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OZET

Kimyasal harp maddesi olan sinir ajanlari ile ayni fiziksel ve kimyasal yapiya
sahip olan organofosforlu pestisitler halen tarimda yaygin olarak kullanilmakta ve
her yil binlerce insanin biiyiik oranda kazayla ve nispeten ¢ok daha az oranda intihar
amacl kullanimi nedeniyle hayatini yitirmesine sebep olmaktadir. 2000'li yillara
kadar sinir ajanlar1 ile ilgili bilgilerimiz asetilkolin birikiminin neden oldugu
semptomlarla sinirliyken, son zamanlarda sinir ajanlarinin neden oldugu oksidatif
stres ve buna bagli organ hasar1 belirtileri hemen hemen tiim sistemlerde goriildiigi
hakkinda bir¢ok calisma bulunmaktadir. Calismamizda paraokson molekiiliiniin Kan
Beyin Bariyeri (KBB) (BMVEC/ACBRI/Kirkland WA) ve Noroblastoma (NB) (SH-
SY5Y /CRL-2266, ATCC) hiicre hatlarinin canliligi tizerindeki toksik etkileri, bu
hiicre hatlarinda neden oldugu oksidatif hasar ve en sik kullanilan antioksidanlardan

N-asetil sistein (NAC) molekiiliiniin antioksidan etkinligi incelendi.

SH-SYS5Y hiicre hattinda organofosfat metaboliti olan Paraokson Etil (PE) ve
Paraokson Metil (PM) ICso dozlar1 24 saatte 0,5 ve 0,6 milimolar (mM), 48 saatte 0,5
ve 0,72 mM ve BMVEC hiicre hattinda ise sirastyla 24 saatte 0,66 ve 0,76 mM ve 48
saatte ise 0,5 ve 0,5 mM olarak 6l¢iilmiistiir. xCELLigence testlerinde SH-SY5Y
hiicre hatlarinda PE maruziyetinde 33. saat, PM maruziyetinde 20. saatten sonra
NAC'n proliferatif etkisinin belirginlestigi ve BMVEC hiicre hatlarinda ise NAC'in
koruyucu etkisinin hemen gozlenmeye basladigi, bu etkinin PE ile 24 saatten ve PM
ile 48 saatten sonra azalmaya basladigi goézlenmistir. Oksidatif stres testlerinde
BMVEC hiicre hatlarinda; PE ve PM'nin ilk 24 saatte T-GSH diizeylerini yiikselttigi,
GPx diizeylerini diislirdiigii ve NAC'in bu etkileri ilk 24 saatte tersine ¢evirdigi, SH-
SYS5Y hiicre hatlarinda ise PE, PM ve NAC'In T-GSH seviyelerine {izerine
etkilerinin benzer oldugu ancak SH-SYS5Y hiicre hatlarinda GPx seviyelerinde

anlamli bir degisiklik olmadig1 gézlenmistir.

Organofosfat zehirlenmesine bagli kolinerjik semptomlar1 takip eden
norolojik  semptomlarin  bir nedenin de artmis oksidatif stres oldugu
degerlendirilmektedir. Bu nedenle oksidatif dengeyi; etkilenen kurbanlar lehine

degistirecek olan NAC molekiiliiniin standart tedavi protokollerine eklenmesinin



saglayacagi faydaya yonelik ileri seviye ¢alismalara ihtiyag¢ oldugu

degerlendirilmektedir.

Anahtar kelimeler: KBRN, Organofosfatlar, Kan Beyin Bariyeri, Paraokson,

Oksidatif Stres, N-Asetil Sistein.
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ABSTRACT

Organophosphorus pesticides, which have the same physical and chemical
structure like nerve agents as a chemical warfare agent, are still widely used in
agriculture and cause thousands of people to die every year, mostly due to accidental
use and to a much lesser extent for suicidal use. Until the 2000’s, our knowledge
about nerve agents was limited with the symptoms due to the accumulation of
acetylcholine but recent studies investigate nerve agent dependent oxidative stress
and especially neurotoxicity almost in all systems. In our study, the effects of
paraoxon molecule on the viability of blood-brain barrier (BBB)
(BMVEC/ACBRI/Kirkland WA) and neuroblastoma (NB) (SH-SY5Y /CRL-2266,
ATCC) cell lines, the oxidative damage in these cell lines, and the antioxidant
activity of N acetyl cysteine (NAC) which is one of the most used antioxidants, were

investigated.

Paraoxon Ethyl (PE) and Paraoxon Methyl (PM) are both organophosphate
metabolites. Their I1Cso doses in the SH-SY5Y cell line are 0.5 and 0.6 milimolar
(mM) in 24 hours, 0.5 and 0.72 mM in 48 hours, and in BMVEC cell line 0.66 and
0.76 mM at 24 hours, and 0.5 and 0.5 mM at 48 hours, respectively. In xCELLigence
tests, the proliferative effect of NAC became evident in SH-SY5Y cell lines after 33
hours of PE exposure and after 20 hours of PM exposure. It was observed that
protective effect of NAC began immediately in BMVEC cell lines and this effect
decreased after 24 hours in PE exposed cells and after 48 hours in PM exposed cells.
In oxidative stress tests of BMVEC cell lines, it was found that PE and PM increased
T-GSH levels in the first 24 hours, decreased GPx levels. NAC reversed these effects
in the first 24 hours, whereas PE, PM, and NAC had similar effects on T-GSH levels
in SH-SY5Y cell lines. However, no significant change was observed in GPx levels
in SH-SY5Y cell lines.

Increased oxidative stress is one of the causes of neurological symptoms
following cholinergic symptoms due to organophosphate poisoning. Therefore, it is

evaluated that there is a need for advanced studies about the benefit of adding the



vii
NAC molecule, which will change it in favor of the affected victims, to the standard
treatment protocols.

Keywords: CBRN, Organophosphates, Blood Brain Barrier, Paraoxon, Oxidative
Stress, N-acetyl Cysteine.
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1. GIRIS

Organofosforlu bilesiklerin tarihsel gelisimine baktigimizda; baslangigtaki
iiretim amacinin tarim zararhlarindan kurtulup {riin miktarii arttirmak oldugu
goziimiize carpmaktadir. Bu bilesiklerin iiretimi gliniimiizden 170 y1l dncesine kadar
gitmektedir. Literatiirde ilk sentez edilen organofosforlu bilesik olan tetraetil
pirofosfat’in (TEPP) sentezinin 1850’li yillara dayandigi goriilmektedir. Zaman
icerisinde bu bilesiklerin insan sagligi lizerine son derece olumsuz etkilerinin
gbzlenmesiyle birlikte bir yandan pestisit liretimi siirerken, diger yandan savaslarda
istlinlik saglamak amaciyla da potansiyel bir silah olarak pestisit gelistirme
cabalarmin siirat kazandigini, giintimiizde ise iretim ve depolanmalarina karsi
getirilen ciddi yasaklamalar nedeniyle daha ¢ok terdr olaylar1 ve suikast amagh
kullanimlar1 ile giindeme gelseler de, tarim ilaglariyla intihar disinda kazayla

maruziyetlere bagli vefat sayilarinin ¢ok ciddi boyutlara ulastigin1 gérmekteyiz.

Pestisitlere maruziyet sonrasi pek ¢ok akut etki goriilebilmektedir. Soz
konusu etkiler maruz kalinan bilesige ve dozuna bagh olarak degiskenlik gosterir.
Pestisitlere bagli intoksikasyon tablolarmin yanlislikla alima bagh veya yogun tarim
yapilan ilkelerde mesleki maruziyetler nedeniyle oliimlere sebep oldugu
bildirilmektedir. Bahse konu intoksikasyonlarin ana sebebinin pestisitlere ulasimin
kolay olmasi ve kullammlar ile ilgili denetlenebilirliginin olmamasi seklinde
belirtilmektedir. Pestisit rezidiilerinin yarattig1 ¢evresel kirlenme ise kronik toksisite

icin 6nemli bir husus olarak goze ¢arpmaktadir (1).

Organofosforlu pestisitler giintimiizde en sik kullanimi olan ve en fazla
zehirlenme vakasina yol agan pestisit grubudur. Organofosfat bilesikleri, en yaygin
kullanilan pestisit gruplarindan biridir ve giderek organoklorinlerin (DDT, aldrin,
lindan vb.) yerini almigtir. Organofosforlu pestisitler dogada daha hizli degrade
oldukarindan, organoklorlu bilesikler yerini almiglardir. Dolayistyla organofosforlu
pestisitler, biyolojik bozunmaya direngli olduklari bilinen ve lipitleri baglama
kapasiteleri nedeniyle biyolojik olarak birikebilen ve bu nedenle besin zinciri

boyunca yeniden dagitilabilen organoklorlu bilesiklere gdre nispeten daha diisiik



cevresel kaliciliga sahip olduklart i¢in tarimsal uygulamalarda tercih edilmektedir
(1-3).

Pestisitlere bagli 6liimlerin yaridan fazlasi organofosforlu bilesiklere bagl

olarak ortaya ¢ikmaktadir (2).

Kazayla maruziyetlere iliskin Boedeker ve arkadaslar tarafindan yapilan bir
arastirmada, 2006 ve 2018 yillar1 arasinda yayinlanan literatiiriin sistematik bir
incelemesi yapilarak Diinya Saghk Orgiiti (DSO)'nden alinan 6liim verileriyle
birlestirilmis ve pestisitlere bagli yillik 385 milyon kaza ile zehirlenme vakasi ve 11
bin vefat oldugu bildirilerek, kazayla pestisit maruziyetinin 6nemine dikkat

cekilmistir (3).

Konu ile ilgili olarak Robb ve arkadaglar tarafindan; diinya ¢apinda tahminen
3 milyon ve iizerinde insanin her yil organofosforlu bilesiklere maruz kaldigi ve bu

durumun yaklasik 300.000 6liime neden oldugu bildirilmektedir (4).

Bahse konu maruziyetlerin uzun dénem sonuglarina iliskin yapilan ¢calismalar
olduk¢a smirli olmakla birlikte, akut, subakut ve kronik zehirlenme bulgular1 yanm
sira arka planda oksidatif strese bagli organ ve sistem tahribati da meydana

gelmektedir.

Bizlere bu noktada biiylik sorumluluk diismektedir. Oksidatif hasara bagl
bulgular1 ve bununla bas edecek yoOntemleri ortaya koyarak organofosforlu

bilesiklere maruz kalan insanlarin sagliklarina yeniden kavusmalarini saglayabiliriz.

Bunun disinda tiikettigimiz gidalardaki pestisit rezidiileri nedeniyle
yasantimiz boyunca ne kadar pestisite maruz kaldigimiz ve bu durumun
viicudumuzda yarattig1 tahribat konusu oldukc¢a diistindiiriiciidiir. Zira konuyla ilgili
birgok yasal diizenleme yapilmis olmasina ragmen konunun takibi noktasinda bazi
bosluklar bulunmaktadir. Ornegin marketlerde satilan meyve ve sebzeler ilgili
market tarafindan denetlenmekte iken, sehirler arasi bir seyahat sirasinda yolumuza
cikan bir iireticiden aldigimiz ve organik oldugu iddia edilen koy iiriinlerinin ne

kadar giivenli oldugu gercekten biiylik bir soru isaretine sebep olmaktadir.



Bu maksatla Diinya Saglik Orgiitii ve Birlesmis Milletler Gida ve Tarim
Orgiitii (FAO) is birligiyle “Pestisit Yonetimine iliskin Uluslararas1 Davranis
Kurallar1” gelistirilmis ve devletlere, 6zel sektore, sivil toplum ile diger paydaslara,
iiretimden imhaya kadar yasam dongiileri boyunca pestisitlerin yonetiminde iyi

uygulamalar konusunda rehberlik etmektedir (5).

Maruziyet yollarina kisaca deginilen organofosforlu bilesiklerle ilgili olarak
tez konusu olan c¢alismada bu bilesikler nedeniyle ortaya ¢ikan ndrotoksisite,
oksidatif hasar ve korunmada N asetil sistein (NAC) molekiiliiniin etkinligini

incelenmistir.






2. GENEL BILGILER

2.1. KIMYASAL SAVAS AJANLARI

Konuyla ilgili bilim insanlar1 arasinda “fakir {ilkelerin atom bombas1”
mottosuyla anilan Kimyasal Savas Ajanlari’nin (KSA) tiiriine gore etki giicii
degismekle birlikte fizyolojik etkileriyle hedef kitleleri 6ldiirme veya agir yaralanma
sonucu gorev yapamaz hale getirme o6zellikleri yani sira yarattigi korku nedeniyle
kars1 tarafi koruyucu techizat kusanarak hareket kabiliyetini sinirlama amaciyla

kullanilmaktadirlar.

2.2. KIMYASAL SAVAS AJANLARININ TARIHCESI

KSA’nin  kullanimma dair bulgular antik c¢aglara kadar uzanmakta,
insanoglunun tarih boyunca savaslarda hasimlari karsisinda {stlinliik saglamak

amaciyla cesitli zehirlerden istifade ettikleri goriilmektedir.

Ik kez Misir firavunu Menes’in M.0.3000°1i yillarda bitki ve hayvanlardan
zehirler drettigi ayrica Misirlilar’in - hidrosiyanik asitin -~ dliimciil  etkilerini
kesfettikleri, M.0.2000’li yillarin baslarinda savaslarda sedatize edici dumanlar
kullandiklar1 ve M.0O.1000’li yillara ait Cin yaztlarinda ise zehirli dumanlarin
savasta kullanim1 maksadiyla ¢esitli formiillere sahip olduklar1 uygarliklar tarihine

ait kayitlarda yer almaktadir (6).

Kimyasal ajanlarin kullanimina ait bilgi ve verileri kronolojik olarak

Ozetlemek gerekirse;

M.O. 600°lii y1llarda Atina’li diktatdr Solon tarafindan Bohcaotu (Helleborus)
bitkisinin kokleri Kirrha sehrinin kusatilmasi sirasinda sehrin su kaynaklarini

kontamine etmek maksadiyla kullanilmistir (6).

