, 3000 g'de (4000 rpm’de) 10 dakika
santrifiij edildi ve tiipilin tist kisminda bulunan siipernatant spektofotometrik (ELX 800
Universal Microplate Reader. Bio-Tek Instruments Inc., Vermont, ABD) olarak 532
nm’de Ol¢iildii. Sonuclar nmol/g yas doku olarak ifade edildi (118).

Doku glutatyon 6l¢limi; Modifiye Ellman metodu kalp dokusundan glutatyon
analizi icin kullanildi. Homojenize edilen doku orneginden elde edilen 1500 pl
stipernatant, 18-20°C’de 3000 devirde 8 dakika santrifiij edildi. Bir ependorf tiipiine
1000 pul 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
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(ditiyo-bis(2-nitrobenzoik asit) %1’lik 100 ml Na-sitratta ¢oziiliir), 250 pl siipernatant
eklendi. Oda sicakliginda 5-10 dakika beklendi. Olusan numuneler spektrofotometrede
412 nm’de 6l¢iildii. Glutatyon diizeyleri 13600/M/cm katsayisi ile hesaplandi. Sonuglar,
numunenin optik dansitesi (absorbans) x 4.23/gramda doku agirlig: ile hesaplanarak

umol/g olarak ifade edildi (119).

3.4. Histopatolojik Degerlendirme

Alman kalp orneklere asagidaki islemler uygulanarak mikroskobik
incelemeye hazir hale getirildi. Formalin (%10) icerisindeki 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 um kalinhigindaki parafinli kesitler dort farkli lama alindi. Lamlar 70 °C’de
yarim saat deparafinizasyon islemine tabi tutuldu, daha sonra ksilol igerisinde lamin
tizerindeki parafinin temizlenmesi saglandi. Hazirlanan preparatlar, hematoksilen-eozin,
apoptosis ve iNOS i¢in farkli metodlar kullanilarak degerlendirildi.

Birinci preparata hematoksilen-eozin boyamasi yapildi ve 151tk mikroskobu ile
10x40 ve 10x10 biiyiitmede incelendi.

Ikinci preparat kardiyak hiicrelerde iNOS aktivitesini degerlendirmek igin
kullanildi. 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 4

tiir skorlama tariflendi (Tablo 2).
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Tablo 2: iINOS skorlamasi

Skor iNOS boyanma yogunlugu

0 Boyama yok

1 Az miktarda boyanma

2 Orta derecede boyanma
3 Fazla miktarda boyanma

Ucglincii 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’likk hidrojen
peroksit (H,O;) oda sicakhiinda 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 1s1k 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 3).
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Tablo 3: Apoptosis skorlamasi

Skor Apoptosis derecesi Boyanma miktari

0 Apoptosis yok Boyanma yok

1 Hafif derecede apoptosis Az miktarda boyanma (1-3)
2 Orta derecede apoptosis Orta derecede boyanma (4-8)
3 Siddetli apoptosis 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, 82 adet, 200400 g agirliginda, erkek Wistar albino cinsi siganlar ile
yapildi. Serum fizyolojik, misir yagi (MY, kontrol), D25, D30, A, Mg, PAM ve A+PAM

olmak tizere toplam 8 grup olusturuldu.

Serum Kolinesteraz
300
250 +
200 +
=
S 150 -
100
50 -
0
Serum F|zonOJ|k Misir Yagi Diklorvos (2 Diklorvos (3
mg/kg) mg/kg)

Sekil 2. SF, MY, D25 ve D30 gruplarindaki serum ChE degerleri (*p<0.05 MY grubuna,
+p<0.001 SF grubuna, ***p<0.001 MY grubuna gore)

Serum ChE seviyesinin SF grubunda MY (kontrol) grubuna gore diisiik oldugu
(p<0.05) goriliirken, yine MY grubuna gore, D25 grubunda serum ChE’inin anlamh
(p<0.05) sekilde daha diisiik oldugu, D30 grubunda ise bu inhibisyonun daha da belirgin
oldugu (p<0.001) izlenmektedir (Sekil 2). Yine MY grubuna gore, D30 ve Mg
gruplarindaki ChE degerleri istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) diisiikliik gosterirken,
ChE degerleri; A, PAM ve A+PAM gruplarinda hafif inhibisyon egiliminde olmakla
birlikte, istatistiksel olarak anlamli olan bir farklilik (p>0.05) izlenmedi (Sekil 3, tablo
4).



Tablo 4. Serum Parametreleri (Ortalama+SD)

Gruplar ChE CK CK-MB Mb Tn-I  NT-proBNP
(U/L) (U/L) (U/L) (ng/ml) (ng/ml) (fmol/ml)
Misir Yagi 192.5451  439.84265.2 449.84303.3 19+11.9 0.5£0.4  191.4+21.3
(n=8)
Diklorves 30  89.9+26.4  522.1£3259 487.5£282.5 16.1x10.1 1.1£0.8  238.5£54.2
(n=15)
Atropin 143.2+£79.9 396.4+211.3 391.9£196.1 13+7.8 0.8+0.3 200+62.3
(n=10)
Magnezyum  35.6+£28.7 677+315 640.5£349.8 15.8+11.5 0.9+04  217.7£59.7
(n=10)
Pralidoksim  146.8490.4 708.8+289.8 729.7£297.3 16.6+10.6 0.9+0.4  146.8+90.4
(n=10)
Atropin- 161.4+84.1 597.6+£268.3 587.3+247.4 8.545.7 1+0.4 197.4+£59.6
PAM (n=10)
Serum Kolinesteraz
300 +
250 +
200 +
|
S5 150 - .\
100 +
50 - |
T T T T T
Kontrol Diklorvos MgSO4 + Atropin+ PAM+  Atropin +
(30 Diklorvos Diklorvos Diklorvos PAM +
mg/kg) Diklorvos

39

NO
(uM)
102.3+53
63.6+11.7
66.1£33.2
56.8+8.4

98.8+22,.6

41.1£16.,3

Sekil 3. D30, Mg, A, PAM ve A+PAM gruplarindaki ChE degerleri (+p<0.05 MY ’na gore)

Serum fizyolojik ve D25 gruplarindaki sicanlardan elde edilen doku ve serum

ornekleri (serum ChE disindaki) hem biyokimyasal hem de histopatolojik acidan

degerlendirmeye alinmamustir.

