T.C
FIRAT UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
ACIL TIP ANABILIM DALI

N-ASETIL SISTEININ DENEYSEL MALATHION UYGULANAN
SICAN BOBREK VE KARACIGER DOKULARINDA
TRANSIENT RESEPTOR POTANSIYEL MELASTATIN 2
(TRPM2) KANALLARINA ETKILERI

UZMANLIK TEZI
Dr. F.Ahmet ATILGAN

TEZ DANISMANI
Yrd. Do¢.Dr. Metin ATESCELIK

ELAZIG
2016



DEKANLIK ONAYI

Prof. Dr. Murad ATMACA

DEKAN

Bu tez Uzmanlik Tezi standartlarina uygun bulunmustur

Dog. Dr. Mustafa YILDIZ

Acil Tip Anabilim Dah Baskam

Tez tarafimdan okunmus, kapsam ve kalite yoniinden Uzmanlik Tezi olarak

kabul edilmistir.

Yrd. Do¢.Dr. Metin ATESCELIK

Damisman

Uzmanhk Tezi Degerlendirme Jiiri Uyeleri




TESEKKUR

Uzmanlik Tezimin hazirlanmasmdaki katkilarindan dolay1r tez danmigman
hocam  Yrd.Dog¢.Dr. Metin ATESCELIK’e, deneyimin planlanmasindan
sonug¢landirilmasina kadar her asamasinda yanimda olan Yrd. Dog¢. Dr. Tuncay
KULOGLU'na, bilgi ve tecriibelerinden faydalandigim hocalarim; Dog. Dr. Mustafa
YILDIZ’a, Yrd. Dog. Dr. Mehtap GURGER’e, Yrd. Dog. Dr. Mustafa YILMAZ’a,
Yrd. Dog. Dr. M.Cagr1 GOKTEKIN’e,

Asistanligim siiresince birlikte calistigim asistan arkadaglarim basta olmak
iizere tim caliyma arkadaslarima ve deney asamasinda benimle g¢alisan Histoloji
laboratuari ekibine ve deneysel arastirma merkezi ¢alisanlarina,

Egitim hayatim boyunca hicbir fedakéarliktan ka¢mmayarak bugiinlere
gelmemde en biiylik paya sahip olan sevgili anne ve babama, bana her zaman manen
destek olan kardeslerim Esra, Kiibra ve Tuba’ya,

Asistanlik egitimim siirecinde her zaman yanimda olan ve sabirla her tiirlii
destegi veren, fedakar esim Niliifer'e ve yasam sevinglerim, Sevval Eyliil’e, Ziilal
Zehra’ya, Mehmet Yigit’e ve Omer Tarik’a en igten tesekkiirlerimi sunuyorum.

Dr. Fethi Ahmet ATILGAN

il



OZET

Organofosfat bilesikleri, insektisid olarak zararli bocek ve bitkilerin kontrolii
icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Organofosfatlar ile subkronik veya kronik
toksisitenin, dokularda histopatolojik degisikliklere sebep oldugu bilinmektedir.
Malathion, genis spektrumlu bir organofosfat bilesigidir. Caligmamizda, N-Asetil
sisteinin (NAS) deneysel malathion uygulanan sican bobrek ve karaciger dokularinda
Transient Reseptor Potansiyel Melastatin 2 (TRPM2) kanal ekspresyonuna
etkilerinin incelenmesi amaglandu.

Calismada, 42 adet 8-10 haftalik Wistar albino cinsi erkek sicanlar kullanildi.
Deney hayvanlar1 her grupta 6 hayvan olacak bigimde; Kontrol, NAS, PAM +
Atropin, Malathion, Malathion + PAM + Atropin, Malathion + PAM + Atropin +
NAS ve Malathion + NAS olmak iizere 7 gruba ayrildi.

N-Asetil sistein intraperitoneal (i.p) 100 mg/kg tek doz, PAM 40 mg/kg i.p,
Atropin 2 mg/kg ip, musir yaginda ¢Oziinmiis tek doz Malathion LD50 (1375
mg/kg)/3 miktarinda orogastrik olarak uygulandu.

Apoptotik  hiicrelerin  belirlenmesi i¢gin  TUNEL metodu, TRPM2
immiinreaktivitesi i¢cin avidin-biotin-peroksidaz yontemi uygulandi.

Calismamizda karaciger dokusunda MDA diizeyleri, apoptosis ve TRPM2
immiinreaktivitesi agisindan gruplar arasinda bir fark tespit edilmedi.

Bobrek dokusunda; kontrol grubuyla karsilastirildiginda Malathion ve
Malathion + NAS gruplarmda MDA diizeyleri, apoptosis ve TRPM?2
immiinreaktivitesinde anlamli artis tespit edildi. Malathion grubuyla kiyaslandiginda
ise Malathion + PAM + Atropin, Malathion + PAM + Atropin + NAS grubunda
MDA diizeyleri, apoptosis ve TRPM2 immiinreaktivitesi anlamli olarak azalmis
izlendi.

Sonug olarak, deneysel malathion uygulanmasmin sigan karaciger dokusunda
MDA, apoptozis ve TRPM2 immiinreaktivitesini etkilememesine karsin bobrek
dokusunda belirgin degisikler yaptigi, organofosfat zehirlenmelerinde bdbrek
dokusunda TRPM2 kanallarinin 6nemli bir rol oynadig1 ve gelecekte yapilacak daha
kapsamli ¢aligmalarla klinik olarak TRPM2 ile ilgili tedavi se¢eneklerinin giindeme
gelebilecegi kanaatine varilmstir.

Anahtar kelimeler: Malathion, Bobrek, Karaciger, N-Asetil Sistein, TRPM?2.
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ABSTRACT

EFFECTS OF N-ACETYL CYSTEINE IN APPLIED EXPERIMENTAL
MALATHION ON RAT KIDNEY AND LIVER TISSUE TRANSIENT
RECEPTOR POTENTIAL MELASTATIN 2 (TRPM2) CHANNELS

Organophosphate compounds are commonly used for the control of pests and
plants as insecticides. It is known that organophosphates and sub-chronic or chronic
toxicity cause histopathologic changes in tissues. Malathion is a wide spectrum
organophosphate compound.

The objective of the our study was to scrutinize the effects of N-acetyl
cysteine on Transient Receptor Potential Melastatin 2 (TRPM2) channel expression
in experimental malathion applied rat kidney and liver tissues.

42, 8-10 weeks old, male Wistar albino rats were used in the study.
Experimental animals were separated into 7 groups of Control, NAS, Pralidoxime +
Atropine,  Malathion, = Malathion + Pralidoxime + Atropine, Malathion +
Pralidoxime + Atropine + NAS and Malathion + NAS, with 6 rats each. N-acetyl
cystein  was administered as single dose intraperitoneal (ip.) 100 mg/kg;
Pralidoxime 40 mg/kg i.p.; Atropine 2 mg/kg ip. and single dose orogastric
Malathion LD50 (1375 mg/kg)/3 dissolved in corn oil was applied.

For determination of apoptotic cells, were used TUNEL method and for
immunoreactivity, avidin-biotin-peroxidase method.

No differences were observed between the groups in MDA levels, apoptosis,
and TRPM2 immunoreactivity in liver tissue in the our study.

However, significant increases were observed in MDA levels, apoptosis and
TRPM2 immunoreactivity in Malathion and Malathion + NAS groups when
compared to the control group in kidney tissue. Also significant reductions were
observed in MDA levels, apoptosis and TRPM2 immunoreactivity in Malathion +
Pralidoxime + Atropine, Malathion + Pralidoxime + Atropine + NAS groups when
compared to Malathion group.

As a result, it was concluded that application of experimental malathion did
not affect MDA levels, apoptosis, and TRPM2 immunoreactivity in rat liver tissue,

while it caused significant changes in kidney tissue, TRPM2 channels played an



important role in kidney tissue in organophosphate poisoning, and future clinical and
extended studies could be conducted on the treatment options about TRPM2.

Keywords: Malathion, kidney, liver, N-acetyl Cysteine, TRPM2
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1. GIRIS

Organofosfatlar (OF), yaklasik olarak 50 yildir pestisid olarak zararli bécek
ve bitkilerin kontrolii i¢in yaygin olarak kullanilmakla birlikte (1) bir kimyasal savas
ajani olarak da kullanilmaktadir. Bu ajanlara maruziyet diinya genelinde rapor edilen
yillik 3 milyon etkilenim ve 200 bin 6liim ile ciddi bir halk sagligi problemidir (2, 3).
Zehirlenme, o6zellikle gelismekte olan iilkelerde goriilmekte olup en sik olarak da
tarim iscilerinde, tiretim sektorii ¢alisanlarinda ve kiiciik ¢ocuklarda rapor edilmistir.
Suisidal zehirlenmeler, kolay elde edilebilmelerinden dolay1r gelismekte olan

iilkelerin biiytik bir problemidir (3).
1.1. Genel Bilgiler
1.1.1. Organofosfatlar
1.1.1.1.Tanim

Organofosfat pestisidler, tarim alaninda oldukg¢a sik kullanilirlar. Oldukca
toksik olup hayati tehdit edebilirler. Organofosfat zehirlenmesinin 6liim orani hayli
yiiksektir ve dliimler siklikla taninin gecikmesi veya uygunsuz tedaviyle iliskilidir.
Ulkemiz gibi gelismekte olan iilkelerde en sik zehirlenme nedenlerinden birisidir (4-
7).

Organofosfatlar fosforik asit ve fosfotioik asit tiirevleridir. Bilesiklerin
toksikokinetik ve toksikodinamikleri yan zincirler tarafindan belirlenmektedir. Iki
yliziin lizerinde organofosfat bilesigi vardir (3).

Son yillarda yapilan bircok c¢alismada, pestisid maruziyetiyle iligkili akut
veya kronik hastaliklarda artis oldugu bilinmektedir. Kanser, kronik bdbrek
yetmezligi, immiin sistemin baskilanmasi, infertilite, endokrin bozukluklar, nérolojik
ve davramigsal bozukluklar kronik pestisid maruziyetiyle iligkili bulunmustur (5).
Tim bu sebeplerle uluslararasi kuruluslar, tiiketici sagligini korumak amaciyla, gida
maddelerindeki maksimum pestisid kalint1 miktarmi smirlandirmistir. Avrupa Birligi,
direktiflerinde sebze ve meyveler icin pestisid kalmtilarmin farkli maksimum
seviyelerini belirlemistir (8).

Organofosfat pestisidler, kolinerjik sinapslarda, impulsun iletilmesi i¢in
gerekli olan “Asetilkolin Esteraz” (AchE) enziminin inhibisyonu araciligiyla

farmakolojik ve toksik etki gosterirler. Son yillarda yapilan bir¢ok ¢alisma, OF’larin



mutajenik, karsinojenik, teratojenik, sitotoksik, genotoksik ve immunotoksik
olabilecegini ve hematolojik etkiler yapabilecegini ispatlamistir (9-13).

Zehirlenmeler, bu kimyasallarin iiretim, tasinma ve kullanim alanlarinda,
evde kaza sonucu ve intihar amacli meydana gelebilir. Yaygin olarak kullanilmakta
olan bu kimyasal maddelerin yiyeceklere bulagmasi ile kitlesel zehirlenme ihtimali
de vardir. Organofosfatlarin absorbsiyonu solunum yolundan, sindirim sisteminden,
konjonktivadan, deriden ve mukozalardan olabilmektedir (14). Bu ajanlarin neden
oldugu kardiyak komplikasyonlar genellikle agir ve 6liimciil olabilir. Erken teshis ve
uygun tedavi ile organofosfat zehirlenmesine bagli 6liim ve komplikasyonlar
onlenebilir (15).

Organofosfatlar yan gruplarina gore smiflandirilirlar. Bu yan gruplar,

toksisitenin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (16, 17).
1.1.1.2.0rganofosfat Bilesiklerinin Tarihcesi

Fransiz kimyagerler Jean Louis Lassaigne ve Philippe de Clermont
tarafindan 19.yy’da ilk olarak organofosfatlarin sentezi yapilmistir. Kullanilmalar1
ise 20. yy ilk donemlerinde Alman kimyac1 Gerhard Schrader Onciiliigiinde olmustur.
Bu donemlerde OF’lar insektisit olarak kullanimi haricinde kimyasal silah olarak da
kullanilmaya baslanmistir. Takip eden sonraki yillarda ise ylizlerce organofosfat
bilesigi sentezlenmis olup bunlar 6zellikle insektisit olarak kullanilmak {izere farkli
bir uygulama alan1 bulmustur (18, 19)

Organoklorlu insektisidlerden 1847 yilinda ilk DDT iretilmis olmakla
beraber insektisid olarak kullanimi 1940’larda olmustur. Sentetetik olarak
sentezlenen ilk organofosfat bilesigi tetraetil pirofosfat olup 1854 yilinda Clermont
tarafindan sentezlenmistir. Lange ve Krueger 1932 yilinda dimetil ve dietil
fosforofloridatlarin inhalasyonuna bagli olarak nefes darligi ve bulanik gérmenin
ortaya ¢iktigini bulmuslardir. Bu bulus Schrader’i bu ajanlar1 incelemeye yoneltmis
olup bu ajanlarin baslangigta pestisid sonrasinda ise savas silah1 olarak kullanilmas1
yoniinde fikirler olusturmustur. Bu calismalar boyunca Schrader’in ekibi yiizlerce

bilesik sentezlemistir (18, 19).



1.1.1.3. Organizmaya giris yollarn

Organofosfat bilesikleri deri, g6z, mukozalar, gastrointestinal sistem ve
solunum sisteminden hizlica emilebilirler. Solunum yolu ile zehirlenmelerde
belirtiler hizli baglamaktadir. Hastanin ortamdan uzaklastirilmasi etkilenmeyi
azaltabilmektedir. Deri yolu ile olan zehirlenmelerde ise emilim yavas olup
hastaneye daha ge¢ geldiklerinden dolay1 tablo daha ciddi olabilir (3, 16, 20).

Oral yol ile alimlar ise yanlslikla cocuk ve yaslilar tarafindan ya da intihar
amaciyla alinmasi seklinde olusmaktadir. Bununla birlikte parenteral alimlar ile ilgili
vakalar da bildirilmistir. Parenteral alimlarda bulgular daha erken baslayip daha agir
seyreder (3, 16, 20).

Organofosfat bilesikleri karaciger, yag dokusu ve bobreklere dagilir ve bu
dokularda birikir. Bilesikler fosfat {izerinde mevcut olan atomlara gore
siniflandirilirlar. Dort atomu oksijen iceren bilesiklere fosfatlar, kiikiirt icerenlere
fosfotioatlar, azot igerenlere fosforamidler, azot ve kiikiirt icerenlere
fosforamidotionatlar, karbon icerenlere fosfonatlar, karbon ve kiikiirt icerenlere
fosfonotionatlar denmektedir. Fosfotioatlar, fosfatlardan daha fazla lipofiliktir.
Bundan dolay1 yag dokusunda daha fazla miktarda birikim gosterirler. Fosfotioatlar
sitokrom P450’ye bagimli meydana gelen oksidatif desiilfiirasyon ile aktif fosfatlara
dontistirler. Bundan dolay1 bu gruptaki belirtiler daha ge¢ olugmaktadir. Bilesikler
yagda ¢Oziinen veya metabolik aktivasyon gerektiren gruplardan birinde yer
almiyorsa bulgular 12 saat i¢inde goriilmektedir. Yag dokusunda depolandiklarindan
dolay1 organizmadan uzaklastirilmalar: daha yavas olup daha fazla lipofilik olanlarda

birkag giin alabilir (3, 16, 20).
1.1.1.4. Kimyasal Ozellikler

Organofosfath insektisitler normal olarak ester, tiol ester veya fosfor igeren

asitlerden elde edilmis olan asit-anhidritlerdir (3, 16, 20).