M.O. 428 yilinda Spartalilar tarafindan Pellepones savasi sirasinda zift ve
kiikiirde bulanan odunlar Platea sehrinin duvarlar1 6niinde yakilarak bogucu arsenik

dumani olusturulmasi amaglanmis ancak siddetli yagmur bu planin tam olarak



gerceklesmesine firsat vermese de halk {iizerinde biiylik Olgiide panige yol

acmistir(6).

M.O. 424 yilinda aym strateji yine Spartalilar tarafindan bu kez Delium sehri

kusatmasinda kullanilmistir (6).

M.O. 200°’lii yillarda Kartacalilar diismanlarmin saraplarna adam otu

bitkisinin koklerini atarak, onlar1 sedatize etmislerdir (6).

M.0.82-72 yillar1 arasinda Romalilar tarafindan inhale edildiginde korliik ve

bogucu pulmoner semptomlara yol agan fosgene benzer zehirli duman kullanmistir

(6).

M.S. 1456 Belgrad sehrinin savunmasinda Arsenik dumani kullanilmistir. Bu
durum Avusturyali yazar Von Senfftenberg tarafindan “Uziicii bir isti. Hristiyanlar
diger Hristiyanlara kars1 asla bu kadar oldiiriicii bir silah kullanmamalidir. Yine de

Tiirklere ve benzeri zalimlere karsi kullanilabilir.” seklinde tarif edilmistir (7).

1675'te Fransizlar ve Almanlar, zehirli mermi kullanimini yasaklayan ilk

uluslararasi anlagma olan Strazburg Anlagmasi'ni imzaladilar(8).

1899 Ingilizler Boer Savasi sirasinda top mermilerinde pikrik asit

kullanmistir(8).

1899'daki Birinci Lahey Barig Konferansi'nda zehir veya zehirli silahlarin
kullanim1 yasaklanmis ve Amerika Birlesik Devletleri tarafindan onaylanmaistir.
Ancak mermilerdeki bogucu gazlar1 yasaklayan ayri bir bildirge, Avrupa'nin 6nde
gelen giiclerinin tiimii tarafindan imzalanmasina ragmen Amerika Birlesik Devletleri

tarafindan reddedilmistir (8).

Kimyasal savas ajanlarinin oyun degistirici rolii aslinda en ¢ok Birinci Diinya
Savagi sirasinda goziimiize ¢arpmaktadir. Birinci Diinya Savasi sirasinda kullanilan

ajanlar1 kronolojik olarak siralamak gerekirse;

1914°te Fransizlar tarafindan etilbromoasetat ve kloroaseton, Almanlar

tarafindan o-diasinidin klorosiilfonat kullanilmistir (9-10).



1915’te  Almanlar tarafindan Ypres sehri saldiris1 sirasinda klorin

kullanilmustir (8,10).

1916’da Fransizlar tarafindan hidrojen siyaniir ve siyanojen kloriir

kullanilmustir (9,11).

1917°de Almanlar tarafindan difenil kloroarsin ve yine Ypres sehrinde siilfiir

mustard kullanilmigtir (9,11).

1918°’de Almanlar tarafindan etil ve metil dikloroarsin kullanilmistir

(9,11).

Birinci Diinya Savasi'min sona ermesinin ardindan, bir¢ok iilke kimyasal
savasl yasaklamaya calisti. 1925'te diinyanin 6nde gelen 16 iilkesi, bir daha asla
savasta gaz kullanmama sozii veren Cenevre protokoliinii imzalamigtir. Amerika
Birlesik Devletleri anlagsmay1 imzalamis ancak ABD Senatosu anlagsmay1 onaylamay1
reddetmistir. 1975 yilina kadar Amerika Birlesik Devletleri protokolii onaylamamig
fakat Cenevre protokoliine ragmen, kimyasal silah kullanim1 olaylari devam etmistir
(8). Bu acidan ozellikle Cenevre protokoliinii imzalamis olmalarina ragmen
Italyanlar tarafindan Kizilhag’a ait ambulanslar, hastaneler ve sivil hedefler

bombalanarak ciddi ihlaller gergeklestirildigi bilinmektedir (10).
Birinci Diinya savasindan giiniimiize dek KSA’nin kullanimiyla ilgili olarak;

1936°da Italyanlar Etiyopya’ya karsi klorasetofenon ve siilfiir mustard

kullanmustir (8,11).

1937-1945 yillarinda Japonya’nin Cin istilasi sirasinda klorasetofenon, difenil

siyanoarsin, fosgen, siilfiir mustard ve lewisit gazlar1 kullanilmigtir (8,11).

1940-1945 yillar1 arasinda Alman toplama kamplarinda hidrojen siyaniiriin

toza emdirilmesiyle hazirlanan Zyklon-B gazi kullanilmustir (9,11).

1963-1967 yillar1 arasinda Misirlilarla Yemen arasindaki catigmalarda

klorasetofenon ve siilfiir mustard kullanilmistir (8,11).



1961-1970 yillar1 arasinda ABD’nin Giiney Vietnam miidahalesi sirasinda
ABD tarafindan 2-klorobenzalmalononitril (CS) ve Giiney Vietnam tarafindan
klorasetofenon ve adamsit kullanilmistir. Ayrica ABD tarafindan ¢esitli miktarlarda
n-butil 2,4-diklorofenoksiasetat (2,4-D), n-butil 2,4,5-triklorofenoksiasetat (2,4,5-T),
Izo-biitil triklorofenoksiasetat, kakodilik asit veya pikloram karisimi igeren ajan mor,
turuncu, beyaz ve mavi isimleri ile anilan defoliyasyona yol acan kimyasallar
kullanilmustir (9).

1983-1988 yillar1 arasinda Irak-iran savasi sirasinda Irak tarafindan siilfiir

mustard, tabun ve sarin kullanilmistir (8,10,11,13).

3 Aralik 1984'te meydana gelen Bhopal felaketi, tarihin en kotii endiistriyel
kazas1 olarak adlandirilmaktadir. Yaklasik 45 ton metil izosiyanat gazi, Amerikan
firmas1 Union Carbide Corporation'in Hindistan'daki yan kurulusuna ait bir pestisit

tesisinden ¢evreye salinmig, binlerce insani aninda ¢liimiine sebep olmustur (12).

1987-1988 Halepge’de Irak tarafindan siilfiir mustard ve sarin kullanilmistir
(6,9).

1990’larin baglarinda Soguk Savasin bitmesiyle birlikte Sovyetler Birligi
Novichok adiyla amilan kimyasal ajanlar1 gelistirmistir. Sovyet Vil Mirzayanov
Sovyet Foliant Programint ve Novichok serisi A-230, A-232, A-234, A-240 ve A-
262 bilesiklerin kimyasal yapilarini agiga ¢ikarmistir (13).

1994 yilinda Matsumoto'da Aum Shinrikyo terdrist saldiris1 sirasinda Sarin

kullanilmistir (14).

1995 yilinda Tokyo'da Aum Shinrikyo terdrist saldirisi sirasinda Sarin

kullanilmigtir (14).

29 Nisan 1997 tarihinde, kimyasal silahlarin iiretimini, depolanmasini ve
kullanim1 yasaklayan Kimyasal Silahlar S6zlesmesi yiiriirliige girmistir. Bahse konu
sozlesme hiikiimleri Kimyasal Silahlari Yasaklama Orgiitii (KSYO) tarafindan

yiriitiilmekte olup imza atan 193 devlet bulunmaktadir.



2004 yili Ekim ayimnda intoksikasyona bagli olarak Viyana’da tedavi altina
aliman Ukrayna Devlet Bagkani Victor Yushchenko’dan alinan viicut 6rnekleriyle

yapilan detayli analizlerde dioksin ile zehirlendigi agiklanmistir (15).

2012-2018 yillar1 arasinda Suriye’de rejim giicleri tarafindan sarin ve siilfiir

mustard gazlar1 kullanilmistir (11).

2013 yilinda Hindistan'da 23 6grenci, okulda 6gle yemegini yedikten sonra
vefat ettiler. Ardindan yapilan incelemelerde yemekleri hazirlamak i¢in kullanilan
yagin konuldugu kapta daha 6nce pestisit (monokrotofos) konulmasi nedeniyle yagin

kontamine oldugu bildirilmistir (16).

13 Subat 2017'de eski Kuzey Kore lideri Kim Jong-II'nin en biiyiik oglu olan
Kim Jong-Nam, Malezya'daki Kuala Lumpur havaalaninda aniden 6lmiis, havaalani
kameralarindan elde edilen goriintillerde, 6nce Endonezyali bir kadinin Kim'in
ylizline temas ettigi ve ardindan Vietnamli bir kadinin Kim'in yiiziine temas ettigi
tespit edilmistir. Bu olayla ilgili olarak Malezya hiikiimeti tarafindan yapilan

kimyasal analiz, Kim'in VX ile 6ldiirildigiini gostermistir (17).

4 Mart 2018'de Ingiltere'nin Salisbury kentindeki bir parkta gifte ajan oldugu
iddia edilen Sergei Skripal ve kiz1 Yulia Skripal baygin halde bulunmus ve giinlerce
bilin¢leri kapali olarak takip edilmislerdir. Biling kaybinin birincil nedeni uzun siire
tespit edilememistir. Ilerleyen giinlerde Birlesik Krallik makamlari, Skripal ve
kizinin “Novichok (A-234)” isimli sinir ajanina maruz kaldiklarin1 agiklamigtir. Son

olarak 12 Nisan 2018'de KSYO ajanin cinsini dogrulamustir (18).

30 Haziran 2018'de Amesbury'de, Charlie Rowley ve Dawn Sturgess biling
kayb1 nedeniyle Salisbury Bolge Hastanesine kaldirilmis, ilerleyen siirecte polis
tarafindan yaklagik dort ay once 13 km uzakliktaki Salisbury'de Sergei ve Yulia
Skripal'in zehirlenmesinde kullanilan ajan ile ayni tiirden bir Novichok sinir ajani
tarafindan  zehirlendiklerini  bildirilmistir.  Sturgess 8 Temmuz'da hayatini

kaybederken, Rowley iki giin sonra iyilesme belirtileri géstermeye baslamistir (19).

20 Agustos 2020'de Moskova’ya gitmek iizere ugaga binen Aleksey

Navalny'nin ugus sirasinda zehirlenme belirtileri gostermesi {lizerine ugak acil inig


https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/23779497.2020.1801352
https://en.wikipedia.org/wiki/Salisbury
https://en.wikipedia.org/wiki/Poisoning_of_Sergei_and_Yulia_Skripal
https://en.wikipedia.org/wiki/Poisoning_of_Sergei_and_Yulia_Skripal
https://en.wikipedia.org/wiki/Novichok
https://en.wikipedia.org/wiki/Nerve_agent
https://en.wikipedia.org/wiki/Nerve_agent
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yapmig, Omsk sehrindeki bir hastaneye gotiiriilen Navalny'nin igtigi ¢aya konulan bir
toksinle zehirlendiginin belirlenmesi lizerine Navalny, tedavi i¢in Berlin'deki Charite
Hastanesine nakledilmistir. Alman Hiikiimeti, 2 Eyliil'de, Navalny'nin Novichok ile
zehirlendiginin Kati olarak tespit edildigini bildirmistir. Charite Hastanesi, bes giin

sonra, Navalny'nin saglik durumunun stabillesmeye basladigini bildirmistir (20).

2.3. KIMYASAL SAVAS AJANLARININ OZELLIKLERI

Kimyasal silah kullanimi ve se¢imi asamasinda secilecek ajanin kalicilik
Ozelligi (persistans), ortalama oldiiriicii doz (LDso) degeri, meteorolojik sartlar ve
arazi yapisinin da mutlaka gdz oniinde bulundurulmasi gerekmektedir. ideal bir

KSA;

* Toksisitesi yiiksek, renksiz, kokusuz ve havadan agir olmasi bir kimyasal
maddede arzu edilen en 6nemli 6zelliklerdir.

* Su, hava ve diger dis faktorlere karsi dayanikli olmalidir.

* Koruyucu maskeler tarafindan kolaylikla tutulmasi gerekir.

* Uretimi ve depolanmasi kolay ve ucuz olmalidir (21).

2.4. KIMYASAL SAVAS AJANLARININ SINIFLANDIRILMASI

Kimyasal savas ajanlarin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri yani sira, kronolojik
gelistirilme siralarina, kullanim amaglarina, toksik etkilerine veya hedef organ/sistem

tutulumlarina gore siniflandirmak miimkiindiir.

