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1. GIRIS

Organofosfat (OF) bikgkleri tim dinyada yaygin olarak tarimda, evlerde,
bahcelerde ve veterinerlikte kullaniimaktadir. Qdglu toksiktirler ve hayati tehdit
edebilirler. Organofosfat zehirlenmeleri diinya ¢ala onemli bir sgik sorunudur.
Ozellikle Tirkiye gibi gemekte olan ilkelerde en sik zehirlenme nedenleninde
biridir. Zehirlenmeler tarim stilerinde ve c¢ocuklarda yaygindir. Kolay elde
edilebildikleri icin intihar amach olarak sik pairulan bileiklerdir (1). Bu bilaikler
deri, mukozalar, gastrointestinal sistem, g0z vdurgson sisteminden hizla
emilebilirler. Organofosfat bikgkleri yag dokusu, karager ve bobrekte dalir ve

birikir. Yag dokusunda depolandiklari icin organizmadan uzakiemalari yavatir

(1),

Organofosfat bilgkleri asetilkolinesteraz (AKE) ve butirilkolineste
(BKE) gibi karboksilik ester hidrolazlar i¢in guclinhibitordirler. Bu enzimlerin
inhibisyonu sonucu asetilkolin birikir. Asetilkolireseptorlerinin sirekli uyariimasi
ve paralizisi sonucu muskarinik, nikotinik ve mezksinir sistemi (MSS) bulgulari

ortaya ¢ikar. Zehirlenme derecesi neden olaiggegore dgisir (2,3).

Organofosfat bilgklerinin yikimi esas olarak karagarde hidroliz ile olgur
ve bilesikler arasinda farkliliklar gosterir. Metilparathiove diazinon gibi bazi
bilesiklerin lipit ¢cozundrlikleri yiksektir ve yadokusundan yeniden salinimgzha
olarak gecikmj toksisite bulgularina neden olabilirler (3). Orgéosfat bilgiginin
AKE ile birlesmesinden sonra fosforile olan enzimin bir kismiiwier tarafindan
defosforile edilebilir. Bu strecte enzim-fosforilagy fosforil ekinden bir alkil
grubunu kaybederek giclenir. Busamadan sonra oksimler etkisiz Kkalir.
Reaktivasyonun derecesi inhibe olan enzimin kimlyagapisina, zamana,

reaktivatoriin yap! ve konsantrasyonungliaar (4,5).

Akut OF zehirlenmelerinde klinik belirti ve bulgulaasetilkolinin sinir
kawsaklarinda birikiminin yansimasidir: Muskarinik bulgr, nikotinik bulgular,

MSS bulgulari, intermediate sendrom ve gecikpolindropati ile kagimiza cikar

(3).



Intermediate sendrom akut OF zehirlenmeleri sondasimmekanik
ventilasyondan ayrilan hastalarin ygkka% 10-40’inda gorulir. Solunum kaslarinin
yorgunlyzu ile birlikte solunum fonksiyonunun bozulmasi vekaybini ifade

etmektedir. Ozellikle lipofilik 6zellii yiiksek bilgiklere bali gorilmektedir (6).

Gecikmg polindropati ¢cok az OF bijezinde gorilmektedir. Uygun tedavi
alan hastalarin gunda bu olay gérilmemektedir. Genellikle OF $ifgme maruz
kalinmasindan sonraki 14-28. ginlerde simetrikfpeki kas gucsuzigl ile kendini
gostermektedir. Bu olaydan sinir dokusunda bulun@iropati target esteraz

enziminin fosforilasyonu sorumlu tutulmaktadir (1).

Bazi epidemiyolojik cadmalarda zehirlenme bulgulari olmaksizin kronik
disik doz maruziyetin 6zellikle duyusal néropati il@rékterize bazi ndropsikiyatrik
bozukluklara neden olgu ve bunun AKE inhibisyonu ile olmatli gosterilmitir.
Mekanizmasi tam anjdamamstir. Uzun donem diiik doz OF maruziyeti
lakrimasyon, salivasyon, miyozis ya da fasikilasgomibi kolinerjik semptomlar
olmaksizin cgitli ndrolojik bozukluklara neden olabilir. Yapilagalsmalarda ortaya
ctkan bu ndrolojik bozukluklarin patofizyolojisinddSS’inde OF duyarli esteraz
depolari, immun sistem ve oksidatif stresin soruatébilecgi dustunulmstar (7,8).

Duyusal néron hastaliklari periferik sinir sistebzizukluklarinin 6zel bir alt
grubunu olgturur. Arka koék gangliyon (AKG) hicrelerinin dejemsyonu ile
ili skilidir. Hem santral hem periferik duyu iletiminiokar. Kisa ve uzun aksonlari
birlikte tutar. AKG’larindaki buyutk hucrelerin dejerasyonu ataksi, propriyoseptif
duyu kaybi ve arefleksi ile sonuclanirken, orta k&cik boy hicrelerin
dejenerasyonu ise ga, yanma, allodini ve hiperestezi gibi pozitif disal
semptomlara neden olur. Bazi hastalardik eeden otonom ganglionopati ya da
postganglionik liflerin tutulumu da bildirilngtir. Kronik edinsel duyusal ndron
hastaliklarinda etyolojik faktorler, immun kaynaldnfektif, toksik (organofosfatlar),

vitamin iliskili, paraneoplastik veya idyopatik olabilir (9).

Organofosfat zehirlenmelerinin molekuler mekanizan@dan biri de lipit
peroksidasyonu ve sonu¢ olarak meydana gelensikdden eritrositlerin
biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonlarini bozmasd Oksidatif stresin pestisid



kaynakli norotoksisitede biyokimyasal gigklikler kaskatinda bgoli oynayarak

noronal hiicre 6limine neden gidugosterilmgtir (10).

Duyusal ndrondaki disfonksiyon néropatifres sendromlara neden olmakta
tedavisi de bircok dasik uygulama gerektirmektedir. Kalsiyum iyonu (Geprimer
duyusal ndéronda dominant ikincil mesajcidir. Nodlomembranin elektrofizyolojik
fonksiyonu, sitoplazmik ve nikleer fonksiyonlaritike bir kimyasal mesajci olan
Ca? ile regile edilmektedir. Bu regilasyon néronal edéhsiyasyon, gen
ekspresyonu, norotransmitter salinimi, uyarildiilive apopitozis gibi olaylari
yonlendirmektedir (11,12).

Noral htcrelerin hem apopitotik hem de nekrotiknilinde reaktif oksijen
turleri (ROT) 6nemli rol oynar. Reaktif oksijen k& mitokondriyal disfonksiyona

ve ATP Uretiminin bozulmasina neden olur (13).

Bu bilgiler s1ginda; kronik subletal doz organofosfat uygulamasarka kok
gangliyon hucrelerinde kalsiyum sinyali, malonde&id (MDA), indirgenmg
glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz (GPx) ile trelicanhlgl tzerine etkilerini
aragtirmayl ve N-asetilsisteinin (NAS) bu patolojiye tkdarini deerlendirmeyi
amacladik.

Organofosfatlarin kronik etkileri g#li epidemiyolojik calsmalarda ve vaka
takdimlerinde incelenmi olmakla birlikte AKG hicreleri Uzerindeki etkisi
argstirlmamstir. Organofosfatlara kronik maruziyetin AKG hu@ehe etkilerinin
ortaya konmasinin ve NAS’in dejenerasyonu Onlemetlen olup olmadiinin
arastirlimasinin literattire yeni katkilar @&ayacaini distndyoruz. Ayrica Ulkemizde
de yaygin olarak kullanilan OF’lara kronik maruzigeneden oldgu néropatilerde
kullanilabilecek farkli alternatiflerin belirlendbiesi icin yapacamiz argtirmanin
yeni calgmalara sik tutabilecgi kanisindayiz.



2. GENEL BILGILER
2.1. Organofosfatlar

Bdcek oldurict kimyasal maddeler tarimsal faalgrgtl fazla oldgu
Ulkelerde yaygin olarak kullanilir. Bugin kullamlabdcek oldartictu kimyasal
maddeler OF bilgkleri, karbamatlar, organoklorinler ve pretrini@mak tzere dort

grupta toplanir.

Siklikla kullanilan OF bilgikleri Diazinon, Orthene, Malathion, Parathion ve
Chlorpyrifos’'tur. Bocek olduricta kullanimlarina eMarak kimyasal sagaajani
olarak 2. Dunya Sagéndan bu yana kullaniimaktadirlar. Parathion gduiclu
bilesikler dncelikle tarimda kullanilir. Coumaphos veachtorfon gibi orta gucteki
arinler hayvan bakiminda kullanilir. Diazinon ve I&@pyrifos insanlarda
norotoksisiteye neden olgu icin evde kullanimlari yasaklanghr. Ancak
ulkemizde kullanimi kontrolstiz bigekilde devam etmektedir. Zehirlenme tarimda,
endustride ve bu Urlnlerinstamasinda, ilaglama yapanlarin kullanim alanlarinda
evde kaza sonucu ve O6zkiyim amacli sahilir. Geng alana yayllmy kimyasal
maddelerin yiyeceklere buyimasi ile kitlesel zehirlenme olagli daima vardir.
Ozelikle gelsmekte olan ulkelerde o6zkiyim amach OF kullanimierti bir
sorundur. Organofosfatlarin emilimi solunum yolundasindirim sisteminden,

konjonktivadan, deriden ve mukozalardan olur (1).

Organofosfat ve karbamath Urlnler sinir sistemin®Bl€E baskilarlar. Bu
durum MSS, otonom sinir siteminde (OSS) ve sinis kawaginda asetilkolinin
birikimine yol acar. Bu dr uyarlyt MSS’de, otonomik gangliyonlarda,
parasempatik ve bazi sempatik sinir sonlari ile adasinirlerde kolinerjik sinaptik
iletim felci takip eder. Organofosfat bjiler AKE'ne kovalent bg ile baslanir.
Gegici bir sure icin OF'In fosfat molekult ile AKBrasinda durgun fakat geri
donsimli bir ba& olusur. Organofosfatin fosfor molekuliinden bir grupilyginda
OF-enzim arasindaki Bageri déngimsiz hale gelir. Bu durum “yanma” olarak
adlandirihr. Yalanma zamani farkl ilaglarda gigkendir, dakikalardan gunlere
kadar veya daha uzun sireli olabilir. Organofoafaite zehirlenme sonrasindaki en
kisa sure icinde pralidoksimin verilmesi sienmayi geri cevirebilir. Yganma



olustugunda kolinesteraz enzim aktivitesi kalici olarakzddar. Klinik bulgularin

gerilemesi ve dgal enzimatik §levlerin geri donmesi icin yeni enzim yapiimahdir

).