*or S

Sekil 1. Organofosfatlarin kimyasal yapisi



Organofosfatlarin tehlike diizeylerine gore smiflandirilmasi Tablo 1°de

gosterilmistir (16, 20, 21). Kimyasal yapilar1 ise Sekil 1 ve Sekil 2’de gosterilmistir

(20, 22)

Tablo 1. Organofosfat bilesiklerinin tehlike diizeylerine gore siniflandirilmasi

Simif Ia Simif Ib Simf 11 Sumf I Simf IV

Asin tehlikeli Cok tehlikeli Orta derecede Hafif tehlikeli Akut tehlike
tehlikeli olasihigi yok

Chlorfenvinphost ~ Azinphos-ethyl Chlorpyrifos Acephate Chlorphoxim

Coumaphos Azinphos-methyl Diazinon Bromophos Chlorpyrifos-

Demeton Bromophos-ethyl Dichlofenthion Malathion methyl

Disulfoton Demeton-s-methyl Dimethoate Pirimiphos-methyl ~ Temephos

Ethoprophos Dichlorvos Ethion Trichlorfon Tetrachlorvinphos

Fenamiphos Dicrotophos Fenitrothion

Fensulphothion Fenthion Phosmet

Fonophos Isofenphos Phoxim
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Organofosforlu bilesikler;

Grup 1: Bu gruptaki bilesikler X pozisyonunda kuvaterner nitrojen icermekte olup
fosfokolinle sonlanirlar. Giiglii kolinesteraz inhibisyonu yapmalarma ilaveten
kolinerjik reseptorleri direkt olarak uyarabilirler.

Grup 2: Bu bilesikler degisken grupta fluorin molekiil igermelerinden dolay1
florofosfatlar olarak adlandirilirlar. Grup 1 bilesiklerdeki gibi volatil ve yiiksek
toksiteye sahiptirler bu da onlar1 kimyasal savas i¢in ideal kilmaktadir.

Grup 3: Bu bilesiklerin degisken grubunda siyanidin veya fluorinden farkli bir
halojen vardir. Bu gruptaki en iyi bilinenler tabun gibi siyanofosfatlardir.

Grup 4: En kapsamli gruptur. R1, R2 gruplarma bagh olarak cesitli alt gruplara
ayrilmaktadirlar. Bircogu dimethoxy veya diethoxy bilesikleri kategorisine girerler.

Gilintimiizde kullanilan insektisidlerin biiyiik kismi bu gruba dahildir (18).
1.1.1.5. Viicutta Dagihm

Organofosfatlarin ¢ogu yagda c¢oziiniirliigii olduk¢a yiiksek bilesiklerdir.
Hizla tiim wviicut dokularma dagilirlar. Karaciger ve bobrekte en yiiksek
konsantrasyonda birikirler. Yagda c¢oziiniirliigli daha yiiksek olanlar kan-beyin
bariyerini kolaylikla gecerler ve bu nedenle merkezi sinir sistemine (MSS)
etkilidirler. Bu bilesikler baslica karacigerde esteraz hidroliz ve konjugasyon ile
yikilirlar. Malathion ve parathionun oksidatif iiriinleri (malaokson ve paraokson)
etkili formlaridir. Bu drlinler hidroliz ile etkisiz iirlinlere doniisiirler.
Organofosfatlarin ve Uriinlerinin atilimi idrar, safra ve diski yolu ile olmaktadir (14,

23).
1.1.1.6. Farmakoloji ve Etki Mekanizmalar

Organofosforlu bilesikler, AchE enziminin asit transfer edici inhibitorleridir
(23).

Asetilkolinesteraz (gergek veya eritrosit AchE) baglica eritrosit membraninda,
iskelet kasinda ve sinir dokusunda bulunmaktadir. Serum kolinesteraz
(psodokolinesteraz (PchE) veya biitirilkolinesteraz) serum, pankreas, karaciger,
beyin ve kalp dokularinda bulunur. Kolinesteraz inhibisyonu, asetilkolin (Ach)
reseptorlerinin daha fazla uyarilmasi ile sonug¢lanan sinir sinapslarinda ve

noromuskuler kavsakta Ach birikimine sebep olur. Asetilkolin; merkezi, somatik ve



otonomik sinir sistemindeki major ndrotransmitterdir. Kolinesterazin gorevi, Ach’yi
aktif olmayan bilesenleri olan asetik asit ve koline hidrolize etmektir. Baglangigta
meydana gelen Ach’nin asmr1 uyarilmasmni MSS’nde, otonomik gangliyonlarda,
parasempatik ve bazi sempatik sinir sonlarinda ve somatik sinirlerde kolinerjik
sinaptik iletimin paralizisi takip etmektedir (14, 23).

Asetilkolin artis1 santral ve periferal klinik toksidrom olarak meydana gelen
kolinerjik krize neden olur. Motor son plaklarda Ach birikimine bagl olarak
meydana gelen nikotinik (sempatomimetik) etkiler; kas fasikulasyonlar1 ile
sonuclanan iskelet kaslarinin kalic1 depolarizasyonu, kas giigsiizliigli, hipertansiyon
ve tasikardidir. Diiz kaslardaki potansiyel postganglionik parasempatik aktiviteye
bagl olarak ortaya ¢ikan muskarinik etkiler, tiim organlarda (6rnegin goz, akciger,
mesane, gastrointestinal sistem, sekretuvar bezler) diiz kas kontraksiyonlarina ve
bradiaritmiye sebep olur veya ventrikiiler disritmilerle sonug¢lanan siniis nodu ve
atriyoventrikiiler nod iletiminin zayiflamasina neden olabilir. Zehirlenmelerdeki
belirti ve bulgular nikotinik ve muskarinik reseptorler arasindaki dengeye baglidir
(14, 23).

Organofosfat-kolinesteraz ~ bagi,  farmakolojik  miidahale = olmazsa
kendiliginden geri donmez ve 24-48 saatlik siirekli baglanmada kolinesterazda
irreversible yikim olusturur. Buna ‘‘yaslanma’’ (aging) ad1 verilmektedir. Yaslanma,
enzimin spontan ya da oksime bagl olarak aktive olamamasi durumudur ve fosforil
grubu enzime bagl kalarak, kalici kimyasal degisikliklere neden olur. Yaslanma,
ajanlara gore degisik zamanlarda olur. Yaslanmadan kurtulus sadece yeni enzim
iretimiyle saglanir. Yaslanma ne kadar hizli olursa, reaktivasyon tedavileri de o
kadar az etkin olur. Oksimlerin etkin olabilmesi i¢cin bu silirecten daha Once
uygulanmalar1 gerekmektedir (14, 24).

Asetilkolin norotransmitterinin dongiisii Sekil 3°de gosterilmistir (25).
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Seki 3. Asetilkolin nérotransmitterinin dongiisi

Asetilkolinesteraz enziminin bir molekiilii, dakikada 600.000 Ach molekiiliinii
hidrolize etmektedir. Sinir sonlanmasini uyardiginda salman onbinlerce Ach
molekiilii 1 milisaniyeden daha kisa bir siire i¢inde biitliniiyle yikilir. Bu sayede
postsinaptik membranimn, ikinci impuls saliverme yapmadan Once temizlenerek
desensitizasyonu dnlenmis olmaktadir (26).

Kolinerjik uyarida gorev alan AchE yapisal polimorfizm gostermektedir.
Asetilkolinesteraz enzimin asimetrik ve globiiler sekilleri bulunmaktadir. Asimetrik
sekiller bir ya da daha fazla tetramerik katalitik subiiniteden olusmakta ve muskiiler
bazal lamina gibi hiicre dis1 yapilara, kollajene benzeyen fibroz bir kuyruk ile
baglanmaktadir. Asimetrik sekil 6zellikle iskelet kasi noromuskiiler kavsaklari ile
kalp kas1 ve periferal ganglionlarda bulunmaktadir. Globiiler sekiller ise monomerik,
dimerik ve tetramerik sekillerde olup ¢Oziinebilir veya membrana bagl sekilde
bulunabilirler. Beyinde bulunan AchE’larin biiylik ¢ogunlugunu globiiler formlar
meydana getirmektedir (27, 28).

Li ve ark. (29) PchE’nin belirli alanlarda kolinerjik iletimin desteklenmesinde
ve regiilasyonunda AchE’a yedek gorevi goren dogal fizyolojik bir islevi oldugunu
gostermislerdir.

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan bu zehirler genellikle ratlarda oral veya deri
yoluyla OD50 miktarlarmin seviyesine gore Smuf IA, Siuf IB, Siuf II, Smuf 111
seklinde smiflandirilir (Tablo 2) (21).



Tablo 2. Zehirlerin oral/dermal OD50 dozu agisindan smiflandiriimasi

Zehirlilik simifi Sican, ODsy mg/kg

Ag1z yoluyla Deri yoluyla

Kati Sivi Kati Sivi
Sinif IA <5 <20 <10 <40
Sinif IB 5-50 20-200 10-100 40-400
Sinif 11 50-500 200-2000 100-1000 400-4000
Sinif 111 >500 >2000 >1000 >4000

ODs. Uygulama sonrasi maruz kalanlarin %50’sini éldiiren doz
1.1.2. Klinik bulgular

Klinik bulgular, ajanlara, emilen miktara ve nasil maruz kalindigina baghdir.
Organofosfat ¢ok miktarda alindiysa, bulgular dakikalar i¢inde ortaya c¢ikabilir.
Bir¢ok hasta alimdan 8-24 saat sonra semptom vermeye baslar. Yagda ¢oziiniirligi
yiiksek olan bilesiklerde yag dokusundan yeniden dagilim nedeniyle baslangic
bulgularmin ortaya ¢ikmasi gecikebilir. Baslangi¢ solunum yoluyla ¢ok hizli, ciltten
emilimle en yavastir. Fakat dermatit veya deride acikliklar olmasi, transdermal
emilimi hizlandirabilir (14).

Bilesigin toksistesi arasindaki farklar, farkli OF’lu insektisitlerin 6zelliklerine
ve onlarin AchE’1 inhibisyon etkilerine dayanmaktadir (20, 30).

Akut sistemik OF zehirlenmelerinde, degisik MSS, muskarinik, nikotinik ve
somatik motor noron bulgular1 olusur. Akut OF zehirlenmelerinde akut kolinerjik
sendrom, intermediate sendrom ve gecikmis polindropati olmak iizere ii¢ ayr1 tablo
tariflenir (31).

Akut kolinerjik sendrom, sinir reseptdr alaninda Ach’nin birikimi ile
olusur. Klinik semptom ve bulgular muskarinik, nikotinik ve MSS bulgularidir. Akut
kolinerjik sendrom genellikle 24-48 saat siirer, takip ve tedavisi i¢in yogun bakim
iinitesi gerektirir. Asetilkolinin muskarinik alanda birikimesi ile sekresyonlarda artig
(bronkore, tiikriik salgisinda artis, terleme, gézyasinda artis), hava yollarinda daralma
(dispne, hiriltili solunum), bradikardi, miyozis, bulanik gérme, sik idrara ¢ikma,
kusma, barsak hareketlerinde artig, karinda gerginlik hissi ve agri olusur. Nikotinik
alanda Ach artmasma bagl olarak depolarizasyon bloguna bagh kaslarda segirme ve

paralizi ortaya cikabilir. Nikotinik reseptdr uyarisi ile hastalarda nadiren tasikardi ve



hipertansiyon olur. Kalp bulgular1 siklikla ciddidir ve 6liimiin sebebi olabilir (3, 14,
20, 31-35)

Elektrokardiyografik bulgular: Uzamis Q-T araligi, ST segment
yiiksekligi, T dalga ¢okiikliigli ve PR siiresinde uzamadir. Siniis bradikardisi,
ventrikiiler ekstrasistol, ventrikiiler tasikardi ve fibrilasyon gibi anormal ritimler de
olabilir (3, 14, 20, 31-35).

Asetilkolinesterazin beyinde baskilanmasi: Bas agrisi, uyuyamama,
vertigo, konflizyon ve uykuya meyile yol acar. Siddetli olgularda konusma
bozuklugu, biling bozuklugu ve sonunda solunum depresyonuna yol agabilir. Oliim
akut kolinerjik sendrom donemindeki kalp, solunum ve MSS etkilerine baghdir (3,
14, 20, 31-39).

intermediate sendromda; solunum kaslarinin yorulmasiyla solunum
fonksiyonunun azalmasi veya kaybi ifade edilmektedir. Ozellikle lipofilik dzelligi
yiiksek bir OF temasi sonras1 goriilmektedir (3, 14, 20, 31-35).

Gecikmis polinoropati: Organofosfatlarin ¢ok azinda goriilmektedir.
Genellikle OF bilesigine maruziyetin ardindan 14-28. giinler arasinda goriilmektedir.
Dogru tedavi ile bir¢ok hastada bu olay goriilmemektedir. Periferik miyopati
simetriktir ve beraberinde duyusal bozukluk bulunabilir. Motor bozuklugu duyu
bozukluktan daha siddetlidir. Bacak kaslarinda keskin agrilar, el ve ayaklarda
segirme, uyusukluk ve karincalanma erken sinir sistemi bulgularidir. Agr1 ve kas
gligsiizliigli hizla yayilir, hastalar ¢alisamaz ve kendi dengelerini koruyamaz hale
gelir. Derin tendon refleksleri baskilanir. Ust ekstremiteler de benzer bigimde birkag
giin icinde etkilenmeye baglar. Fizik muayenede baskin olarak motor polindropatiye
bagl gevsek felg ve distal kaslarda giigsiizliikk goriiliir. Bulgular siddetli olgularda
kuadriplejiye kadar gidebilir. Baz1 islevler zamanla iyilesebilir fakat piramidal ve
merkezi norolojik tutulumun ¢ogu kalicidir. Bu olaydan sinir dokusunda bulunan
noropati target esteraz enziminin fosforilasyonu sorumlu olabilir. Ancak fizyolojik

fonksiyonu bilinmemektedir (3, 14, 20, 31-35).
1.1.2.1. Diger sistemik bulgular:

Bagisikhik Sistemi: Parationun farelerde koyun eritrositlerine karsi1 IgM ve
IgG cevabim1 baskiladigi goriilmiistiir. Organofosfata maruz kalan calisanlarda

notrofil kemotaksisinin bozuldugu bulunmustur. Ayrica, grip benzeri bulgular OF



zehirlenmelerinde de bildirilmistir. Lokosit diizeyinin normal olmasi veya takipte
normale inmesi daha iyi prognoz isareti, l6kosit diizeyinin yiiksek olmasi veya
takipte yiikselmesi kotii prognoz isareti olarak bulunmustur (36-38).