Kreatin kinaz, CK-MB degerleri D30, Mg, PAM ve A+PAM gruplarinda

yiikselme, A grubunda ise diisme egilimi gostermekle birlikte, gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli olan bir farklilik (p>0.05) goriilmemistir (Sekil 4-5, Tablo 4).
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Kreatin Kinaz (CK)

1200 +
1000 -

800 -
600 -
400 -
200 +
0 ‘ ‘ ' ‘ ‘

Kontrol Diklorvos MgSO4 + Atropin+ PAM+  Atropin +
(30 Diklorvos Diklorvos Diklorvos PAM +
mg/kg) Diklorvos

U/L

Sekil 4. Gruplardaki CK degerleri

CK-MB

1200 +
1000 -

800 -
600 -
400 -
200 -
0 ! ‘ ‘ ‘ ‘

Kontrol Diklorvos MgSO4 + Atropin+ PAM+  Atropin +
(30 Diklorvos Diklorvos Diklorvos PAM +
mg/kg) Diklorvos

U/L

Sekil 5. Gruplardaki CK-MB degerleri

Troponin I, D30, Mg, A, PAM, A+PAM gruplarinda kontrol grubuna gore daha
yiiksek izlenimi vermekle birlikte, istatistiksel olarak anlamli olan bir farklilik (p>0.05)
elde edilmedi (Sekil 6, Tablo 4).
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Troponin |

MITLL

Kontrol  Diklorvos MgSO4 + Atropin+ PAM+  Atropin +
(30 mg/kg) Diklorvos Diklorvos Diklorvos PAM +

Diklorvos

ng/ml

Sekil 6. Gruplardaki troponin-I degerleri

Myoglobin degerleri kontrol grubuna (MY) gore, diger gruplarda yiikselmis gibi
goriinmekle birlikte, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli olan bir farklilik
(p>0.05) gostermedi (Sekil 7, Tablo 4).

Myoglobin

ARRAN

Kontrol ~ Diklorvos MgSO4 + Atropin+ PAM+  Atropin +
(30 mg/kg) Diklorvos Diklorvos Diklorvos PAM +
Diklorvos

Sekil 7. Gruplardaki myoglobin degerleri

NT-proBNP, D30 grubunda kontrol grubuna gore yiikselme egilimi tagimakla

birlikte, bu diger gruplar arasindaki farklilik izlenimi istatistiksel olarak anlamli
(p>0.05) degildi (Sekil 8, Tablo 4).
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NT-proBNP

350 ~
300 +

250 -

200 -

150 -

100 -

50 -
0 ‘ ‘ ! ! ‘

Kontrol  Diklorvos MgSO4 + Atropin+ PAM+  Atropin +
(30 Diklorvos Diklorvos Diklorvos PAM +
mg/kg) Diklorvos

fmol/ml

Sekil 8. Gruplardaki NT-proBNP degerleri

Serum NO diizeyleri, D30 grubunda kontrol (MY) grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli olan diisiikliik gosterdi (p<<0.05). Pralidoksim verilen grupta MY grubuna
gore farklilikk bulunmazken, DC30 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olan
farklilik (p<0.05) vardi. Nitrik oksit diizeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli olan bagka bir farklilik gézlenmedi (Sekil 9, Tablo 4).

Serum NO

s 100 - +
3 80 4
60 -
40 -
20 ~
0 T T T T T

Kontrol Diklorvos MgSO4 + Atropin+ PAM+  Atropin +
(30 Diklorvos Diklorvos Diklorvos PAM +
mg/kg) Diklorvos

Sekil 9. Gruplardaki serum NO degerleri. *p<0.05 diklorvos grubuna gore, p<0.05
kontrol grubuna goére
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Tablo 5. Doku parametreleri

Gruplar MDA Glutatyon NO
(nmol/g doku) (umol/g doku) (umol/g doku)

Misir Yagi (n=8) 1.2+0.5 18.446.1 19.7+4.7

Diklorvos 30 (n=15) 1.4£0.5 17.7£3.2 22.946.6
Atropin (n=10) 1.3+0.4 17.0+4.7 22.6+11.5
Magnezyum (n=10) 1.8+0.6 22.843.7 93.5£31.0
Pralidoksim (n=10) 1.6+0.6 22.34+4.8 45.8433.6
Atropin+PAM (n=10) 2.0£0.7 20.3£7.0 108.6+44.5

Doku MDA degerleri, kontrol grubuna gore yiikselme egiliminde olmakla
birlikte, istatistiksel olarak anlamli olan bir farklilik (p>0.05) bulunmadi (Sekil 10,
Tablo 5).

MDA

TLLEL

Kontrol  Diklorvos MgSO4 + Atropin+  PAM+  Atropin +
(30 mg/kg) Diklorvos Diklorvos Diklorvos PAM +
Diklorvos

nmol/g yas agirhk

Sekil 10. Gruplardaki doku MDA degerleri

Glutatyon degerleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark (p>0.05) bulunmadi (Sekil 11, Tablo 5).



44

Glutatyon

25 -
9207
%15*
10
5 |
0 ! ! ‘ ‘ ‘

Kontrol  Diklorvos MgSO4 + Atropin+ PAM+  Atropin +
(30 mg/kg) Diklorvos Diklorvos Diklorvos PAM +
Diklorvos

Sekil 11. Gruplardaki doku glutatyon degerleri.

Doku NO degeri Mg ve A+PAM gruplarinda DC30 grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli bulundu (p<0.001). Diger gruplar arasinda doku NO agisindan farklilik yoktu
(Sekil 12, Tablo 5).

Doku NO

sskok
140 - o
120 -
100 -
60 -
40 -
=
0 :I I :I I I I I

Kontrol Diklorvos MgSO4 + Atropin+ PAM+  Atropin +
(30 Diklorvos Diklorvos Diklorvos PAM +
mg/kg) Diklorvos

umol/g yas agirhk
(0]
o

Sekil 12. Gruplardaki doku NO degerleri. *** DC30 grubuna gore p<0.001
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Tablo 6. iNOS skorlari

MY DC30 Mg A PAM A+PAM
(n=8) (n=15) m=8) @ (n=10) (n=10) (n=10)
mean 1 1.6 0.8 1.6 0.8 1.1
stdev 1.1 0.7 0.5 1,2 0.6 1.1
median 1 1.5 1 1.5 1 1
min 0 1 0 0 0 0
maks 3 3 1 3 2 3

Kruskal-Wallis median (p>0.05)

Indiiklenebilir NOS skoru, D30 ve A gruplarinda yiiksek olmakla birlikte, gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu (p>0.05). Gruplarda 0’dan 3’e kadar
olan skorlar goriildii (Tablo 6). Sigan kalbinde iNOS immunohistokimyasal boyamasi

(skor 0, 1, 2, 3) ile degerlendirilmistir (Resim 1-4).