Cogu OF'lar yggda ¢ozunurlgl yuksek bilgiklerdir. Hizla vicut dokularina
dagilirlar. Karacger ve bobrekte yiksek ganlukta birikirler. Yada ¢6zunurlgu
yuksek olanlar kan-beyin engelini kolaylikla geeerlve bu sebeple MSS’ne
etkilidirler. Baslica karacgerde esteraz hidrolizi ve konjugasyon ile yikihrla
Malathion ve Parathion’'un oksidatif drtnleri (mabwx ve paraoxon) de etkili
sekilleridir. Hidroliz ile etkisiz Urtnlere donirler. Organofosfatlarin ve trtnlerinin

vicuttan atilmi ¢gunlukla idrar, safra ve gki yolu ile olur (3).

Klinik bulgular alinan Uriine, aliigekline ve alinan miktara Ba olarak
degisir. Organofosfat bilgklerine maruziyeti takiben genellikle 30 dakika B saat
icinde zehirlenme bulgulari goralir. Bununla bitikyagsda ¢ozunurlgi yuksek
bilesikler yag dokusundan tekrar salinarak tekrarlayan ya d&kgediulgulara sebep

olurlar.

2.2. Organofosfat Zehirlenmesinde Tani (Klinik ve laboratuvar

Bulgulari):

Tanida anamnez 6nemlidir. @loolguda alinan veya maruz kalinan {gen
adinin @renilmesi olasidir ve bu durumda tani koymak koiayder insektisit OF

olmadgi icin bilesigin adinin @renilmesi 6nemlidir.

Organofosfat bilgiklerinin kanda ve mide sivisinda belirlenmesi tani
koydurucudur. Ancak zor ve pahali bir yontemdirnbyapabilen merkez sayisi ¢ok
azdir. Eritrosit kolinesterazinin 6lcimi hem ta@mhde prognoz hakkinda yardimci
olur. Plazma kolinesteraz 6lcimu daha kolaydirara koymada yardimci olabilir.
Taniyr dgrulamak icin seri olcimler yapmak gerekir. Ayricahik maruz kalma

durumlarinin takibinde de yardimci testlerdir (13).

Diger laboratuvar bulgulari katekolamin salinimindakirtisa bali
hiperglisemi, oksidatif doku hasarinaghdaktik dehidrogenaz asi ve I6kositozdur.

Elektrofizyolojik calsmalar intermediate sendrom tanisi igcin gereke{did).



Kolinerjik bulgular klinik olarak tani koydurucudur Organofosfat
bilesiklerinin kokulari oldukca tipiktir. Solunumda veugmukta sarimsak benzeri
keskin koku, miyozis, bradikardi, kas seyirmelegikrik salgisi, solunum yolu
salgilari ve gbzyanda artg belli bali klinik bulgulardir. Bazi hastalardastkardi,
hipertansiyon ve midriazis gibi nikotinik etkiletabilir. Idrar, mide icedi, cilt ve

giysilerin OF ve Urtnleri agisindan incelenmesayiolacaktir (5).

Asetilkolinesteraz enzimi, eritrositler, iskelet skave sinir dokusunda
bulunurken, batirilkolinesteraz enzimi 6zelikle &eser, plazma, kalp, beynin beyaz
maddesi ve pankreasta bulunmaktadir. Kokain, siiksiim, morfin, kodein gibi
ilaclar BKE duzeyini etkilerler. Bazi nefrotik senodh olgularinda yiksek BKE dizeyi
saptanabilir, bu durum serum albumin konsantrasyanenzim etkinfii arasindaki

ters iligkiye balidir.

Eritrosit AKE duzeyi organofosfatlarla ciddi mikte baskilanir, bununla
beraber anemide ik seviyede oldgu bilinmektedir. Aynca sitma tedavisinde bir

miktar azalma goéruldr.

Batirilkolinesteraz duzeyi enzimin kalitsal eks#li gebelik, ergenlik,
yenidgan veya kiguk cocukluk ga karacger hastafii, akut hepatit, siroz, kollajen
doku hastaliklari, akut enfeksiyonlar, karsinomalgetersiz beslenme, belirgin
zayiflamanin oldgu kronik hastaliklar, yaniklar, hemodiyaliz, miks®a, miyokard
enfarktlist ve anemi, OF zehirlenmeleri ve monoaksia@az inhibitorleri kullanimi

gibi durumlarda baskilanir.

Butirilkolinesterazin baskilanma derecesingilbalarak bulgular dgisir.
Temel dgerinin % 50’sinden fazla azalma ofglinda bulgular bgdar, % 60 azalma
ile birlikte ba agrisi ve parasempatik uyari g@li Butirilkolinesteraz duzeyinde %
60-90 derecelik azalmada kas gugsgalttitreme, bilgsel bulgular olgur. Bu
azalma % 90’dan fazla ise ntbet, gleriodemi ve kas gucsiugiine bg&lh solunum
yetmezIgi, siyanoz, koma ve 6lum olur. Tedavisiz olgula@KE 4-6 haftada,
eritrosit kolinesterazi 90-120 ginde normalgelene doner. Butirilkolinesteraz
seviyesi ile gereken atropin miktari ve solunumte@sarasinda ikki yoktur. Uzun
sureli temasta kolinesterazgii hizi yava oldusundan Klinik bulgular azdir.



2.3. Organofosfatintoksikasyonlari
2.3.1. Akutintoksikasyon

Akut sistemik OF zehirlenmelerinde gigen MSS, muskarinik, nikotinik ve
somatik motor noéron bulgulart alur. Solunum yolu ile olan zehirlenmelerde
baslangic ¢cok hizlidir. Deriden emilim ise daha ygwa Agizdan fazla miktarda
alimlarda bulgular dakikalar icinde d¢ar. Akut OF zehirlenmelerinde akut
kolinerjik sendrom, intermediate sendrom ve gecgkpnlinéropati olmak tzere ¢

ayri tablo tariflenir (2).

Akut kolinerjik sendrom sinir reseptdr alanindatalsalinin birikimi sonucu
olusur. Klinik semptom ve bulgular muskarinik, nikotinve MSS bulgularidir. Akut
kolinerjik sendrom genellikle 24-48 saat slUrer vasun bakim Unitede tedavi

gerektirir.

Asetilkolinin muskarinik alanda birikimi ile salgartisi (bronkore, tukriuk
salgisinda arg) terleme, gbzyanda arts), hava yollarinda daralma (giiste sikima,
hiriltill solunum), bradikardi, kusma, barsak hatéinde ary (batinda gerginlik ve

agri), sik idrara ¢ikma, miyozis ve bulanik gérmesalu

Nikotinik alandaki asetilkolin aginin etkileri depolarizasyon hiona bl
kaslarda seyirme ve paralizidir. Nikotinik reseptifarisina bg olarak hastalarda
nadiren kalp hizinda artma ve kan basincinda yiileselur. Kalp bulgulari siklikla
ciddi sorunlarin ve 6lumun sebebidir. Elektrokaodjyafik bulgular uzamg Q-T
aralgl, ST segment yiksekii T dalga ¢okuklgi ve PR slUresinde uzamadir. Sinus
bradikardisi, ventrikiler ekstrasistol, ventrikUtegikardi ve fibrilasyon gibi anormal

ritimler de olabilir.

Asetilkolinesterazin beyinde baskilanmasis basrisi, uyuyamama, ba
donmesi, konfuzyon ve uykuya meyile yol ac¢&iddetli olgularda kongma
bozukluyzu, biling bozuklgu ve solunum depresyonu elw. Olim akut kolinerjik

sendrom donemindeki kalp, solunum ve MSS etkilebiggdir.



Intermediate sendrom solunum kaslarinin yorginlile birlikte solunum
fonksiyonunun azalmasi veya kaybini ifade etmektedrellikle lipofilik 6zelligi

yuksek bilgiklere bali olarak gorilmektedir.

Gecikmg polindropati cok az OF biesinde gorulmektedir. Genellikle OF
bilesigine maruz kalinmasindan sonraki 14-28. gunlerdélgigktedir. Periferik kas
glcsuzligu simetriktir ve duyusal bozuklukslék edebilir. Duyu bozuklgu motor
bozukluktan daha hafiftir. Bacak kaslarinda keskimamp benzeri &I, el ve
ayaklarda seyirme, uyukluk ve karincalanma erken sinir sistemi bulgaariAgri
ve kas gugsuzfiii hizla yayilir, hastalar cghmaz ve kendi dengelerini koruyamaz
hale gelir. Derin tendon refleksleri baskilanir.t @&stremitelerde benzer bigimde
birka¢ giin sonra etkilenir. Fizik muayenede basitamak motor polinéropatiye ga
gewek felc ve distal kaslarda gugsuzlik gorilur. Bldagusiddetli olgularda
kuadriplejiye kadar dgsir. Bazi klevler zamanla iyilgebilir fakat piramidal ve
merkezi norolojik tutulumun g kalicidir. Bu olaydan sinir dokusunda bulunan

noropati target esteraz enziminin fosforilasyonwsdu olabilir (15).
2.3.2. Kronik Intoksikasyon

Bazi epidemiyolojik cadmalarda akut zehirlenme bulgulari olmaksizin
kronik disiik doz OF maruziyetinin 6zellikle duyusal noropiéti karakterize bazi
noropsikiyatrik bozukluklara neden olglu ve bunun AKE inhibisyonu ile olmati
gosterilmitir. Mekanizmasi tam anjdamamsgtir. Organofosfatlara kronik maruziyet
sonrasinda hastalarda duygulanimda dalgalanmatdraia meyil, bilysel bozukluk
ve kronik gugsuzluk goralur. Bu noropsikiyatrikgigklikler nefes darlgl, kardiyak
problemler, parestezi, kas seyirmeleri, dental lemober, mide @arisi, Uriner
sikayetler, osteoporotik kiriklar ve kollaps gibigdr bir ¢ok sistemi ilgilendiren
semptomlarla birlikte olabilir.