Metabolizma ve Endokrin Sistem: Hiperglisemi ¢ok sik goriiliir. Pankreatit
ve hiperpotasemi gelisimi gosterilmistir. Adrenokortikotropik hormonun diiirnal
ritminde bozulma ve zehirlenme sonrasinda seviyelerinde artma oldugu
gosterilmistir. Ratlarda malathiona baghh T3 ve T4 diisiikligli ve Tiroid Stimiilan
Hormon yiiksekligi gdsterilmistir. Bu metabolik etkiler Ach’nin direkt etkileri veya
OF bilesiginin direkt etkileri olabilecegi gibi strese bagli da olabilir (36).

Ureme Sistemi: Hayvan calismalarinda gebelik sirasinda OF bilesigine
maruz kalmanin prenatal ve postnatal 6liimlere ve konjenital anomalilere yol agtigi
gosterilmistir. Fakat gebeligin ikinci trimesterinden sonra normal dogum olmas1 daha
siktir (36, 39).

Kardiyovaskiiler Sistem: 3 faz tanimlanmistir (23, 40);

Faz 1: Baslangic donemidir. Hipertansiyon ve sinus tasikardisi vardir. Kisa
bir siire devam eder.

Bunlar nikotinik etkilere baglanmaktadir, sempatik sistem kontrol altindadir
ve Ach ile aktive edilen adrenal medulladan asir1 katekolamin salinmasi ile meydana
gelen feokromasitoma benzeri bir durum nedeni ile olabilir (41).

Faz 2: Hipotansiyon ve sinus bradikardisinin ortaya ¢iktigi uzamis periyod.
Asir1 parasempatik aktivite ile bu etkilerin meydana geldigi diistiniiliir. Siklikla ST-T
segment degisiklikleri ve degisen derecelerde AV ileti bozukluklar1 goriilmektedir.

Faz 3: QT uzamasi, polimorfik tasikardi (Torsades de Pointes, TdP) ve ani

kardiyak 6liim, bu asamada goriilmektedir.
1.1.3. Tam

Organofosfat zehirlenmesi siiphesinde 1yi bir anamnez, anlamli toksisite
varli§1 ve laboratuvar kolinesteraz diizeyleri ile tani konur. Gerek akut gerekse
kronik zehirlenmede klinik bulgular bazen belirsiz oldugu icin, sadece klinik
bulgulara gore tam1 koymak zordur. Toksisite nonspesifik bir grip tablosu gibi
gortilebilir. Toksisitenin seviyesi spesifik bulgularin varligina dayanilarak hafif, orta
ve siddetli toksisite seklinde siniflandirilir. Hastadan petrol ya da sarimsak benzeri

koku alinabilir fakat tan1 koydurucu degildir, sadece tanida yardimcidir (14, 36, 42).

10



Anamnez zehirlenmeden siiphelenmek i¢in ilk adim olmalidir. Hastanin
miyozis, sekresyonlarda artig, bradikardi gibi kolinerjik zehirlenme bulgularinin
olmasi tani i¢cin oldukca anlamhidir. Bazi olgularda nikotinik etkilerin muskarinik
bulgular1 belirsizlestirebilecegi unutulmamalidir. Baz1 mantarlar (amanita muskarina)
ve karbamat zehirlenmelerinde de kolinerjik bulgular meydana gelebildigi ic¢in
dikkatli olunmalidir. Sekresyon artisi, myozis ve bradikardi ile gelen hastada mutlaka
kolinerjik zehirlenme akla gelmeli ve tanmin ekarte edilmesi gerekmektedir.
Hastalarin kusmugunda, mide yikama sivisinda, nefesinde tipik OF’larin kokusunun
duyulmas1 6nemlidir (43).

Laboratuvar testi olarak dokularda OF ve metabolitlerinin 6lgiilmesi
kullanilabilecek en gilivenilir test olmakla birlikte, erken sonu¢ alinabilecek bir test
degildir, ayrica her laboratuvarda yapilamamasi ve OF’larin bir¢ogunun toksik
diizeylerinin bilinmemesi bu testin olumsuz yanlaridir. Sinir dokusunda AchE enzim
seviyesinin 0lgmek baska bir testtir, MSS veya sinir doku biyopsisi gerektirir ve bu
olduk¢a invazif ve pratik olmayan bir yontemdir. Ayrica kisisel bazal AchE
seviyesinin bilinmesine de ihtiya¢ duyulur (3, 43).

Serum kolinesterazi, bireysel varyasyonlar, karaciger hastaliklari, bobrek
hastaliklari, malnutrisyon, kanserler, tiroid hastaliklari, obesite, oral kontraseptif
kullanimi nedeniyle salmimi etkilendiginden serumda yiiksek oranda dalgalanmalar
gosterir. Bu da eger dnceki kan seviyesi bilinmiyorsa organofosfat zehirlenmesinde
bu enzimin klinik tanidaki degerini diisiiriir (44).

Pratikte plazma ve eritrositlerdeki kolinesteraz enzim aktivitesini 6lgmek
kullanilan tan1 yontemidir. Eritrosit kolinesterazi, gercek kolinesteraz yani AchE
olup, sinir dokusu ve bag dokusunda da bulunur. Bu nedenle periferik dokular, kas
ve beyindeki AchE enzim aktivitesini de gostermis olur. Dolayisiyla bir plazma
kolinesterazi olan PchE’nin serum diizeyine gore AchE seviyesi daha gegerli bir
parametredir. Fonksiyonu tam olarak bilinmeyen plazma PchE karaciger tarafindan
sentezlenir. Plazma, kalp ve beyinde bulunur ve biitirilkolinesteraz olarak da
adlandirilmaktadir (27-29, 43, 44).

Eger OF zehirlenmesinden siipheleniliyor ve laboratuvar testleri
yapilamiyorsa 1 mg atropin IV yapilir. Organofosfat zehirlenmesi varsa

antikolinerjik bulgular gelisemez ve antikolinesteraz zehirlenmesi siiphesi
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kuvvetlenir (20, 43). Baz1 toksidromlar ve mnemonikler Tablo 3 ve Tablo 4’de

Ozetlenmistir (14)

Tablo 3. Toksik sendromlar, ajanlar, belirti ve bulgular

Toksidromlar

Neden Olan Ajanlar

Belirti ve Bulgular

Miidahale

Antikolinerjik Sendrom

Kolineijik
Sendrom(Muskarinik)

Kolineijik Sendrom
(Nikotinik)

Opioid

Salisilatlar

Sempatomimetik Sendrom

Serotoninerjik Sendrom

Ekstrapiramidal

Trisiklik Antidepresanlar,
Atropin.Skopolamin,
Antihistaminikler,
Noroleptikler, Mantar

Organofosfatlar,
Karbamatlar,
Fizostigmin, Mantar

Karbamatlar, Nikotin

Eroin,
Fentanil,
Metadon,
Difenoksilat
Aspirin

Keklik tiziimii yag

Morfin,

Kokain,  Ainfetamin,
Kafein, Efedrin,
Teofilin

Meperidin,Selektif Serotonin
Reuptake inhibitorleri, Mono
Amino Oksidaz inhibitorleri

Haloperidol, olanzapin,
risperidon, fenotiazinler

Biling degisikligi, kuru deri
ve mukozalar, midriazis,
tasikardi,

hipertermi, idrar retansiyonu

Miyozis, bradikardi,
salivasyon,

lakrimasyon, defekasyon,
tirinasyon, kusma

Tasikardi,
hipertansiyon.
fasikiilasyonlar
Sedasyon, miyozis,
hipotermi,

bradikardi, solunum
baskilanmasi

Biling degisikligi, kulak
¢inlamasl, tasipne, tagikardi,
solunumsal alkaloz,
metabolik

asidoz

Ajitasyon, midriyazis,
terleme, tasikardi, ates
hipertansiyon

Bilinc degisikligi, ates,
refleks artisi, artmis kas
tonusu

Distoni, tortikollis, kas
rijiditesi, tremor, nébet,
koreatetoz

Fizostigmin, benzodiazaepin,

sogutma

Havayolu giivenligi,
ventilasyon, atropin,
pralidoksim

Pralidoksim

Ventilasyon, naloksan

Multidoz aktif komiir,
potasyum replasmaniyla
triner alkalinizasyon,
hemodiyaliz

Sogutma, hidrasyon,
benzodiazepin ile
sedasyon

Sogutma,siproheptadin,
benzodiazepin ile
sedasyon

Difenhidramin,
benztropin,
benzodiazepinler

Kardiyak komplikasyonlar 6liimciil olabilir. Erken tani ve uygun tedavi ile

OF zehirlenmesine bagli 6liim ve sakatliklar 6nlenebilir (15).

Tablo 4. Mnemonikler

nrEmwZcoEmQDaCD®

Oliimciil B'ler

Salivasyon
Lakrimasyon
Urinasyon
Defekasyon

Gastrointestinal bulgular

Kusma (Emezis)

Defekasyon, Diyare

Urinasyon

Kas giigsiizlugu (Muscle weakness), Miyozis

Bradikardi, bronkore, bronkospazm

Kusma (Emesis)
Lakrimasyon
Salivasyon

Bradikardi, bronkore, bronkospazm
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1.1.4. Tedavi

Tedavi; dekontaminasyon, absorbsiyonun engellenmesi, genel destek ile
birlikte yogun respiratuar destek tedavilerinin birlesiminden olusur. Tedavide
antidotlarin  verilmesi, toksisitenin derecesi 1ile iligkilidir. Tedavi etkinligi
kolinesteraz diizeyleriyle korele olmayabilir (14).

Acil servise bagvuran her hastada yapilmasi gerektigi gibi ilk olarak, Temel
Yasam Destegi ve hastanin stabilizasyonu (destekleyici ve semptomatik yaklasim)
gerceklestirilmelidir. Oncelikli olan hastanin stabilize edilmesi ve havayolunun
acilmasi, solunumun saglanmasi ve dolasimim idamesidir. Sonrasinda ilk yapilmasi
gereken toksik madde absorbsiyonunun engellenmesi, eliminasyonun arttirilmasi, ve
spesifik antidot tedavisidir. Monitdrizasyon, miimkiin olan tiim detaylariyla
saglanmalidir (14, 43, 45).

Hastanin solunum yolunun giivenligi saglanmis olmalidir. Gerekirse
entiibasyon ve mekanik ventilasyon uygulanmalidir. Ancak solunum agizdan agiza
yapilmamalidir. Bu hastalarda kusma, vokal kord paralizisi ve aspirasyon sik
goriilmektedir. Bu yiizden hastanin bagsi yiiksek tutulmalidir ve yan yatirilmalidir.
Organofosfat bilesikleri deriden emilebilirler. Bundan dolayr deri yolu ile
zehirlenenlerde veya oral alimda giysilerine kusma sonucu mide icerigi bulasanlarda
giysiler ¢ikarilmali ve deri sabunlu su ile yikanmalidir. Eger zehirlenme inhalasyon
ile olmugsa hasta bu ortamdan uzaklastirilmalidir. Yogun bakim ¢alisanlarinda OF
zehirlenmelerini takip sirasinda zehirlenme bulgular1 gelisebildiginden ortam iyi
havalandirilmalidir. Bakim yapan personel eldiven kullanmali ve ellerini bakim
sonras1 yikamalidir. Zehirlenme oral yoldan olmus ise ilk dort saat i¢inde midenin
yikanmasi yararl olabilir. Aktif komiir emilimi azaltmakta yardimei olabilir. Hasta
nobet geciriyorsa diazepamin yarart vardir. Sodyum bikarbonat, oligiirik bobrek
yetmezligi riskini azlatmak i¢in verilebilir (4, 14, 20, 45, 46).

Genel vyaklagimlarmm ardindan etken madde ile hasta birbirinden
uzaklastirilmalidr. Bu islem maruziyet sekline gore gerceklestirilmelidir.
Uzaklastirma yontemlerinden birkagi kontamine kiyafetlerin ¢ikarilarak, viicudun
(bol sabunlu su ve daha sonra dilue etanol ile) yikanmasi, gerekiyorsa sag, sakal gibi
viicut killarmin, tirnaklarin kesilmesidir. Lateks eldiven yerine neopren veya nitril

eldiven kullanilmalidir. Organofosfat viicuda girdikten sonra, tekrar cilt yolu ile
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disar1 salinarak tekrar tekrar emilebilirler. Bu nedenle ciddi zehirlenmelerde yikama
islemi, cilt yolu ile temas olmasa bile yapilmalidir. Gastrik lavaj yapilarak aktif
komiir (1g/kg) verilmesi de OF’mn absorbsiyonunu Onlemeye yonelik tedavi
yaklagimlaridir, ancak yararliliklar1 kanitlanamamistir. Tedavi basamaklar1 ve
yararliliklar1 Tablo 5’de gosterilmistir (14).

Tablo 5. Organofosfat zehirlenmesinde tedavi

Dekontaminasyon Saglik ¢aliganlarmin zehirlenmesini engellemek i¢in koruyucu kiyafetler
giyilmeli. Biitiin kiyafetler tehlikeli atik olarak uzaklastirilmalidir.
Hasta sabun ve su ile yitkanmahdir. Yikama atik suyu tehlikeli atik olarak yok

edilmelidir.

Monitdrizasyon Kardiyak monitdr, pulse oksimetre, % 100 oksijen

Mide yikama Yarar1 ispatlanmamis

Aktif komiir Yarari ispatlanmamis

Uriner alkalizasyon ~ Yarar1 ispatlanmans

Atropin (mg) Yetiskinde IV 1 mg veya daha fazla veya ¢ocuklarda IV 0.01-0.04 mg/kg (fakat
asla <0.1mg degil ). Her 5 dakikada bir trakeobronsiyal sekresyonlar azalana
kadar tekrar edilir

Pralidoksim (gr) Yetiskinlerde 1-2 gr veya ¢ocuklarda 20-40 mg/kg (1 gr'a kadar) normal salin
igerisinde 5-10 dakikada I'V inflizyon

Nobetler Benzodiazepinler

Onemli kas gii¢siizliigii olanlarda ve zehirlenme sonucu bol salgisi olan
hastalarda en iyi yontem hastanin giivenli hava yolunun siirdiiriilmesi i¢in erken
entiibasyon ve pozitif basing¢li solunum destegidir. Nondepolarizan ndéromuskuler
blokorlerin kullanilmasinda sakinca yoktur. Diisilk PChE aktivitesinde siiksiinilkolin
gibi depolarizan ajanlarin metabolizmasi uzayacak, sonucta etkisi 24 saat ya da daha
fazla stirecektir (14, 18).

Artmis muskarinik aktiviteyi kontrol altina almak tedavide ikinci onceliktir.
Atropin stilfat, muskarinik reseptorlerde Ach’nin yarismali antagonistidir. Artmis
salgi, miyozis, bronkospazm, kusma, ishal, terleme ve idrar kacirma gibi
semptomlar1 geri ¢evirir. Atropin postsinaptik muskarinik reseptorde etkili olmasina
ragmen nikotinik resptorlerde etkili degildir. Kas gii¢siizliigii, pleji ve kolinesterazin
yenilenmesi tlizerine etkisi yoktur (14, 18, 43).

Karacigerde esterazlar ile hemen hemen yaris1 hidrolize edilirken, geri
kalani idrarla degismeden atilmaktadir. Eliminasyon yar1 6mrii 2-5 saat civarindadir.
Tagikardi, hiperemi, cilt kurulugu, midriazis, trakea ve brons mukoza salgilarini
inhibe etmek gibi antikolinerjik etkileri mevcuttur. Santral sinir sisteminde

halusinasyonlar, deliryum ve komaya kadar biling ve davranis degisiklikleri meydana
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getirebilir. Ayn1 zamanda solunum merkezini de baskilayabilir. Atropin tedavisinin
etkili oldugunu gosteren esas bulgu trakeobronsial sekresyon artismin ortadan
kalkmasidir. Tasikardi, atropin i¢in bir komplikasyon degildir. Agir vakalarda
yiizlerce miligram atropin kullanilabilir (43, 47).