Resim 1: iNOS skor 0 (x 40) Resim 2: iNOS skor 1 (x 40)
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Resim 3: iNOS skor 2 (x 40) Resim 4: iNOS skor 3 (x 40)

Gruplarin higbirisinde apoptotik degisiklik izlenmedi, diger bir ifade ile gruplarin

hepsinde apoptosis skoru 0 olarak bulundu (Resim 5).

Resim 5: Sican kalbinde TUNEL yontemi ile apoptosis i¢in yapilan boyama (skor 0)
(x 40)

Tablo 7. Calisma gruplarinda mortalite ve survival oranlar

Gruplar MY DC30 Mg A PAM A+PAM
Mortalite/Survival = 0/8 7/15 2/10  0/10  0/10 0/10
Mortalite (%) 0 46.6 20 0 0 0

Survival (%) 100 53.4 80 100 100 100
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Calisma gruplarinda organofosfat etkilerine baktigimizda SF, MY, A, PAM,
A+PAM gruplarinda higbir sicanda kolinerjik semptom goriilmedi. DC25 grubunda 10
sicandan bir tanesinde ¢ok hafif kolinerjik semptom (titreme, hareketsizlik) gozlenirken
hicbir sicanda 6liim ger¢eklesmedi. DC30 grubundaki sicanlarin hepsinde kolinerjik
semptomlar (giigsiizliikk, tremor, konviilsiyon, siyanoz, asiri sekresyon, solunum
yetmezligi ve arrest) ve sicanlardan 7 tanesinde Olim gozlendi. Mg grubunda
sicanlardan 4 tanesinde kolinerjik semptomlar (siyanoz, tremor, giicsiizliik,
konviilsiyon) ve 2 tanesinde 6liim goriildii.

Misir yagt (kontrol), A, PAM, A+PAM gruplarinda mortalitenin olmadig1
goriiliirken, DC30 grubunda 15 si¢candan 7 (%46,6), Mg grubunda ise 10 sicandan 2
(%20) sicanda oliim goriildii (p<0.05). Diklorvos ile istatistiksel olarak anlamli olan
mortalite goriiliirken, A, PAM, A-PAM gruplarinda bu mortalitenin yine istatistiksel
olarak anlamli sekilde azaldigi tesbit edildi (p<0.05). Buna karsin Mg grubundaki
mortalite oraninin istatistiksel olarak anlamli olan bir azalma gostermedigi bulundu

(p=0.2290) (Sekil 13, Tablo 7).

O Mortalite B Survival

100 -
90 -
80 +
70 -
60
40 -
30 +
20 +
10
0 T T T T T

Kontrol Diklorvos MgSO4 +  Atropin + PAM + Atropin +
(30 mg/kg) Diklorvos  Diklorvos  Diklorvos PAM +
Diklorvos

% Mortalite/Survival
(&)}
o

Sekil 13. Gruplardaki mortalite/survival oranlari



5. TARTISMA

Zehirlenmeler 6nemli saglik problemi ve acil servislere basvurularin sik
nedenlerindendir. Zehirlenme insidanst cografik ve kiiltiirel 6zelliklere bagli olarak
degisebilir. Gelismekte olan iilkelerde kazayla veya kasith olarak meydana gelen
zehirlenmelerin yillik insidansi her 1000 kisi basina 0.2-9.3’dir ve bu oran giderek
artmaktadir (120). Tirkiye’de Saglik Bakanligt 2002 raporlarina gore zehirlenme
vakalar1 acil merkezlerine basvurularin  %4.2’sini  olusturmustur. Ulkemizdeki
epidemiyolojik calisma sonucglarina goére acile basvuran zehirlenme sikligr %0.7-5
olarak bildirilmistir (121). Hastanemizde 2000-2001 yillarinda yapilan caligsmada ise
acil servise bagvuran tiim zehirlenme vakalarinin oran1 %0.7 olarak saptanmistir (122).
Ulkemizdeki zehirlenme sonucu 6liim oranlari gesitli calismalara gore %2.6, %?2.8
olarak bildirilmistir (121,122). Ulkemizde OB ile zehirlenme siklig1 6nceki ¢alismalarda
%5.6 ve %]15.1 olarak rapor edilmistir (121,123).

Diinyada 100’ilin {izerinde pestisid yaygin olarak kullanilmakta ve bu bilesiklere
bagli ciddi zehirlenmeler goriilmektedir. Diklorvos pestisitler icerisinde yaygin olarak
kullanilan bir organofosfat bilesigidir (124). Diger OB ve diklorvos, AChE ve
butirilkolinesterazi da igeren karboksilik ester hidrolazlarin gii¢lii inhibitorlerindendir.
Bu inhibisyona bagli gelisen ACh birikimi sonucu zehirlenme belirtileri ortaya
cikmaktadir (5). OB ile zehirlenmenin tanisi, alim veya maruziyet sonrasindaki klinik
belirtiler ve ChE diizeylerinin (PChE ve AChE) disiikliigi ve atropin ve oksimlere
cevabi ile yapilmaktadir (125). Oliimiin; solunum baskilanmasi, kardiyak toksisite ve
santral etkilenmeden kaynaklandigi bu zehirlenmeler, gelismemis {ilkelerde halen
onemli bir halk sagligi sorunu olarak karsimiza g¢ikmaktadir (125). Tim diinyada
calismalar OB ile zehirlenmenin mortalite oranlarin1 %3-30 rapor eder. Ventilasyon
gerektirecek zehirlenmis hastalar icin mortalite oran1 %50 kadar yiiksek olabilmektedir
(126). Tiirkiye’de Sungur ve Giiven (124) 2001°de yaptiklar1 ¢aligmada OB ile

zehirlenmeye bagli 6lim orant %27.6 bildirmesine ragmen mekanik ventilasyon
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gerektiren hastalarda 6liim oranimi %50 olarak tespit etmislerdir. Ulkemizdeki diger bir
calismada mortalite oranini %4.7 olarak bildirmistir (123).