2.4. Organofosfatlara Bgli Norotoksisite

Organofosfatlarla ortaya ¢ikan nérotoksisite vaedimleri, epidemiyolojik
calsmalar ve hayvan modelleri lzerinde dokimante egliimi Organofosfat
bilesikleri 3 farkli noérotoksik tablo olgtururlar. Birinci tablo AKE'nin irreversibl



inhibisyonu sonucu asetilkolinin birikmesini takibenikotinik ve muskarinik
asetilkolin reseptorlerinin sa1 stimulasyonu ile ortaya cikan akut kolinerjik
sendromdur. Bunu akut zehirlenmeden 24-96 saatasakut kolinerjik Krizin
lyilesmesini takiben ve gecikminoropatinin bgangicindan dnce bazi hastalarda
meydana gelen intermediate sendrom izleyebilir. afPgn, Metilparathion,
Diazinon, Malathion, Fenthion, Monocrotophos, Dihwete ve Methamidophake
sik olwur. Bu sendromun ofumunda ygda ¢ozinen OF’larin ygadokusundan
yeniden salinmasi sorumlu tutulmaktadir. Fakat bndsomun antikolinesterazin
aktivitesinden olgtugunu gosteren bir bilgi yoktur. Yetersiz oksim tedawden
kaynaklandgini gosteren bildiriler vardir. Elektromyografik Iganalar sinir kas
kawaginda hasar oldtunu gostermgtir. Tam iyilesme yeterli solunum desteile 4-
21 gun icinde olur. Organofosfatlarin neden gldgecikms polindropati insanlarda
nispeten nadir goérilen noro-dejeneratif bozuklukt@muriligin inen ve c¢ikan
yolunda ve periferik sinirlerin duyu ve motor aki&min uc bdlgelerindesliev
kaybi vardir. Elektromiyografik bulgular kismi demasyon, motor dalga ve iletim
hizinda azalma gostergtir. Organofosfatlar ile sinir dokusunda noéropadrget
esterazin geri dogimsuz baskilanmasi polindropati glmundan sorumlu olgw
disinulmektedir. No6ropati target esteraz yuksek Kkatalaktivite ile membran

proteinine bahdir, fakat fizyolojik islevi bilinmemektedir (16,17).
2.5. Diazinon
O, O - diethyl - O- (2-isopropyl-6-methylpyrimidiyl) - phosphorothioate

bilesiginin genel adi diazinondur. Kimyasal formuli C12N2D3PS’dir Sekil 1).

[

CHz— CH 1 — CHoy— CHs5

“\\ /
>— O— CHy—CHz
>;

Sekil 1. Diazinonun kimyasal yapisi
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Diazinon renksiz ve kokusuz bir madde olup; tarirkdgu kahverengi/yg
sivi formda kullaniimaktadir. Sudaki ¢cozinigiizayiftir. Kaynama noktasi 83-%2
olup, 126C’de bozulur. Diazinon nétr ortamda stabil, alkaltamda ise yawa

hidrolize olur. Diazinon mikrozomal enzim sistenié iokside olarak diazoxon,

Diazinon intoksikasyonu ile acil servislere muirdcaaden hastalarda;
pulmoner, kardiyovaskuler sistem vb.sgesal fonksiyonlarin tedavisine 6ncelik
verilmesi, kan diazinon duzeylerinin ol¢ilmesinia zorligu nedeniyle insanlardaki
toksik dozun tespiti mimkin olmaghr. Bununla birlikte 0,02 mg/kg/gin dozda
diazinon ile insanlarda herhangi bir toksik etki riginedigi bildirilmi stir.
Hayvanlarda diazinon oral yoldan veriithde; hayvanin tirtine, cinsine, uygulama
esnasindaki bazi 6zelliklere goregogklik gosteren toksik dgerler elde edilnstir
(18).

Organofosfatlarin dgsik boélgelerine bglanan sulfir ve fosfor gruplari;
AKE’a baglanma derecesini, hidrolizin zamanini, giicini vegemlarinin ortaya
¢ctkma zamanini belirler. Organofosfatlarin etkiesifralinma yoluna, alinan miktara,
yagda c¢Ozundrlgine, hidroliz olma zamanina, kolinesterazin aktilgksine
afinitesine, toksinin direkt etkili olup olmamasine aktif metabolite doniip

donismemesine hgidir (18).
2.6. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, oksidanlara karantioksidan kapasitenin azalmasi ve/veya
oksidanlarin artmasi olarak tarif edilmektedir. @ojik sistemlerde elektron alan
molekdllere oksidan veya serbest radikal denir.rékdil radikali (.OH), stperoksit
radikali (") ve hidrojen peroksit (bD.) serbest radikallere 6érnek olarak verilebilir.
Hedef molekiillerden elektron alarak o molekuliinigap ve fonksiyonunu bozarlar.
Oksidan maddeler, hiicresdmatriksin yapisini, biyolojik membranlari, DNA dai

yaparak hicrenin genetik yapisini bozar (19).
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2.7. Serbest Oksijen Radikalleri

Baslica molekiler oksijenin, metabolizmasi ve suya (g&dmi sirasinda
ortaya cikan, @i halkasinda ciftlenmemielektron bulunan, bu nedenle son derece
reaktif olan molekullere serbest radikaller adiilrerAnyon, katyon veya notral
durumda bulunabilen serbest radikalletedimolektillerle hizla kimyasal reaksiyona

girme ve onlarin yapisini gatirme yetengine sahiptir (20).

Superoksit, oksijenin indirgenme surecindesaluilk radikaldir. Oksijen bir
elektron alarak indirgenir ve Qolusur. Sonra bir elektron daha alarak tekrar
indirgenir ve HO, meydana gelir. Butun elektronlari ¢iftlenymlarak bulunan FD-
aslinda radikal dgldir. Ancak bir elektron daha alarak .OH ve hiks anyonuna
donismesi nedeni ile 6nemga. Hidroksil radikali ise gucli bir kimyasal akiigye
sahiptir. Caitli stireclerde, endojen ve eksojen etkenler serbksijen radikalleri

olusmasina neden olabilir.

Aerobik organizmalar, oksidatif ortamda sganlarini strdirebilmek igin,
hicrenin tim komponentlerine zarar vermgliminde olan serbest radikalleri

kontrol ve yok etmek zorundadir.

Oksijen radikallerinin etkinsekilde temizlenmemesi halinde bu radikaller;
nakleik asitleri, lipitleri, karbonhidratlari ve igbproteinleri de igine alan tim
biyolojik materyallerle reaksiyona girerek bir zineeaksiyonu ile reversibl veya
irreversibl dgisikliklere yol acarlar. Bu d#sikliklerin baslicalari  hicre
proteinlerinin zarar gérmesi, enzim inaktivasyomgmbran ve serum lipitlerinde
peroksidasyon, hiicre yiizey reseptorlerindgisiidik, Na*-K* ATPaz, C&" ATPaz
gibi hicre iyon transport proteinlerinin tahrip @s, DNA harabiyeti, ka
dokusunda bozulma, kollajenaz ve bazi proteaztaneialan katalitik enzimlerin

aktivite kazanmasidir (20).

Radikallere bali bu desisiklikler cesitli  klinik hastaliklarin  ortaya
ctkmasinda 6énemli rol oynar. Kardiyovaskiler hakkat, Parkinson, Alzheimer,
kanser ve kimyasal karsinogenez, zehirlenmelenit,aiabetes mellitus gibi
hastaliklarda serbest oksijen radikallerinin rahagg tespit edilmgtir (19).
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2.8. Antioksidanlar

Serbest oksijen radikallerinin hasar yapici Ozkdlike kagin, hicrelerin
dogal olarak oksidatif hasari azaltma veya sinirlamiiyekleri mevcuttur. Bu hicre
koruyucu mekanizmalar oksijen radikallerini gideknee detoksifiye etmek Uzere
dizenlenmy birkag enzim sistemini igerirler. Antioksidanlahticresel protein,
karbonhidrat, lipit ve DNA'ya kar olan oksidatif hasari azaltan veya yok eden

maddeler olarak adlandirilir.

Dogal antioksidan etki bdica; reaktif oksijen turlerinin enzim reaksiyonlar
aracilgl ile veya dg@rudan temizlenmesi, admasinin baskilama yolu ile
engellenmesi, metal iyonlarinin ganmasi ve bdylece radikal olum
reaksiyonlarinin engellenmesi, hedef molekilleriasdr sonrasi tamiri veya
temizlenmesi ya da anti-death gen (anti-6lim gBoh2'yi dizenleyerek apopitotik
hiicre 6lumuni azaltmageklinde gerceklgr (21).

Antioksidanlar “endojen antioksidanlar” ve * ekenjantioksidanlar” olarak
iki grupta siniflandirilabilirler. Dgal antioksidanlar enzimler [stperoksit dismutaz
(SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyrediktaz, glutatyon
transferaz], suda eriyen radikal tutucular [gluaty(GSH), C vitamini, urik asit,
glukoz, sistein], yada c¢6zunen radikal tutucular (E vitamini, R-karotbiiribin,
ubikinon, flavonoidler), metal iyonlarini pkayan proteinler (ferritin, transferrin,

haptoglobin, hemopeksin, seruloplazmin, albumiayak sayilabilir (22).

Ayrica ¢ok sayida endojen ve ekzojen molekilino&stdan etkisi oldgu
ileri sUrdimgstar:
» Sistein, histidin gibi amino asitler
» Safra asitleri
» Sitokinler
» Ksantin oksidaz, NADPH oksidaz enzimlerinin inhdsleri
» Lokal anestezikler

» Kalsiyum kanal blokerleri (verapamil, nifedipin tr@ndipin)
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» Steroid yapida olmayan antiinflamatuvarlar (ibuprof

* Rekombinant antioksidan enzimler (r-SOD)

* GSH-R aktivitesini arttiran veya benzer etki gostereriakiller

» Serbest radikal toplayicilar (DMSO, mannitol)

* Demir tutuculari (deferroksamin, EDTA)

» Besinlere eklenen koruyucular (BHA, BHT, sodyum Zmat)

» Notrofil inhibitorleri (siklosporin A, FK 506, ibupfen, steroidler)
» Notrofile kagl monoklonal antikor (RP 3)

* Endotel reseptérlerine (ICAM-1, ICAM-2) karmonoklonal antikor.
2.8.1. N-Asetilsistein

L-sisteinin N-asetil tirevi ve bir thiol iceren &jiktir. Bir mukolitik veya
mukus dizenleyici olarak kabul edilen N-AsetilsisSttNAS), kronik brosit ve diger
koyu kivamli mukus iceren hastaliklarin tedavisiridélaniimaktadir. Ek olarak,
NAS’in parasetamol intoksikasyonunun tedavisindeyaearli ve kanser tedavisinde

de etkili bir ajan oldgu gorulmitar.