Baslangi¢c dozu olarak hafif-orta zehirlenmelerde 1-2 mg IV ve suuru kapali
ciddi zehirlenmelerde 3-5 mg IV Onerilmektedir. Bu doz ihtiyaca gore her 3-5
dakikada bir iki katina ¢ikarilabilir (14, 43).

Cocuklarda tedaviye 0,05 mg/kg ile baslanir. Ciinkii siddetli OF
zehirlenmelerinde hastalarin yilizlerce mg atropine ihtiyaci olabilecegi diisiiniiliirse,
baslangic dozunu tekrarlamakla yeterli atropinizasyona ulasmak saatler
alabilmektedir. Onun i¢in baslangic dozu artirilarak devam edilmelidir. Siddetli
zehirlenmelerde amac; en kisa siirede hastayi atropinize etmektir (14, 18, 47, 48).

Yeterli atropinizasyona ulasildiktan sonra etkisini siirdiirmek i¢in uygun
dozda atropin inflizyonuna devam edilmesi gereklidir. Ancak hastanin durumuna
gore doz bireysellestirilmelidir, zira bireyler arasinda atropin duyarliligi degisiklik
gosterir ki bu da toksisite ve yan etkiler ag¢isindan 6nemlidir. Down sendromlu
hastalarin atropine anormal duyarhdirlar (4, 14, 20, 43, 49, 50).

Siklopleji olusmasi ile yakini gérme bozulur. Midriyatik etki sonucu, goz ici
basmcin artmasina neden olabilmektedir, dar acili glokomda kullanilmamalidir (48).

Atropin verilmesinin ardindan 3-5 dakika sonra kolinerjik zehirlenmenin bes
parametresi kontrol edilmelidir (Tablo 6) (47).

Tablo 6. Organofosfat zehirlenmesi olan olgularda atropinizasyon bulgulari

Oksiiltasyonda wheezing bulunmadan normal akciger sesleri
Miyozisin gegmesi

Kalp hizinin 80 atim/ dakikadan yiiksek olmasi

Terlemenin ge¢cmesi (kuru aksilla)

Sistolik kan basmcmin 80 mmHg’dan yiiksek olmasi

Atropin yiiksek doz verildiginde; ajitasyon, konfiizyon, iiriner retansiyon,
pireksi, ileus ve tasikardi goriiliir. Diizenli muayeneler esnasinda bu bulgular gozden
gecirilmelidir.  Bulgularin  mevcut olmast  durumunda atropin  verilmesi
durdurulmalidir. Bulgular ortadan kalkana kadar hastalar 30 dakika araliklarla
muayene edilmelidir. Sonrasinda kolinerjik bulgularin ortaya c¢ikisma izin

vermeyecek sekilde atropine devam edilmelidir (47)

15



Glikopirolat: Periferik etkisi atropin kadar giiclii olmasina ragmen kan-beyin
bariyerini gecisi 1yl olmadigi i¢in MSS etkileri i¢in uygun degildir. Oral, IV veya IM
kullanimlar1 mevcuttur. Muskarinik etkiler ortaya c¢ikincaya kadar her 10-15
dakikada bir 1 mg bolus olarak verilebilir. Gebelerde, plasentay1 gecemedigi icin
daha giivenilirdir. Periferik dokular i¢in etkinligi atropinin 2 kati kadardir. Atropin
alerjisi varliginda alternatif tedavidir (36, 50).

Skopolamin: Hem santral hem periferik etkilere sahip bir antimuskarinik
ajandir. Kan-beyin bariyerini iyi geger. Merkezi sinir sistemi bulgular1 olanlarda
kullanilmas1 gerekmektedir. Oral, dermal, IM, 1V kullanilabilir (50).

Enzim reaktivatorleri ise AchE enzimini yenileyerek muskarinik, nikotinik
ve santral sinir sistemi Uzerine etkilerini gosterir. Asetilkolinestaraz enzimi
molekiillerine baglanarak onu calisamaz hale getiren OF molekiiliine baglanip
yerinden koparirlar, enzimi serbest hale getirirler, yani enzimi reaktive ederler (14,
18, 26, 43).

Pratik olarak kullanilabilir ilk oksim reaktivatorii 1955 yilinda Amerika
Birlesik Devletleri’'nde Wilson ve Ginsburg tarafindan hazirlanmistir (51).

Oksimler, aldoksim ve buna bagli kuaternar nitrojen grubu igeren
bilesiklerdir. Kuaternar nitrojen grubu, baskilanmis AchE yenilenmesinde 6nemli bir
rol oynamaktadir. Pralidoksim (PAM), tek kuaternar nitrojen grubu icerirken,
obidoksim ve trimedoksim birbirine optimal 3 karbon uzunlugunda karbon zinciri ile
bagl iki kuaternar nitrojen grubu icerir. Tek kuaternar nitrojen grubu igeren
bilesiklerle karsilastirildiginda iki kuaternar nitrojen grubu iceren bilesiklerin OF ile
baskilanmis AchE'a ilgisi daha fazladir (51).

Yenileyiciler olarak bilinen Oksimler, AchE-OF kompleks haline geldiginde
etkisizdir, yaslanma olusmadan zehirlenmenin ilk 24-48 saati i¢inde verilmelidir.
(14, 43).

Gecikme, OF’m fosfor atomu ile enzimin esteratik noktasit arasindaki
baglanmay1 giiclendirir (aging) ve enzim reaktivatorlerinin etkinligini azaltir. Enzim
reaktivatorleri, zehire maruz kaldiktan 36 saat sonra ¢ok az etkilidirler (18, 26).

Maruz kalimdan en fazla 24 saat sonra yararli bir etkinin oldugunu bildiren

yayinlar da vardir (52).
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Oksim tedavisinin faydali oldugunun gostergeleri, ventilator ihtiyacinin
ortadan kalkmasi, hastane yatis siliresinde azalma ve komplikasyonlarm sikliginda
azalma beklenmelidir. Intermediate sendrom tedavisi icin de oksim tedavisi
verilmelidir (43, 49).

Eriskin hastada PAM IV imfiizyon olarak 1-2 gr, 100 cc %09 NacCl i¢inde
15-30 dakika i¢inde vrya 30 mg/kg IV bolus olarak yiikleme, bunu takiben klinik
diizelme (6rnegin atropin gereksiniminin kalmadigi ve hasta ekstiibe edilene dek)
saglanincaya kadar 8—10 mg/kg/saat dozunda (500mg/saat, en ¢ok 12 gr/giin) stirekli
infiizyon seklinde uygulanir (18, 48).

Cocuklarda IV bolus olarak 20-40 mg/kg (en ¢ok 1gr) 15-30 dakika boyunca
100 ml serum fizyolojik i¢cinde uygulanir, idame olarak 10-20 mg/kg/saat dozunda
250 ml serum fizyolojik i¢inde IV inflizyon uygulanir (18, 48).

Baslangic dozunun ven igine hizli verilmesi tasikardi, hipertansiyon, kas
rijiditesi ve laringospazma neden olabilir (48).

Organofosfat zehirlenmesinde oksimlerin klinik yararlarinin  yetersiz
oldugunu savunan yazarlar da vardir (53, 54).

Organofosfat zehirlenmesi olan hastalar 48-72 saat gozlem altinda
tutulmalidir. Zehirlenme belirtileri tekrar gozlenebilir ve bu durumda da tekrar tedavi
gerekebilir. Ila¢ alimindan 2-3 hafta sonra bile gecikmis pik salmnim nedeni ile
sistemik toksisite gozlenen hasta bildirilmistir. Bundan dolayr optimum tedavi
edildigi diistiniilen vakalarda bile relaps olabilecegi bilinmelidir (55).

Postmortem incelemelerde, toksinin kanda ve vitr6z humorda, organlardan ve
yag dokusundan daha diisiik diizeyde oldugu gosterilmistir (56).

Pralidoksimin dozunun diisiik kalmast (en diisiik 4pg/ml olmalidir),
organizmadan hizli atilabilmeleri (yiiksek doz maruziyetlerde infiizyon tedavisi ile
fayda saglanabilir), tedavide gecikme veya tedavinin erken sonlandirilmasi veya
hastada “D70G PchE” gibi bazi mutasyonlarin olmasi nedeniyle oksim tedavisi
basarisiz olabilir (20, 57, 58).

Oksim tedavisinin tek basmna atropin kullanimina bir stiinliigii olmadigi
bildirilmistir (59).

Konviilziyonlarin ve ajitasyonlarin tedavisinde benzodiazepinler kullanilir.

Ajite hastalar1 yataga baglamak 6liim dahil komplikasyonlarin gelisimine neden olur
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ve bu yanlis bir yaklagimdir. Clink{i bu hastalar hipertermik kardiak arreste neden
olabilecek kadar 1s1 iiretir. Haloperidoliin sedatif etkisi yoktur, QT intervalinin
uzamasina ve santral termoregiilasyonda bozulmaya neden olur. Ayni zamanda
atropin alanlarda haloperidol daha yiliksek dozlarda verilmelidir. Dolayisiyla bu
hastalarda benzodiazepinler haloperidol yerine tercih edilmelidir (47).

Diazepam: Mekanizmasi tam olarak anlasilmamakla birlikte agir olgularda
antidot  tedavisine  eklenmesinin  yararli  oldugu  gosterilmistir.  Diger
antikonviilzanlardan daha etkilidir. Asetilkolin tarafindan uyarilan sekonder Gama
amino biitirik asit (GABA)-erjik yolun anti-GABA-erjik o6zelliginden dolay1
etkilendigi One siiriilmiistiir. Diazepam istenmeyen bazi santral sinir sistemi
olaylarinda da etkili olabilir (20, 36).

Giinliik rutin uygulamada ¢okca yer almasa da, klonidin, magnezyum siilfat
(MgS04), sodyum florid, sodyum bikarbonat ve taze donmus plazma, organofosfat
bilesikleri (OB) ile zehirlenmelerde rapor edilmis diger uygulamalaridir (2, 43, 60,
61).

Magnezyum (Mg) kardiak hiicrelerin elektriksel aktivitesinin interselliiler ve
transmembrandz temel modiilatoriidiir. Hipomagnezeminin, hayati tehlike yaratan
disritmiler olusturdugu bilinmekte olup, Mg'un IV verilmesi ile disritmilerin
engellendigi ve akut miyokard enfarktiisii sonrasi survey iizerinde olumlu etkisi
oldugu bilinmektedir (62).

Magnezyumun birincil etkisi end-plate potansiyelinin amplitiidiinii
azaltmaktir ve bunun motor sinir terminalinden Ach saliniminin inhibisyonu ile
olduguna inanilmaktadir (63).

Magnezyum siilfat tedavisinin OF zehirlenmelerinde atropin gerekliliginde
ve oksimlerin dozunda bir degismeye neden olmadigi ama siirpriz bir sekilde tedavi
edilen hastalarda mortaliteyi %15 civarinda azalttig1 ve hastanede kalma siiresini
kisalttig1 ileri siiriilmektedir. Magnezyum siilfat etkileri; Ach salmimint motor
terminallerden inhibe etme ve OF’larin etkilerini antagonize etme yetenekleri ile
aciklanabilir. Baska bir sebep ise OF’larmm Na-K-ATPaz iizerindeki inhibitor
davranisinin tersi bir etkiyi MgSO4’mn gosterdigi diisiiniilmektedir. Tedavinin

baslangicindan sonuna kadar 4gr/giin doz 6nerilmektedir (52, 64).
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Sodyum bikarbonat ile tedavide, alkalinizasyon sonucu OF’mn esteratik
kismmin hidrolizi artar. Kontrolsiiz ¢caligmalarla bikarbonat tedavisinin mortaliteyi
%385 oraninda azalttig1 gosterilmistir ve pH’daki her 1 iinitelik artism OF’larin
hidrolizini on kat arttirdig1 belirtilmektedir (20).

Sodyum florid sempatik gangliyonlar ve néromuskuler kavsaktaki nikotinik
reseptorlere karsit duyarliligi artirarak (antidesensitizan etki) antidotal etki gosterdigi
ileri siiriilmiistir Sodyum florid verilmesinin atropinin etkisini artirdigi ifade
edilmistir (43, 65).

Klonidin verilmesinin OF zehirlenmesinin toksik bulgularma kars1 koruyucu
oldugu ve surveyi arttirabilecegi, farelerde yapilan calismada gosterilmistir. Bu
koruyucu etki olasilikla Ach salinimimin ve postmuskarinik reseptdrlerin blokajina ve
AchE’nin yarigsmasiz olarak gecici inhibisyonuna baghdir (2, 66)

Taze donmus plazma, kolinesteraz dahil olmak {izere bir ¢ok plazma
proteini ihtiva eder. Banka kanlar1 ve taze donmus insan plazmasmin saklanma
siiresince yeterli kolinesteraz aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir (60, 67).

Organofosfat zehirlenmesi olan hastalarda taze donmus plazma kullaniminin
kolinesteraz aktivitesi ile morbidite ve mortaliteyi azaltabilecegi gosterilmistir (60,
61).

Organofosfatlar adipoz dokudan yavasca salindiklarindan taze donmus
plazmanin da tekrarlayan dozlarda verilmesi gerekir. Ancak tekrarlayan dozlarla
yeterli AchE  diizeylerine ulasmak  miimkiin  olacaktir.  Organofosfat
zehirlenmelerinde mortalite ve morbiditenin 6nlenmesinde, insan plazmasi+atropin
(PAM’la beraber veya degil) sadece atropinden (PAM’la beraber veya degil) daha
etkin olabilecegi ileri siiriilmiistiir (60).

Bir caligmada, 460 ml insan plazmas1 verilen hastalarda kolinesteraz yari
omriiniin 10 glin oldugu goriilmiistiir. Taze donmus plazmanin kolinesteraz
aktivitesini artirdig1 ve Ozellikle oksim tedavisinin uygulanamadigi durumlarda

verilebilecegi rapor edilmistir (60).
1.2. Malathion

Bir OF insektisiddir. “O,O-dimethyl dithiophosphate  diethyl of
mercaptosuccinate” olarak adlandirilmistir (Sekil 4). En ilk tarimda kullanilmak

iizere, 1956 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde tanimlanmaigstir (68-70).
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Malathion

Sekil 4. Malathionun ag¢ik formiili
1.2.1. Fiziksel ve kimyasal ozellikler

Malathion renksiz veya kehribar rengi bir sividir ve sarimsak gibi ya da
kokarca gibi kokusu vardir. Suda ¢6ziiniirliigii ¢cok azdir, sudaki ¢oziiniirligi 145
mg/L’dir. Molekiil agirligi1 330,4 g/mol’diir (68).

Malathion, ev ve tarim kullanimi i¢in uygun, genis spektrumlu bir
insektisiddir. Gida, yem ve siis bitkileri ve sivrisinek, pamuk biti ve meyve sinegi
eradikasyon programlarinda kullanim i¢in onaylanmistir. Bas biti tedavisinde
kullanilmak tizere pek ¢cok sampuanin igeriginde bulunur (68, 70).