Giliniimiizde en ¢ok fizyolojik etki mekanizmalar1 {izerinden yapilan
simiflandirma kabul gérmekte ve anlatim kolaylig1 da sagladigindan yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Cizelge 2.1°’de kimyasal savas ajanlar1 fizyolojik 0Ozelliklerine gore

siniflandirmasi yer almaktadir.
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Cizelge 2.1. Kimyasal Savas Ajanlarinin Fizyolojik Etki Mekanizmalarina Gore

Siiflandirilmasi.
Grup | Kimyasal Ajan | Kimyasal Adi Sembol
Tabun Ethyl-N,N-dimethyl phosporamidocyanidate GA
Sarin Isopropyl methyl phosponofluoridate GB
g Soman Pinacolyl methyl phosponofluoridate GD
8 Siklosarin Cyclohexyl methyl phosponofluoridate GF
;: o0-Ethyl-S-(2-diisopropylamino-ethyl)-
c VX . VX
5 methylphospono fluoridate
N,N-diethyl-2-(methyl-
Russian VX (2methylpropoxy)phosphoryl) VR
sulfanylethanamine
_ | Sulfir Mustard | Bis(2-chloroethyl)sulfide HD
52 [ Nitrojen . .
~ < _ -
= % Mustard Tris(2-chloroethyl)amine HN-3
Lewisit 2-Chlorovinyl dichloroarsine L
L= Fosgen Carbonyl chloride CG
%;0% Difosgen Trichloromethyl chloroformate DP
ZE |Klor Chlorine CL
Klorpikrin Chloropicrin PS
=5 H.|dro!.en Hydrocyanic acid, Formonitrile AC
£ = | Siyanir
—
RZ I - i
» N SlyanOjen Chlorocyanide, Chlorine Cyanide CK
Kloriir
2 3 5 ONB 3-Quinuclidinyl benzilate BZ
< o < LSD Lysergic Acid Diethylamide LSD
Kloroasetofenon | 2-Chloro-1-phenylethanone CN
£35 &
= T% Alonitril 2-Chlorobenzalmalononitrile CS
SIS
M X <
Lacrimotor Dibenz (b,f)-1,4-oksazepin CR

Bunlarm disinda DSO tarafindan son olarak 2019 yilinda giincellenen ve
pestisitleri tehlikeleri agisindan simiflandiran rehbere gore pestisitler 5 gruba
ayrilmaktadir (22). (Cizelge 2.2.)
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Cizelge 2.2. DSO Rehberinde Tanimlanmis Tehlikelerine Gére Pestisitlerin

Simiflandirilmasi.
Rat i¢in LD s0 Degeri (mg/kg viicut
Sinuf agirhigl)
Oral Dermal
la | Son Derece Tehlikeli <5 <50
Ib | Yiksek Derecede Tehlikeli 5-50 50-200
Il | Orta Derecede tehlikeli 50-2000 200-2000
111 | Diisiik Derecede Tehlikeli >2000 >2000
U Alfu't. Tehlike Olusturma Olasilig1 5000
Diisiik

2.5. SINIR AJANLARI

Sinir ajanlari, fosforik asit esterleridir. Genel kimyasal yapilar1 Sekil 2.1.’de
goriilmektedir. R1, R2 ve X yerindeki gruplarin o6zelligine gore degisik etkileri
ortaya c¢ikmakla birlikte, yiliksek toksisite X yerindeki grubun giiglii bir
elektronegativiteye sahip olusuna gore ortaya ¢ikmaktadir.(21)

O

R1O—|P— X

Ry

Sekil 2.1 Sinir Ajanlarinin Genel Kimyasal Yapisi.

Temel olarak Tabun, Sarin, Soman, Siklosarin ve VX olmak {iizere bes

organofosforlu bilesik sinir ajanlar1 olarak anilmaktadir.

Yapisal olarak organofosforlu bilesikler fosforik asit, fosfonik asit ve fosfinik

asitin ester, tiyol ve amid tiirevleridir. Tarimda onlarca farkli ¢esidi kullanilmaktadir.
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Iclerinde en fazla tercih edilenleri ise paration, Klorpirifos, diklofention ve

malation'dur (1).

Tarihsel olarak sinir ajanlarmin kasith ilk kullanimi, Afrika yerlileri

tarafindan  Kalabar fasulyesinin biiyiiciilerin  cezalandirilmasi  maksadiyla

kullanilmasidir (23).

Modern ¢agda ise ilk organofosforlu kolinesteraz inhibitérii olan TEPP’in
orijinal laboratuvar sentezi, Charles-Adolphe Wurtz'un, &grencisi Wladimir
Petrovich Moshnin tarafindan gergeklestirilmistir. Prosediir, Wurtz’un bagka bir
Ogrencisi olan Philippe de Clermont tarafindan tekrarlanmis ve Fransiz Bilimler
Akademisi'ne bildirilmistir. TEPP, yalnizca ilk organofosforlu kolinesteraz inhibitorii
olarak degil, ayn1 zamanda ¢ok sayida isim altinda ticareti yapilan en basarili ticari

tirlin olarak tarihe gegmistir (24).

Ardindan 1930'larda Almanya'da IG Farben igin c¢alisan ve baskanligini
Gerhard Schrader'in yaptig1 bir arastirma ekibi, yerli gida liretimini artirmak ve ithal
gidaya olan bagimliligi azaltmak icin yeni insektisitler gelistirmeyi amaglayan
caligmalara baglamis ve 1936’da tabun sentezini gergeklestirmislerdir (25).
Sonrasinda Michaelis, Arbusow ve Nylen organofosforlu bilesiklerin kimyasinda
ilerleme saglasalar da; ¢alistiklar1 bilesiklerin toksisitesinin farkinda olmamislardir
(26).

Yaklagik bir yil sonra Schrader ve ekibi ikinci defa yine organofosforlu bir

bilesik olan sarini sentezlemislerdir (26).

Alman hiikiimeti tarafindan 1943 yilinda tabun ve sarinin etki
mekanizmalarinin ortaya konulmasi maksadiyla Nobel odiillii kimyager Richard
Kuhn gorevlendirilmistir. Kuhn ve ekibi bu bilesiklerin asetilkolin esteraz enzimi
inaktivasyonu ile asetilkolin akiimiilasyonuna sebep olarak santral ve periferik sinir
sistemi iizerinde etkili olduklarini bulmus ve sarinden daha potent bir sinir ajani olan

somani sentezlemislerdir (25).

1950’lere gelindiginde yeni bir pestisit gelistirilmesi arayisiyla yiiriitiilen

calismalar esnasinda ingiliz bilim adami Ranajit Ghosh tarafindan VX sentezlenmis,
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ancak bilesigin ¢ok letal oldugunun fark edilmesiyle birlikte ileri arastirmalar Porton

Down’daki Kimyasal ve Biyolojik Silahlar Tesisi’nde yiiriitiilmiistiir (25).

1970’1i yillardan itibaren Sovyetler Sosyalist Cumhuriyetler Birligi tarafindan
Novichok olarak adlandirilan yeni nesil bir sinir ajan1 gelistirilmistir. A serisi olarak
da adlandirilan bu noérotoksik bilesik; G ve V serisi ajanlarin tiirevi olarak

gelistirilmis olup toksisitesi VX ve somana nazaran ¢ok daha yiiksektir (28).

2.6. SINIR AJANLARININ FiZIKSEL VE KIMYASAL
OZELLIKLERI

Saf halde olmayanlarin renkleri saridan kahverengiye degisen tonlarda olsalar
da tim sinir ajanlar1 renksiz ve kokusuz sivilardir. Ancak bu bilesikler fiziksel
ozellikleri agisindan farkliliklar tasimaktadir. Ornegin V ajanlarmin volatiliteleri G

ajanlaria gore daha disiiktiir (27).

Tabun, sarin ve soman’in uguculuk 6zellikleri daha fazla iken, dis ortamlara
daha dayanikli olan kalinlastirilmis soman ve VX ¢evrede ¢ok daha uzun siireler
boyunca bozunmadan kalabilir. Bu 6zelligi ile VX ileri kontaminasyonlara sebebiyet
verebilir. Bu nedenlerle, G-serisi ajanlar dncelikle solunum; V-serisi ajanlari ise daha
cok ciltten emilerek etki etmek tizere tasarlanmistir. V-serisi ajanlar gerek solunum
ve gerekse dolagim sistemindeki hiireler yan1 sira konjuktivadan bile emilebilirler.
Emilim en siiratli ve hemen hemen tamamen solunum sistemi yoluyla olmaktadir. V-
serisi ajanlar1 aerosol seklinde kullanildiklarinda yari-gegirgen kisisel koruyucu

elbiselerden de gegebilme 6zelligine sahiptir (28).

Sinir ajanlarmin temel fizikokimyasal oOzellikleri c¢izelge 2.3.’de yer

almaktadir.



Cizelge 2.3. Sinir Ajanlarmin Temel Fizikokimyasal Ozellikleri.
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Ozellik

Sinir Ajani

Tabun Sarin Soman VX Siklosarin
O-Ethyl-S-(2-
Kimyasal Ethyl-N, N-dimethyl Isopropyl methyl Ethyl-N, N-dimethyl diisopro pylamino- | Cyclohexyl methyl
Adi phosporamidocyanidate | phosponofluoridate | phosporamidocyanidate ethyl)-methyl phosponofluoridate
phosponofluoridate
Molekiil
Agirhg 162,3 140,1 182,18 267,36 180,14
(Da)
Erime
Noktast -49 -56 -80 -20 -12
(C)
Kaynama
Noktast 246 147 167 300
(C)
25°C°de
Buhar
Basinci
0,07/611,3 2,9 /21862 0,4/3921,4 0,0007 / 10,07 0,068 / 659
(mmHg) ve
Volatilitesi
(mg m*®)

2.7. ASETILKOLIN (ACh)

Henry Hallet Dale tarafindan 1914 yilinda kesfedilen asetilkolin ilk

norotransmitter olma 06zelligi ile birlikte, kesfi Dale’e fizyoloji/tip alaninda Nobel

odiili kazandirmstir (25).

Asetilkolin presinaptik aksonlarin sitoplazmasinda, enzimatik olarak asetil-

koA ve kolin molekiillerinden sentezlenir ve her biri yaklasik on bin asetilkolin

molekiilii iceren vezikiillerde depolanir. Ekzositoz ile salindiktan sonra difiizyon

araciligiyla postsinaptik membrandaki reseptorlerine giderek etki gdsterirler.

Asetilkolinin sinaptik yariklarda hidroliz ile inaktivasyonu sonucu asetat ve kolin

olusur. Bu reaksiyon asetilkolin salimmindan birka¢ milisaniye sonra asetilkolin

esteraz enzimi ile katalize edilir (Resim 2.1.). Olusan kolin tekrar presinaptik nérona

geri alinarak asetilkolin sentezinde kullanilir (29).
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Resim 2.1. Asetilkolinin asetilkolin esteraz enzimi ile yikimi (30).

Asetilkolin kuarterner yapida bir amonyum bilesigidir ve hiicre zarindan
gecemez. Parasempatik ve kolinerjik sinirlerde norotransmitter oldugu halde ¢ok
hizli parcalandigindan tedavide kullanilamaz. Hem muskarinik hem de nikotinik

etkileri bulunmaktadir. Asetilkolin etkileri sunlardir:

* Sinaptik diiglimden ¢ikan uyar1 sayisin1 azaltarak kalbin dakikadaki atim
hiz1 ve atim hacminde azalmaya neden olur.

* Vazodilatasyon yaparak kan basincini diisiiriir.

* QGastrointestinal sistemde tiikiiriik salinimi, intestinal sekresyonlarin
salinimin ve intestinal motiliteyi arttirir.

* Brons sekresyonlarini arttirir.

* Genitolirtiner sistemde detriissor kas tonusunu arttirir.

* Gozde siliyer kaslarin kasilmasi ile akomodasyonu ve pupiller sfinkter

kaslarin kasilmasi ile miyozisi saglar (31).
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2.8. ASETILKOLIN ESTERAZ (AChE)

Asetilkolin esteraz; serin hidrolazlar grubundan olup, serin hidrolaz siiper
ailesi, substratlarin hidrolizi i¢in kullanilan bir aktif bolge olan serininin varlig1 ile

karakterizedir ve insanlarda 200’den fazla enzimden olusmaktadir (32).

Memelilerde, ilgili iki serin hidrolaz kolin ester konjugatlarinin hidrolizini
katalize eder. Asetilkolinesteraz, asetilkoline spesifik bir enzim olup esasen daha
uzun zincirli kolin esterleri lizerinde higbir aktivitesi yoktur. Psddokolinesteraz,
spesifik olmayan kolinesteraz veya serum kolinesteraz olarak da adlandirilan
butirilkolinesteraz (BChE), diger kolin ve kolin olmayan konjugatlara ek olarak
asetilkolini hidrolize edebilir. Asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz, memeli
fizyolojisi ve davranisinda, her iki enzimi de segici olarak bozan yontemlerle farkli

rollere sahiptirler (32).

Asetilkolinesteraz insanlar ve omurgalilar dahil olmak iizere bir¢cok canli
organizmadaki en 6nemli enzimlerden biridir, Sinir sistemi ve kaslarda bulunur (33).
Asetilkolinesteraz, hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 asetilkolin metabolizmasina izin

veren kan ve noral sinapslarin sitoplazmasina ve dis hiicre zarina lokalizedir (34).

Organofosfatlar, asetilkolinesteraza baglandiktan sonra hidrolize olan ve
asetilkolinesterazin geri doniisiimsiiz inaktivasyonu ile sonuglanan asetilkolinesteraz
aktif bolgesinin fosforilasyonuna yol agan bir grup fosforik asit ester bilesikleridir.
Bu kovalent bagl enzim-fosforilasyon kompleksi oldukga kararlidir Ek olarak, bazi
organofosfat bilesikleri yaslanma (aging) adi verilen bir siirecten gecer. Bu islem,
organofosfat ve asetilkolinesteraz arasindaki kovalent bagin daha da
giiclendirilmesiyle sonuc¢lanan oksijen-fosfor baglarindan birinin kirilmasini igerir.
Ornegin, sinir ajanlarmdan soman 10 dakika iginde yaslanirken, VX’in yaslanmasi

igin en az 48 saat gereklidir (34).

Organofosfatlar hem pestisit (6rnegin malation) hem de kimyasal savas
ajanlar (6rnegin VX, sarin, soman ve tabun) olarak kullanilmistir. Organofosfat bazli
pestisitler her yil diinya ¢apinda, 6zellikle gelismekte olan iilkelerin kirsal alanlarinda

yaklagik 200.000 insanin hayatini yitirmesine sebep olmaktadir (35).
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2.9. SINIiR AJANI ZEHIiRLENMESINDE KLINiK ve TEDAVi

Sinir ajan1 zehirlenmelerinde klinik konusuna girmeden once deginilmesi
gereken bir husus ise toksisite olusumu etkileyen faktorler konusudur. Buna gore
toksisitenin ortaya cikabilmesi i¢in sac ayagini olusturan 3 temel bilesen vardir.
Bunlardan ilki; temas yolu dedigimiz toksinin viicuda hangi yolla alindigidir. Toksik
maddeler viicuda oral, solunum yolu, ciltten emilerek veya parenteral yoldan
alinabilir. ikinci konu ise temas siire ve sikhigidir. Bu durumda akut, subakut,
subkronik ve kronik zehirlenmeler karsimiza ¢ikmaktadir. Son husus ise dozdur. Doz
toksisiteyi belirleyen ana unsurdur ve bir maddenin toksisitesini ifade etmek iizere
LDso degeri kullanilmaktadir. Bu deger Ozetle spesifik bir sekil ve miktarda
verildiginde, uygulama yapilan deney hayvani populasyonunun yarisin1 6ldiiren doz
olarak ifade edilmektedir. Bu deger sayesinde farkli bilesiklerin toksisiteleri

mukayese edilebilmektedir.