Plazmada NAS kendi intakt ve redikte formunun yamisle€isik okside
formlarda da bulunabilir. Disiilfid, N,Ndiasetilsistein haline okside olabilir ve
sistein ve glutatyon gibi ger distik molektl @irlikli thiollerle reaksiyona girerek
karisik (mixed) disulfidler olgturabilir. Plazma proteinlerinin thiol gruplari ile
reaksiyona girerek okside olabilir. NAS'in ilacglarbazlanan dger balayici

proteinlerden olmadi akilda tutulmahdir.

N-Asetilsistein, bairsaklardan yiksek oranda absorbe edilebilir vdahiz
metabolize olur, yakkak % 10’luk bir kismi metabolize olmadan atilir. SAn
buydk bir kismi intraselliler ortamda glutatyon tiime icin kullanilir ve sonugcta
hiicre icinde gucli bir antioksidan olan thiol metigtterine donigir. N-Asetilsistein,
glutatyonun kendisinden ¢ok daha dnemli bir animdesdir. N-Asetilsistein, canli

organizmalardan uretilginden ve dgal sulfiir iceren amino asit turevi olglundan
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gucli bir antioksidan olarak kabul edilmektedir.idlhgeren bir bilgik olan NAS,
serbest oksijen radikalleri ile etkjlesi ve son ana bikek olan NAS-disulfide
donistiginin  bilinmesinden bu yana bir antioksidan olaraklakiimaktadir.
NAS’in ayni zamanda £ H,O,, .OH ve hipoklorik asit ile etkilgigi de
gosterilmitir.

Sulfar iceren besinlerin detoksifikasyon 6zelliklepok eskiden bu yana

bilinmektedir. NAS bglicasu ajanlari detoksifiye edebilmektedir:

Agir metaller (civa, kyun, kadmiyum)

Asetaminofen igeren ilaglar

Herbisitler

Cevresel temizleyiciler (CGlurethane)

Aflatoksin iceren organizmalar ve E. Coli

N-Asetilsisteinin yapisindaki sudlfhidril grubu glmdan &ir metallerle
reaksiyona girer, dolayl olarak da sitokrom P-48€temini etkiler. Asetaminofen
intoksikasyonunda kargm@r hasarinin okumunu engeller. N-Asetilsisteinin,
doxorubicin, ifosfamide, valproik asit ve alkol gilaglarin yan etkilerini azaltgini
bildiren yayinlar vardir (23).

N-Asetilsistein hem antioksidan hem de detoksifykes etkisiyle kanser
tedavisinde rol oynar. Ayrica cisplatin ve oxazogtexrine temelli ajanlarin toksik
etkilerini azaltir. N-Asetilsistein ile tedavidegaima albumin dlzeyi artar; bdylece
kanser hastalarinda veggél bireylerde hiicre kitlesinin azalmasi onlenir.

2.8.2. Glutatyon

Glutatyon, bata karacgerde olmak Gizere pek ¢cok dokuda yuksek dizeylerde
bulunan ve glutamat, sistein ve glisinden sentetiden bir tripeptitdir. Glutatyon
serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyonargkenticreleri oksidatif hasara kar
korur (24).
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2.8.3. Glutatyon Peroksidaz

Organizmalar olgan serbest oksijen radikallerinin hasarinaskandojen
koruyucu antioksidan savunma sistemlerine sah@pti{23). Pentoz fosfat yolunun
ilk enzimi olan Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, o&sijsitotoksisitesine kgirhiicresel
savunma mekanizmasinda yer alan 6nemli bir antiaksenzimdir (10). Glutatyon
peroksidaz eritrositlerde oksidan streseskan etkili antioksidan olup #D, ve lipit
peroksitlerin rediiksiyonunu kataliz eden, tetrakgapili, 4 selenyum atomu iceren

sitozolik bir enzimdir (10).
2.9. Malondialdehit

Lipit peroksidasyonun en énemli triinii malondialtiékiDA) dir. Uc ya da
daha fazla cift baiceren yg asitlerinin peroksidasyonunda MDA meydana gelir.
Olusan MDA, hiicre membranlarindan iyonsaerisine etki ederek membrandaki
bilesiklerin capraz bglanmasina yol acar ve iyon gecirggmin ve enzim
aktivitesinin dgisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur. Malondiaitiélu 6zellii
nedeniyle DNA’nin nitrojen bazlari ile reaksiyonaredilir ve bundan dolayi

mutajenik, hicre kulturleri icin genotoksik ve kiakgeniktir (22-24).
2.10. Apopitozis

Apopitozis; gelgmis organizmalarda hicreler arasgkilerin geregi olarak
gereksinim duyulmayan ve fonksiyonlari bozulan klenin, cevreye zarar vermeden
programli  6limaddr. Embriyo doneminden slagarak tim ysam boyunca
apopitotik mekanizma ve programli hicre olumi wardazi hicreler yillarca
yasarken bir kismi sadece birka¢ saagaytar. Deri, gastrointestinal sistem ve immun
sistem gibi pek cok dokuda devamlilik, apopitozeshiicre yenilenmesine galir
(25).
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Hiicre Zari Dis Tarafi
Canh Hiicre

Asimetrik Membrana sahip

Hiicre Zari I¢ Tarafi

Apoptotik Hiicre
Asimetrisi Kaybolmus Hiicre
Zar

Sekil 2. Apopitoza giden bir hiicrenin hicre zari modellemesi

Uzun siren internal ve eksternal kontrol ve ikibai kontrol safhasindan
sonra hucrenin kendi kendini imha surecine girmesiin verilir. Bir hicrenin
erimesi (melt-down) kendi icerisinde e&n bir durumdur. Butinfiu bozulmary,
sgilam bir hicre zari icerisindeki interior bjenler ve yapisal elementlerin
parcalanmasiyla hiicre erimesi sirecisgldtair. Apopitotik hicre membranlari
cogunlukla fosfolipit iceren ciftkatmanh yapilarini emen kaybetmezler. Bu
korumali birim bazi yangisal cevaplara sebep aabik hicre bikenlerinin
salinmasinin 6nine gecer. Bu son safhada buturkgen atiklar ve son Urlnler zar
ile kaplanir. Minik boyutlarda paketcikler halinebrdsen apopitotik artiklar
fagositoz yeterggne sahip kormgu hicreler tarafindan toplanir ve sindirilir. Bu
nedenle apopitoz ger hicreler icin zararsiz bir strec¢ halini alir. 8gni zamanda

daimi bir homeostazisin devam ettirilmesi icin deidir (26,27).
2.10.1. Apopitozis Tanisi

Bir htcre toplulgundaki canl hucrelerin orani kolorimetrik yontemle
kantitatif olarak saptanabilmektedir. Bu yontenglam hlcrelerde mitokondrinin
MTT boyasinin tetrazolium halkasini parcalayabilimb®sine dayanmaktadir. Bu
reaksiyon frajil bir mitokondrial enzim olan siUkatn dehidrogenaz enziminin
aktivitesine bgimlidir. Tetrazolium halkasinin parcalanmasi sorg@uk sari renkli
MTT boyas! koyu mavi-mor formazan Urinine dgméktedir. Sonug¢ olarak canli

ve mitokondri fonksiyonu bozulmamhiicreler mor renkte boyanmakta, 6li ya da
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mitokondri fonksiyonu bozulmuhicreler boyanmamaktadir. Bu yontem hicrelerin
MTT boyasiyla enkibasyonu, presipite reaksiyon uniim solubilize edilmesi ve

reaksiyon trinunin kolorimetrik olarak dlcimu basklarindan olgmaktadir (28).

2.11. Arka Kok Gangliyon Hucreleri

Arka kok gangliyonlarini meydana getiren Unipolaadg psodounipolar
noronlar, noral krest hiicrelerinden kdken alirBaslangicta spinal gangliyonlardaki
noronlarin aksonlari bipolardir, fakat hemen sdreniki uzanti birlgerek T-bicimli
hiicrelere dongiirler. Spinal gangliyon htcrelerinin her iki uzantiaksonlarin
yapisal 6zelliklerine sahip olmasingmaen periferik uzanti sinyali akan kismi olup
dendrit olarak fonksiyon goOrmektedir. Spinal gapgh hicrelerinin periferik
uzantilari, spinal sinirler icerisinde ilerleyerstimatik ve visseral yapilarda duyusal
sonlanmalar yaparlar. Santral uzantilari ise spisglirlerin dorsal koéklerini
olusturarak medulla spinalise girer (31).

Anatomi ve norolojide AKG, arka kokde yegieis ve icerisinde afferent
spinal sinir hucrelerinin govde kisimlarini icet@nyumrucuktur. AKG ndronlari iki
onemli fonksiyonuyla belirginignektedir: Uyarinin iletimigifrelendirilmis uyanlarin
MSS aktanimasi. Somatosensoriyel iletimler sinstesnine AKG hicreleri ile
girmektedir. Her bir AKG hiicresi, morfolojik yapisee molekiler 6zeliinden
dolayi farkli tipteki uyanlara secici 6zellikte @gv verirler. AKG hiicreleri somatik
duyu sisteminde reseptordirler. Hicre govdesidniglyon icerisinde omurilik siniri
boyunca uzanir bir vaziyette yegtigilmistir. Akson iki dallanma yapar. Bunlardan

bir tanesi perifere dgu digeri ise MSS’e dgru uzanir (32).

Arka kok gangliyon hicrelerinin perifere ghor yaptgl uzantilar iki ceittir.
Bunlardan bir tanesi kapsullendirilgniolanidir ki, bu tipteki hicreler dokunma,
sicaklik ve &r hislerinden sorumludur. Sicaklik véra hislerinden sorumlu olan
AKG hcrelerinin aksonlari kucik caplidir. Cok inlbe myelin kilifina sahiptirler

ya da myelin kiliflari yoktur. Bu gé sinir hiicreleri uyarilari cok yayaletirler (33).