Malathion cilt temasi yoluyla, agizdan almayla ve inhalasyonla toksik
etkilerini gosterir. Diger OF’lar gibi sinaptik aralikta AchE’1 baglayarak etki ederler.
Malathionun aktif metaboliti olan malaokson tarafindan AchE baglaninca sinir
kavsaginda Ach birikir ve sinir ucunda asir1 stimiilasyona sebep olur (68).

Karacigerde, birincil olarak sitokrom P450 enzimi araciligiyla
biyoaktivasyona ugrar ve sonrasinda oksidatif siilflirasyon yoluyla aktif metaboliti
olan malaokson olusur. Malaokson, malathiondan 22 (akut, oral) ila 33 kez (kisa ve
orta silireli maruziyet, tiim yollar) daha toksiktir (68)

Memelilerde ve boceklerde malathion gibi OF’larm alimi ve metabolzimasi
benzerdir. Yiiksek omurgalilarda malathionun detoksifikasyonu ve atilimi daha
cabuk olur ve bu sebeple memeli ve kuslarda goreceli olarak daha diisiik toksisiteye
sahiptir. Bakteri ve benzeri mikroorganizmalar, malathionu karbon ve fosfor kaynagi

olarak kullanabilirler (68).
1.2.2. Akut Toksisite

Malathion sindirim sistemi araciligiyla alindiginda ¢ok diistik bir toksisiteye
sahiptir ve ratlar i¢in 5400 mg/kg (erkek) ila 5700 mg/kg (disi) (1000 ila 12500
mg/kg arasinda degisir), fareler icin 400 ila 4000 mg/kg’lik akut toksisite LD50
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degerleri tespit edilmistir. Temas yolu ve toksisite derecesine iliskin LDsy degerleri
Tablo 7°de gosterilmistir (17, 68).

Tablo 7. Malathion’un toksisite simiflandirilmasi

Yiiksek toksisite Ilmh (orta) toksisite Diisiik toksisite Cok diisiik toksisite
AKut oral LDs, <50mg/kg >50 -500mg/kg >500-5000mg/kg >5000 mg/kg
inhalasyon LCs, <0,05mg/L (aerosol) >0,05 -0,50mg/L >0,5-2,0mg/L >2,0mg/L
Dermal LDs, <200mg/kg >200-2000m/kg >2000-5000mg/kg >5000mg/kg
Goz iritasyonu Koroziv (okiiler dokunun Korneal etkilenim veya | Korneal etkilenim veya 24 saatten daha kisa
irreversibl destriiksiyonu) 8-21 giinde 7 glin veya daha kisa siirede temizlenenbilen
veya 21 giinden daha uzun temizlenebilen diger stirede temizlenebilen minimal etkilenim
stiren direngli irritasyon g0z irritasyonu diger goz irritasyonu

veya korneal etkilenim

Cilt iritasyonu Koroziv maruziyeti (doku Ciddi eritem veya Ilimli eritem (72 72 saatte ¢ok hafif
destruksiyonu, skarli 6demin eslik ettigi 72 saatlik hafif irritasyon) | Irritasyon (eritem yok)
iyilesme) saatte ciddi irritasyon

Tablo, www.http:epa.gov/oppfeadl/labeling/Irm/chap-07.pdf ‘den alinmustir.

LDso (LCso) : Maruz kalanlarn yarisinda 6liime sebep olan doz (konsantrasyon)

Hava temas1 ve giines 1s1ginda hizla pargalanir. Malathion, topraktan hizla
buharlasir. Diger insektisitlere gore dogada kaliciligi daha kisadir. Kalic1 etkisi kisa
olan bir OF olan malathionun topraktaki parcalanma siiresi 1-17 giin arasinda degisir.
Sudaki yar1 6mrii 1,5 giin (pH:8,16) ila 17 giin (pH:6) arasinda degisir. Tuzlu sularda
parcalanma hiz1 artarken, gol sularinda bir hafta, damitik sularda {i¢ hafta gibi bir
yarilanma 6mrii vardir. Viicuttan idrar, safra ve solunum yoluyla atilir. Yar1 6mrii
siganlarda 8 saattir (68, 71).

Malathionun kanserojen etkinligi ispatlanmis degildir. Yapilan caligmalar
sonucunda kanserojen oldugu diisiiniilmekle birlikte elde edilen verilere dayanarak,
Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajanst tarafindan “karsinojenite
acisindan anlamli kanitlar1 olmasina ragmen insanda karsinojenik potansiyelini
degerlendirme agisindan yeterli degildir’” seklinde ifade edilmektedir (68, 70).

Disi ratlar ve fareler iizerinde yapilan bazi ¢aligmalarda yiiksek miktarda
malathion, karaciger tiimor olusumuna neden olmus ve devam eden dozlarda nadiren
oral ve nazal tiimorler izlenmistir. Non-Hodgkin lenfomayla iligkili olabilecegi ileri

stirtilmiistiir. (68, 70).
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1.3. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, hiicrelerin lipid peroksidasyonuna neden olan serbest
radikallerin iiretimi ve antioksidan mekanizmalar araciliiyla organizmanin kendini
savunmasi arasindaki dengenin bozulmasi olarak da tanimlanabilir (72).

Serbest radikallerin yararli ve zararli etkileri arsindaki hassas denge,
organizmalarin canliligi agisindan c¢ok oOnemlidir ve redoks regiilasyonu olarak
adlandirilan mekanizmayla elde edilir. Dengenin bozulmasi, c¢esitli hastaliklarin
ortaya ¢ikmasinda, kanser olusumunda, diabette, iskemi-reperfiizyon hasarlarinda,
inflamatuvar rahatsizliklarda, norodejeneratif hastaliklarda ve yaslanmanin
etiyopatogenezinde rol oynamaktadir (72, 73).

Serbest radikaller, molekiiler veya atomik orbitallerinde bir veya daha fazla
ciftlenmemis elektron iceren molekiill veya molekiil parcaciklar1 olarak
tanimlanabilir. Tek elektronlarin transferlerini igeren biyolojik redoks tepkimelerinin
sik goriilen iirtinleridirler (73).

Biitiin hiicrelere rahatlikla giren ve ¢ok kullanilan O, yapisi geregi radikal
olmaya ¢ok uygundur ve serbest radikal denince aslinda serbest oksijen radikalleri,
daha genel bir anlatimla “Reaktif Oksijen Tiirleri” (ROT) ifade edilmektedir.
Organizmada, normal sartlar altinda stirekli olarak olusan ROT ve serbest radikaller,
biyolojik sistemlerde en sik tek elektron transferi ile olusurlar (73-75).

Stiperoksit, oksijenin indirgenme siirecinin ilk radikalidir. Oksijen bir
elektron transferi ile indirgenir ve siiperoksit (Oy") olusur. Sonra bir elektron daha
alarak tekrar indirgenir ve hidrojen peroksit (H,O,) meydana gelir. Biitiin elektronlari
ciftlenmis olan H,O, esasen bir radikal degildir. Sonrasinda bir elektron daha alarak
hidroksil (OH") anyonuna doniigmesi nedeni ile dnemlidir. Hidroksil radikali giicli
bir kimyasal aktiviteye sahiptir (73-75)

Oksijen radikalleri, yeterince temizlenememeleri halinde niikleik asitler,
lipidler, karbonhidratlar ve glikoproteinler dahil tiim biyolojik materyallerle
reaksiyona girerek reversibl veya irreversibl degisikliklere yol agarlar. Bu
degisiklikler;  hiicre proteinlerinin zarar gérmesi, enzimlerin inaktivasyonu,
membran ve serum lipitleri peroksidasyonu, yiizey reseptorlerinde degisiklik, Na+-

K+ ATPaz, Ca*™ ATPaz gibi hiicre iyon transport proteinlerinin hasarlanmasi, DNA
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harabiyeti, bag dokusunda bozulma, kollajenaz ve bazi proteazlarm da dahil oldugu
katalitik enzimlerin aktivasyonudur (72).

Endojen kaynakli serbest radikaller, fizyolojik olarak “indirgenme-
yiikseltgenme” (redoks) tepkimelerinde; niikleer, mitokondriyal ve endoplazmik
elektron transport sistemlerinde (sitokrom P-450), peroksizomlarda ve monosit ve
notrofillerin fagositoz faaliyetleri gibi metabolik olaylar sirasinda bol miktarda
iiretilirler. Ayrica bu serbest radikaller, hiicre icerisinde ultraviyole veya X 1smlar1
gibi radyan enerjinin emilmesi, hava kirliligi, sigara dumani, solventler ve ilag
kullanim1 (parasetamol, nitrofurantoin vs) gibi ¢evresel faktorlerin etkisiyle eksojen

kaynakli olarak da olusabilirler (72-77).
1.4. Antioksidanlar

Fizyolojik kosullarda; antioksidanlar, ROT tarafindan olusturulabilecek
hasarlar1 dnlemek igin iiretilen siipiiriicii molekiillerdir. Insanlarda, enzimatik ve non-
enzimatik antioksidan olmak iizere iki tip antioksidan savunma sistemi mevcuttur
(73).

Antioksidan savunma sistemleri; siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz ve glutatyon rediiktaz gibi antioksidan enzimler ile glutatyon (GSH),
vitamin A, C ve E gibi enzim olmayan maddelerden olusurlar (73).

Organizmada, oksidan maddelerin olusumu ve yikimi arasindaki denge, hiicre
ve dokunun biyolojik biitiinliigiiniin korunmasi ve idamesinde 6nemlidir (73).

Antioksidanlar, oksidanlar1 etkisizlestirmek icin dort ayr1 mekanizma
kullanirlar:

1. Siipiiriicii etki (Scavenging): Reaktif oksijen tiirlerini yakalama veya daha
zayif bir molekiile ¢evirme islemidir. Antioksidan enzimler bu mekanizmayla
etkisizlestirirler.

2. Bastiricr etki (Quencher): Serbest radikallere bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltma veya onlar1 inaktif forma doniistiirme seklinde bir etkilemedir.
Vitaminler, flavonoidler ve trimetazidin bu mekanizmay1 kullanirlar.

3. Tamir edici etki (Repair): Bu grupta DNA tamir enzimleri, metiyonin

stilfoksit rediiktaz sayilabilir.
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4. Zincir kirna etki (Chain breaking): Serbest radikalleri baglayip zincir
yapilarini kirarak fonksiyonlarini bozarlar. Hemoglobin, seruloplazmin, E vitamini

ve mineraller boyle etki ederler (73, 78, 79).
1.5. N- Asetil Sistein

N-asetil-L-sistein, dogal bir aminoasit olan L-sisteinin N-asetillenmis
formudur. Sistein, antioksidan etkisi olan az sayida aminoasitten biridir. N-asetil
sistein karacigerde metabolize olur ve yarilanma Omrii 5-6 saattir. %30 kadari
bobrekten atilir. Tiyol iceren bir antioksidan olan NAS, GSH sentezi i¢in sistein
kaynagi olur. Canli organizmalardan iiretilen ve dogal siilfiirlii aminoasit tiirevi olan
NAS, giiclii bir antioksidan olarak kabul edilmektedir (80, 81).

N- asetil sistein, hiicre i¢inde rediikte GSH konsantrasyonunu arttirir ve dogal
antioksidan savunmaya katki saglar. N- asetil sistein, detoksifikasyon amaciyla
zehirlenmelerde (agr metaller, asetaminofen, herbisitler, CCIl4, aflatoksin),
mukolitik ve antioksidan 6zelligi nedeniyle akciger hastaliklarinin tedavisinde,
kanser ve AIDS tedavisinde ve Lipoprotein A diizeyinin azaltilmasi amaciyla
kardiyovaskiiler alanda kullanilabilir (80, 81).

Glinlimiizde akciger hastaliklariin tedavisinde yaygimn olarak kullanilmasina
ragmen, norolojik hastaliklardaki rolii heniiz kesin olarak bilinmemektedir (82).

Antioksidan  6zelligini, GSH seviyelerini  diizenleyerek, radikalleri
temizleyerek, notrofil aktivitesini ve tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF-a) tiretimini
baskilayarak gostermektedir (83, 84).

N- asetil sisteinin, hem invivo hem de invitro ortamda T hiicrelerinin
antitimor aktivitesini arttirdigi tespit edilmistir. N-asetil sistein, TNF-a duyarli
kanser hiicrelerine uygulandiginda antitimor potansiyeline sahip oldugu
gosterilmistir (85).

N-asetil sistein ve GSH oOzellikle akcigerde, enfeksiyoz progeslerde,
notrofillerin olusturdugu serbest radikallerin yani sira sigara dumani ve diger zararh
maddelerin solunmasiyla olusan serbest radikalleri de baglar. Boylece sitoprotektif
etki gosterir. N-asetil sistein, deneysel sepsis modelinde, DNA’ nin oksidatif stresle
hasar gormesiyle bir dizi reaksiyon sonucu olusan malondialdehid (MDA)

diizeylerini diisiirdiigii tespit edilmistir (83, 86).
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Stlfirlii gidalarmn, detoksifikasyon Ozelliklerine ait bilgi oldukca eskidir.
N-Asetil sistein, yapisindaki siilthidril grubuyla dogrudan agir metallerle etkilesime
girer ve dolayli olarak sitokrom P-450 sistemini etkiler. Asetaminofen
zehirlenmesinde karaciger hasarmi engeller. N-asetil sisteinin, doxorubicin,
ifosfamide, valproik asit gibi ilaclarin ve alkoliin yan etkilerini azalttigini bildiren
yayimlar yapilmistir (84).

N-asetil sistein hiicrelere kolaylikla girer ve GSH olusumunda onciil rol
oynar. N-asetil sisteinin yapisinda yer alan serbest tiyol gruplar1 sayesinde dogrudan
antioksidan etki gosterdigi gibi oksidan molekiiller ile (hidroksil radikali, hipoklordz
asit ve hidrojen peroksit) etkileserek radikal toplayici etki gosterdigi bildirilmistir
(83, 84, 87, 88).

N-asetil sistein, farelerde, diisiik dozlarda oksidatif hasara kars1 koruyucu rol
oynarken, yiiksek dozlarda uygulandiginda akciger hasarina ve Oliime neden
olabilmektedir (89, 90).

N-asetil sistein, mukolitik bir ila¢ olarak ise 25 yili agkin bir zamandir
kullanilmaktadir. Mukusun disiilfit baglarmi kirarak, mukoproteinleri pargalar ve
mukusun akigkanligmi artirirlar. N-asetil sistein, oral, IV ve inhalasyon yoluyla
uygulanabilmektedir. Zaman i¢inde ilacin hiicre i¢inde sistein miktarini arttirarak

GSH firetimi yolu ile antioksidan 6zellik gdsterdigi kesfedilmistir (80-82, 91).
1.6. Transient Reseptor Potansiyel Kanallan

Transient Resesptor Potansiyel (TRP) kanallar1 iist ailesi, memelilerde
bulunan kalsiyum (Ca*?) , sodyum (Na*) ve potasyum (K*) i¢in geg¢irgen oldugu
bilinen katyon kanallaridir. Transient Resesptor Potansiyel proteini, Drosophila
Melanogaster tiirii sirke sineginde fotoreseptorler {izerine yapilan arastirmalarda
kesfedilmistir (92-94).

Normal TRP proteinine sahip sirke sineklerinin elektroretinogramlarinda
siirekli aydmlatmaya karsi hiicrelerden alinan cevaplarin da siirekli oldugu
gozlenmistir (93).