Sinir ajanlarina bagl zehirlenmelerde goriilen bulgu ve belirtiler; sempatik ve
parasempatik ganglionlar ile efektdr organlar {izerinde artmis Ach etkileri ile
noromuskiiler bileskelerde artmis Ach etkileri sonucu ortaya ¢ikan depolarizasyon
bloklar1 ve santral sinir sisteminde ortaya c¢ikan depresyon sonucunda meydana
gelmektedir. Erken zehirlenmenin dénemiminde, parasempatik semptomlara bagh
kolinerjik kriz belirginlesmeden once ortosempatik bulgular goriilebilir. Bulgu ve
belirtilerin ortaya ¢ikmasi ig¢in gecen siire, maruz kalinan sinir ajanina, maruziyet
yoluna ve siddetine gore degiskenlik gosterir. Bulgu ve belirtiler birbiri istiine
binerek zehirlenme tablosunun beklenenden daha kotii seyretmesine sebep olabilir
(28).

Zehirlenme derecesinin degerlendirilmesi maksadiyla gelistirilen Peradeniya
Organofosfor Zehirlenme Olgegi ile en yaygin 5 belirti 0-2 arasi degerler ile
puanlandirilarak; hastalar ilk bagvurdugunda hafif (skor 0-3), orta (skor 4-7) veya
siddetli (skor 8-11) olarak derecelendirilebilmektedir( 38). Peradeniya Organofosfor
Zehirlenme Olgegi cizelge 2.4.’de yer almaktadir.
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Cizelge 2.4. Peradeniya Organofosfor Zehirlenme Olgegi (34).

Parametre Kriter Puan

o

>2 mm
Pupil Cap1 <2 mm
Toplu igne basi biiyilikliiglinde

<20 /dk
Solunum Hizi >20 / dk
>20 dk ve santral siyanoz mevcut

>60 / dk
Kalp Hiz1 41-60
<40/ dk

Yok
Fasikiilasyonlar Jeneralize veya Siirekli
Jeneralize ve Siirekli

Bilinci yerinde
Biling Durumu Sozlii uyarilara yetersiz yanit
Sozli uyarilara yanitsiz

Yok
Var

Nobetler

RIOINIFPIOINIFIOINIFPIOINFIOIN|F

Sinir ajam1 zehirlenmesinde etkilenen sistemlere goére belirti ve bulgular
cizelge 2.5.°de ve maruziyet siddeti ve maruziyet yoluna gore belirti ve bulgular

cizelge 2.6.’da yer almaktadir (28-30).

Cizelge 2.5. Sinir Ajan1 Zehirlenmesinde Etkilenen Sistemlere Gore Belirti ve Bulgular.

Re:_?gitor Hedef Organ Belirti ve Bulgular
Nikotinik Qtonom Ganglionlar Solukluk, tasikardi, hipertansiyon.
Iskelet Kaslar: Kas giigsiizliigii, fasikiilasyon, paralizi.
Nazal Mukoza Rinore, hiperemi.
Konjuktival Mukoza | Hiperemi.
Salg1 Brongiyal Mukoza Bronkore, bronkokonstriiksiyon, dispne.
Bezleri | Ter Bezleri Terleme artisi.
X ~ : -
= Gozyas1 Bezleri G0z yagarmasi.
= Tikiiriik Bezleri Tiikiiriik salg: artig1.
% Iris Miyozis.
§ Siliyer Kaslar Akomodasyon bozuklugu.
Diiz Gis Bulanti, kusma, diare, mide kramplari, istemsiz
Kaslar defekasyon.
Mesane Istemsiz {irinasyon.
Kalp Bradikardi.
Anksiyete, huzursuzluk, bas agrisi, bas
Santral Merkezi Sinir Sistemi d?m.r.l??i’ trem..o " konﬁ?z.yon’ konsantrsyon
giicliigli, konviilsiyon, biling kaybi, solunum
depresyonu ve solunum arresti.
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Cizelge 2.6. Sinir Ajan1 Maruziyet Siddeti ve Maruziyet Yoluna Gore Belirti ve

Bulgular
Maruziyet Maruziyet Yolu
e Buhar Cilt
Miyozis, Rinore, . . Etkiler 18 saate
Hafif Sekresyon Artigi, Hafif Maruziyet boggslnde artmi§ | 4 . dar sliren
. terleme ve fasikiilasyonlar. :
Dispne. asemptomatik
Miyozis, Rinore, Maruziyet bogesinde artmig | bir evreden
Orta Sekresyon Artisi, Hafif terleme ve fasikiilasyonlar, sonra ortaya
Dispne. Bulanti/Kusma, Giigsiizliik. | c¢ikabilir.
wiyozis Rinore, | ey ot
Sekresyon Artist, Siddetli asyontat, Etkiler 2-30
. I Bulanti/Kusma, Gii¢siizliik, .
Dispne, Biling Kaybz, . . dakikalik
. 4 Biling Kaybi, Konviilsiyonlar, .
. . | Konviilsiyonlar, Jeneralize . o asemptomatik
Siddetli e Jeneralize Fasikiilasyonlar, .
Fasikiilasyonlar, Flask Flask Paralizi Sekresvon bir evreden
Paralizi, Apne, Nobetlerle Ay =3y sonra ortaya
s . Artisi, Nobetlerle Birlikte -
Birlikte Istemsiz . . cikabilir.
Urinasyon/Defekasyon = Istegl
) Urinasyon/Defekasyon.

Sinir ajanlarinin maruziyetinden sonra akut ve Oliimciil olabilen etkiler
merkezi ve periferik sinir sisteminde AChE inhibisyonuna bagli olarak ortaya ¢ikar.
Bu tablo “Akut Kolinerjik Kriz” adiyla da anilmaktadir. Ani Oliimlerden ise
genellikle artmis brons sekresyonu ve alveolar Odemin eslik  ettigi

bronkokonstriiksiyon sorumlu tutulmaktadir.

Akut Kolinerjik Krizden 1-4 giin sonra Ach’e bagh etkilerin yinelemesi veya
kas giigsiizliigiiniin ortaya ¢ikmasi ile karakterize olan tablo “Intermediate (Ara)
Sendrom (IMS)” olarak amlmaktadir. IMS’de en cok goriilen bulgular boynun
fleksiyon hareketinde zayiflik ve farkli siddetlerde proksimal kaslarin zayiflig,
omzun abduksiyon hareketi ile kalganin fleksiyon hareketlerinde zayifliktir. IMS
baslangicinda ¢ogunlukla solunum yetmezIligi goriiliir. Bunun yani sira derin tendon
reflekslerinde zayiflama ve kafa sinirlerinin uyardigi yiiz kaslarinda da zayiflik
olmaktadir (37).

OP ile indiiklenen gecikmis noropati (OPIDN), tekrarlanan OP pestisit
maruziyetinin yani sira sinir ajanina maruz kalma ile iliskili noropsikolojik
semptomlarin bir bilesimi olarak ortaya ¢ikan durumdur. OPIDN semptomlari, OP

maruziyetinden haftalar sonra ortaya ¢ikabilir ve kas zayifligi, anksiyete, depresyon,
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psikozun yami sira bilissel ve hafiza problemlerini igermektedir. OPIDN
mekanizmasi tam olarak anlasilamamis olmakla birlikte noropati hedef esterazin

(NTE) inhibisyonunun rol oynadig1 diisiiniilmektedir (38).

Sinir ajan1 maruziyetinin tedavisinde; tibbi dekontaminasyon, acil ventilasyon
ile standart tedavi protokolii olarak muskarinik antagonist atropin, merkezi sinir
sistemi hasarindan korunmak i¢in diazepam veya midazolam gibi bir antikonviilsan
ve sinir ajani ile asetilkolin esteraz arasindaki kovalent bag1 agarak enzimi reaktive

eden bir oksim preparat1 kombine olarak verilir (39).

AChE inhibisyonu ile ortaya c¢ikan bu tablolar disinda, yapilan in vivo
caligmalar ile subakut, akut ve kronik maruziyetlerde bir ¢cok farkli OP bilesiklerine

maruz kalan hayvanlarda oksidatif stresin meydana geldigi dogrulanmistir (40).

Bu ¢alismalarin yani sira lipid peroksidasyonunun organofosforlu insektisit

intoksikasyonunda rol aldigina dair pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir (41-44).

2.10. OKSIDATIF STRES

Hiicresel metabolik siireg¢ler veya iskemi, yaslanma, radyasyon, kimyasal
ajanlar ve inflamasyon gibi siiregler sonrasinda olusan hidroksil ve siiperoksit
radikalleri ile hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artig1 karsisinda
bunlarin  detoksifikasyonunda gorevli antioksidan mekanizmalarin yetersiz
kalmasiyla ortaya ¢ikan oksidatif denge bozuklugu; oksidatif stres olarak

anilmaktadir.

Oksidatif stres artisiyla olusan reaktif oksijen tiirleri hiicre i¢inde yer alan
niikleik asit bazlar, proteinler ve lipitlere oksidasyon yoluyla saldirarak

hasarlandirmaktadir.

Oksidatif stres giiniimiizde inflamatuar hastaliklar, diyabet, kardiyovaskiiler
hastaliklar, kanser ve ndrolojik hastaliklarin etiyopatojenezinden sorumlu

tutulmaktadir.
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Serbest radikaller dis yoriingelerinde eslenmemis bir veya daha fazla elektron
bulunan bilesiklerdir. Kisa omiirlii, reaktif ve kararsiz bilesiklerdir. Viicudumuzda iki
eslenmemis elektrona sahip molekiiler oksijene demir ya da bakirli enzimler
tizerinden elektron transferi yaparak oksidasyon reaksiyonlarini gerceklestirir.
Dolayistyla molekiiler oksijen ROS olusumunda biiyiik paya sahiptir. Baslica reaktif
oksijen tiirleri siiperoksit, hidroksil ve hidrojen peroksittir. Bunlardan ilk ikisi serbest

radikal olup hidrojen peroksit ise prooksidandir (45).

Biyolojik sistemlerde siiperoksidin dismutasyonu sonucu hidrojen peroksit
tiretimi saglanir. Bu reaksiyonda iki proton alan iki siiperoksit molekiilii hidrojen
peroksit veya molekiiler oksijeni olusturur. Bu reaksiyon siiperoksit dismutaz

enzimiyle veya spontan olarak gerceklesir (46).

20, 4+ 2H* > H,02+ O2

Hidrojen peroksitten Fenton reaksiyonu veya siiperoksit radikallerinin
varliginda Haber-Weiss reaksiyonu ile hidroksil radikali olusur. Hidroksil radikali en

giiclii oksidan olarak bilinmektedir (47).

Fenton Reaksiyonu: H,0, + Fe*?> — OH: +OH" +Fe*?

Haber-Weiss Reaksiyonu: Oz” + H,02 — OH + OH™ + O>

Stiperoksit radikalleri ise aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin bir elektron
alarak indirgenmesi sonucu olusur.

HO, —» H' + Oy

Bunun yani sira gecis metallerinin oksidasyonu ile de olugabilmektedir.

Fet2 + O, — Fe™ + Oy

2.11. ANTIOKSIiDAN SAVUNMA MEKANIZMALARI

Antioksidanlar; oksijeni, katalitik metalleri ve reaktif oksijen tiirlerini
ortamdan wuzaklagtirarak veya etkilerini zayiflatarak, zincir reaksiyonlarin

baslamasini1 6nlemek suretiyle serbest radikal hasarini diizeltici etki gosterirler.
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Viicudumuzda serbest radikallerin verecegi hasarin Onlenmesi maksadiyla
antioksidanlar gorev almaktadir. Bunlar eksojen ve endojen antioksidanlar olarak

ikiye ayrilirlar.

1. Eksojen Antioksidanlar: A, C ve E vitaminleridir.

2. Endojen Antioksidanlar: Enzim yapililar ve enzim yapili olmayanlar olmak
tizere ikiye ayrilirlar.

a. Enzim Yapililar: Siiperoksit Dismutaz, Katalaz, Glutatyon Peroksidaz,
Sitokrom Oksidaz.

b. Enzim Yapili Olmayanlar: Seriiloplazmin, Albiimin, Transferin,

Haptoglobulin, Hemopeksin, Bilirubin, Asetil Sistein, Kuersetin ve Resveratrol.

Glutatyon

Glutamat, sistein ve glisinden sentezlenen bir tripeptid olup viicudumuzda
bir¢cok dokuda yiiksek diizeyde bulunmaktadir. Oksidatif hasardan korunmada ROS

ve peroksit ile reaksiyona girmek suretiyle antioksidan rolii bulunmaktadir.
Stiperoksit Dismutaz (SOD)

Reaktif oksijen tiirleri ve siiperoksit anyonuna karsi en gii¢lii antioksidandir.
Katalize ettigi reaksiyon ile bir siiperoksit radikali oksijen molekiiliine

yiikseltgenirken digeri hidrojen perokside indirgenir.
02"+ 02"+ 2H" — 02 + H202

Lizozomlarda, mitokondride ve damar duvarinda olmak {izere sirasiyla

SODI1, SOD2 ve SOD3 olarak adlandirilan ii¢ izomeri bulunmaktadir.
Katalaz (CAT)

Peroksizomlarda yer almaktadir. Mitokondride olustuktan sonra siiperoksit
dismutaz ve glutatyon peroksidaz tarafindan pargalanamayan yiiksek miktardaki

hidrojen peroksit sitozole gecer ve burada katalaz tarafindan yikima ugratilir.