Tedavisinde atropin ve oksim grubu ilaglar 6nemli yer tutmasina ragmen, yeni
tedavi secenekleri her zaman arastirilmaktadir. Bu seceneklerden bir tanesi de i.v.
MgSO, tedavisidir (127). Diklorvosun serum fizyolojikle ¢oziindiiriilerek kullanilmast,
literatiirde kisith sayida bildirilmis olmakla birlikte (109), deney sirasindaki
gbzlemlerimiz diklorvosun serum fizyolojikte yeterince ¢oziinmedigi ve bulanik bir
cozelti olusturdugu seklinde olmustur. Ancak olusturmak istedigimiz kardiyak
toksisitenin kisa slirede ve en etkili bi¢imde goriilebilmesi amaglandigindan, genelde
bildirilen ve etken maddenin daha iyi ¢Ozilindiigi misir yagir ¢oziicli olarak
kullanilmigtir. Misir yaginda c¢oziindiiriilerek olusturulan (25 mg/kg, i.p.) diklorvos
zehirlenmesinde, serum ChE diizeylerinin baskilandigr goriilmiistiir. Mortalitenin
olugmadigi 25 mg/kg doz yerine, %47 dliimiin goriildiigli ve ChE inhibisyonunun daha
belirgin oldugu 30 mg/kg’lik diklorvos dozu, deneyde olusturulan ¢alisma grubu olarak
tercih edilmistir.

Organofosfat zehirlenmesinin klinik etkileri muskarinik (SLUDGE sendromu;
terleme, salivasyon, lakrimasyon, iirinasyon, daire, bulanti, artmis bronsiyal sekresyon,
bronkokonstriksiyon, miyozis), nikotinik (kasinti, fasikiilasyon, gii¢slizlik ve ciddi
vakalarda paralizi) ve santral (tremor, konfiizyon, konviilziyon, solunum depresyonu ve
koma) etkilerine baghdir (3, 50). Bizim g¢alismamizda miyozis, artmis bronsiyal
sekresyon, salivasyon, dispne OB’in muskarinik etkileri olarak goriilmiistiir. Solunum
yetmezligi, takipne gibi nikotinik semptomlar ve tremor ve konviilsiyon MSS
semptomlar1 da goriilmiistiir. Calisma gruplarinda organofosfat etkilerine baktigimizda
ise misir yagi ile yapilan kontrol grubunda ve A, PAM, A+PAM gruplarinda higbir
siganda kolinerjik semptom goriilmedi. Magnezyum siilfat grubunda siganlardan 4
tanesinde kolinerjik semptomlar (siyanoz, tremor, gigsiizliik, konviilsiyon) ve 2
tanesinde Oliim goriildii. Diklorvos (30 mg/kg) grubundaki siganlarin hepsinde
kolinerjik semptomlar (gligsiizliik, tremor, konviilsiyon, siyanoz, asir1 sekresyon,
solunum yetmezligi ve arrest) ve si¢canlardan 7 tanesinde 6liim g6zlendi. Bu sonuglar 30

mg/kg diklorvos dozu ile siganlarda toksik etkilerin ortaya ¢iktigini géstermistir.
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Serum ChE baskilanmasi beklendigi sekilde, hem 25 mg/kg uygulanan diklorvos
ile hem de 30 mg/kg uygulanan diklorvos ile elde edilmistir. Atropin ve PAM ile bu
inhibisyon kalkarken, i.v. MgSO, ile ChE siipresyonu daha da bariz hale gelmistir.
Istatistiksel olarak anlamli olmayan bu bulgu, ChE diizeyleri bakimindan carpici bir
egilim olarak karsimiza c¢ikmaktadir. OB ile zehirlenmelerin tedavisinde halen
arastirmalara konu olan MgSO,4 kullanimi acgisindan ChE enziminin inhibisyonu
dezavantaj olarak goriilmektedir. Enzim, OB ve i.v. MgSOy; iliskileri bakimindan, enzim
inhibisyonu seklinde direkt bir bulgu bildirilmemekle birlikte, benzer bir inhibisyon
istatistiksel acidan anlamlilik gostermese de Pajamound ve ark. (127) tarafindan yapilan
klinik ¢alismada da goriilmektedir. Pajoumand ve ark. (127) makalelerinde bu bulguyu
tartismadiklarin1 gérmekteyiz. Bunun nedeni istatistiksel agidan anlamlilik olugsmamasi
olabilir. Magnezyum siilfatin ChE seviyelerini baskilamasinin nedeni bilinmemektedir.
OB ile zehirlenmelerde MgSO,4 kullanimi agisindan olumsuz bir yon olarak karsimiza
citkan bu durum, farkli bir arastirma konusu olabilir. Atropin ve PAM ile ilgili
arastirmalar halen devam etmekle birlikte, OB ile zehirlenmede etkinligi kabul edilmis
olan bu ilaclar hem tek baslarina hem de birlikte kullanildiklarinda, diklorvos ile ortaya
cikan serum ChE inhibisyonunu ortadan kaldirmiglardir. Mortalite/survival
degerlendirmesi yapildiginda; 10 mg/kg atropinin, olusturulan c¢alisma grubundaki
mortaliteyi etkili bir sekilde onledigi (%47°den %0’a) goriilmektedir. Benzer sekilde
PAM’in 40 mg/kg verilmesi de mortaliteyi ayni sekilde sifirlamaktadir.
Mortalite/survival agisindan bahsedilen dozlarda kullanilan atropin ve PAM’1n birlikte
kullanilmasinin, tek baslarina kullanilmalarina bir istiinliik saglamadigl goriilmiistiir.
Magnezyum siilfat kullanim1 mortaliteyi azaltmis (%47°den %20’ye) ancak bu etki
istatistiksel a¢idan anlamlilik kazanmamistir. Yiiksek sayilabilecek bir dozda (200
mg/kg) MgSO4 1n mortalite tlizerindeki etkisi yetersiz kalmistir diyebiliriz. Ayrica
MgSO4’1n hayatta kalmay1 yeterince saglayamamasinin, OB ile zehirlenmede anahtar
rol oynayan ChE enzim diizeylerini baskilanmis olmasi ile iligkili olabilecegi ileri
stirilebilir.