Ancak TRP proteinini kodlayan gende meydana gelen spontan bir mutasyon
sonucu; siirekli aydinlatmaya kars1 siirekli voltaj cevabi yerine ‘transient’ yani gegici

bir voltaj cevabi ve sonugta gorsel defekt olustugu saptanmistir (93-95).
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Kalsiyum sinyali iletiminde TRP kanallari, iyon kanallar1 i¢in yeni bir smifin
oncli tiyeleridir. Transient resesptor potansiyel kanallarinin, omurgalilarda yaygin
olarak bulunan voltaj kapili Ca*™ kanallariyla yapisal olarak benzerlikleri
gosterilmistir (93-96).

Transient resesptor potansiyel kanallari, dokunma, isitme, tat alma, gorme, 1s1
gibi duyularin algilanmasinda ¢ok 6nemli bir rol oynarlar (97-100). Genel olarak
TRP kanallari, N-terminal bdlge, transmembran bolgesi ve C-terminal bolge olmak
iizere 3 bolge ihtiva ederler (101, 102). Katyon kanallari, farkli uyaranlara karsi
cevap olustururlar (103). Kimyasal uyar1 ve sicaklik degisimi, osmotik stres ve
mekanik uyar1 gibi fiziki uyarilara kars:1 direkt cevap olusturulabilecegi gibi dolaylh
yoldan Fosfolipaz C araciligiyla reseptorlerin uyarilmasmin ardindan da cevap
olusturabilirler (103).

Transient resesptor potansiyel kanallari, farkli yapi (kimyasal veya fiziksel)
ve farkli kaynaklardaki (intraselliller veya ekstraselliiler) uyaranlarm etkilesimi ile

aktive olur (100-104).
1.6.1. Transient Reseptor Potansiyel Kanallar Ust Ailesi

Transient Reseptor Potansiyel katyon kanallar1 st ailesi, voltaja duyarls,
Ca*™’a gegirgen katyon kanallarinin genis bir ailesidir. 28 memeliye ait TRP
kanallari, yedi alt grupta toplanmustir. Transient resesptor potansiyel conancial
(TRPC) 7, TRP vanilloid (TRPV) 6, TRP melastatin (TRPM) 8, TRP polycystein
(TRPP) 3, TRP mucolipin (TRPML) 3 ve TRP ankyrin (TRPA) 1 alt gruptan
olugsmaktadir. Transient resesptor potansiyel kanallar1 halen tam olarak karakterize
edilememesine ragmen, bir¢cok hastalik iligkileri ortaya ¢iktigindan bu alana ilgi giin
gectikce artmaktadir. Kanalin 5. ve 6. segmentleri arasinda bulunan bir iletken iyon
etrafinda homo veya heterotetramerik yapilartyla TRP kanallari, volta; kapih
potasyum kanallarina benzeyen basit bir yapiya sahiptir (94-97, 103).

Transient resesptor potansiyel ve TRPM kanallarinin 6. Segmentlerinin, C
terminalinde TRP alant mevcuttur. TRPM2 kanalarinda iyon akist 5. ve 6.
segmentler arasinda olmaktadir. Transient resesptor potansiyel kanallarmin sahip
oldugu cok yonlii diizenleyici protein etkilesim alanlari, Protein Kinaz A ve Protein

Kinaz C fosforilasyon alan fonksiyonlar1 tanimlanmis ve kismen test edilmistir (105).
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Transient resesptor potansiyel kanallar1 ya dogrudan hiicre zarindaki Ca*?
giris kanallar1 gibi davranir ya da Ca* giris kanallarmm modiilasyonunda rol alan
zar potansiyelini degistiren sitozolik serbest Ca*? kanallarinda degisime yardimci
olurlar. Karakterize edilmis tiim fonksiyonel TRP kanallar1 (TRPM4 ve TRPMS

+29

kanallar1 disinda) Ca™’a gecirgendirler. Bu durum sadece monovalent katyonlar i¢in

degil, ayn1 zamanda Ca*? ve Mg i¢in de gegerlidir (103, 106).
1.6.2.Transient Reseptor Potansiyel Melastatin Alt Ailesi

Transient reseptor potansiyel melastatin alt ailesi 8 iyeden olusur ve bunlar 4
grup icersinde yer alirlar. Bunlar; TRPMI1/TRPM3, TRPM4/TRPMS,
TRPM6/TRPM7 ve TRPM2/TRPMS’dir (Sekil 5) (103).
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Sekil 5. TRPM kanallar1

Transient resptor potansiyel melastatin 2, Adenozin di-fosfat Riboz (ADPR)
pirofosfataz faaliyeti gosteren fonksiyonel NUDT9 homoloji alani igerir. Kalsiyum
gecirgenligi, cok gecirenden (TRPM6/TRPM7 ve TRPM3 ’iin ek yerine kadar)
Ca*?’u hig gegirmeyene kadar (TRPM4 veTRPM5) farkliliklar gosterir (103,106).
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1.6.3.Transient Reseptor Potansiyel Melastatin 2 Kanallan

Transient Reseptor Potansiyel Melastatin kanallarindan biri TRPM olarak
adlandirilmistir.  Ciinkii  kurucu iiyesi olan TRPMI, ilk olarak metastatik
melanomlarda (kanserli dokularda) tanimlanmistir (106).

Transient reseptor potansiyel melastatin 2 kanallari; beyin, kemik iligi,
akciger, kalp, pankreas beta hiicreleri, lokositler ve vaskiiler endotelyum gibi
dokularda tespit edilmistir (107).

Bu kanallar Na* ve K™’a da gegirgendirler ancak esasen hiicreye Ca*?’un
girisinde rol oynarlar (93, 103-106).

Transient reseptdr potansiyel melastatin 2 ailesinin 8 iiyesinin de ya fare
modellerindeki fonksiyonel ¢aligmalarda ya da genetik kanitlarla hastaliklarla iliskili
oldugu bildirilmistir (106).

Aktif TRPM2 katyon kanallarmin agilmasi lizerinde etkili {i¢ hiicre dis1 etken;
oksidatif stres, ADPR / Nikotinamid adenin diniikleotid (NAD+) metabolizmasi ve
TNF-a’dir (108). Viicut 1sisinin, endojen bir ko-faktor gibi davranmasi sebebiyle
TRPM2 kanallarinin 1stya duyarl olabilecegi diistiniilmektedir (109).

Transient reseptor potansiyel melastatin 2, C terminal sitozolik kuyrugunda
“Nudix Alan1” olarak bilinen karakteristik bir yapisal 6zellige sahiptir ve alt tipleri

vardir (Sekil 6, Sekil 7) (110, 111).
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Sekil 6. TRPM2 alt tipleri
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Transient reseptor potansiyel melastatin 2, TRPM6 ve TRPM7, C terminali
itibariyle, bilinen kanallar arasinda benzersiz Ozelliklere sahiptirler. Transient
resesptor potansiyel melastatin 2 iyon kanallarmin N terminali, diger Nudix Hidrolaz
enzimleri kadar etkin olmamakla birlikte, Adenozin di-fosfat (ADP) ve ADPR
baglayabilen bir Nudix Hidrolaz tiiriidiir (106, 110).

?

Extracellular
intraceliular
I .
2= Nudix box
Ca R\
N ADP ribose pyrophosphatase
AP ribosa HZ202

Sekil 7. TRPM2 katyon kanallarinin molekiiler yapisi

29



2. GEREC VE YONTEM

Bu calismada, NAS’in deneysel malathion uygulanan sigan bdbrek ve
karaciger dokularinda TRPM?2 kanallarina etkilerinin incelenmesi amaglanda.

Bu calisma Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun 06.05.2015 tarih ve 99 Sayili
karar1 ile etik yonden uygun bulunarak Firat Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezi (FUDAM) biriminde ve Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji laboratuarinda yapildu.

2.1. Deney Hayvanlar Ve Beslenmeleri

Deneylerde kullanilan 42 adet 8-10 haftalik erigkin Wistar albino cinsi erkek
siganlar, FUDAM biriminden temin edildi. Hayvanlar, FUDAM hayvan
laboratuarmda bulunduklar1 ortamin sicakligi 22-25°C arasinda sabit tutularak, 12
saat 1g1kta (07:00-19:00) ve 12 saat (19:00- 07:00) karanhkta takip edildi. Sicanlar
ozel olarak yaptirilan kafeslerde beslendi ve altlar1 temizlendi. Tiim hayvanlara ayni
standart sican yemi verilerek addlibitum su ve yiyecek alimlar1 saglandi. Yemler;
celik kaplarda ve su ise cam biberonlarda normal ¢esme suyu olarak verildi. Hayvan
yemleri Elazig Yem Sanayi Anonim Sirketi Yem Fabrikasi’nda hazirlandi. Yemlerin
terkibi Tablo 8’de gosterildi.

Tablo 8. Deney Hayvanlarina Verilen Sigan Yeminin Terkibi

Sican Yeminin Terkibi %
Bugday 15
Misir 10
Arpa 27
Kepek 8
Soya 29,4
Balik Unu 8
Tuz 0,6
Kavimix VM 23-Z* 0,2
Methionin 0,2
DCP ** 1,6

*1 graminda: 4800 IU A, 960 IU Ds, 12 mg E, 0,8 mg K;, 0,8 mg By, 2,4 mg B,, 1,2 mg B, 0,006 mg
By, vitaminleri, 16 mg Nicotinamid, 3,2 mg Cal. D. Panth. 0,32 mg Folicacid, 0,02 mg D-Biotin, 50 mg
CholinChloride, 20 mg ZincBacitracin, 32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg Cu, 0,8 mg I, 0,2 mg Co,
0,06 mg Se, 4 mg Antioksidan ve 200 mg Ca.** % 18 fosfor, % 25 kalsiyum, % 0,2 flor’dan olusur
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2.2. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Agirliklar1 200-220 gr arasinda degisen 8-10 haftalik 42 adet Wistar Albino
cinsi erkek sicanlar her grupta 6 hayvan olacak sekilde 7 esit gruba ayrildi:

Grup I (Kontrol grubu); Deney siiresi olan 24 saat boyunca herhangi bir
islem yapilmadi.

Grup IT (NAS grubu); NAS i.p. 100 mg/kg olarak tek doz uygulandu.

Grup IIT (PAM+Atropin grubu); PAM 40 mg/kg 1.p., Atropin 2 mg/ kg 1.p.
olarak uygulandi.

Grup IV (Malathion grubu); misir yaginda ¢oziinmiis tek doz malathion
LDso (1375 mg/kg) /3 miktarinda orogastrik olarak uygulandi.

Grup V (Malathion+tPAM+Atropin grubu); misir yaginda ¢oziinmiis tek
doz malathion LDsy (1375 mg/kg) /3 miktarinda orogastrik olarak uygulanmasini
takiben PAM 40 mg/kg i.p, ardindan Atropin 2 mg/kg 1.p. olarak uygulandi.

Grup VI (Malathion+tPAM+Atropin+NAS grubu); misir yaginda
¢coziinmils tek doz malathion LDso (1375 mg/kg) /3 miktarinda orogastrik olarak
uygulanmasmi takiben PAM 40 mg/kg i.p, ardindan Atropin 2 mg/kg i.p. ve NAS
100 mg/kg 1.p. tek doz olarak uyguland:.

Grup VII (Malathion+NAS grubu); misir yaginda ¢6ziinmiis tek doz
malathion LDso (1375 mg/kg) /3 miktarinda orogastrik olarak uygulanmasimni takiben
NAS 100 mg/kg i.p. olarak tek doz uygulandi.

2.3. Doku Orneklerinin Ahnmasi

Deneyin sonunda tiim gruplardaki siganlar ketamin (75mg/kg)+ xylazine
(10mg/kg) 1p. uygulanarak anestezi altinda dekapite edildi. Dekapitasyonun
ardindan sicanlarin bobrek ve karaciger dokular1 hizla cikarildi. Dokular MDA
diizeyleri i¢in ¢aligmanin sonuna kadar — 80°C de saklandi. Histolojik ¢alisma igin
her gruptan alman bobrek ve karaciger dokular1 formol soliisyonunda tespit
edildikten sonra rutin histolojik takip serilerinden (Tablo 9) gecirilerek dehidrate
edildi. Dokular daha sonra ksilolde parlatilip parafin bloklara gomiildii.
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Tablo 9. Histolojik Takip Serileri

1 %70 Alkol 2 saat

2 %80 Alkol 1,5 saat

3 %96 Alkol 1 30 dakika
4 % 96 Alkol 11 30 dakika
5 %100 Alkol I 30 dakika
6 %100 Alkol II 30 dakika
7 Alkol + Xylol 15 dakika
8 Xylol 1 15 dakika
9 Xylol IT 15 dakika
10 Yumusak parafin + Xylol 45 dakika
11 Yumusak parafin 1 saat

12 Yumusak parafin + Sert parafin 1,5 saat
13 Sert parafin 3 saat

14 Gomme

2.4. Malondialdehid Cahsmasi

0.42 gr Tris-Base ; 1.43 gr Tris-HCI ; 3 gr KCI ve 0.5 ml Tween 20, 250 ml
distile suda hazirlandi. Hazirlanan bu tampon 6rneklerin homojenatinda kullanildi. X
gr doku tizerine 5 ml tampon ilave edildi ve par¢alandi. Homojenat 5000 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi ve slipernatant kisimdan 1 ml baska bir tiipe alindi. Alinan Iml
ornek tizerine 1ml %10’luk TCA (10 gr TCA 100 ml distile suda hazirlandi) ilave
edildi. Uzerine 1ml %0.6 TBA (0.6 gr TBA 100 ml distile suda hazirlanip, hazirlanan
TBA +4 en fazla bir giin saklanabilir) ilave edildi. Uzerine 1ml distile su ilave
edildikten sonra, son olarak 0.5 ml %4 HCI ilave edildi. (4ml HCI 100 ml distile
suda hazirlanip, asit ve su siddetli reaksiyona girdigi i¢in miimkiinse asit damlalar
seklinde suya ilave edilmelidir). Hazirlanan karisim 90-95°C de 120 dk inkiibasyona
birakild1. Inkiibasyon sonrasi tiipler oda sicakliginda sogutuldu ve iizerine 3 ml
biitanol ilave edilip vortekslendi. Daha sonra tiipler 5 dk 5000 rpm’de santrifiij edildi
ve olusan (biitanol faz) siipernatanttaki kirmizi-pembe renk spektro kiivetine pipet
yardimiyla alind1 ve biitanole kars1 532 nm’de okundu. Okunan absorbans degeri x:
(okunanapst0.0344)/0.0492 formiiliiyle hesaplandi. Bulunan deger 5 ile carpildi
(nedeni doku homojenati 5ml tamponda hazirland1) ¢ikan sonu¢ homojenatta

kullanilan doku agirlig1 kadardir.
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2.5. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5-6 um kalmliginda alinan kesitler polilizinli lamlara
alind1. Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase InSitu
Apoptosis Detection Kit (Chemicon, catno: S7101, USA) kullanilarak apoptoza
giden hiicreler belirlendi.