H202 — 2H>0 + O>
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Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Dért selenyum atomu igeren tetramerik yapili bir molekiildiir. Ozellikle
eritrositler agisindan oksidatif hasardan koruyucu etkisi bulunmaktadir. Mitokondri

ve sitozolde hidrojen peroksidin suya yikimindan sorumludur.
Sitokrom Oksidaz

Stiperoksidin  yikimindan sorumlu olan bu enzim mitokondride yer
almaktadir. Stiperoksidin sitokrom oksidaz tarafindan yikimi siirekli devam etmekte
ve bu yolla ATP iiretimi saglanmaktadir. Ancak genellikle siiperoksit iiretimi bu

enzimin kapasitesini asar ve diger antioksidan mekanizmalar devreye girer (49-51).

2.12. SINIR AJANLARI ve OKSIDATIF STRES

Birgok calisma, OP insektisitlerin neden oldugu oksidatif hasar ve
antioksidan aktivitenin kanitlari1 gostermistir, bu da akut OP zehirlenmesinde
endojen  antioksidan  savunmalarin  tetiklendigini  disiindiirmektedir. ~ OP
zehirlenmeleri sonrast goriilen komplikasyonlar ile oksidatif stres arasinda bir iligki
oldugunu varsayan arastirmacilara gore; mitokondriyal disfonksiyon, kas
dokularinda iskemi reperfiizyonu veya endojen antioksidanlarin inaktivasyonunun,

oksidatif hasardan sorumlu mekanizmalar olduklar1 degerlendirilmektedir (49).

Vidyasagar ve arkadaglar1 tarafindan organofosforlu insektisitlerle zehirlenme
sebebiyle bilinci kapali olarak hastaneye basvuran 84 hastadan alinan kan
ornekleriyle yapilan ¢aligmada; hastalarin Siiperoksit dismutaz (SOD) ve malonil
dialdehit (MDA) seviyelerinde tespit edilen belirgin artis oksidatif stres ile
aciklanmustir (50).

Mishra ve arkadaglar1 tarafindan OP insektisit ilaglamasi yapan 50 is¢inin kan
ornekleri toplanarak kontrol grubuyla mukayeseli olarak yapilan ¢alismada; normal
saglikli kontrol deneklerine kiyasla, maruziyetin oldugu gruplarda SOD ve katalazda
onemli bir artis oldugu ortaya konularak, pestisitlere maruz kalan gruptaki yiiksek
MDA seviyelerinin yansittigi lipid peroksidasyonundaki artisin oksidatif stres
kaynakli oldugu belirtilmistir (51).
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Pore ve arkadaslar tarafindan organofosforlu insektisitlerle zehirlenme
sebebiyle hastaneye yatiglar1 yapilan 40 hastadan alinan kan 6rneklerinin, farkli yas
gruplar1 ve cinsiyetten saglikli 40 kisilik kontrol grubuyla karsilastirildigi ¢calismada,
hastalarin SOD ve MDA diizeylerinde tespit edilen belirgin artisin oksidatif strese
isaret ettigi belirtilmistir (52).

Golomb ve arkadaslar1 tarafindan 1990-1991 yillarinda Korfez Savasina
katilmis ve etiyolojisinde diisiik dozlarda da olsa organofosforlu bilesik maruziyetine
bagli Korfez Savag1 Hastaligi (GWI) semptomatolojisi gosteren 41 eski askerin kan
ornekleri 40 kisiden olusan kontrol grubuyla karsilastirilmis ve anlamli diizeyde

diisiik bulunan plazma MDA diizeyleri oksidatif stres ile iligkilendirilmistir (53).

Oksidatif stres belirtegleri disinda organofosforlu pestisitlere maruziyeti
oksidatif stres ile iliskilendirilen pek ¢cok hayvan deneyi bulunmakla birlikte insan
hiicre hatlar1 ile ¢calismalar ve subakut veya kronik maruziyetlerle ilgili ¢caligmalar

oldukca sinirl goriilmektedir.

2.13. KAN BEYIiN BARIYERI HUCRELERI

Ik defa 1902 yilinda Alman mikrobiyoloji uzmani P.Ehrlich tarafindan
tanimlanan KBB, beyne her tiirlii toksik molekiillerden korunma saglarken gerekli
molekiillerin gecisine izin veren Ozellesmis bir sistemdir. Temel olarak endotel

hiicreleri, astrositler ve perisitler olmak tizere 3 bileseni bulunmaktadir.

Hiicre i¢i veya hiicreler arasi madde gegisine kismen miimkiin oldugu
periferik kapillerin aksine KBB iizerinden beyin hiicrelerine gegis fiziksel (tight
junction (TJ): sik1 baglantilar) ve metabolik (enzim) bariyeri yoluyla ¢ok siki bir
sekilde kontrol edilmektedir. Boylece ilaglarin beyne gecisi kontrol altinda tutulur.
Buna ilaveten, KBB harabiyetinin santral sinir sisteminin pek ¢ok hastaliginda 6nemi
oldugu vurgulanmistir. KBB ¢alismalari; gittikge artan bir siklikta fizyoloji, patoloji,

farmakoloji ve ndroloji ile ugragan bilim insanlarinin ilgi odagi haline gelmistir (54).

Bununla birlikte gelistirilen yeni ilaglar veya test edilmek istenilen toksik

bilesiklerle in vivo ¢alismalarin giicliigli yerini giderek in vitro caligmalara
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birakmaktadir. Her ne kadar in vitro ¢aligmalar beynin karmasik fonksiyonel yapisi
karsisinda yetersiz gibi goriinse de BMVEC hiicre hatlar1 kullanilarak, test edilmek
istenilen molekiiliin BMVEC iizerinde toksik etkili olup olmadigini degerlendirmek

mumkuindiir.

Uygun bir KBB modeliyle; KBB metabolizmasinin, endojen tastyicilarin
inhibisyonunun ve sekestrasyonun etkileri incelenebilir. Bu bilgiler hem toksisite
mekanizmalarinin anlagilmasi agisindan hem de insanlarda risk ve giivenligin
degerlendirilmesinde klinik verilerle karsilastirildiginda hayvan deneylerinden elde

edilen toksikolojik sonuglarin degerini artirabilir (55).
2.14. NOROBLASTOMA HUCRELERI

SH-SYS5Y gibi insan noroblastoma hiicre dizileri, yaygin olarak kullanilan bir
in vitro model sistemi olup, hiicre canliligi deneyleri, néronal ultrastriiktiir ve ¢esitli
farmakolojik ajanlarin test edilmesi gibi ¢ok sayida nérobilim uygulamasi igin
kullanilmaktadir. 11k kez 1970 yilinda néroblastomali bir ¢ocugun kemik iliginden
izole edilen SK-N-SH hiicre hatti ii¢ kez alt kiiltiirii yapilarak sirasiyla SH-SY,
SHSY5 ve son olarak SH-SY5Y hiicre hatlar tiiretilmistir (56,57).

SH-SYS5Y hiicre hatt1 biyokimyasal olarak birgok yonden ndronlarla ortak

ozellikler tasidigindan c¢esitli arastirmalarda néron modeli olarak kullanilmaktadir.

2.15. PARAOKSON

Antikolinesteraz  etkili paraokson, organofosforlu bir bilesik olup
parationunun metabolitidir. Kimyasal olarak C10H14NOsP formiilii ile ifade edilmekte
olup molekiil agirligi 275,19 g/mol’diir. Sekil 2.2°de parationun paraokson ve P-

nitrofenole metabolize edildigi reaksiyonlar goriilmektedir.
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Parathion, P450'ler (CYP'ler) farafindan toksik metabolit paracksona metabolize edilir ve P45Q1er,
paraoksonazlar ve karboksilesterazlar tarafindan paraoksondan PNP'ye veya dogrudan parathiondan PNP'ye
detoksifiye edilir.

Sekil 2.2. Paration Metabolizmasi (58).

En potent asetilkolin esteraz inhibitorlerinden biri olan Paraoksonun etkinligi
sarinin %70°1 kadardir. Bu nedenle insektisit olarak kullanimina son verilmistir.
Gliniimiizde organofosfat zehirlenmelerinin akut ve kronik etkilerini incelemek
maksadiyla kullanilmaktadir (59,60).

Asetilkolinesteraz enzimini gii¢lii bir sekilde inhibe eder ve glutamat
salinimmin artmasina, GABA alimmimn azalmasma, oksidatif hasara ve
norodejenerasyona yol agar. Ortaya c¢ikan artan asetilkolin birikimi, ndbetleri

tetikleyebilir ve beyinde noronal ve eksitotoksik hasara neden olabilir (61).

Pohanka ve arkadaslar1 tarafindan AChE enzimi esas alinarak 11
organofosforlu bilesigin (klorpirifos etil, klorpirifos metil, DFP, diklorvos,
dimetoate, fention, paraokson etil, paraokson metil, fosalon, pirimifos metil ve
pirimifos etil) deteksiyon limitlerinin arastirildigi bir caligmada, paraokson-etil,
paraokson metil, DFP ve diklorvosun AChE enzimini giiglii bir sekilde inhibe
ettikleri tespit edilmistir (62).

Resim 2.2’de paraokson maruziyeti sonrasi sinaptik olaylar goriilmektedir.
Maruziyet sonrast asetilkolin  birikimi ve glutamat salimiminda artis,

eksisitotoksisiteye ve oksidatif hasara neden olmaktadir.
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Resim 2.2 Paraokson Maruziyeti Sonrasi Sinaptik Olaylar (61).
2.16. N-ASETIL SISTEIN (NAC)

Esansiyel aminoasitlerden biri olan L-Sisteinin N-asetilenmis formu olup
tiyollii bir bilesiktir. Kimyasal olarak CsHgNO3S formiilii ile ifade edilmekte olup
molekiil agirhigr 162,21 g/mol’diir. Sekil 2.3’te kimyasal yapist goriilmektedir.

Sekil 2.3. N-Asetil Sisteinin Kimyasal Yapisi.
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Oral alim sonrasi bagirsaklardan ¢ok yiiksek oranda emilir, yarilanma omrii
5-6 saat kadar olup karacigerde metabolize edildikten sonra %30 kadar1 bobrekten

atilirken %10 kadari ise hi¢ metabolize edilmeden bagirsaklardan atilmaktadir.

Canli organizmalar tarafindan iiretilen ve sulfirli bir aminoasit olan NAC,
giiclii bir antioksidan olarak kabul edilmektedir (63,64).

Siilftir igeren besinlerin detoksifikasyon ozellikleri ¢ok eskiden bu yana
bilinmektedir. NAC baslica pestisitleri, parasetamol igeren ilaglari, agir metalleri
(civa, Kkursun, kadmiyum), c¢evresel temizleyicileri (CCL4), aflatoksin iireten

organizmalar1 detoksifiye edebilmektedir (65).

Antioksidan etkinligini, GSH diizeylerinin kontrolii, radikallerin ortadan
kaldirilmasi, notrofil faaliyetini ve timor nekrozis faktor-alfa (TNF-a) olusumunu

yavaslatip durdurarak gostermektedir (66,67).

NAC ve GSH ozellikle akcigerlerin iltihabi durumlarinda, nétrofiller
nedeniyle olusan serbest radikaller ile tiitiin kullanimi ve diger zehirli kimyasallarin
inhalasyonu ile ortaya ¢ikan serbest radikalleri de baglar. Bu sayede sitoprotektif
ozelligi de bulunmaktadir (68).

NAC glutatyon biyosentezini uyarir, detosifikasyonu destekler ve dogrudan
serbest radikallerin, 6zellikle oksijen radikallerinin temizleyicisi olarak hareket eder.
Giiglii bir antioksidandir ve serbest oksijen radikallerinin olusumu ile karakterize

edilen durumlarda potansiyel bir tedavi secenegidir (69).

NAC’1n ratlarda diisiik dozlarda oksidatif hasara karsi1 koruyucu rol oynadigi,

yiiksek dozlarda ise solunum yollarinda hasar ve 6lime neden oldugu gosterilmistir
(70,71).

NAC yapisindaki tiyol gruplari ile dogrudan antioksidan etki gosterdigi gibi
oksidatif hasara yol acan molekiiller ile (hidroksil radikali, hipoklorik asit ve
hidrojen peroksit) etkileserek de antioksidan etki gostermektedir (66,67,72,73).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu tez calismast Saglik Bilimleri Universitesi Bilimsel Arastirmalar
Koordinatdrliigiiniin 2021/138 numarali ve “Organofosfat Metabolitlerinin Insan
Hiicre Kiiltiirlerinde Norotoksisitesinin Degerlendirilmesi” baslikli bilimsel proje
destegi ile Universitemiz Giilhane Saglik Bilimleri Enstitiisii Arastirma ve Gelistirme

Merkez Bagskanligi Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

3.1. KORUYUCU TEDBIRLER

Calismada kullanilan organofosfor bilesikleri ile ilgili olarak, hazirlik,
testlerin yapilist ve sonrasindaki tiim islemler T.KBRN AD Bgk.ligimizda mevcut
biyogiivenlik diizeyi 2 laboratuvarimizda gergeklestirilmistir. Giivenlik maksadiyla
gerekli koruyucu kigisel donanim kullanilmistir. Kullanilan malzemeler %5’lik
sodyum hipoklorit ile temizlenerek dekontaminasyonlar1 saglanmis ve olusan atiklar

uygun sekilde bertaraf edilmistir.