Sekil 3. Arka kdk gangliyon hicrelerinin anatomik goérunttsu
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3. MATERYAL ve METOD

Calisma Suleyman Demirel Universitesi Hayvan Deneylegiet Etik Kurul
(HADYEK) onay! alindiktan sonra Biyofizik AnabilinDali ile birlikte Stleyman
Demirel Universitesi Deney Hayvanlari Laboratuveargerceklgtirildi. Calismada
yaslari 12-16 hafta, @rhiklari 250-300 g arasinda gigen 36 adet Wistar Albino rat
kontrol (n=8), NAS (n=8), Diazinon (n=10), DiazinenNAS (n=10) olmak Uzere 4
gruba ayrildi. Kontrol grubundaki (Grup K) hayvamaldicbir uygulama yapiimadan
AKG hiicrelerinde C#% sinyali, MDA, GSH, GPx ve hiire canfili dezerlendirildi.
N-Asetilsistein (Grup N) grubundaki hayvanlara 4t&aire ile her gin gavaj yolu
ile 150 mg/kg dozda NAS, Diazinon grubundaki (Giphayvanlara ise 30 mg/kg
dozda diazinon uygulandi. Diazinon + NAS grubund@&kiup D+N) hayvanlara ise
4 hafta sure ile hergiin gavaj yolu ile 30 mg/kgasodiazinon ve 150 mg/kg dozda
NAS verildi. Kontrol grubunda yapilan incelemeleiget grup hayvanlarinda da
calisildi. Incelemeler her gruptan rastgele hayvanlarda her ggngeklatirildi.
Sakrifikasyon cerrahi sirasinda eksanguinasyorgdeceklatirildi. Ratlar 12 saat

karanlik, 12 saat aydinlk olacakkilde ad libitum beslendi, herhangi bir kisitlama

uygulanmadi.
Deney Gruplari Hayvan Sayisi/Grup
Kontrol (Grup K) 8
N-Asetilsistein (Grup N) 8
Diazinon (Grup D) 10
Diazinon + N-Asetilsistein (Grup D + N) 10
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3.1. Arka Kok Gangliyon Hiicrelerinin Izolasyonu

Arka kok gangliyon hicreleri 12-16 haftalik ratlardinhalasyon anestezisi
altinda elde edildi. Sakrifikasyorslemini takiben hi¢c vakit kaybetmeden sirt
omurlart bir butun halinde ¢ikarildi. Sirt omurld@s dokusundan olabilgince
ayrildi ve ventral kismindan, 6zel olarak silikoraddesi ile kaplanmiyilizeye
hareket etmeyecejekilde yerlatirildi. Hucrelerin canhlgini kaybetmemesi icgin bir
miktar DMEM medyumu (% 89 Dulbecco's Modified Ealedium, % 10 FBS, %
1 Penisilin-Streptomisin antibiyotik kombinasyonkdnuldu. Bu glemden sonra
omurlar median hatlarinin lzerinden olacgkilde it iki parcaya ayrilmaya
calisildi. Spinal kord ve Uzerindeki zar stereo mikrgsladtinda 6zenle yer@rildi gi
alandan di kisma alindi, bu sirada spinal kord ile sinir dammin bglantisi
koparilmamaya 0zen gosterildi. Her iki vertebrasara 6zenle yerdéirilmis olan
hicre yumaklari ince uclu pensler vasitasiyla yeden alinarak icerisinde
antibiyotikli medyum bulunan steril petri kaplarikanuldu. Tum hicre yumaklari
alindiktan sonra icerisinde antibiyotikli medyum luman petri kutusu stereo
mikroskop altina alinarak hiicre yumaklarinin gamyliuzantilarindan ayrildi ve bir
saat slresince inkubatérde (37 °C ve % 5,)Ckwllajenazli solisyon (% 2,5)
icerisinde bekletildi. Bir saat sonra mekanik ptagaa glemine gecildi ve sirasi ile
ilk 6nce 1 ml hacimli, farkh gesliklerdeki pipet uclari ile daha sonra 2(Dhacimli
pipet uclari ile ve en sonunda da steril insulinelerinden gecirilerek mekanik
parcalanma slemi tamamlandi. Bu slemler tamamlandiktan sonra htcreler
medyumlarindan ayrilmak (zere santrifigemine tabi tutuldu ve sonrasinda
Na'/HEPES tamponu ile homojen hale getirilerek flored@yar maddesi Fura-2-
AM maddesi ilave edilerek bir saat suresince 37d&Ccalkalamali su banyosuna
konuldu.



Sekil 5. Spinal kolonun diseke edilmesi
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Sekil 7. Arka kok gangliyon hicresinin stereomikroskopik i@y@tist
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3.2. Spektroflorometri

Bazi molekuller gik enerjisini emerek uyariima yetdiiee sahiptirler,
uyarilan bir molekil daha yuksek bir enerji sevigesgikar ve bu durum uyariima
durumu olarak adlandirilir. Temel enerji seviyesiidoir florofor, diger molekdullere
nazaran dgilkk enerji durumunda, sabit bir konfigirasyona sabegpfloresan gik
yaymayan bir durumdadir. Pikaynakli olarak bir sik bir florofor molekuline
carptgl zaman, florofor molekilisik enerjisini emer. Eer emilen enerji yeterli
seviyede ise florofor molekull yuksek enerji segipe ulgir, bu duruma uyarilni
durum denilir. Bu olayda uyariima olarak bilinirigaridan gelensigin dalga boyuna
ve enerjisine bl olarak bir floroforun exebilecei cok farkl uyariimg durumu ya
da enerji seviyesi vardir. Florofor molekulinin gék enerji dizeylerinde sabit
kalmamasindan dolayi, nihayetinde yari sabit @aadaha dilik enerji seviyesine
dUsecektir. Bir floroforun uyarilmy durumda kalan siresine uyariima 6mru denilir ve
10"° - 10° saniye gibi ¢ok kisa bir zaman zarfinda sonl&wnra, florofor molekilii
yari-sabit uyarilmg durumundan temel haline geri doner ve fazla esafjnir ve gik
olarak yayilir. Yayilan busik distk enerji taimaktadir ve bu yizden emileaiktan
daha uzun dalga boyuna sahiptir. Bu da yayil@pin renginin, emilen sigin
renginden farkli oldgunu ifade etmektedir. Floresarsleminin déngusi bir
floroforun ik enerjisini emerek uyarilmasi, gecici birsgen surecinde bir miktar
enerji kaybetmesi, taban durum seviyesine geri dgarglemleriyle 6zetlenebilir.
Bir florofor molekull, teorik olarak, tekrarlayagekillerde siresiz olarak floresan
islemlerine maruz kalabilir. Bu gercekten de cok &nilli bir olaydir, clinkd bu olay
bir florofor molekulinin bircok defa sinyal Uretkbesi anlamini tamaktadir.
Gorunebilir gigin dalga boylari 400-700 nm’dir. Kisa dalga boywehip $ik
dalgalari yuksek enerji ve yuksek frekansa salptitJzun dalga boyuna sahipk
dalgalari dgik enerji ve diik frekansa sahiptirler. Uyarilgibir florofor
emdiinden daha diilk enerjiye sahipsik yaydgindan her zaman emilen ve yayilan
Istkk arasinda farkhlik vardir. Bir floresan boyaselidi bir araliktaki dalga
boylarindaki $ig1 absorbe eder ve her bir boya kendine has karskkeuyariima

alanina sahiptir.
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3.3. Antioksidan Enzim Aktivitesinin Olciimi (indirgenmis Glutatyon ve

Glutatyon Peroksidaz Analizleri)

Glutatyon duzeyleri Sedlak ve Lindsay’in bildirdgki yonteme gore
spektrofotometre cihazi ile belirlendi. 0,1 ml h&idromojenati 0,4 ml TCA (% 10
trikloroasetik asit) soltisyonu ile katrildi. 20 saniye boyunca vortekslendi ve 3000
rpm de 5 dakika santrifiij edildi. 0,1 ml stipernatamiz bir tip icine alindi. Uzerine
0,9 ml distile su, 2,0 ml Tris tamponu (0,4M pH)By& 0,1 ml DTNB sollisyonu
eklendi. Olgan sari renk distile suya karspektrofotometrede 412 nm dalga
boyunda okundu.

Tablo 1. Glutatyon peroksidaz aktivitesinin anajgmasi

Kimyasallar Kontrol Ornek

Hucre homojenati 0.5 ml 0.5 ml

Tris HCI tamponu eklendi 0.3 ml 0.3 ml

CHPO ilave edildi - 0.1 ml

GSH (her tipe 5 sn araliklarla konuldu.) 0.1 ml 10l1
Oda 1sisinda tam 10 dakika beklendi

TCA (her tup icin 5 sn araliklarla konulduy) 1.0 mi 1.0 mi

2500 rpm’de 5 dakika santriftj edildi

Ustteki stipernatant temiz bir tiipe alindi

Uzerine Tris tampon eklendi 2.0 ml 2.0 ml

DTNB eklendi 0.1 ml 0.1 ml

Glutatyon peroksidaz aktiviteleri Lawrence ve Budrafindan bildirilen
yonteme goére spektrofotometre ile belirlendi. T{is HCI tampon soltisyonu (50
mM, pH:7,6), GSH solisyonu, CHPO (cumene-hydroper)xsolisyonu, % 10
TCA soltisyonu, Tris (2) tampon (0,4 M pH: 8,9), DBNolusyonu kullanildi. Oda
Isisinda 5 dakika beklendi. Saf suyaskapektrofotometrede 412 nm dalga boyunda

okundu.
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3.4. Lipit Peroksidasyon Analizi

Arka kok gangliyon hicrelerinde lipit peroksidasyodiizeylerinin
belirlenmesi lipit peroksidasyonun son drind olanDM tayinine dayanir.
Malondialdehit tayini, Placer ve arkag@inin bildirdikleri ybnteme gore
tiyobarbittirik asit (TBARS) reaksiyonu ile ¢ok hassbir spektrofotometrede
(Schimadzu, UV - 1800, Japonya) yapildi.