Organofosfat bilesikleri ile zehirlenmelerde, kardiyak toksisite ¢esitli sekillerde
tanimlanmis ve zehirlenmeye bagli 6liimlerin bir kismindan sorumlu tutulmustur (5).
Ancak bu raporlardaki kardiyak etkilenim ¢ogunlukla disritmiler (tasikardi, bradikardi,

ventrikiiler fibrilasyon, torsades de pointes, atrioventrikiiler iletim defektleri,
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idioventrikiiler ritm, ventrikiiler ektopik atim, non spesifik ST-T degisiklikleri ve QT
uzamasi) olarak bildirilmis vaka calismalarindan (50, 128) ibarettir ve OB ile
zehirlenmelerde erken donem kardiyak dokudaki toksisiteyi degerlendiren calismalar
siirli sayidadir (49). Myokardial nekroz, bu sinirli sayidaki calismalarda belirtilen
kardiyak etkilenimlerden birisidir (97). OB ile zehirlenmelerde kardiyak komplikasyon
oran1 Karki ve ark. (49) tarafindan %62 olarak bildirilmistir. Finkelstein ve ark. (129)
ise OB ile zehirlenmede kardiyak disritmi oranin1 %41 olarak belirtmislerdir. Kardiyak
iskeminin 6n planda olmadig: diisiiniildiigii i¢in, OB ile olusan zehirlenmelerde kalpteki
hasar durumu geleneksel kardiyak belirtecler (CK, CK-MB) ile degerlendirilmemis
olabilir. Saadeh ve ark. (54) organofosfat ve karbamat zehirlenmesine maruz kalan bazi
hastalarda (5/46) serum CK degerlerinin yiikseldigini bildirmislerdir. Ayrica kardiyak
komplikasyonlarin ilk saatlerde ortaya ciktig1 belirtilen bu ¢aligmada OB ile
zehirlenmelerde kardiyotoksisitenin belirlenmesinde serum CK yiikselmesinin bir
belirte¢ olabilecegi konusunda yorum yapilmamistir (54). Bu CK artislarindan bazilar
EKG’deki ST segment ylikselmeleri ile birlikte anilmigken (54), bazi OB
zehirlenmelerinde sadece ST yiikselmesinden bahsedilmis, enzim caligsmast hakkinda
bilgi verilmemistir (49). Calismamizda diklorvos ile olusturulan akut zehirlenmede
serum CK ve CK-MB diizeyleri anlamli olarak etkilenmemistir ve atropin, PAM ve
atropin-PAM kombinasyonu ila¢ uygulamasinin s6z konusu belirtegler iizerinde etkisi
goriilmemistir. Bu bulgulardan, akut diklorvos zehirlenmesinde kardiyak etkilenmenin
degerlendirilmesi amaci ile serum CK ve CK-MB diizeylerinin dl¢lilmesinin belirleyici
olamayacagi sonucuna varilmistir.

Bilgilerimize gore OB ile zehirlenme ve cT-I iligkisinin arastirildig: bir ¢calisma
bulunmamaktadir. Kardiyak T-I 6zellikle iskemik nedenlere bagli gelisen myokardial
etkilenmelerde ¢ok 6nemli bir belirteg olarak giinlimiizde kullanilmaktadir. Serum cT-I
degerlerinin, diklorvos uygulamasi ile yiikselme egilimi gosterdigi, ancak bu artisin
istatistiksel olarak anlamlilik kazanmadigi goriilmiistiir. Dolayisiyla cT-I'nin, OB ile
zehirlenmede kardiyak etkilenmenin degerlendirilmesi igin bir belirte¢ olarak
kullanilamayacag1 sOylenebilir. Ayrica atropin, PAM, atropin-PAM ve MgSO,
uygulamalarimin da cT-I Tlzerinde etkisi olmamistir. Myoglobin degerlerine

baktigimizda gruplar arasinda fark goriilmemektedir. Akut myokard infarktiisiiniin
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tanisinda 6nemli yeri olan Mb’in, diklorvos zehirlenmesinin ilk saatlerinde bir belirteg
olamayacagi ve kullanilan ilaglar ile etkilesmedigi sonucu ¢ikarilabilir.

Endojen kardiyak hormon olan NT-proBNP, myokardial stres sonucu salinmakta
olup, sol ventrikiil yetmezliginin popiiler belirteci olarak goriilmektedir (67). Bazi
aragtirmalar ise zehirlenmelerde erken donemde kardiyak etkilenmenin tespiti igin
BNP’nin bir belirteg olabilecegini ileri siirmekte birlikte Nt- proBNP ile ilgili heniiz bir
calisma bulunmamaktadir (130). Davutoglu ve ark., (131) karbonmonoksit
zehirlenmesinde erken donemde, bu iliskiyi gostermislerdir. Biz de ¢alismamizda bdyle
bir iligkinin (zehirlenme-erken donem NT-proBNP yiiksekligi) var olabilecegini
diisiindiik. Ancak, diklorvos uygulanmasi ile NT-proBNP diizeylerinde yiikselme
egilimi olmakla birlikte, bu artisin istatistiksel anlamlilik kazanmadigint goériilmiistiir.
Bu anlamliligin olusmamasinda deney siliremizi 6 saat ile sinirlandirmis olmamiz rol
oynamis olabilir.

Nitrik oksit potansiyel bir antioksidan molekiil olarak gorev alabilir ve lipid
peroksidasyon reaksiyonlarin1 sonlandirabilir. Bazi arastirmalarda NO’nun lipid
peroksidasyonuna bagli serbest radikal molekiilde etkili zincir kiran bir antioksidan
madde oldugu iddia edilmistir (90). Bulgularimiza gore diklorvos ile serum NO
seviyeleri anlamli olarak azalmistir. Yukarda bahsedilen NO’nun koruyucu etkisine
bagli olarak, diklorvos uygulamasi ile olusan oksidan stres sirasinda NO kullanilmis
olabilir. Ilag uygulamalarimza baktigimizda; PAM verilmesi ile serum NO
seviyelerinin arttigmi gormekteyiz. Bu artigin mekanizmasi belirli degildir ve diger
tedavi secenekleri olan MgSQ4, atropin  ve atropin-PAM uygulamalarinda
goriilmemistir. Literatiirde PAM ve atropinin NO veya NO olusumu tizerindeki etkisini
arastiran herhangi bir c¢alismaya rastlanilmamistir. Sadece bir calismada oksim
deriverlerinin guanilat siklaz aktivatorii olabilecegi ve bu etkiye bagli olarak NO {iretimi
tizerinde stimiilator etkiye neden oldugu gosterilmistir (132). Klinik deneyimlerimiz ile
uyumlu olarak OB ile zehirlenmis bir hastanin tedavisinde, atropin verilmeden PAM
uygulamasinin genelde yapilan bir tedavi sekli olmadigi, PAM verilmesi gereken her
hastaya mutlaka atropinin de verilmis olmasi gerektigi genel kanaatine de vurgu
yapilabilir.