3.2. KULLANILAN CIiHAZLAR ve EKiPMAN

1) e-plate / xCELLigence

2) Membran filtre (0,22 um) MillexGS / irlanda

3) Mikropipet, Boeco / Almanya

4) Mikroplate okuyucu BioTek ELX 800 / ABD

5) Pipet ucu (5ml) Isolab / Almanya

6) Santriflij Tiiptl (15 ml) Isolab / Almanya

7) Karbondioksit Inkiibatérii Niive EC 160 / Tiirkiye

8) Buzdolab1 Argelik / Tiirkiye

9) Mikroplaka Spektrofotometresi Epoch Agilent / ABD

3.3. KULLANILAN KiMYASAL MADDELER ve REAKTIiFLER

1) Aseton, Sigma Aldrich /Almanya
2) Etanol, Sigma Aldrich /Almanya
3) Paraokson Etil, Dr.Ehrenstorfer/ Almanya
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4) Paraokson Metil, Dr.Ehrenstorfer/ Almanya
5) N-Asetil Sistein, Sigma Aldrich /Almanya

34. CALISMADA KULLANILAN HUCRE HATLARININ
HAZIRLANMASI

Kan Beyin Bariyeri (BMVEC) ve Noroblastoma (SH-SY5Y) hiicre hatlari;
Saglik Bilimleri Universitesi Giilhane Saglik Bilimleri Enstitiisii Arastirma ve
Gelistirme Merkez Baskanligi Kok Hiicre Arastirma Birimi tarafindan pasajlanarak

hazirlanmstir.
3.4.1. HUCRE HATLARININ COGALTILMASI

Siv1 azot tankinda kriyovial tiip igerisinde dondurulmus halde saklanan Kan
Beyin Bariyeri (BMVEC) (ACBRI/Kirkland WA) ve Noroblastoma (SH-SY5Y)
(CRL-2266, ATCC) hiicreleri 37 °C’lik su banyosunda hizli bir sekilde
cozdiriildiikten sonra tip igerigi 15 ml’lik falkon (konik) tiipe aktarilip {iriin
hacminin 3 misli oraninda fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile karigtirilmigtir. 800
rpm de 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant atilip pelletteki hiicreler %10 Fetal
Calf Serum (FCS) ve %1 Penisilin/Streptomisin igeren Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) kiiltiir besiyeri ile diliie edilerek 25 cm?’lik kiiltiir kabma (flask)
konulmus ve 37 °C %5 CO2’li etiive kaldirilmistir.

3.4.2. HUCRELERIN PASAJLANMASI

Hiicreler, kiiltiir kabinin ylizeyini %80 oraninda kapladiginda daha fazla
oranda iiretmek amaciyla pasajlama islemi yapilmistir. Bu islem i¢in flask i¢indeki
besiyeri aspire edilerek uzaklastirllmis ve 4 ml PBS ilave edilerek hiicreler
yikanmistir. Daha sonra flaska 2 ml tripsin-EDTA (tripsinizasyon) ilave edilerek
hiicrelerin kiiltiir kabiin yiizeyinden kalkmasi saglanmistir. 6 ml %2’lik PBS ilave
edilerek tripsinin etkisi sonlandirilmigtir. Tiim igerik bir falkon tiipe aktarilarak 800

rpm devirde 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklastirilarak pellet 2 mi
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besiyeri ile diliie edilmis ve icerisinde 14 ml besiyeri bulunan 75 cm?lik flasklara

ekilmistir.

3.5. PE ve PM’nin COZUNECEGI ORGANIK SOLVENT ve SOLVENT
KONSANTRASYONUNUN MTT YONTEMI ile BELIRLENMESI

PE ve PM’nin hangi organik ¢oziiciide kullanilacagina karar vermek igin
oncellikle etanol ve asetonun BMVEC ve SH-SY5Y hiicreleri iizerinde toksik

olmayan dozunu belirlemek i¢cin MTT testi yapilmaistir.

MTT testi Oncesi etanol ve asetonun uygulanacagi konsantrasyon

hesaplamalari ¢izelge 3.1°de belirtilmistir.

Cizelge 3.1. Etanol ve Aseton Konsantrasyonlarinin Hesaplanmasi.

Coziicii Miktar (ul) DMEM (ul) Konsantrasyon (%)
100 900 10
50 950 5
Etanol
10 990 1
*%1°lik kons. DMEM ile 10 kat diliie edilmistir. 0,01
100 900 10
50 950 5
Aseton
10 990 1
*%1°lik kons. DMEM ile 10 kat diliie edilmistir. 0,01

Bu maksatla; hiicre sayisi istenilen orana ulastiginda tripsinizasyon islemi ile
pellet haline getirilen hiicreler 5 ml besiyeri ile dilile edilmis ve hiicre sayimi
yapilmistir. Bunun i¢in hiicre siispansiyonundan 10 pl alinip 90 pl tripan mavisi ile
karistirilarak 5 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra Thoma laminda hiicreler
say1lmigtir. Daha sonra bu say1; “sulandirma miktar1 x 10.000” sayisi ile garpilarak 1

ml igerisindeki hiicre sayisi tespit edilmistir.
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Cok kanalli pipet yardimiyla 96’lik well platelere her bir kuyucukta 20.000
BMVEC ve SH-SY5Y hiicresi olacak sekilde 100 pl hiicre soliisyonu ekilmis ve 24
saat etiivde inkiibe edilmistir. (Resim 3.1)

24 saat sonra aseton ve etanolin  %0,1, %1, %5, ve %10
konsantrasyonlarindaki [%, v/v (DMEM)] dozlar hiicrelere 6 tekrarli olacak sekilde
uygulanarak 24 ve 48. saatlerde MTT yapilmak {izere %5 CO2’li etiive kaldirilmustir.

Resim 3.1. Uygulanacak Solvent Konsantrasyonunun Belirlenmesi Maksadiyla

Kuyucuklarin Dizayni.

3.6. MTT YONTEMIi

Etken maddelerin hicrelerin proliferasyonu, canliligi ve sitotoksisitesi
tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesinde metabolik aktivite Ol¢limiine dayali
yontemdeki 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
suda ¢oziinen bir tetrazolium tuzu olup fenol kirmizisi igermeyen medyumda
hazirlandiginda sarimsi  bir soliisyon olusturur. Dehidrogenaz enzimlerince
tetrazolium halkasinin pargalanmasi sonrast MTT mor renkteki formazana doniisiir.
Bu doniisiim canli hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan siiksinat dehidrogenaz
enzimi araciligi ile olur. Olusan ¢oziinemeyen formazan, izopropanol yardimi ile
¢oziiniir hale getirilir ve spektrofotometrik olarak olusan renk reaksiyonu kantite

edilir.
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5 mg/ml olacak sekilde tartilan MTT igerisinde FCS ve Penisilin/Streptomisin
olmayan bos medya igerisinde ¢6ziinmiis (DMEM) ve 0,22 ul por ¢apl filtreden
gecirilerek kullanima hazir hale getirilmistir. Her bir kuyucuga 20 ul MTT soliisyonu
pipetlendikten sonra 4 saat 37° C ve %5 CO;’li inkiibatorde bekletilmistir. 4 saat
sonunda turuncu renk alan siipernatant dipteki hiicrelere zarar vermeden dikkatli bir
sekilde aspire edilmistir. Sonrasinda her bir kuyucuga 100 pl isopropil alkol ilave
edilip plakalar folyo ile sarilarak oda sicakliginda ve karanlikta 3-4 saat inkiibasyona
birakilmistir. Islem sonunda plakalar hafifce ¢alkalanmis ve 570 nm dalga boyunda

ELISA plaka okuyucuda okutulmustur.

Testin degerlendirilmesi;

Test edilen hiicrelerin canlilik orani kontrole gore % olarak ifade edilir.

Test Kuyucugunun Absorbansi
% Canlilik Orani= — X 100
Kontrol Kuyucugunun Absorbansi

MTT testi sonrasi etanoliin %2 ve iizerindeki konsantrasyonlarinda hiicre

canlilig1 azaldiginin goriilmesi lizerine, PE ve PM %2’lik etanol ile hazirlanmistir.

3.7. PE, PM ve NAC STOK SOLUSYONLARININ HAZIRLANMASI

PE: PE’in 5; 2; 1; 0)5; 0,25 ve 0,1 mmolarlik konsantrasyonlari

hazirlanmstir.

PM: PM’nin 5; 2; 1; 0,5, 0,25 ve 0,1 mmolarlik konsantrasyonlari

hazirlanmastir.

NAC: NAC’in 100, 50, 10, 5, 2, 1, 0,5 ve 0,1 mmolarlik konsantrasyonlar1

hazirlanmstir.
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3.8. PE, PM ve NAC’mm BMVEC ve SH-SY5Y HUCRELERINDE
SITOTOKSISITELERININ MTT YONTEMI iLE BELIRLENMESI

BMVEC ve SH-SY5Y hiicreleri ¢ok kanalli pipet yardimiyla 96 kuyucuklu
plakalara, her bir kuyucukta 20 000 hiicre olacak sekilde ekilerek 24 saat etiivde
inkiibe edilmistir (Resim 3.2).

Resim 3.2. Cok Kanalli Pipet ile Hiicrelerin Ekimi.

Sonrasinda PE, PM ve NAC her iki hiicre hattina 6 tekrarli olacak sekilde her
bir kuyucuga 100 pl uygulanmistir. 24 ve 48. saatlerde MTT yapilmak iizere 37° C
%5 CO2’lik inkiibatore alinmistir. MTT test hazirlik siireci resim 3.3 ve testleri resim

3.4’te yer almaktadir.

Resim 3.3. MTT Testi Hazirliklari.
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Resim 3.4. MTT Test Siireci.

3.9. PE, PM ve NAC’m ICso DOZLARININ BMVEC ve SH-SY5Y
HUCRELERINDEKI ETKILERININ GERCEK ZAMANLI HUCRE ANALIZ
SISTEMI (xCEL Ligence DENEYI) ile OLCULMESI

xCELLigence sistemi, elektrik empedansi kullanarak hiicre kiiltiirlerinin
canliligin1 non-invazif bir sekilde izlemek i¢in birbirine bagl altin mikro elektrotlar

iceren Ozel olarak tasarlanmis mikrotitre plakalar: kullanarak ¢alismaktadir (74).

S6z konusu cihaz, resim 3.5’te ve bu cihaz ile empedans 6l¢iim prensibi resim

3.6’da yer almaktadir.

Resim 3.5. xCELLigence cihazi

Bu empedansin siirekli olarak Olciilebilmesi sayesinde hiicrelerin kalitesi,
canlilik durumlari, gelisimleri, sitotoksik ajanlara verdikleri yanit, morfolojileri vb.

biyolojik durumlar1 kantitatif olarak takip edilebilmektedir (75-77).
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Resim 3.6. xCELLigence Sisteminde Empedans Olgiim Prensibi (78).

Calismada 16 kuyucuktan olusan e-plateler kullanilmistir. Oncelikle her bir
kuyucuga hiicre igcermeyen, 50 pL besiyeri karigimi konularak cihazda bir bazal
okuma yaptirilmistir. Ardindan flasklardan tripsinizasyon ve santrifiij (800 rpm, 5
dakika) yoluyla toplanan hiicreler kuyucuklara 100 puL hacim olacak sekilde dikey
akimli biyogiivenlik kabini igerisinde ekildikten sonra plakalar inkiibatoriin
igerisindeki xCELLigence cihazina yerlestirilmis ve 30 dakikalik zaman araliklari ile
hiicre biiyiimeleri takip edilmistir. Plaka kuyucuklarinin tabanina yerlestirilmis olan
altin plak elektrik akimini kullanilarak boliinen hiicrelerin elektrik yiik empedanslari
Ol¢lilmiis ve hiicrelerin biiyiime indekslerinin tespit edilmesi saglanmistir. Hiicrelerin
hizli biiylime fazina girmelerinin ardindan (Log fazi), plateler dikey akimli
biyogiivenlik kabini igerisine alinarak kontrol grubu disinda deney grubu olarak
belirlenen kuyucuklara sitotoksik etkinligi degerlendirilecek PE ve PM 50 pL hacim
icerisinde, kombinasyonlar ise 25 pL + 25 pL (Ornegin: 25 uL. NAC + 25 pL PM)
hacim igerisinde uygulanmistir. Ayni deney grubu igerisine sadece medyum ve hiicre

igeren kontrol grubu da ilave edilmistir. Plakalar yeniden inkiibatoriin igerisindeki
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xCELLigence cihazina yerlestirilmis ve 30 dakikalik 6l¢iimlere devam edilmistir. 72

saat siliresince okuma yapilmistir.

XCELLigence testi ile PE, PM ve NAC’in ve her iki hiicre hattindaki

sitotoksik degerleri istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Bu maksatla XxCELLigence

cihazinin kendi yazilimindan istifade edilmistir (Resim 3.7).

Resim 3.7. xCELLigence Testleri.

3.10. xCEL Ligence TESTLERI ICIN GRUPLARIN HAZIRLANMASI

PE ve PM ICsp dozlar1 ve NAC’1n 0,25; 0,5; 1 mmolar dozlar ile olusturulan

kombinasyonlar ve zaman araliklar1 da (24, 48, 72 saat) goz 6niine alinarak BMVEC

ve SH-SY5Y hiicre hatlari i¢in ¢izelge 3.2°deki gruplar olusturulmustur.

Cizelge 3.2. xCELLigence Testi I¢in Gruplar

Grup 1:
Kontrol

OF NAC (mmolar)
Grup 4: Grup 5: Grup 6:
. . PE PE ICso+ PE ICso+ PE ICsot+
Cllg = | (Cirdlpre: NAC 0,25 NAC 0,5 NAC 1
Yalniz Yalniz
PE 1Cs PM ICsxo Grup 7: Grup 8: Grup.9:
PM PM ICsx PM ICx PM ICso
+ NAC 0,25 + NAC 0,5 + NAC1
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3.11. OKSIDATIF STRES TESTLERI

Her bir grup igin hiicreler (1.10° hiicre/ ml) 6 kuyucuklu plakalara 3 tekrarl
olacak sekilde ekilmistir. 37 °C sicaklikta, %5 CO2’li etiivde 24 saat inkiibasyondan
sonra PE ve PM’nin ICso dozlar1 uygulanan hiicrelere 0,5; 1 ve 2 mM dozlarinda
NAC ilave edilmistir. 24, 48 ve 72. saatlerde hiicreler tripsinize edilerek
ortamlarindan toplanmistir. 800 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra
siipernatant atilmistir. Pellet 3 ml PBS ile diliie edilerek -80° C’ye kaldirilmistir
(Resim 3.8).

Resim 3.8. Oksidatif Stres Testleri.