Tim AKG hicre gruplar 1/9 (2.25 ml) oraninda TBARSIUsyonu ile
sulandirldi. Kor olarak ise 0.25 ml fosfat tampaleul/9 oraninda TBARS karmi
kullanildi. Ornekler ve kor, 20 dakika siiresinceéd PC’lik su banyosunda tutuldu.
Daha sonra gene suyu altinda goituldu. 2500 devirde 5 dakika santriftj edildi.
Ustteki pembe renkli sivi otomatik pipetle hassassbkilde alinarak 1 cmsik
geckine sahip kivette 532 nm dalga boyundaki spektoofietrede kore kar
okundu. Standart olarak ise yine ayni oranlardarlaaams 1, 1, 3, 3 tetraethoxy

propane soliisyonu kullanildi. Berler mikromol/gram protein olarak belirlendi.
3.5. Hucrelci Kalsiyum Iyonu Saliniminin Olgiilmesi

Hiicre ici Ca&% salimim miktarinin élcimii icin arka kok gangliybiicreleri
37 °C de 45 dakika boyuncau#! Fura 2-AM floresan boyasi ile boyandi (Bejarano
and Terron 2007). Boyanmaléminden sonra ylkamaya tabi tutulan hcreler
manyetik olarak kastirilan, seffaf kiivetlere hiicre yunlugu 2x106 olacakekilde
Na'-HEPES [(mM cinsinden) NASI, 140; KCl, 4,7; CaCl,2; MgCh, 1,1; glukoz,
10 ve HEPES, 10 (pH 7,4)] solusyonu icerisinde effan spektrofotometredeki
(Varian Cary Eclipse, Sydney, Avustralya) haznesiaedsstirildi. Fura 2-AM icin
eksitasyon dalga boylari 340 nm ve 380 nm, emislalga boyu 505 nm de floresan
stk ile uyarildi ve yaklgik yedi dakika boyunca kayit alindi. Hiicre ici sssbCa?
lyon duzeyi dgisimleri bilgisayar ekraninda 340 nm/380 nm dalga lbogdaki
uyarimlari ile kaydedildi ve Grynkiewicz ve arkaldainin metoduna gore

hesaplandi.
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3.6. Hucre Canlilgl Analizi

Her bir ependorf tiipii icerisinde ®Biicre olacalsekilde hiicreler konuldu.
Her bir ependorfa 15 pl [3-(4,5-dimethylthiazol-B-2,5-diphenyltetrazolium
bromid] (MTT) kimyasali ilave edildikten sonra batépendorflar 5-10 defa yayga
calkalanip, 37 °C de calkalamali su banyosunda &Kika boyunca yawga
calkalamaya birakildi. Calkalama sonrasinda bupenaorflar 500 g da 10 dakika
boyunca santrifiij edildi. Santriftij sonrasi sUpéanaatildi. Her bir ependorfa 400’er
pul DMSO ilave edildi. Pelet DMSO igerisinde resusgaedildi, sonra her bir kuvete
250 pl bu o6rnekten konuldu. Spektrofotometrede 480 ve 650 nm dalga
boylarinda okunup bu iki dalga boyunda okunapedeer birbirinden cikarildi (Abs
490 nm — Abs 650 nm: x).

3.7. Protein Tayini

Calismamizda yapilan protein tayini deneyleri tim Oree#é Lowry ve

arkadalarinin tanimladii yénteme gore yapildi.
3.8.1statistiksel Analiz

Batin veriler ortalama + standart sapma [mean fidsted deviation (SD)]
olarak verildi. Arka kok gangliyon hicrelerinde gdan bilimsel dgerlerin
aritmetik ortalama deerleri arasindaki farkliliklar SPSS, Windows 9.08anhsli
paket bilgisayar programi kullanilarak istatistikedéarak karsilstirildi. Gruplarda
istatistiksel dnem vaghi ANOVA Kruskal Wallis testi ile yapildi. Daha sanr
gruplardaki istatistiksel dnemler Mann-Whitney Ustteile deserlendirildi. Tum

istatistiksel kagilastirmalarda anlamhlik dizeyi p<0.05 olarak kabulaid
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4. BULGULAR

Arka Kok Gangliyon Hucrelerinde Lipit Peroksidasyonu, Glutatyon ve

Glutatyon Peroksidaz Duizeyleri:

Grup K ile kasilastirildiginda grup D’de lipit peroksidasyonunun onemli
derecede artil goruldi (p<0.05). Grup K ile katastinldiginda, grup N ve grup D +
N gruplarinda ise azalgh goruldi. Bu dgisiklik istatistiksel olarak anlaml ggdi.
Grup D ile kagilastirildiginda ise grup N ve grup D + N gruplarinda anlagekilde
azaldg! goruldi (p<0.05) (Tablo 2).

Grup K ile kasilastirildiginda grup D’de indirgenmi GSH dizeylerinin
onemli derecede azajdigoruldi (p<0.05). Grup K ile kaitastinldiginda, grup N ve
grup D + N gruplarinda ise agtigoruldi. Bu dgisiklik istatistiksel olarak anlamh
degildi. Grup D ile kasilastirildiginda ise grup N ve grup D + N gruplarinda anlamli
sekilde arttgl goruldi (sirasiyla p<0.01 ve p<0.05) (Tablo 2).

Tablo 2. Arka kok gangliyon hicrelerinde lipit peroksidasypnindirgenms

glutatyon ve glutatyon peroksidaz diuzeyleri

5 Grup K Grup D Grup N GrupD +N

Degerl
eserer (n=8) (n=10) (n=8) (n=10)
MDA
(umol/g 460+0.48 516+0.62| 4.06+0.33 | 4.20+0.37
protein)
GSH
(umol/g 225+0.65 194+0238| 2.74+0.20 | 2.63+0.69
protein)
GPx . .
. 3.98+0.53| 2.87+0.65| 6.87+0.58°| 6.43+0.68

(IU/g protein)

Degerler ortalama + Standart sapma olarak vestimiMDA: Malondialdehit, GSHindirgenmj glutatyon, GPx:
b
Glutatyon peroksidazap<0.05 ve p<0.001 grup K ile karlastlrlldlglnda,Cp<0.05,dp<0.01 ve®p<0.001 grup D
f
ile kassilastirildiginda, p<0.05 grup N ile karlastirildiginda
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Grup K ile kasilastirildiginda grup D’de GPx duzeylerinin 6nemli derecede
azaldgl goruldi (p<0.05). Grup K ile katastirildiginda, grup N ve grup D + N
gruplarindaki argin ¢ok O©Onemli oldgu goraldi (p<0.001). Grup D ile
karsilastirildiginda ise grup N ve grup D + N gruplarinda anlagekilde arttgi
goruldu (p<0.001) (Tablo 2).

Arka Kok Gangliyon Hiicrelerinde Kalsiyum Iyonu Salinimi Diizeyleri:

Grup K ve grup N ile karlastirildiginda grup D ve grup D + N'de kalsiyum
iyonu salinginin  6nemli derecede agiti gordldi (p<0.001). Grup D le
karsilastirildiginda, D + N grubunda kalsiyum iyon safindaki artsin daha az
oldugu gorilda (p<0.01).
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Grup K Grup N GrupD GrupD+N

Sekil 8. Arka kok gangliyon hiicrelerinde kalsiyum iyonu eaini diizeyleri
l(]Degerler ortalama * Standart sapma olarak vesiimiap<0.001 grup K ve grup N ile kalastinldiginda,
p<0.001 grup D ile karlastinldiginda)

Hucre Canhligi Analizi:

Hucre canhiginin degerlendirildigi MTT analizi sonuclarina gére Grup K ile
karsilastirildiginda grup N'de hiicre caniiinin yaklgik % 87, grup D'de % 58,
grup D + N'de ise % 60 olgw gorildi (p<0.001). Grup D ve grup D + N'deki
degerlerdeki azalmanin istatistiksel olarak ¢cok 6nemdugu goruldi (p<0.001).



Hicre CanliliF

a lryvasla)

ontrol grmbun

<

(T

=

GrupN GrupD GrupD+N

(Degerler % olarak verilnstir. alp<0.001 grup K ile karlastirildiginda)
Sekil 9. Arka kok gangliyon hiicrelerinde hiicre caghldeserleri
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5. TARTISMA

Calismamizda kronik dgilk doz diazinon uygulamasi ile AKG hiicrelerinde
lipit peroksidasyonunun argini, GSH ve GPx diuzeylerinin azgichi gosterdik. Bu
sonuclar oksidatif stresin meydana ggidi gostermektedir. CA sinyali
Olcimlerinde diazinon grubunda hiicre i¢i kalsiyukigigin normal dgerlerin 25 kat
Uzerine cikigl goruldd. Diazinon grubunda meydana gelen oksgtegsin kalsiyum
homeostazini bozgu bunun da hicreyi olime goétugli MTT analizi ile de
gosterildi. Diazinon uygulamasina NAS eklenmesit Igeroksidasyonunda énemili
azalma, GSH ve GPx duzeylerinde 6nemlisitsonuclandi. Bu grupta hicre ici
kalsiyum duzeylerinde de diazinon grubuna gore dnealma oldu ancak bu

olumlu deisiklikler hiicrelerin korunmasinda yeterli olmadi.

Gunumuizde OF insektisitlerin toplumgs& ve tarimda sikhikla kullanimi
cevre Kkirliligi ve ¢ok sayida akut kronik zehirlenme olaylariealen olmaktadir. Bu
durum insektisitlerin yiyecekler ve su kaynaklaarriktigine dair gittikce biyuyen

bir kamu digiincesine neden olrgiur (35,36).

Organofosfatlarin ana hedefi major transmitterlerdiéri olan asetilkolini
hidrolize eden AKE’dir. Akut intoksikasyonda bu @&mz kanda ve sinir sisteminde
geri dongumsuz olarak inhibe etmekte, asetilkolinin birikines ve o6limle
sonuclanabilen muskarinik, nikotinik reseptér akésine neden olmaktadir.
Asetilkolinin birikme hizi OF dozuna phadir (37,38).

Bircok yazar bu bilgklerin akut ve kronik intoksikasyonda antioksidati
enzimlerin aktivitelerini dgistirerek ve bircok organda lipit peroksidasyonunu
artirarak redoks prosesini bozgumu diglnmektedir. Bircok deneysel cahada
organ hasari ile OF'a Ba AKE inhibisyonunun derecesi arasinda c¢ok kuguk
korelasyon gosterilngiir. Organofosfatlarin karager, bobrek, kaslar, immun sistem,
hematolojik sistem gibi bircok organ ve sistemlebdeukluklara neden olguna ait

bazi kanitlar mevcuttur (39,40).

Epidemiyolojik calsmalar bazi hastaliklar ile pestisit maruziyeti ve
antioksidatif enzimatik aktivitelerde gwiklikler arasinda bir ikki oldugunu
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gostermgtir. Akut maruziyette temel mekanizma AKE inhibisyoiken subkronik

ya da kronik intoksikasyonda oksidatif stresin emslé oynadgi bildirilmistir (41).

Reaktif oksijen tdrlerinin Uretiminin agti ve organizmanin antioksidan
bariyerinin bozulmasi oksidatif stresistatabilir. Diger bir deysle oksidatif stres,
serbest radikal uretimi ile enzimatik, nonenzimatktioksidan defans sistemi

arasindaki dengesizlik olarak tanimlanabilir (42).

Reaktif oksijen tdrleri sitokrom P450 enzimleri dandan OF’larin
metabolize edilmesinin bir sonucu olarak UuretilebiSitokrom P450 enzimleri
monooksijenazlardir ve elektron transport golidée molekiler oksijenin bir atomunu
OF'a ekleyerek oksidasyonu katalizlerler. Bu regisla ROT meydana gelir.
Organofosfatlar normal antioksidan homeostazisi adag, antioksidanlarda

azalmaya neden olurlar (43-45).