Xylene ile deparafinize edilen dokular, dereceli alkol serilerinden gegirilerek
phosphate buffered saline (PBS) ile yikandi. 0.05%’lik proteinase K ile 10 dakika
inkiibe edilen dokular, endojen peroksidaz aktivitesini engellemek i¢in % 3
hydrogenperoxide ile 5 dakika inkiibe edildi. Phosphate buffered saline ile dokular
yikandiktan sonra, 6 dakika Equilibration Buffer ile inkiibe edilip, 37°C’de nemli
ortamda calisma soliisyonu (%70 pl Reaction Buffer+%30 TdTEnzyme) ile 60
dakika inkiibe edildi. Stop/Wash Buffer da 10 dakika bekletilen dokular, Anti-
Digoxigenin-Perosidaz ile 30 dakika muamele edildi. Diaminobenzidine (DAB)
substrat1 ile apoptotik hiicreler goriintiilendi. Harris hematoksilen ile zit boyasi
yapilan kesitler uygun kapatma soliisyonu ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Novel
N-800M mikroskobunda incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL
boyamanin degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye boyanmis
cekirdekler normal, kahverengi niikleer boyanma gosteren hiicreler apoptotik olarak
degerlendirildi. Kesitlerde 10'luk biiyiitmede rastgele segilen alanlarda, normal ve
apoptotik en az 500 hiicre sayildi. Apoptotik hiicrelerin, toplam (normal+apoptotik)
hiicrelere oranlanmasi ile Apoptotik Indeksi hesaplanarak istatistiksel analizleri

yapildi. Boyama metodu asagidaki tabloda ayrintili olarak verilmistir (Tablo 10).
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Tablo 10. TUNEL Boyama Prosediirti.

Islem Siire
1 60°C etiiv Bir gece
2 Xylol 3X15
3 %100, %96, %80, %70 etil alkol 3'er dakika
4 PBS 5 dakika
5 Kesitlerin gevreleri smirlayici kalem ile ¢izilie. ..
6 1:500 d iliisyondaki Protinaz K soliisyonu 20 dakika
7 PBS 3X5 dakika
8 Endojen peroksit blokaji (% 3 H,O,) 3 dakika
9 PBS 3X5
10 Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11 Caligsma soliisyonu (%70 ul Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme) 37°C’de 60 dakika
12 Stop/WashBuffer (2ml) +Distile su (68ml) Oda sicakliginda 10 dakika
13 Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14 PBS 3X5
15 DAB Dilution Buffer + DAB Substrate 5-10
16 PBS 3X5
17 Distile su 5 dakika
18 Harris hematoksilen 1-5 dakika
19 Distile su 5 dakika
20 %80, %96 ve %100 etil alkol 1'er dakika
21 Xylol 2X5
22 Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma. ...

H,0;,: Hidrojen Peroksit, PBS: Phosphate buffered saline, DAB: Diaminobenzidine
2.6. Immiinohistokimyasal inceleme

Bobrek ve karaciger dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesinin belirlenmesi
icin Avidin-Biotin-Peroksidaz kompleksi yontemi uygulandi (Tablo 8).

Parafin bloklardan 5-6 pm kalinliginda alman kesitler polilizinli lamlara
alindi. Endojen peroksidaz aktivitesini onlemek icin H,O, ile muamele edildi.
Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gecirilip antigen retrieval i¢in
sitrat tampon soliisyonunda pH:6’da mikrodalga firnda (750W) 12 dakika
kaynatildi. Zemin boyasini engellemek i¢in Ultra V Block (TA-125-UB, LabVision
Corporation, USA) soliisyonu ile 5 dakika muameleden sonra primer antikor (Rabbit
Anti-TRPM2 antibody, ab101738, Abcam, Cambridge, UK) ile 60 dakika inkiibe
edildi. Dokular, primer antikor uygulanmasindan sonra sekonder antikor
(biotinylated Goat Anti-Poliyvalent (anti-mouse/rabbit 1gG), TP—125-BN, LabVision
Corporation, USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildi.
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Sekonder antikor uygulanmasindan sonra Streptavidin Alkaline Phosphatase
(TS-060-AP, LabVision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda
inkiibe edildikten sonra distile su igerisine alindi. Dokulara Fast Red Substrate
System (TA-125-AF, LabVision Corporation, USA) solusyonu damlatilip 151k
mikroskobunda goriintii sinyali alindiktan sonra es zamanli olarak distile su ile
yikamaya alindi. Mayer’s hematoksilen ile zit boyamas1 yapilan dokular distile sudan
gecirilerek uygun kapatma solusyonu (Large Volume Vision Mount, TA-125-UG,
LabVision Corporation, USA) ile kapatildi. Pozitif kontrol i¢in, meme dokusu ile
karsilastirildi. Negatif kontrol i¢in hazirlanan dokularda primer antikor yerine PBS
kullanildi, diger basamaklar ayn1 sekilde uygulandi. Hazirlanan preparatlar Novel N-
800M mikroskobunda incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi. Immiino
histokimyasal boyanmanin degerlendirilmesinde; immiinreaktivitenin yaygmligi
(0.1: <%?25, 0.4:%26-50, 0.6:%51-75, 0.9:%76-100) ve siddeti (0:yok, +0.5: ¢ok az,
+1: az, +2: orta, +3: siddetli) esas alinarak histoskor olusturuldu. (Histoskor=
yaygnlik x siddet) (Tablo 11).

Tablo 11. immiinohistokimyasal boyama prosediirii

Sira islem Siire

1 Xylol I 10 dakika
2 Xylol II 10 dakika

3 Xylol 10 dakika

4 % 100 Alkol 10 dakika

5 % 96 Alkol 10 dakika

6 % 80 Alkol 10 dakika

7 Distile su 5 dakika

8 Mikrodalga 7+5 dakika
9 Oda 1s1sinda sogutma 20 dakika
10 PhosphateBufferedSaline (PBS) 3X5 dakika
11 Hidrojen Perokside (H,0,) 10 dakika
12 PBS 3X5 dakika
13 Normal blok soliisyonu 5 dakika

14 Primer antikor 60 dakika
15 PBS 3X5 dakika
16 Sekonder antikor 30 dakika
17 PBS 3X5 dakika
18 Streptavidin Alkaline Phosphatase 20 dakika
19 PBS 3X5 dakika
20 Fast Red Substrate 5 dakika

21 Distilesu 5 dakika
22 Zit boyaolarak Mayer’s hematoksilen 10 saniye
23 Akarsu 5 dakika
24 Ozel kapatma maddesi ile kapatma e
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2.7. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler ortalama + standart sapma olarak belirlendi. Istatistiksel
analiz i¢in SPSS version 22 programi kullanildi. Gruplar aras1 degerlendirme One-
way ANOVA ve Posthoc Tukey testi ile yapildi. p<0.05 degerler istatistiksel olarak
anlaml kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Malondialdehid diizeyleri

Bobrek dokusunda MDA diizeyleri; Kontrol, NAS ve PAM+Atropin
gruplarinda  benzerdi. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda Malathion ve
Malathion+NAS gruplarinda MDA diizeylerinin anlamli olarak arttig1 tespit edildi
(p<0.05). Malathion grubuyla kiyaslandiginda ise Malathion+PAM+Atropin,
Malathion+PAM+AtropintNAS ve MalathiontNAS grubunda MDA diizeylerinin
anlamli olarak azaldigi tespit edildi (p<0.05). MalathiontPAM +Atropin grubuyla
kiyaslandiginda Malathion+PAM+Atropin+NAS grubunda MDA diizeyleri anlaml
olarak azalmis iken Malathion+NAS grubunda artmis oldugu tespit edildi.

Karaciger dokusunda MDA diizeyleri tiim gruplarda benzer olup gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmedi (p>0,05) (Tablo 12).

Tablo 12. Doku MDA degerleri

MDA (nmol/g protein)

GRUP Bobrek Karaciger
Kontrol 84.36+2.58 53.1949.36
NAS 86.66+3.52 48.08+7.01
PAM+Atropin 90.33£2.60 44.49+6.23
Malathion 245.594+6.49" 60.01+21.02
Malathion + PAM +Atropin 105.75£10.91° 49.01+6.01
Malathion + PAM +Atropin+NAS 73.87+12.80" 53.57+13.96
Malathion +NAS 180.64+9.47%° 56.2246.75

NAS: N-Asetil Sistein, PAM: Pralidoksim

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
*Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
®Malathion grubuna gére karsilastirildiginda,
‘Malathion + PAM +Atropin (p<0.05).

3.2. TUNEL Bulgular

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 1s1k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi karacigerde Kupffer
hiicrelerinde izlenirken bobrekte tiibiil hiicrelerinde (kirmizi ok) gézlendi.

Bobrek dokusunda TUNEL pozitifligi; Kontrol (Sekil 8), NAS (Sekil 9) ve
PAM+Atropin (Sekil 10) gruplarinda benzerdi. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda
Malathion (Sekil 11) ve Malathion+NAS (Sekil 12) gruplarinda TUNEL pozitifligi
anlaml olarak arttig1 tespit edildi (p<0.05). Malathion grubuyla kiyaslandiginda ise
Malathion + PAM + Atropin (Sekil 11) ve Malathion + PAM + Atropin + NAS
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(Sekil 13) gruplarinda TUNEL pozitifligi azalmis olarak tespit edildi (p<0.05)
(Tablo 13).

e

Sekil 8. Kontrol grubuna ait bobrek dokusunda TUNEL pozitif hiicreler.
Glomeriil (G).

» ) | s _‘

Sekil 9. NAS grubuna ait bobrek dokusunda TUNEL pozitif hiicreler.
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Sekil 11. Malathion grubuna ait bobrek dokusunda TUNEL pozitif hiicreler.
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Sekil 12. Malathion + PAM + Atropin grubuna ait bobrek dokusunda TUNEL pozitif

hiicreler.

s ‘ _ ‘ ) ’.!' ;’ : .1_11 X VL""‘ 7 . ‘
Sekil 13. Malathion + PAM + Atropin + NAS grubuna ait bobrek dokusunda

TUNEL pozitif hiicreler.
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Sekil 14. Malathion+NAS grubuna ait bobrek dokusunda TUNEL pozitif hiicreler.
Karaciger dokusunda TUNEL pozitifligi tim gruplarda (Sekil 15, 16, 17, 18,

19, 20, 21) benzer olup gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmedi

(p>0,05).

Sekil 15. Kontrol grubuna ait karaciger dokusunda TUNEL pozitif hiicreler.

41



Sekil 17. PAM+Atropin grubuna ait karaciger dokusunda TUNEL pozitif hiicreler.
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Sekil 19. Malathion + PAM + Atropin grubuna ait karaciger dokusunda TUNEL

pozitif hiicreler.
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Sekil 20. Malathion + PAM + Atropin + NAS grubuna ait karaciger dokusunda
TUNEL pozitif hiicreler.

- 4 : . - » ' ' £

Sekil 21. Malathion+NAS grubuna ait karaciger dokusunda TUNEL pozitif hiicreler.
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Tablo 13. Apoptotik indeks

Apoptotik indeks (%)
GRUP Bobrek Karaciger
Kontrol 2.83+0.41 1.83+0.40
NAS 2.66+0.51 2.33+0.51
PAM+Atropin 2.16+0.98 1.66+0.81
Malathion 9.83+1.83% 2.16£1.16
Malathion + PAM + Atropin 4.16+0.40° 2.00+1.67
Malathion + PAM + Atropin + NAS 3.66+0.51° 1.21+0.49
Malathion + NAS 9.50+0.83* 2.16+0.75

NAS: N-Asetil Sistein, PAM: Pralidoksim
Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
*Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
®Malathion grubuna gore karsilastirildiginda (p<0.05).

3.3. Immiinohistokimyasal Bulgular
3.3.1. TRPM2 immiinreaktivitesi

Transient reseptor potansiyel melastatin 2 immiinreaktivitesi i¢in yapilan
immiinohistokimyasal boyamanin 151k mikroskopu altinda incelenmesi sonucu;
TRPM2 immiinreaktivitesi karaciger dokusunda hepatosit sitoplazmasinda izlenirken
bobrek dokusunda tiibiil hiicrelerinin sitoplazmalarinda (kirmizi ok) gdézlendi.

Bobrek dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesi, Kontrol (Sekil 22), NAS
(Sekil 23) ve PAM+Atropin (Sekil 24) gruplarinda benzerdi. Kontrol grubuyla
karsilastirildiginda Malathion (Sekil 25) ve Malathion+NAS (Sekil 26) gruplarinda
TRPM2 immiinreaktivitesi anlamli artmis olarak tespit edildi (p<0.05).

Malathion grubuyla kiyaslandiginda ise Malathion+PAM+Atropin (Sekil 23)
ve  MalathiontPAM+AtropintNAS  (Sekil ~ 28)  gruplarinda ~ TRPM2

immiinreaktivitesi anlamli azalmig olarak tespit edildi (p<0.05) (Tablo 14).
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Sekil 22. Kontrol grubuna ait bobrek dokusunda TRPM2 immunreaktivitesi.
Glomeril (G)

Sekil 23. NAS grubuna ait bobrek dokusunda TRPM2 immunreaktivitesi

46



'_‘_ ~ Y

Sekil 25. Malathion grubuna ait bobrek dokusunda TRPM2 immunreaktivitesi
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Sekil 26. Malathion + PAM + Atropin grubuna ait bobrek dokusunda TRPM2

immunreaktivitesi
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Sekil 27. Malathion + PAM + Atropin + NAS grubuna ait bobrek dokusunda

TRPM2 immunreaktivitesi

L]

-
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Karaciger dokusunda TRPM2 (Sekil 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36)
immiinreaktivitesi tiim gruplarda benzer olup gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark izlenmedi (p>0,05) (Tablo 14).

Sekil 29. Kontrol grubuna ait karaciger dokusunda TRPM2 immunreaktivitesi
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Sekil 30. NAS grubuna ait karaciger dokusunda TRPM2 immunreaktivitesi

Sekil 31. PAM+Atropin grubuna ait karaciger dokusunda TRPM2 immunreaktivitesi

50



Sekil 33. MalathiontPAM+Atropin grubuna ait karaciger dokusunda TRPM2

immunreaktivitesi

51



Sekil 35. MalathiontNAS grubuna ait karaciger dokusunda TRPM2

immunreaktivitesi
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Tablo 14. TRPM2 histoskor

Histoskor
GRUP Bobrek Karaciger
Kontrol 0.26+0.08 0.23+0.08
NAS 0.33+0.30 0.21+0.40
PAM + Atropin 0.25+0.05 0.25+0.08
Malathion 2.10+0.46" 0.21+0.41
Malathion + PAM + Atropin 0.50+0.21° 0.26+0.16
Malathion + PAM + Atropin + NAS 0.36+0.26 0.31+0.24
Malathion + NAS 1.81+0.53" 0.26+0.17

NAS: N-Asetil Sistein, PAM: Pralidoksim

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

*Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,

®Malathion grubuna gore karsilastirildiginda, (p<0.05).
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4. TARTISMA

Organofosfatlar fosforik asit ve fosfotioik asit tiirevleridir. Bilesiklerin
toksikokinetik ve toksikodinamikleri yan zincirler tarafindan belirlenmektedir. Iki
yliziin lizerinde organofosfat bilesigi mevcuttur (3).

Organofosfatlarin ¢ogu yagda coziiniirliigii oldukca yiiksek bilesiklerdir.
Hizla dokulara dagilirlar. Karaciger ve bobrekte yiiksek konsantrasyonlarda
birikirler. Yagda coziiniirliigii daha yliksek olanlar kan-beyin bariyerini kolaylikla
gecerler ve bu nedenle MSS’ne etkilidirler. Bu bilesikler baslica karacigerde esteraz
hidroliz ve konjugasyon ile yikilirlar. Organofosfatlarin ve iirlinlerinin atilimi idrar,
safra ve digki yolu ile olmaktadir (14, 23).