3.11.1. GLUTAYON PEROKSIDAZ (GPx) ENZIM AKTIVITESININ
DEGERLENDIRILMESI

GPx enzim aktivitesinin degerlendirilmesi ticari kit kullanilarak (Elabscience)
kolorimetrik yontem ile yapilmigtir. Bu kit ile serum, plazma, doku, hiicreler, hiicre
kiltirti  stipernatant numunelerindeki hiicrelerde hidrojen peroksit (H202)’in
yikiminda gorevli GPx enzim aktiviteleri Ol¢iilebilmektedir. Glutatyon (GSH)
diizeyleri, rediikte GSH tiiketimi Ol¢iilerek hesaplanmaktadir. Ancak hesaplamalar

sirasinda H202 ve rediikte GPx aktivitesi olmadan da reaksiyona girebildiginden,
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enzimatik olmayan GSH azalmasi ¢ikartilmaktadir. S6z konusu kit bilesenleri ¢izelge

3.3’te yer almaktadir.

Cizelge 3.3. Test Kiti Bilesenleri.

Oge Bilesen Miktari
Reaktif 1 Stok Cozeltisi 2ml x 1 sise
Reaktif 2 Asit Reaktif 60ml x 4 sise
Reaktif 3 Fosfat Toz x 2 sise
Reaktif 4 DTNB Cozeltisi 30ml x 1 sise
Reaktif 5 Tuz Reaktif Toz x 4 sise
Reaktif 6 GSH Standard: 3,07ml x 2 sise
Reaktif 7 GSH Standart Stok Seyreltici 6ml x 1 sise

Test oncesi hazirlik asamalar gizelge 3.4’°te yer almaktadir.

Cizelge 3.4. Test Oncesi Hazirlik Asamalari1

Asama | Hazirlanan Soliisyon Islem
1 Reaktif 1 Uygulama Reaktif 1 ¢ift damitilmis su ile 100 kat diliie
' Cozeltisi edildi.
2. R?aktlf 3 Uygulama Bir sise Reaktif 3 60 ml damitilmis su ile ¢oziildii.
Cozeltisi
3 Reaktif 5 Uygulama Bir sise Reaktif 5 10 ml ¢ift damitilmis su ile
' Cozeltisi ¢ozildii.
4 GSH Standart Standart Uygulama Cozeltisi hazirlamak igin,
' Uygulama Cozeltisi Reaktif 7 ¢ift damitilmis su ile 10 kat diliie edildi.
1 mmol/L GSH Standart Cozeltisi hazirlamak igin
5 Immol/l GSH Standart | 1 sise Reaktif 6, GSH Standart Uygulama
' Cozeltisi Cozeltisi ile 10 ml son hacme kadar ¢oziilerek
karistirilda.
20 pmol/L GSH Standart Cozeltisi hazirlamak
5 20umol/l GSH icin 1 mmol/L GSH Standart Cozeltisi u, GSH
' Standart Cozeltisi Standart Uygulama Cozeltisi ile 50 kat diliie
edildi.
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Test i¢in seyreltici olarak PBS (0,01 M, pH 7,4) kullanilmis ve 0,5 ml PBS ile
numunelerden 0,5 ml alinarak seyreltilmistir. Cozeltilerin verdigi absorbanslar 412

nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.

Yapilan testlerin degerlendirilmesi maksadiyla 37° C sicaklikta 5 dakika
enzim dis1 reaksiyon etkisi ¢ikarilarak 1 pmol/l GSH tiiketimini katalize eden 0,1 ml

hiicre kiiltiirii siipernatantindaki GPx miktar1 1 Unite olarak hesaplanmustir.

3.11.2. TOTAL GLUTATYON (T-GSH) DUZEYININ
DEGERLENDIRILMESI

T-GSH ol¢timii ticari kit kullanilarak (Elabscience) kolorimetrik yontem ile
yapilmistir. Bu kit ile serum, plazma, doku, tam kan, kirmizi kan hiicreleri, hiicre

kiiltiirii numunelerinin T-GSH ve GSSG icerigi 6l¢iilebilmektedir.

Glutatyon hiicrelerde rediikte (GSH) ve okside (GSSG) olmak iizere iki farkli
formda bulunmaktadir. GSSG glutatyon rediiktaz tarafindan hizla GSH’ye
dontstiiriildiigiinden fizyolojik kosullar altinda hiicre i¢i glutatyonun %98’den

fazlas1 GSH’dir

GSSG glutatyon rediiktaz tarafindan GSH’ye indirgenir ve GSH, DTNB ile
reaksiyona girerek sar1 renkte TNB iiretir. Toplam glutatyon miktar1 (GSSG+GSH)
sart renkte TNB miktarin1 belirler. Boylelikle toplam glutatyon 412nm’de Optik
Dansite (OD) degeri Olgiilerek hesaplanabilir. GSSG’nin igerigi, énce GSH’nin
numuneden uygun reaktif ile ¢ikarilmasi ve ardindan sozii gecen reaksiyon prensibi
kullanilarak belirlenmektedir. Bahse konu kit bilesenleri ¢izelge 3.5’de yer

almaktadir.



Cizelge 3.5. Test Kiti Bilesenleri.
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Oge Bilesen Miktari
Reaktif 1 Tampon Cozeltisi 45ml x 2 sise
Reaktif 2 Standart 6,13mg x 1sise
Reaktif 3 Protein Coktiiriicii Toz x 1 sise
Reaktif 4 Enzim Stok Cozeltisi 80ul x 1 sise
Reaktif 5 Kromojenik Ajan Toz x 1 sise
Reaktif 6 Seyreltici 1,8ml x 1 sise
Reaktif 7 GSH Siipiiriicii Yardimce1 Cozeltisi 2ml x 1 sise
Reaktif 8 GSH Siipiirticii 0,5ml x 1 sise
Reaktif 9 Substrat Toz x 1 sise

Mikroplaka 96 kuyucuklu
Plaka kapatici 2 adet

Test oncesi hazirlik asamalar ¢gizelge 3.6°da yer almaktadir.

Cizelge 3.6. Test Oncesi Hazirlik Asamalari.

Asama Hazirlanan Soliisyon Islem
: . e Reaktif 1 ile Reaktif 3 1:19 oraninda
1. Reaktif 3 Calisma Cozeltisi coziinerek karistirilds,
. e Reaktif 4 ile Reaktif 1 1:19 oraninda

2. Reaktif 4 Calisma Cozeltisi coziinerek karistirilds,

3. Reaktif 5 Calisma Cozeltisi Bir sise Reaktif 5 1,5ml Reaktif 6 ile ¢oziildil.
Reaktif 4 calisma ¢oOzeltisi, Reaktif 5 ¢alisma

4. Reaktif Calisma Cozeltisi ¢ozeltisi ve Reaktif 1; 1:1:25 oraninda
karistirildu.

5 Reaktif 7 Calisma Cézeltisi Reaktl_f 7_ 1:1 oraninda ¢ift damitilmis su ile
seyreltildi.

6 Reaktif 8 Calisma Cozeltisi Reaktlf 8 mutlak etanol ile 1:9 oraninda
seyreltildi.

7 Reaktif 9 Stok Cézeltisi 1'_s1.§e {{eaktlf 9, 100 pl ¢ift damitilmis su ile
¢oziildii.

8 Reaktif 9 Calisma Cézeltisi ;eielll(j(itlf 9 Reaktif 1 ile 1:79 oraninda diliie

9 Immol/l Standart Stok 1 sise Reaktif 2, 10 ml ¢ift damitilmig su ile

' Cozeltisi ¢Oziildii.

Immol/l Standart Stok Cozeltisi, Reaktif 3

10. 20pmol/l Standart Cozeltisi calisma c¢ozeltisi ile 1:49 oraninda dilie
edildi.
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Test i¢in seyreltici olarak Reaktif 3 Calisma Cozeltisi kullanilmigtir.
Cozeltilerin verdigi absorbans degerleri 412 nm dalga boyunda Olglilmiistiir.
Hiicreler PE ve PM’nin ICsp dozlar1 ile NAC’1n 0,5; 1 ve 2 mmolar dozlarina maruz

brrakilmastir.

Testin Yapihsi: Test igin oncelikle 20 pmol/L standart ¢ozeltisi reaktif 3
calisma c¢oOzeltisi ile diliie edilmistir. Ardindan standart kuyucuklara farkli
konsantrasyonlarda 10 ul standart ¢dzeltisinden ve numune kuyucuklarma 10 pl
numune almarak her kuyucuga 150 pl reaktif calisma cozeltisi eklenip 25°C
sicaklikta 5 dakika inkiibe edilmistir. Son olarak her kuyucuga 50 pl reaktif 9
caligma ¢ozeltisi eklenerek mikroplaka okuyucu ile 5 saniye karistirildiktan sonra
oda sicakliginda 25 dakika inkiibe edilerek her kuyucugun verdigi absorbans degeri

412 nm’de ol¢lilmiistiir.

Testlerden elde edilen verilerden hareketle, GPx enzim aktivitesi ve T-GSH
diizeylerinin belirlenmesi amaciyla, standart ¢ozeltilerin konsantrasyon degerlerine
karsilik gelen absorbans degerlerinden hareketle standart egri olusturulmus ve
regresyon analizi yardimiyla hesaplamalarda kullanilacak denklemler elde edilmistir.
Bu denklemler kullanilarak numunelerin verdigi absorbans degerlerine karsilik gelen

enzim aktivitesi ve diizeyler hesaplanmistir.
3.12. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Hiicre hatlarinda PM ve PE’in IC50 degerlerinin hesaplanmasinda Probit Log
Grafik yontemi kullanilmistir. xCELLigence testlerinden XCELLigence RTCA
yazilimi ile elde edilen sonuglar istatistiksel olarak GraphPad Prism (GraphPad
Prism version 7.0, GraphPad Software, San Diego California USA, Anonim-c)
programu ile gerceklestirilerek gruplar arasi farkliliklar tek yonli ANOVA varyans
analizi ve Tukey’s post-hoc analizi yapilarak degerlendirilmistir. Anlamhilik degeri
p<0,05 olarak alinmistir. Oksidatif stres testlerinden elde edilen sonuglarin
degerlendirilmesinde ise SPSS (Windows Standart Version 23.0) programi
kullanilmistir. Gruplar arasindaki farkliliklar Kruskal Wallis testi ile karsilastirilmas,

anlamlilik degeri p<0,05 olan sonuglara Mann-Whitney U testi uygulanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. MTT TEST SONUCLARI

4.1.1. ETANOL ve ASETONUN SITOTOKSISITESI

Hiicre hatlar1 hazirlandiktan sonra kullanilacak organik solvent ve
konsantrasyonunun tespiti i¢in hiicre hatlar1 hazirlandiktan sonra PE ve PM’yi
¢ozmek i¢in kullanacagimiz organik solvent ile konsantrasyonun tespiti i¢in Etanol
ve Asetonun %0,01; %0,5; %1; %2; %5 ve %10’luk konsantrasyonlar ilgili hiicre
hatlarina uygulanmistir. Bu uygulama sonrasi hiicre hatlarmmn belirlenen canlilik

oranlart ¢izelge 4.1’de sunulmustur.

Cizelge 4.1. Etanol ve Aseton Cozeltilerinin Cesitli Konsantrasyonlarda SH-SY5Y
ve BMVEC Hiicre Hatlarinda Sitotoksisitesi.

Hiicre Kullanilan Olciim Zamam Hiicre Canlihg:
Hatti Cozelti (Saat) (%)
(vIv)
24 98
0,
%2 Etanol 8 105
0,
SH-SY5Y %5 Etanol 24 93
%2 Aseton 24 %
48 79
%5 Aseton 24 75
24 103
0,
%2 Etanol 48 94
0,
BMVEC %5 Etanol 24 95
%2 Aseton 24 98
48 80
%5 Aseton 24 88

MTT testi sonrast etanoliin %2 ve iizerindeki konsantrasyonlarinda hiicre
canliligi azaldiginin goriilmesi ilizerine, PE ve PM c¢ozeltileri %2’lik etanol ile

hazirlanmustir.
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4.1.2. PM ve PE’nin ICso DEGERLERININ HESAPLANMASI

Etanol konsantrasyonu %?2’nin iizerinde toksik oldugundan, bu degerin

altindaki konsantrasyonlar kullanilmistir. Literatiir bilgisinden de istifade ederek PE

ve PM’nin ICsqo degerlerini bulmak igin sirasiyla 0,2; 0,5; 1; 2; 4 ve 10 mmolar

dozlar1 hiicre hatlarina uygulanmistir. Bu uygulama sonrasi1 bulunan ICso degerleri

cizelge 4.2°de yer almaktadir.

Cizelge 4.2. PE ve PM’nin ICsg Degerleri. (p<0,05)

Hiicre | - Ol¢iim Zamam ICso Degeri Etanol
Hatti (Saat) (mmolar) Konsantrasyonu (%)
24 0,5
SH- & 48 0,5
SY5Y PE 24 0,6
48 0,72 <O%15
24 0,66 -
L 48 0,5
BMVEC » 24 0.76
48 0,5

4.1.3. NAC’in SITOTOKSISITESI

Hiicre hatlarinda NAC’m hangi konsantrasyona kadar sitoprotektif ve hangi

konsantrasyonun iizerinde sitotoksik oldugunu degerlendirmek icin sirasiyla 0,1; 0,5;

1; 2; 5; 10; 50 ve 100 mmolar konsantrasyonlar1t BMVEC ve SH-SY5Y hiicre

hatlarma uygulanmigtir. Bu uygulama sonrasi hiicre hatlarinin canlilik oranlar

cizelge 4.3’te yer almaktadir.

Cizelge 4.3. NAC’m Sitotoksisitesi. (p<0,05)

Hiicre Olciim Zamam NAC Konsantrasyonu Hiicre Canlihg
Hatti (Saat) (mmolar) (%)
24 ; @

BMVEC

48 1 96
2 92
1 106
SH- 24 2 95
SYSY 1 95
48 2 83




47

4.2. xCELLigence TEST SONUCLARI

Sitotoksisite deneyleri sonrasi, PM ve PE’nin ICso dozlari, her iki hiicre
hattina uygulanmistir. Bu esnada NAC’mn 0,25; 0,5 ve 1 mmolarlik dozlarinin hem

tek basina hem de PE ve PM’ye kars1 sitoprotektif etkisi degerlendirilmistir.

xCELLigence test planlamasi ¢izelge 4.4’de yer almaktadir.