Reaktif oksijen turlerinin ortaya ¢ikmasinda bigeti yol da Milatovic ve
arkadalarinin  acikladii oksidatif fosforilasyonun inhibisyonu, kargerde
glikojenolizin indiklenmesi ile ortaya cikan glukesalinimindaki ar§l ve takiben
viicudun enerji intiyacini katamak tzere ATP salinimi ile birlikte olan yluksek
enerji tuketimidir. Yuksek enerji tiketimi hicrdlerenerji seviyelerini koruma
yeteneklerinin azalmasina neden olur. Boylece famdanlarda @ari miktarda ROT
uretilebilir. Redoks sistemindeki bozukluk OF mayetinde ROT’nin olgmasinda

bir diger mekanizmay! okiurmaktadir (46).

Reaktif oksijen tirleri bir ya da daha fazkdegmems elektron taiyan, stabil
olmayan, oldukca reaktif partikillerdir. Yakinladeki molekillerden elektron
koparip ya da onlara elektron verip stabil halemgsle cakirlar. Bu sirada bu
molekillerde hasar ojtururlar. Reaktif oksijen turleri hiicredeki normmaktabolik
ve sinyal iletimi olaylarinda meydana gelirler. Aymamanda gdli patolojik
sureclerde 6nemli rol oynarlar. 8a lipitler olmak Uzere proteinler ve nikleik asitl

gibi molekdllerin yapisini ve fonksiyonunu bozar(4v,48).

Reaktif oksijen turlerini ortadan kaldirmaya sah enzimatik ve enzimatik

olmayan sistemler vardir. Enzimatik sistemler; sdksit dismutaz, glutatyon
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peroksidaz, glutatyon rediktaz, katalazdir. Enzinatlmayan sistemler ise;

indirgenmi glutatyon, E ve C vitamini, beta karoten olaraylsébilir.

Antioksidatif sistemde yer alan her eleman speslik aktivite ya da
konsantrasyona sahiptir, ancak organizmanin antiakskapasitesini artirmak tzere
sinerjik ¢alsirlar. Antioksidatif etki icin GPx GSH'u kullaniBu reaksiyonda GSH
okside glutatyon haline gelir. Okside glutatyontgtyon rediktaz enzimi ile tekrar
GSH haline gecer. Oksidatif stres GSH havuzunuiazAlyni zamanda GSH duzeyi
konjugasyon reaksiyonlarinin ya da hicrenin GSHienere etme yetegiain
azalmasi nedeniyle gébilir (49). Bizim ¢algmamizda da diazinon uygulanan grupta
AKG hicrelerinde GSH seviyeleri 6nemli oranda azaBiu durum kronik OF
uygulamasinin meydana getgdioksidatif stres nedeniyle gangliyon hicrelerinde
antioksidan defans elemanlarinin kullargldi, ROT’nin hicrelerde okurdusu
hasara b3 olarak GSH havuzunun tamamlanangaal distindirmektedir.

Bircok yazar, insan ve hayvanlarda OF fkteri ile meydana gelen hem
akut hem de kronik intoksikasyonun,sitk organlarda antioksidatif enzimlerin
aktivitelerini deistirerek ya da nonoksidatif antioksidanlarin miktarazaltarak
oksidatif stresi indukledini dustinmektedir. Ayni yazarlar artqmiROT gibi lipit
peroksidasyonunun bir belirteci olan MDA dizeylerimartsi ile de oksidatif stresi
gostermglerdir (41,50,51). Biz de c¢amamizda lipit peroksidasyonunu MDA
dizeyleri ile degerlendirdik. Diazinonla olturduzgumuz kronik intoksikasyon
calismasinda diazinon grubunda MDA duzeylerini agtlarak tepit ettik.

Ratlarda olgturulan subkronik OF intoksikasyonunda diazinon akger
hiicrelerinde artngienerji ihtiyacinin gostergesi olan vakuollere vicokondrilerde

sismeye neden olnytur (52).

Bircok calsmada OF’larin antioksidatif parametreler Uzerineilet
eritrositler ve karager dsindaki c¢aitli organlarda da gosterilitir. Beyin dokusu
kolayca peroksidasyona giden coklu doymgagag asitlerinden zengin olgu icgin
oksidatif hasara 6zellikle hassatir. Dahasi beyikudu nispeten @ik antioksidan
enzim aktivitesine @&men yuksek miktarlarda oksijen kullanir (50,53).zda
calismamizda kronik intoksikasyonun arka kok gangliyoixcrelerine etkilerini



33

degerlendirdik. Lipit peroksidasyonunun agfini, glutatyon ve glutatyon peroksidaz

seviyelerinin dgtiguni izledik.

Vidyasagar ve arkadiri akut OF intoksikasyonu ile gelen hastalarda
eritrosit asetilkolinesteraz aktivitesindeki azalkedar MDA ve SOD dizeylerinde
artis oldugunu gosterdiler. Organofosfat intoksikasyonlarikiasik pralidoksim
tedavisinden sonra da oksidatif stres parametretedizelmediini gordiler. Lipit
peroksidasyonundaki agti hicre o6lumu ile sonucglanan hicre bUt@hkitin
bozulmasina neden olur (54). Rajnbar ve arkladada akut OF intoksikasyonu ile
gelen hastalarda plazma total antioksidan kapatsital tiyol gruplarinin azaldini
ve tiyobarbitlrik asit reaktif tdrlerinin argni bildirdiler. Organizma bu kisa
periyodda antioksidanlarin tiketimini kompanse eeléipn icin reaktif oksijen
turlerinin ani a&ir  dretimi lipit peroksidasyonunda a@d neden olur (42).
Organofosfatlara kronik maruziyetin gerlendirildigi birka¢ calsmada DNA’da
oksidatif hasar gosterilstir (10,55).

Organofosfatlara kronik giik doz maruziyet spesifik semptomlara neden
olmadgindan tani koymak olduk¢a gugctur. Organofosfat kisilcasyonlarinin
belirteci olan AKE aktivitesi d#gsmeden kalmasina gmen bazi antioksidatif
parametrelerde desiklikler olmaktadir. Bazi cagmalar OF’lara mesleki olarak
maruz kalan kilerin eritrositlerinde antioksidatif enzim aktieierinin arttgini,
asetilkolinesteraz  aktivitesinin  gigmedigini  gostermgtir.  Oksidatif  stres
parametrelerinin belirlenmesi profesyonel olarak’l@& maruz kalan kilerin

monitorizasyonunda énemlidir (10,56).

Literatlire bakildiinda OF intoksikasyonlarinda en sik test edileio&sidan
bilesik NAS'dir. N-Asetilsistein organizmaya sulfidrilrgplari sglayarak htcre ici
GSH duzeylerini artirir. Dgrudan ROT'ni azaltici etkisi vardir. Gagnterapotik
indekse sahip oldiundan guivenli bir bilgktir. Organofosfat intoksikasyonlari icin
antidot olarak onerilmgtir. Kisilerin OF’lara toleransi hicre ici GSH dizeylerini

koruyabilme ve devam ettirebilme yetenekleringliolr (57,58).

Bu bilgilerin i1ginda, cakmamizda antioksidan 6zelinden yaralanmak
uzere grup N'deki ratlara NAS verdik. Arka kok gépgn hicrelerinde GSH ile
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GPx duzeylerinde attive lipit peroksidasyonunda azalma izledik. Ayrdiazinon

ile intoksikasyon olsturdusumuz grup D + N’deki ratlara da diazinon ilez@amanl
NAS uyguladik. Bu grup ratlarda da yalniz diazinamilen ratlara kiyasla GSH ile
GPx duzeylerinde astive lipit peroksidasyonunda azalma olmakla birliktecreleri
canl tutmada yeterli olmagtir. Buna neden olarak NAS dozunun yetersiz olmasi
diUstnulebilir. Antioksidan defansda bircok mekanizmal oynamaktadir. N-

Asetilsistein ile birlikte bgka antioksidan sistemlerin de desteklenmesi gerkkeb

Oksidatif stres GSH havuzunu azaltir, antioksidefas bozulur (59). Biz de
calismamizda kronik ditik doz diazinon zehirlenmesinin GSH ve GPx duzeayler
azalttgini gosterdik. Ayni zamanda ROT'nin temel hedeflden biri olan lipit
peroksidasyonunun diazinonla gttn MDA dizeylerindeki argla ortaya koyduk.
N-Asetilsistein  uygulamasi ile lipit peroksidasyonwazalip antioksidan
mekanizmalarin bir kismi dizeldi. Ancak bunlar apmsin engellenmesinde
yeterli olmadi. Daha oOnce yapilan egalalarda lipit peroksidasyonun azalgl
antioksidan mekanizmalarin bir kisminin duzgldigosteriimekle birlikte bu

sonugclarin htcre fonksiyonlarini ne derecede katudu gostermenglerdir.

Diazinonla akut, subakut intoksikasyon glurulan ratlarda E vitamini ve
NAS’in koruyucu etkisi gosterilngtir. Ancak diazinonun neden olgu AKE
inhibisyonuna etkisi olmarstir (58,60). Methyl parathion ile subakut intoksslgan
olusturulan ratlarda E ve C vitamini uygulamasi ilenagt MDA seviyelerinde
onemli digme izlenmgtir. Yazarlar bu kombinasyonun ROT'ni inaktive gitti
bildirmislerdir (61).

Buyukokur@lu ve arkadslari teofilin ve sildenafil gibi fosfodiesteraz ene
inhibitorlerinin farkli organlarda oksidatif strekssari ile azalttgini bildirmislerdir.
Ancak henuz hangi mekanizma ile gercekf@ acik desildir (62). Ghafour-Rashidi
ve arkadglar da akut diazinon intoksikasyonunun neden @ldaoksidatif stres ve
hipergliseminin restorasyonunda teofilin ve silddima antioksidan potansiyelini
gozlemlemglerdir. Ayni sekilde gucli endojen bir antioksidan olan melatonide
akut fenthion intoksikasyonuna #a oksidatif stresde koruyucu etki gostedidi

gosterilmitir (63).
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Reaktif oksijen turleri hucreler igin yalnizca tideli molekuller deildirler
aynl zamanda sinyal iletim y@anda fizyolojik rol oynarlar. Reaktif oksijen tirle
farkli molekuler mekanizmalarla erken ve gec¢ fazg@pitozisin regilasyonunda
gorev alirlar. Apopitozis sirasinda mitokondriyabmmbran permeabilitesi artar ve
proapopitotik faktorlerin sitozole ge&¢i apopitozise neden olur. Apopitozisin
basglatiilmasinda mitokondri Beolli oynarken mitokondri tarafindan dretilen ROT
hiicreyi 6lume g6turdr. Bu toksik bgi&ler normalde hicre tarafindan detoksifiye

edilir, yetmezlik durumunda oksidan stres meydagla (64).