Kardiyak dokuda calistigimiz NO, MDA ve glutatyon diizeyleri agisindan elde

ettigimiz sonuglara baktigimizda; doku NO seviyeleri, serum diizeylerinin aksine
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calisma ve kontrol gruplar1 arasinda farklilik olusturmamistir. Tedavide uygulanan
MgSO, ve atropin-PAM’1n kardiyak NO seviyelerini artirdigi saptanmistir. Bu bulgu bu
tedavi segeneklerinde, kardiyak etkinin NO {iizerinden oldugu diisiiniilebilecegi gibi,
MgSO, ve atropin-PAM uygulamalarinda NO asir1 diizeyde artmis ise olumsuz
etkisinden de soz edilebilir. Zira serbest radikal olusumuna neden olan NO’in bazi
antioksidan enzimleri azaltarak doku hasarina neden oldugu bilinmektedir (106). Bu
deney icerigine dayanarak doku NO’nin tedavide olusturdugu olumlu veya olumsuz etki
konusunda yorum yapmamiz miimkiin goézilkmemektedir. Yorum yapabilecegimiz
konu; NO diizeylerindeki bu degisimin kaynagi olacaktir. Muhtemelen NO
diizeylerinden iNOS sorumlu degildir, ¢iinkii iNOS’un immiinohistokimyasal olarak
degerlendirilmesinde bir degisiklik gozlenmemistir. Bu iliski eNOS, nNOS veya her
ikisi ile iligkili olabilir. NO’nun sitoprotektif etkisi yaninda (133) NO’dan olusan
peroksinitritin de kardiyak koruyucu etki olusturdugu bilinmektedir (134).

OB; SOR ile savasan enzimler veya antioksidanlarda degisiklikler ve serbest
radikallerin {iretimi sonucu olan oksitadif strese neden olabilecegi bildirilmistir. Bu
ylizden, OB hiicresel membran ve SOR birbirini direk olarak etkileyerek lipit
peroksidasyonunu arttirabilir. Yapilan birka¢ ¢alismada OB’in neden oldugu toksitede
molekiiler mekanizmalarin birinin LPO oldugunu gdéstermistir (32,79). Diklorvosun
serum MDA’sinda artisa neden oldugu Onceki aragtirmalar ile rapor edilmistir (32).
Deneyden elde ettigimiz sonuglar kardiyak MDA nin diklorvos ile yiikselme egilimine
girdigini, ancak bu egilimin istatistiksel anlamlilik kazanmadigini gostermistir. Alti
saatlik stire ile kisith olan deney siiresinin kalpte MDA yiikselmesi i¢in yeterli
olmayabilir. Daha onceki ¢alismalarda bildirilen OB ile olusturulan zehirlenmelerdeki
MDA artiglari; genellikle kronik OB ile olusan en azindan 6 saatten daha uzun siireleri
kapsayan zehirlenmelerdeki etkileri arastiran calismalardir. Ilaglarin kalp MDA’s1
tizerindeki etkilerine baktigimizda istatistiksel anlamlilig1 olmayan degisimlere neden
olmustur. Calismamizdaki bu sonuglar, akut diklorvos zehirlenmesinde kardiyak lipid
peroksidasyonunun 6nemli katkisinin olmadigin1 géstermektedir.

Antioksidan olan glutatyon seviyesinde, diklorvos zehirlenmesi sonucu hemen
hemen hig¢ bir degisiklik gézlenmemistir. Bu durum oksidatif hasarlanma belirteci olan

MDA yiikselmemesi ile paralel olmustur. Diger bir ifade ile diklorvos ilk 6 saatte
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antioksidan glutatyon seviyesini yiikseltecek kadar hasar olusturmamis diyebiliriz.
Verilen tedaviler ile de glutatyon seviyeleri etkilenmemistir.

Son zamanlarda endotel disfonksiyonundaki ilerlemenin NOS ve siiperoksit asir1
tiretimi ve bunun sonucu olarak da peroksinitrit olusumunda bir artigla baglantili oldugu
ileri stiriilmustiir (78). iNOS tarafindan olusturulan NO ve daha sonra olusturulan
peroksinitrit in vivo sitokinlerin olusturdugu miyokardiyal disfonksiyonun
patogenezinde 6nemli bir rol oynar (78,92). Kardiyak iNOS ekspresyonu ve dagilimi
diklorvos verilmesi ile istatistiksel anlamlilik kazanacak bir degisiklige yol agmamustir.
Daha once yorumladigimiz NO degisikliklerinin iNOS ile iligkisiz oldugu sonucu
cikarilabilir. Diklorvos zehirlenmesinin ilk 6 saatini igeren akut ddnemde
immunohistokimyasal metotla degerlendirilen iINOS’da degisiklik gdzlenmemistir.
Ayrica ilag uygulamalarinin da iNOS iizerinde etkisi olmamustir. Kronik veya 6 saatten
daha uzun siiredeki etkilerin arastirilmasi ile farkli sonuglar elde edilebilir.

Kalp doku hiicrelerindeki histopatolojik degerlendirmemizde apoptoz incelendi.
Diklorvos zehirlenmesi sonucu %47°lik mortalite olmasina ragmen, kalp hiicresinde,
programli hiicre 6liimii olarak da adlandirilan apoptotik degisime rastlanmadi. Buradan
c¢ikarabilecegimiz en dnemli sonuglardan bir tanesi; simdiye kadar literatiirde bildirilen
raporlar ile paralellik gostermesi olmustur diyebiliriz. SOyle ki; OB ile zehirlenmelerin
kalp tiizerindeki bildirilen etkileri genellikle ritm bozukluklar ile iliskili olup,
histopatolojik calismalar yok denecek kadar yetersiz kalmistir (49,79). Calismadaki
gayelerimizden birisi olan kalp hiicresinin histopatolojik degerlendirilmesi sonucunda;
diklorvos ile zehirlenmenin ilk saatlerinde mortalitenin 6nemli nedenlerinden olan
kardiyak etkilenmede hiicre 6liimii goriilmemektedir diyebiliriz. Elde ettigimiz bu bulgu
ile bundan sonra, OB ile zehirlenmeye bagli gelisen O6liimiin kalpten kaynaklanan
kisminda ritm bozuklugunun 6n planda oldugunu daha emin bir dille ifade etmemiz
miimkiin olabilecektir. Ilag uygulamalarmin apoptoz iizerinde herhangi bir etkisi de
olmamustir.