Zehirlenmeler bu ilaglarin iiretimi, tasinmasi ve kullanim alanlarinda, evde
kaza sonucu ve intihar amagli meydana gelebilir. Yaygin olarak kullanilan bu
ilaglarin alinan gidalarla bulagmasi ile kitlesel zehirlenme ihtimali de s6z konusudur.
OB’lerinin emilimi solunum yolu, sindirim sistemi, konjonktiva, deri ve
mukozalardan olabilmektedir (14).

Akut sistemik OF zehirlenmelerinde, degisik MSS, muskarinik, nikotinik ve
somatik motor noron bulgulart olusur. Akut OF zehirlenmelerinde akut kolinerjik
sendrom, intermediate sendrom ve gecikmis polindropati olmak iizere {i¢ ayr1 tablo
tariflenir (14, 23).

Organofosfatlar, merkezi ve otonom sinir sisteminde, noromuskuler kavsakta
ve eritrositlerde AchE enzimine geri doniisiimsiiz olarak baglanip dokularda Ach
birikimine yol acar. Asetilkolin birikimine bagli olarak da muskarinik ve nikotinik
reseptOrlerin asir1 uyarilmasi sonucu kolinerjik etkileri ortaya ¢ikmaktadir. Bu
sekilde meydana gelen norotoksik etkiye bagl olarak akut veya kronik zehirlenmeler
olugmaktadir (14, 23, 112, 113).

Malathion intoksikasyonunun en onemli 6zelligi, geri doniisiimsiiz sekilde
kan AchE enziminin inhibisyonuna neden olmasidir (114, 115).

Organofosfat zehirlenmelerinde atropin ve oksim rutin tedavide yer
almaktadir. Atropin bronslarin genislemesine neden oldugundan bu anlamda oldukga

yarayighdir. Atropin ACh’nin spesifik bir antagonistidir (14, 15, 23).
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Oksim tedavisinin tek basmina atropin kullanimina bir Ustiinliigii olmadigi
bildirilmistir (59).

Organofosfat  zehirlenmelerinin,  hiicresel  proliferasyon (115) ve
immiinotoksik (116) etkiler gibi farkli mekanizmalar araciligiyla oldugu yapilan
calismalarla gosterilmistir. Bununla birlikte OF toksisitesinin en 6nemli hiicresel
mekanizmalaridan birinin lipid peroksidasyonu oldugunu belirtmislerdir. Zira, son
zamanlarda yapilan c¢alismalar ile OF’larin, oksidatif hasara, serbest radikal
iiretimine ve antioksidan belirteclerin seviyelerinde cesitli farkliliklara neden oldugu
gosterilmistir (117, 118).

Oksidatif stres, hiicrelerin lipid peroksidasyonuna neden olan serbest
radikallerin iiretimi ve antioksidan mekanizmalar aracilifiyla organizmanm kendini
savunmasi arasindaki dengenin bozulmasi olarak tanimlanabilir (72).

Organizmada, oksidan maddelerin olusumu ve yikimi arasindaki denge, hiicre
ve dokunun biyolojik biitiinliigiiniin korunmasi ve idamesinde dnemlidir (75-78).

Milatovic ve ark. (119) ise ROT olusumunu, AchE inhibisyonu ve eksitatuar
siire¢ esnasinda oksidatif fosforilasyonun inhibisyonuyla ikiye katlanan yiiksek
diizeydeki ATP tiiketimi oldugunu belirtmisleridir. Zira yliksek enerji tiiketimi ile
hiicrelerin enerji diizeylerini koruma kabiliyetleri baskilanarak farkli organlarda
belirgin miktarda ROT iiretilebilir.

Transient Reseptor Potansiyel Melastatin 2 kanallar1 oksidatif stres ile aktive
oldugu i¢in, son zamanlarda, diyabet, inflamasyon, miyokardiyal enfarktiis ve
norodejeneratif hastaliklar da dahil olmak tizere, oksidatif stresin araci olabildigi
hastaliklarla ilgili olarak potansiyel bir terapdtik hedef olarak goriilmektedir (106,
120).

Lipit peroksidasyonun en 6nemli iiriinii malondialdehit (MDA) olup, hiicre
zarmdan iyon alig verisine etki ederek zardaki bilesenlerin capraz baglanmasina yol
acar ve iyon gecirgenligi ve enzim aktivitelerinde degisimler yaparak olumsuz
sonuclara neden olabilir. MDA, DNA’nin nitrojen bazlari ile tepkimeye girebilir ve
bundan dolayr mutajenik, genotoksik ve karsinojenik oOzellikler gosterebilir (121,

122).
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Bu calismada, N-Asetil Sisteinin deneysel malathion uygulanan sican bobrek
ve karaciger dokularinda transient reseptor potansiyel melastatin 2 (TRPM2)
kanallarina etkilerinin incelenmesi amacglanmuistir.

Calismamizda, karaciger dokusunda MDA diizeyleri, apoptozis ve TRPM2
immiinreaktivitesi agisindan tiim gruplar benzer olup gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark izlenmedi.

Calismamizda bakilan parametreler agisindan, karaciger dokusunda gruplar
arast bir farkliligin olmamasinin, bir¢ok deneysel calismayla zitlik olusturdugu
sOylenebilir. Ancak bu deneysel ¢calismalarla bizim ¢alismamiz arasindaki en 6nemli
fark olarak deney siirelerinin uzun olmasi soylenebilir. Zira Lasram ve ark. (123), 28
gilinliik deney siiresi sonunda karacigerde MDA artis1 ve antioksidan seviyelerde
azalma oldugunu bildirmis olup ¢alismamiza benzer sekilde tedavi olarak verilen
NAS’1n ise MDA seviyelerini azalttigmi gostermislerdir.

Yine Akhgari ve ark. (124), 4 haftalik malathion uygulamasi sonucunda rat
karaciger dokularinda MDA artis1 oldugunu bildirmislerdir.

Bu calismaya benzer sekilde, 2015 yilinda Selmi ve ark. (125) 30 giin
boyunca 200 mg/kg dozunda malathion vererek yaptiklar1 c¢aligmalarinda,
malathionun bobrek ve karacigerde MDA artisina sebep oldugunu gostermislerdir.

Bobrek dokusunda ise; kontrol grubuyla karsilastirildiginda Malathion ve
Malathion+NAS  gruplarinda MDA  diizeyleri, apoptozis ve TRPM2
immiinreaktivitesi anlamli  olarak artmis bulundu. Malathion grubuyla
kiyaslandiginda 1ise Malathion + PAM +Atropin ve Malathion + PAM
+AtropintNAS gruplarinda MDA diizeyleri, apoptozis ve TRPM2 immiinreaktivitesi
anlamli olarak azalmis izlendi. Malathion +NAS grubunda ise apoptozis ve TRPM2
immiinreaktivitesi agisindan anlamh bir fark gdzlenmedi.

Alp ve ark. (126) yaptiklar1 deneysel c¢aligmalarinda, malathion
uygulanmasmin bobrek ve karaciger dokularinda MDA seviyelerini arttirip
antioksidan belirtecleri azalttigini bildirmislerdir.

Lee ve ark. (127) organofosfatlar tarafindan indiiklenen serbest oksijen
radikali tiretimine sekonder olarak artig gdsteren MDA diizeylerinde, NAS kullanimi
ile anlaml diizeyde azalma oldugunu bildirmislerdir. Saricaoglu ve ark. (83) diisiik

doz NAS inflizyonu ile erken reperflizyon periyodu esnasinda iiretilen plazma MDA
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diizeylerini azalttigin1 bildirmislerdir. Nagasaki ve ark. (128) iskemik reperflizyon
hasarindan sonra glutatyonu tiikenmis karacigerde, NAS’m iskemik hasar1
engelledigini  gostermislerdir.  Cankayali ve ark. (129) organofosfat
intoksikasyonunda NAS’mn lipit peroksidasyonunun artigin1 engelledigi ve klasik
tedavilere ilaveten antioksidan etkili ilaglarin organofosfat intoksikasyonunda timit
verici oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda benzer olarak klasik organofosfat
zehirlenmesi tedavisine ilaveten NAS verilmesinin MDA degerlerinde anlamli bir
azalma oldugu tespit edildi.

Bobrekler, yapilan deneysel calismalarda, Organofosfat’lar tarafindan hedef
organ olarak secilmistir (130).

Zira arastirmacilar oral olarak alinan malathionun, %90°dan fazlasinin 24 saat
icerisinde iiriner yolla atildiklarmi rapor etmislerdir (131).

Viicuda girdikten sonra hizla tiim dokulara dagilan OF’larm, en yiiksek
konsantrasyonda karaciger ve bobrekte bulundugu bildirilmistir (23).

Bir¢ok pestisit, bobrek dokusunda bazi toksik ve yan etkilere neden
olmaktadir. Yapilan deneysel ¢alismalarda, pestisidlerin bobrek iizerine glomeruler
skleroz, vaskiiler konjesyon, fibrozis, fokal tiibiiler nekroz gibi etkileri histopatolojik
olarak gosterilmistir (132-134).

Possamai ve ark. (135) ise malathion ile yaptiklar1 deneysel ¢aligmalarinda,
bobrek dokusundaki antioksidan enzim aktivitelerindeki farkliliklar: gostermiglerdir.

Ayrica Poovala ve ark. (136) ise, OF toksisitesi ile birlikte gelisen akut
tubuler nekrozun, ROT ve lipid peroksidasyonu ile ilgili oldugunu gdéstermislerdir.
Akut insan OF zehirlenmesi sonrasinda bobreklerde bulunan OF diizeyi kandaki
diizeyinden daha yiiksek olarak tespit edilmistir. Bu renal disfonksiyonun, inhibe
edilen AchE’nin baskilanma derecesi ile korele olmadigi da ifade edilmistir.

Calismamizda, malathion uygulanan grupta bobrek dokusunda artan
apoptozis ve TRPM2 immiinreaktivitesinin, lipid peroksidasyonun gostergesi olan
MDA degerlerinin artis1 ile iliskili oldugunu diisinmekteyiz. Bununla birlikte
Malathion + PAM + Atropin grubundaki bobrek dokusunda, MDA degerlerinde
azalma olmasi ise oldukca ilgi ¢ekicidir. Pralidoksim ve atropinin antioksidan bir etki
gostermesinin muhtemel sebebi, her iki ajanin da siilfat grubu tasimasi oldugunu

disiinmekteyiz. Zira bu ajanlardaki siilfat gruplari, antioksidan 6zellik gostermekte
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olup bu yolla lipid peroksidasyonunu engellediginden, MDA degerleri diisiik
bulunmus olabilir. 2005 yilinda Qi ve ark. (137), calismalarinda, siilfat igeren farkl
ajanlarin antioksidan etkileri oldugunu gostermislerdir. Calismamiz bu agidan, ismi
gecen c¢alismadaki PAM ve atropinin antioksidan etkilerinin, siilfat grubundan
kaynaklanabilecegi diislincesini desteklemektedir.

Intraseliiler elektron dengesinin bozulmasi, oksidatif stres, antioksidan enzim
sisteminin yetersiz kalmasi, apoptozis olusumunu baglatabilmektedir (138).

Transient Reseptor Potansiyel Melastatin 2, Ca*™? iyonuna gegirgen, segici
olmayan cok islevsel katyon kanalidir. Oksidatif stres, hidrojen peroksid ve TNF-a
ile TRPM2 kanallarmnda Ca*? akisinin indiiklendigi, bir¢ok ¢alismada rapor edilmistir
(139).

Transient Reseptor Potansiyel Melastatin 2’nin, hiicre 6liimiinde 6nemli bir
rol oynadig1 bilinmektedir. Clinkii apoptozda etkili olan kaspazin aktive olabilmesi
icin Ca*? sinyali gerekmektedir (140).

Ozgiil ve Naziroglu (141); ratlarda dorsal kok ganglionlarmda TRPM2
kanallar1 araciligiyla olusan kalsiyum akis1 iizerinde intraseliiler glutatyon diizeyinin
azalmasinin aktivatdr rol oynadigi ve NAS’in bu kalsiyum akis1 iizerinde rolii
olabilecegi bildirmislerdir. Oksidatif stres durumlarinda NAS’m koruyucu amagli
potansiyel terapotik yaklasimda kullanilmasini 6nermislerdir. Calismamizda benzer
olarak organofosfat intoksikasyonu klasik tedavisine ek olarak NAS verilmesi ile
TRPM2 diizeylerinde azalma oldugu ve apoptotik indeksi olumlu yonde etkiledigi
tespit edildi.

Metabolik siire¢ sonucu olusan H,O, nin hiicre i¢ine girmesine bagli olarak
TRPM2 kanallar1 aktiflesir. Bu kanallarin aktif olmasi1 sonucunda hiicre i¢ine Ca*
iyonu giriginin arttig1 diisiiniilmektedir (140, 142).

Hiicre iginde artan Ca™, hiicrenin yapisal ve fonksiyonel Ozelliklerinin
bozulmasina, hiicresel hasara ve hiicre 6liimiine kadar varabilen farkli patofizyolojik
bir dizi olaylarin baglamasimna neden olmaktadir. Apoptotik hadise ise mitokondrial
membran hasari, sitokrom C’nin ortaya ¢ikmasi ve kaspaz-3 bagimli kromatin

+29

yogunlasmasi/ayrismasi ile sonuglanan mitokondriyal Na* ve Ca*’un fazla

yiiklenmesini iceren klotrimazol-sensitif NAD+/ADPR/poli ADPR polimeraz
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bagimli TRPM2 kanallarinin aktivasyonu sonucunda meydana gelmektedir (140,
143).

Sonug;

-Deneysel malathion uygulanmasmin sican karaciger dokusunda akut
donemde, MDA, apoptozis ve TRPM2 immiinreaktivitesini etkilemedigi,

-Organofosfat zehirlenmelerinde hedef organ olarak diisiiniilen bdbrek
dokusunda ise malathion uygulanmasma baglh olarak MDA, apoptozis ve TRPM?2
immiinreaktivitesini anlamli olarak arttirdigi,

-Malathion verilmesini takiben PAM ve Atropin uygulamasinin bobrek
dokusunda bu parametreleri anlamli olarak azalttigi, PAM ve Atropin uygulamasina
ek olarak verilen NAS’in MDA degerlerini kontrol grubuna esdeger seviyeye
getirdigi,

-Malathion verilmesini takiben PAM ve Atropin uygulanmayan ve sadece
NAS verilen grupta NAS’1n tek basina bir etkisinin olmadig,

-Organofosfat zehirlenmelerinde bobrek dokusunda TRPM2 kanallarinin
onemli bir rol oynadig1 ve gelecekte yapilacak daha kapsamli ¢aligmalarla klinik
olarak TRPM2 ile ilgili tedavi seceneklerinin giindeme gelebilecegi,

-Organofosfatlarin  bobrek dokusunu etkilemesinin patofizyolojisindeki
roliiniin aydimlatilabilmesi i¢in gelecekte farkli siire ve dozlarla yapilacak deneysel

calismalara ihtiya¢ oldugu kanaatine varilmustir.
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