Normal fizyolojik kasullarda hiicrelerde, az miktarda da olsa ROT meydana
gelmekte, bunlar varolan antioksidan sistemleradan kaldiriimaktadir. Oksidan
stres ile antioksidan defans arasindaki denge dedeyhine bozuldtunda hiicreyi
O0lume kadar goturebilen gaiklikler meydana gelmektedir. Kalsiyum iyonunun
hticre i¢i miktarindaki dgsimler de oksidatif stresle tetiklenmektedir. Busgenler
hiicrenin ortadan kaldiriimasini detabilmektedir (65). Bizim calmamizda da
kronik subletal doz diazinon uygulamasi AKG hlcrielge oksidan strese neden
oldu. Bu gruptaki hayvanlarda lipit peroksidasyonartti. Antioksidan
mekanizmalardan olan GPx ve GSH duzeyleri kullaklddi icin azaldi.

Organofosfatlara kronik maruziyet sonrasinda birgaktada néropsikiyatrik
bozukluklar meydana gelmektedir. Bu bozukluklardarn de ndoropatik gridir.
Noropatik &rinin ortaya cilginda ve ortadan kaldirilmasinda hicre igi kalsiyum
iyonu degisimlerinin kontroli 6nemli rol oynamaktadir. Dahacénde bahseftimiz
gibi hicre icerisinde kalsiyum iyonunursia artsi hicreleri ya cajamaz hale
getirmekte veya Olime kadar goturmektedir. Hicreinda bulunan kalsiyum
kanallarindaki fonksiyon bozukluklari da hiicre isemeki C&* seviyelerinin ve
hicrenin uyarilabilme sildinin  deisimi ile sonlanmaktadir. Primer eferent
noéronlann uglarinda ve sinir hiicrelerinin govdelee bulunan T tipi Ca
kanallarinin aktivitelerinin farkli kimyasal ajania azaltilmasinin sinir hicresi
hasariyla olgan néropatik grinin giderilmesinde etkin olgw bildirilmistir. Hiicre
icerisine giren C%, glutamat gibi arinin algilanmasinda rol oynayan nérotransmitter
maddelerin sinapslara {atiimasina neden olur. @nin siddetinin azaltiimasinda

Ca™un hicre icerisine gigi yollarini bloke etmek hedeflenmektedir. Schroeder
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arkadalar opiatlarin G proteini aracii ile presinaptik uclardaki C4un hiicre
icerisine girgini  bloke ederek @ algisini  azaltgini  bildirmislerdir. C&?
homeostazisinde anormallikler hiicre icerisindeki“Gaiktarinin artmasina neden
olmakta ve bu anormal agtila uyanlabilir hiicrelerde anormarenin hissedilmesine
neden olmaktadir (66).

Arka kok gangliyon hicreleri vicuttagia duyumunun olgumunda 6nemli
role sahiptir. Arka kok gangliyon hicrelerinin zarhda olgabilecek oksidatif
hasara bzl degisiklikler bu htcrelerin harabiyetine ve sinir hi@el arasindaki
iletim bozukluklarina neden olabilmektedir. Duyusétonlarin bozukluklarina igh
hastaliklarda altta yatan patofizyolojik mekanizanal halen tam olarak
bilinmemektedir. Air serbest radikal dretimi ve oksidatif stresin @Khicre

patofizyolojisinde rol oynayabilegei gosteren artan sayida kanit vardir (67,68).

Calismamizda apopitozisin engellenememesinimr aROT artgina bal
olabilecgini distuinuyoruz. Farkli dozlarda NAS uygulanarak gak tekrarlanabilir.
Antioksidan defansda yer alangdr mekanizmalarin da desteklenmesi gerekebilir.
Elde ettgimiz bu sonuclar kronik OF zehirlenmesinin arka kdjanglion
hiicrelerinde oksidan strese ve apopitozise neddugwhu gosterdi. N-Asetilsistein
uygulamasi antioksidan defansi destekieamcak hicrelerin korunmasinda yetersiz
kalmistir. Bu ¢calsmanin farkli doz NAS uygulamalari ya da farkli karmdsyonlarda

antioksidanlarla ile yapilacak ¢ghalara gik tutacgl kanisindayiz.

Organofosfat intoksikasyonlarinda antidot tedagi birlikte NAS kullanimi
sekelleri 6nlemede yardimci olabilir. N-Asetilsistéerapotik etkisi kadar proflaktik
olarak da rol oynar. Organofosfat intoksikasyomda geleneksel antidot tedavisi
olan atropin ve oksim tedavilerine antioksidan nedddn eklenmesi ¢cok énemlidir.
Farkli antioksidanlarin farkli OF biileri ile olan intoksikasyonlardaki koruyucu

Ozellikleri ve etkinlgi klinik calismalarla da desteklenmelidir.
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OZET

Organofosfatlar tip, endlstri ve tarimda yaygirrakakullanilan potent norotoksik
kimyasal ajanlardir. Bircok ¢camada akut kolinerjik toksisiteye neden olan akuksgk doz
maruziyet ya da uzun donem subkliniksdk dozlarda maruziyetten kaynaklanan uzun
donem kalici kronik norotoksisite semptomlarinidugu bildirilmistir. Organophosphate
induced chronic neurotoxicity (OPICN) olarak isimtérilen bu nérodejeneratif bozulkdun
mekanizmas! heniliz tam olarak bilinmese de yuksksikaloz organofosfat bigélerinin
beyinde nekrotik néronal hiicre dlimlerine, subletalda subklinik dozlarin ise apopitotik

noronal hiicre 6lumu ve oksidatif strese nedengldu dgiundurmektedir.

Etik kurul onay! alindiktan sonragiklar 250-300 g, 12-16 haftalik 36 adet erkek
Wistar albino rat rastgele dort gruba ayrildi. Kohgrubundaki (Grup K, n=8) ratlara hicbir
uygulama yapilmadi. N-Asetilsistein (NAS) grubundéBrup N, n=8) ratlara 150 mg/kg
NAS, diazinon grubundaki ratlara (Grup D, n=10) 8@/kg diazinon diazinon + NAS
grubundaki ratlara (Grup D + N, n=10) ise 30 mgdkazinon ve 150 mg/kg NAS 28 gln
gavaj yolu ile verildi. Yirmi dokuzuncu gun arkakkgangliyon hticreleri ¢ikartilarak MDA,

glutatyon, glutatyon peroksidaz, kalsiyum siny&iMTT analizleri yapildi.

Grup K ile kiyaslandinda grup D’de arka kok gangliyon hicrelerinde tlipi
peroksidasyonunun afity indirgenmg glutatyon ve glutatyon peroksidaz dizeylerinin
azaldg géruldi. C& sinyali 6lciimlerinde diazinon grubunda hiicre igiskyum akginin
onemli oranda a1 tespit edildi. MTT analizinde grup K ile kalastirnldiginda htcre
canliliginin yaklgik grup D'de % 58, grup D + N'de ise % 60 ofdugorildi (p<0.001).
Diazinon uygulamasina N-asetilsistein eklenmest ljeroksidasyonunda onemli azalma,
indirgenmi glutatyon ve glutatyon peroksidaz dizeylerindendihartigsla sonuclandi. Bu

grupta hicre ici kalsiyum salinimi diazinon grubgiee digik oldu.

Sonu¢ olarak kronik organofosfat zehirlenmesi akké gangliyon hiicrelerinde
oksidan strese ve apopitozise neden oldu. N-Asddla uygulamasi antioksidan defansi
desteklemi ancak hiicrelerin korunmasinda yetersiz kstimiOrganofosfat maruziyetinde

farkli antioksidanlarin koruyucu etkiiini arsstiran ¢algmalara ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: Diazinon, N-Asetilsistein, oksidatif stres, apogis, arka kok

gangliyonlari
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SUMMARY

Organophosphorus compounds are potent neurotogimichls that are widely used
in medicine, industry, and agriculture. Many stsdleave reported long-term, persistent,
chronic neurotoxicity symptoms in individuals asesult of acute exposure to high doses
that cause acute cholinergic toxicity, or from laagm, low-level, subclinical doses of these
chemicals. The author attempts to define the nelrafisorder that results from
organophosphorus ester-induced chronic neurotgx{GPICN), which leads to long-term
neurological and neurobehavioral deficits. Althougthe mechanisms of this
neurodegenerative disorder have yet to be establjsthe sparse available data suggest that
large toxic doses of organophosphorus compoundsecacute necrotic neuronal cell death
in the brain, whereas sublethal or subclinical dggeduce apoptotic neuronal cell death and

involve oxidative stress.

After approval of ethic commitee 36 Wistar albinalenrats, 3-4 months of age and
weighing 250-300 g, were randomly allocated intgrdups. Group C were administered
anything. Group D rats were orally administeredzitian at dose 30 mgkg-1 body weight
for consecutive 28 days. Group N rats were adnarest N-Acethylcystein (NAC) at dose
150 mgkg-1 body weight for consecutive 28 days.upgrD+N rats were orally administered
diazinon in dose 30 mgkg-1 and NAC at dose 150 righgdy weights for consecutive 28
days. On 29 day were analyzed the levels of lipid peroxidaMDA) and gluthation, the
activity of gluthation peroxidase, calcium signadli MTT in the dorsal root ganglia.
Administration of diazinon resulted in significaimcrease in lipid peroxidation level and
significant decrease in gluthation and the actiafygluthation peroxidase compared to
control group. Group D rats were revealed a sigaiftly increasing in [C4li compared to
group K. Viability via MTT analyze showed signifitadecrease in group D and group D+N
compared to group K (58% and 60% respectively).l&uentation of NAC to diazinon
showed significant alteration in gluthation and thetivity of gluthation peroxidase.

Cytosolic C&' release was significantly lower in group D+N tliatthose group D (p<0,05).

In conclusion, chronically organophosphate intotkicaresulted in oxidative stress
and apoptosis. Suplementation of NAC did not haetegtive effects on [C§; release and
apoptosis in DRG cells although enhanced the adaox defence. Experimental trials are
needed to explore efectiveness of different ardiaxis in protection of those who are in

exposure to OP compounds.

Key words: Diazinon, N-Acetylcystein, oxidative stres, apaiso dorsal root ganglia
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