Organofosfat bilesikleri ile zehirlenmede kullanilan temel ilaglardan olan atropin
ve PAM’1n etkinligi giiniimiizde kabul edilmektedir. Diger baz1 tedavi secenekleri ise
halen tartismali olup rutin uygulamalarda yer almamaktadir. Atropin, sinaptik
kavsaklardaki artmig olan ACh’e bagli muskarinik semptomlar1 geri c¢evirerek

gosterdigi etkisi ile belirtilerin diizelmesi anlaminda en 6nemli farmakolojik ajandir (1).
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Bu c¢alismada da olumlu etkilerini gérmekteyiz. Kolinesteraz enzimi iizerindeki geri
dondiiriicii etkisi bunlardan birisi olup, 10 mg/kg dozda atropin verilmesi ile enzim
tizerinde olumlu katki saglamistir diyebiliriz. Ayrica atropin verilmesi sonucu CK, CK-
MB, cT-I, Mb ve NT-proBNP diizeylerinde farklilik olugsmamistir. Serum ve doku
NO’su, doku MDA ve glutatyonu da atropin uygulamasindan etkilenmemistir. Her ne
kadar bu belirteclerin bir marker olarak kullanilama olanagi olmasa da, A verilmesi ile
seviyeleri degisime ugramamistir. Ayrica, atropin uygulanmasi sonucunda enzim
diizeylerindeki iyilesmeye paralel olarak mortalitede de diizelme saglanmustir.

Diklorvos zehirlenmesinde PAM’1n etkileri atropine benzemekle birlikte, 6nemli
bir farklilik goézlenmistir. Bu farklilik serum NO seviyeleri olup, PAM verilmesi sonucu
artmistir. Serum NO diizeyindeki artis, PAM ile olusan koruyucu etkide NO’nun rolii
olabilecegini diislindiirmektedir. Nitrik oksit, membranlar1 kolayca gegebilen lipofilik
bir molekiildiir ve NOS enziminin katalize ettigi bir dizi reaksiyon sonucunda olusur
(87). Pralidoksim uygulamasi ile ortaya ¢ikan NO diizeylerindeki bu artistan
muhtemelen iNOS sorumlu goziikmemektedir.

Atropin ve PAM’1n birlikte verilmesi sonucu kalp dokusu NO seviyelerinin
arttigin1 saptanmstir. Pralidoksim ve atropinin tek baslarina verilmeleri ile goriilmeyen
bu bulgu, ilaglarin birlikte verilmesi ile goriilmiistiir. Birlikte olusan bu etkinin nedeni
bilinmemektedir. Klinik uygulamalarda 6nemli yeri olan atropin-PAM tedavi
kombinasyonunun bilinmeyen yonlerinden birisi olabilir. Benzer etkinin MgSO4
verilmesi ile de ortaya c¢iktig1 goriilmiistiir. Atropin-PAM ve MgSQO,4 ayni veya farkl
nedenlerle s6z konusu etkiyi ortaya ¢ikarmis olabilir. Bu nedenle arastirilmasi gereken
noktalardan birisi oldugunu diisiinmekteyiz.

Organofosfat bilesikleri ile zehirlenmelerde atropin ve oksimler ile iyi sonuglar
alinmakla birlikte, yeni tedavi secenekleri her zaman aranmaktadir. OB ile
zehirlenmelerde goriilebilen disritmilerin (50,125) sorun olusturdugu hatta 6liimciil
olabilecegi gbz Oniine alindiginda, atropin ve oksimler disinda baska tedavi segeneklerin
de aranma ihtiyac1t her zaman olmustur. Bu tedavi seceneklerinden birisi olan i.v.
MgSO, uygulanmasi ile ilgili bildirilmis bir¢ok rapor vardir. Yapilan g¢aligmalar
cogunlukla MgSO4’1n, kalpte elektriksel iletim mekanizmasina yaptigi olumlu katkilar
ile ilgilidir (135). Yapilan bu aragtirma ile ise MgSO4’1n, kalbin iletim sistemi disinda,

alternatif  denebilecek biyokimyasal, histopatolojik ve immunohistokimyasal
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parametreler tiizerindeki etkisini incelenmistir. Magnezyum stlfatin diklorvos ile
zehirlenmis sicanlardaki etkilerine baktigimizda; birincisi istatistiksel olarak anlamli
olmasa da serum ChE diizeylerinin biraz daha baskilanma egiliminde olmasi, ikincisi
mortalite lizerinde anlamli olan bir diizelme saglamamis olmasi, son ve istatistiksel
olarak anlamli olan etkisi ise kalp dokusu NO seviyelerini artirmis olmasidir.
Bahsedilen ilk etki yukarda tartisilmis olup, MgSO4-ChE iliskisi agisindan daha
kapsamli arastirmalarin yapilmasi gerektigi kanaatindeyiz. Zira, ChE enzimi OB ile
zehirlenmelerde onemli bir yere sahiptir ve tedavi i¢in verilen bir ajanin bu enzim
tizerinde azaltict etkisi olmamalidir goriisiindeyiz. Magnezyum siilfatin mortalite
tizerindeki etkisi (%47°den %20’ye) de smirli olmustur ve istatistiksel anlamliliga
ulasmamugstir. Diger bir ifade ile MgSOs, diklorvos zehirlenmesinde 6liimden yeterince
koruyamamustir. Zehirlenmenin tedavisinde en 6nemli amaglardan birisi olan sag kalimi
yeterince saglayamayan MgSQO4’1n, ChE enzimi {izerindeki azaltict egilim gOstermesi
seklindeki etkisi ile birlikte tedavideki degerinin azaldigi goriisti ileri stiriilebilir.
Magnezyumun, insan umblikal ven endotel hiicrelerinde eNOS araciligi ile NO
sentezini artirdigi bilinmektedir (136). Endotelial NOS ve noronal NOS kalsiyum
bagimli enzimler oldugundan, MgSQO,, kalsiyum kanallarin1 bloke ederek (137) NO
sentezini bu enzimler ile azaltmis olmasi da beklenir. Bu ¢alismadaki iNOS degerleri
MgSO; ile degismediginden, MgSO,’mm NO’1 artirmasi durumunun iNOS ile ilgili
olmadig1 seklinde yorumlamak miimkiindiir.

Daha o6nceki ¢aligmalarda organofosfat zehirlenmesine bagli gerek histopatolojik
gerekse apoptotik degisikler lipid peroksidasyonun gostergesi olan MDA ve glutatyon
diizeyindeki degisiklige bagl olarak olusmaktadir. Ancak bizim ¢alismamizda MDA ve
glutatyon diizeylerinde herhangi bir degisiklik olmamistir. Bunun sonucunda da
gruplarin higbirisinde Diklorvosa bagli zehirlenmede ilk 6 saatte kalpte apoptotik
degisiklik izlenmedi. Apoptoz diklorvosa bagli olarak kalp dokusunda ilk 6 saatte
ortaya c¢ikmamistir. Genel bilgiler kisminda da belirttigimiz gibi bazi OB’ye bagh
apoptozisin goriildiigii bildirilmistir (32). Alt1 saatin ¢ok lizerinde olusturulan kronik
zehirlenmeler sonucu olusan bu etki bizim 6 saat ile sinirh tuttugumuz deneyde
goriilmemistir.

Sonu¢ olarak diklorvos zehirlenmesinde, ilk 6 saatte, bahsedilen kardiyak

belirteclerin higbirisi kardiyak etkilenim hakkinda bilgi vermemektedir ve ilaglarin
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(atropin, PAM ve MgSQO,) bu belirtegler iizerinde etkisi bulunmamaistir. Erken donemde
kalp hiicresinde apoptoz, iNOS ve oksidan—antioksidan dengede (MDA, glutatyon, NO)
degisim gozlenmemistir. Bizim ¢alismamizda akut diklorvosa bagli zehirlenmede (ilk 6
saatte) kardiyak hasarlanma olusmadigini gostermistir. Kronik veya 6 saatten daha uzun
stiredeki etkilerin arastirilmasi ile farkli sonuclar elde edilebilir. Boylece bu ¢alisma
atropin ve PAM’in OB zehirlenmesinde ana ila¢ oldugunu tekrar kanitlanmistir.
Magnezyum siilfat tedavisi akut organofosfat zehirlenmesinde faydasizdir sonucuna

varilabilir.



6. SONUC VE ONERILER

OB ile zehirlenmeye bagli kardiyak etkiler daha ¢ok iletim ve ritim bozukluklar
seklinde olup miyokardiyal hasar nadiren bildirilmistir. Bizim ¢alismamiz da akut
diklorvosa bagli zehirlenmede kardiyak hasarlanma olugsmadigini géstermistir.
Serum ChE diizeyleri diklorvos ile azaldi ve bu azalmalar atropin, PAM ve atropin-
PAM tedavileri ile ortadan kalkti. Boylece bu g¢aligma atropin ve PAM’in OB
zehirlenmesinde ana ilag¢ oldugunu tekrar gostermistir. Ancak serum ChE diizeyleri
Mg tedavisi ile daha fazla baskilandi.

Organofosfat etkilerine baktigimizda SF, MY, atropin, PAM, atropin-PAM
gruplarinda higbir sicanda kolinerjik semptom goriilmedi. DC30 grubundaki
sicanlarin  hepsinde kolinerjik semptomlar (gligsiizliik, tremor, konviilsiyon,
siyanoz, asir1 sekresyon, solunum yetmezligi ve arrest) ve siganlardan 7 tanesinde
O0lim gozlendi. Mg grubunda sicanlardan 4 tanesinde kolinerjik semptomlar
(siyanoz, tremor, giigsiizliik, konviilsiyon) ve 2 tanesinde 6liim goriildii.

. Misir yagi (kontrol), atropin, PAM, atropin-PAM gruplarinda mortalitenin olmadig1
goriiliirken, DC30 grubunda 15 sicandan 7 (%46,6) 6liim oldugu goriildii. Atropin,
PAM, atropin-PAM gruplarinda survival oranlart DC30 grubuna gore istatistiksel
acidan anlamli gorildii. Magnezyum siilfat kullanimi mortaliteyi azaltmis
(%47°den %20’ye) ancak bu etki istatistiksel agidan anlamlilik kazanmamustir.

CK, CK-MB, cT-I, Mb, degerleri gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli olan
bir farklilik gériilmemistir. Bu bulgulardan, akut diklorvos zehirlenmesinde (ilk 6
saat) ve kardiyak etkilenmenin degerlendirilmesi amac1 ile serum CK, CK-MB cT-
I, Mb Nt-proBNP diizeylerinin 0l¢iilmesinin belirleyici olamayacagi sonucuna
varilmistir.

MDA ve glutatyon diizeyleri degismeden kaldigi i¢in diklorvosa bagl artmis
oksidatif stres icin higbir kanit yoktu. Alt1 saatlik siire ile kisith olan deney

stiresinin kalpte MDA ve glutatyon yiikselmesi i¢in yeterli olmayabilir. Bu sonuglar
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organofosfat  zehirlenmesi ile lipid peroksidasyonun artmis oldugunu
diistindiirmemektedir.

[laglarin atropin, PAM ve MgSO,’m CK, CK-MB, cT-I, Mb, Nt-proBNP, MDA ve
glutatyon iizerine herhangi bir etkisi olmamustir.

Diklorvos ve Mg gruplarinda serum NO diizeylerini kontrol grubundan daha diisiik
gostermemize ragmen kardiyak dokuda NO diizeyleri Mg ve atropin-PAM
grubunda diger iki gruptan daha yiiksektir. Muhtemelen NO diizeylerinden iNOS
sorumlu  degildir, ¢linkii iNOS’un degerlendirilmesinde bir  degisiklik
gbzlenmemistir. Bu iliski eNOS, nNOS veya her ikisi ile iligkili olabilir.

Akut organofosfat zehirlenmesinde (ilk 6 saat) sicanlarda apoptotik degisiklik tespit
edilmemistir. Kronik veya 6 saatten daha uzun siiredeki etkilerin arastirilmasi ile
farkli sonuclar elde edilebilir.

Sonug¢ olarak. diklorvosa bagli zehirlenmede kardiyak hasar1 belirlemek igin,
geleneksel kardiyak belirtegler, oksidatif stres ve Nt-proBNP belirgin katki
saglamamig ve tartismali olan Mg tedavisinin akut organofosfat zehirlenmesinin
yonetiminde bariz olumlu etkileri olmamistir diyebiliriz.

Bizim g¢alismamiz da akut diklorvosa bagli zehirlenmede kardiyak hasarlanma

olusmadigini gostermistir.
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