Cizelge 4.4. xCELLigence Testlerinin Planlamasi.

Hiicre Hatt1 NAC PE PM Grup Ad1
+ - - SH-SY5Y/NAC
SH-SY5Y + + - SH-SY5Y/PE/NAC
+ - + SH-SYS5Y/PM/NAC
+ - - BMVEC/NAC
BMVEC + + - BMVEC/PE/NAC
+ - + BMVEC/PM/NAC

4.2.1. SH-SY5Y HUCRE HATTI TESTLERI

4.2.1.1. SH-SY5Y/NAC

NAC’in SH-SY5Y hiicre hatt1 lizerindeki etkisi sekil 4.1°de yer almaktadir.
NAC kisa siirede hiicre sayisin1 %50°nin altina diisiirmedigi i¢in sitotoksik degildir.

Ayrica 48. saatten sonra hiicre canliligini arttirmaktadar.
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Normalized Cell Index

0,0 20,0 40,0 60,0 0,0 100,0

Sekil 4.1. SH-SY5Y Hiicre Hatt1 Uzerinde NAC 1 Etkisi. (p<0,05)
(Mavi: NACI1, Yesil: NAC 0,5, Kirmizi: NAC 0,25, Pembe: Kontrol)

4.2.1.2. SH-SY5Y/PE/NAC

NAC’m ICsp dozunda PE uygulanmig SH-SY5Y hiicre hatt1 lizerindeki etkisi
sekil 4.2°de yer almaktadir. PE’in zaten toksik etki gosterdigi 33. saatten sonra artik

tiim konsantrasyonlarda NAC dozuna bagli olarak proliferatif etki goriilmektedir.

1,5 s =

1,3 -

0,9 - : ¢
. .

Normalized Cell Index

0,5 +

0,3 +

0,1

0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0

Sekil 4.2. PE Uygulanmis SH-SY5Y Hiicre Hatt1 Uzerinde NAC’1n Etkisi. (p<0,05)
(Pembe: NAC 0,25, Yesil: NAC 0,50, Mavi: NAC 1, Kirmizi: PE)
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4.2.1.3. SH-SY5Y/PM/NAC

NAC’1n ICsg dozunda PM uygulanmis SH-SY5Y hiicre hatti iizerindeki etkisi
sekil 4.3’te yer almaktadir. NAC’mm etkisi 20. saatten itibaren goriilmeye

baslamaktadir. Doza bagimli olarak NAC konsantrasyonlari etki gdstermektedir.

35

T T ST wre T by

|
"'\
o1l L Ll
3,0 T A o e T
: !

Normalized Cell Index

0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0

Time (in Hour)

Sekil 4.3. PM Uygulanmis SH-SY5Y Hiicre Hatti Uzerinde NAC’m Etkisi. (p<0,05)
(Yesil: NAC 1, Mavi: NAC 0,5, Pembe: NAC 0,25, Kirmizi: Kontrol)

4.2.2. BMVEC HUCRE HATTI TESTLERI
4.2.2.1. BMVEC/NAC

NAC’in BMVEC hiicre hatt1 {izerindeki etkisi sekil 4.4’te yer almaktadir.
BMVEC hiicre hattinda NAC SH-SY5Y hiicre hattinda oldugu kadar sitoprotektif
etki gostermedi. Istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilemedi. Sitotoksik
olmadig1 gibi iyilestirici bir etkisi de yani sira dozla degisen bir etkisi de

bulunmamaktadir.
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2,5

20

-
n
"
—
—

Normalized Cell Index
-
(=]
é_

o
w

0,0

0,5
21,04 31,04 41,04 51,04 61,04 71,04 81,0¢
Time (in Hour)

Sekil 4.4. BMVEC Hiicre Hatt1 Uzerinde NAC’in Etkisi. (p<0,05)
(Pembe: NAC 1, Mavi: NAC 0,5, Yesil: NAC 0,25)

4.2.2.2. BMVEC/PE/NAC

NAC’1n I1Csp dozunda PE uygulanmis BMVEC hiicre hatti iizerindeki etkisi
sekil 4.5’te yer almaktadir. BMVEC hiicre hattina ilk 24 saatte NAC uyguladiktan
sonra hemen etkinlik ortaya c¢ikmakta iken 24. saatin sonunda bu etkinlik
azalmaktadir. Istatistiksel olarak doz bagimli etkisi bulunmaktadir. Buna gore ¢ok

diisiik dozlarda etkinlik yok iken yiiksek dozlarda etkili olmaktadir.
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XY

25

2,0

Ty

Normalized Cell Index

0,5

0,0

0,5

0,0 10,0 20,0 20,0 40,0 50,0 60,0 70,0 20,0
Time (in Hour)

Sekil 4.5. PE Uygulanmis BMVEC Hiicre Hatt1 Uzerinde NAC’1n Etkisi. (p<0,05)
(Mavi: NAC 1, Kirmizi: NAC 0,5, Yesil: NAC 0,25, Pembe: PE, Turkuaz: Kontrol)

4.2.2.3. BMVEC/PM/NAC

NAC’1n 1Cso dozunda PM uygulanmis BMVEC hiicre hatt1 tizerindeki etkisi
sekil 4.6’de yer almaktadir. BMVEC hiicre hatt1 iizerindeki proliferatif etkisi ilk 48

saatte gozlemlenmektedir. 48. saatten sonra bu etkinlik azalmaktadir.

a T

. rﬂﬂﬂllﬂlml

EEalihS S e 0 NeeS
1,5 t—s=iiits i - LT HTTT Zi33aaly

1,0 4

Normalized Cell Index

0,5

0,0

05 + — — — — -
21,04 31,08 41,04 51,04 61,04 71,04 81,04

Time (in Hour)

Sekil 4.6. PM Uygulanmis BMVEC Hiicre Hatt1 Uzerinde NAC’1n Etkisi. (p<0,05)
(Turkuaz: Kontrol, Pembe: NAC 1, Mavi: NAC 0,5, Yesil: NAC 0,25, Kirmizi: PM)
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4.3. OKSIDATIF STRES TEST SONUCLARI

PM ve PE’nin ICso dozlar ile NAC’in 0,5, 1 ve 2 mmolarlik dozlar1 SH-
SY5Y ve BMVEC hiicre hatlarina uygulanarak GPx enzim aktivitesi ve T-GSH

diizeyleri ol¢iildii.

4.3.1. SH-SY5Y HUCRE HATTI UYGULAMA SONUCLARI

T-GSH igin 24.saatte ¢ok belirgin bir artis oldugu yani oksidatif stresin
basladig1 ve NAC uygulamasinin bu artis1 negatife ¢evirdigi ve kontrole yakin hale
getirdigi goriilmektedir. Ancak 48 ve 72. saatlerde oksidatif streste artis
gbozlenmemistir. Bu noktada NAC’mn ozellikle ilk 24 saatte verilmesinin olumlu

etkisi oldugu degerlendirilmektedir (Sekil 4.7 ve 4.8).

GPx enzim aktivitesi sonuglarina baktigimizda PE uygulanan SH-SY5Y
hiicrelerinde doza bagli olarak GPx aktivitesinde azalma oldugu goriilmektedir.
Ancak bu azalma NAC eklenmesiyle artma yoniinde seyir gostermistir. Sonug olarak
istatistiksel olarak bir fark goriilmemekle birlikte NAC eklenen hiicrelerde enzim

aktivitesinde artig goriilmektedir.

PM uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinde de GPx aktivitesinde 6zellikle ilk 24
saatte kontrole kiyasla belirgin bir sekilde azalma goriilmektedir. Ancak bu etki 48
ve 72 saatlik uygulamalarda 24 saatlik uygulamada oldugu kadar belirgin
goriilmemekte, hatta 72. saatte kontrole kiyasla enzim aktivitesinde artis
gerceklesmistir. NAC uygulanmasi 24. saatte daha belirgin olarak gozlenen aktivite
azalmasi basta olmak lizere her ii¢ 6lglim zamaninda da (24, 48 ve 72. saatlerde)

enzim aktivitesinde artiga sebep olmustur.

Sonug olarak hem PE hem de PM’nin 24 saatlik uygulamada daha belirgin bir
sekilde enzim aktivitesinde azalmaya yol agtiklart ancak bu azalmanin 48 ve 72.

saatlerde beklenildigi kadar belirgin olmadig1 gézlenmistir (Sekil 4.9 ve 4.10).

Bu sonuglar bir siire sonra hiicrelerde tolerans gelismis olabilecegini

diisiindiirmektedir. Bununla birlikte SH-SYS5Y hiicrelerinde goriilen enzim aktivite
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azalmasimnin NAC ilave edilmesiyle yavagladigi ve artma yoniinde etki gosterdigi

goriilmektedir.

SH-SY5Y, PE, T-GSH

Kontrol Nac 0,5 Nac 1 Nac 2 PE+ NacO0,5 PE+Nac1l PE+ Nac2

GSH (umol/mL)
e o o © L e =
N > [e)] (o] = N H )] o)

o

H24h m48h m72h

Sekil 4.7. PE ve NAC Uygulanan SH-SY5Y Hiicre Hattinda T-GSH Diizeyleri.
(p<0,05)

SH-SY5Y, PM, T-GSH

Kontrol Nac 0,5 Nac 1 Nac 2 PM+Nac PM+Nacl PM+ Nac?2
0,5

2=
© B N B O

GSH (umol/mL)

e oL 0
o N » o

H24h EM48h m72h

Sekil 4.8. PM ve NAC Uygulanan SH-SY5Y Hiicre Hattinda T-GSH Diizeyleri.
(p<0,05)
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SH-SY5Y, PE, GPx

18
16
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Sekil 4.9. PE ve NAC Uygulanan SH-SY5Y Hiicre Hattinda GPx Enzim Aktiviteleri.
(p<0,05)
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Sekil 4.10. PM ve NAC Uygulanan SH-SY5Y Hiicre Hattinda GPx Enzim
Aktiviteleri. (p<0,05)
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4.3.2. BMVEC HUCRE HATTI UYGULAMA SONUCLARI

T-GSH diizeyinin 24 saatlik maruziyette SH-SY5Y hiicrelerine benzer
sekilde daha belirgin olarak arttigi ve NAC uygulamasinin bu artisi tersine ¢evirdigi
goriilmektedir. 48 ve 72 saatlerde artis goriilmekle birlikte bunun kontrole gore ¢ok

belirgin olmadigi gozlenmektedir. (Sekil 4.11 ve 4.12)

BMVEC hiicrelerinde GPx aktivitesinde belirgin bir degisiklik tespit
edilememistir. Sadece 48 saatlik maruziyette kontrole kiyasla bir artig goriilmektedir

(Sekil 4.13 ve 4.14).
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Sekil 4.11. PE ve NAC Uygulanan BMVEC Hiicre Hattinda T-GSH Diizeyleri.
(p<0,05)



56

BMVEC, PM, T-GSH

1,6

1,4

=
kN

GSH (umol/mL)
o
0]

0,6
0,4
0,2
0
Kontrol Nac 0,5 Nac1 Nac 2 PM + Nac PM+Nacl PM + Nac 2
0,5

m24h m48h m72h

Sekil 4.12. PM ve NAC Uygulanan BMVEC Hiicre Hattinda T-GSH Diizeyleri.
(p<0,05)
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Sekil 4.13. PE ve NAC Uygulanan BMVEC Hiicre Hattinda GPx Enzim Aktiviteleri.
(p<0,05)
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Sekil 4.14. PM ve NAC Uygulanan BMVEC Hiicre Hattinda GPx Enzim
Aktiviteleri. (p<0,05)
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5. TARTISMA

Calismada oOncelikle PE ve PM cozeltileri ic¢in hiicre hattinda toksik etki
yaratmayacak diizeyde kullanilacak solventin hangisi olacagi ve bu solventin
konsantrasyonunun ne olmasi gerektigi hesaplanarak %?2’lik etanol konsantrasyonu
ile calismaya karar verilmistir. Ardindan MTT testi ile PE, PM ve NAC’1n; 6nceden
belirlenen dozlart ile SH-SY5Y ve BMVEC hiicre hatlarinda 24 ve 48. saatlerdeki
ICso degerlerini hesaplanmustir. Buradan elde edilen I1Cso degerleri ile xCELLigence
testlerini gerceklestirilerek NAC’in SH-SY5Y ve BMVEC hiicrelerinde hiicre
canliligimin artmasina katki sagladigini gézlemlenmistir. Son olarak GPx ve T-GSH
testleri ile PM ve PE’nin her iki hiicre hatti iizerinde oksidatif dengenin bozulmasina
sebep oldugu gosterilerek; NAC’in organofosforlu bilesiklerin SH-SY5Y ve
BMVEC hiicrelerinde sebep oldugu oksidatif stresten korunmada antioksidan

etkinligi incelenmistir.

Oksidatif stres belirtecleri disinda organofosforlu pestisitlere maruziyeti
oksidatif stres ile iliskilendirilen pek ¢ok hayvan deneyi bulunmakla birlikte insan
hiicre hatlar1 ile ¢alismalar olduk¢a sinirli goriilmektedir. Bununla beraber insan
hiicre hatlar1 ile ¢alismanin birtakim sakincalar1 da bulunmaktadir. Bunlardan en
Oonemlisi hiicresel diizeyde buldugunuz sonuglar ile viicudumuzda pek c¢ok farkli
sistemin dahil oldugu molekiiler diizeyde karmasik reaksiyonlar sonrasi ortaya
cikacak yanitlar arasinda farkliliklar olabilecegidir. Bu nedenle hiicre hatti
caligmalarinin birkag¢ kez tekrarlanmasi ve Ozellikle toksisite caligmalarinda, hiicre
hatlar1 tizerinde toksik etki gostererek sonuglari etkileyebilecek tiim bilesenlerin

hesaba katilmas1 gerekmektedir.

Bu noktada sicaklik, CO. diizeyi vb. ortam kosullarindan sonra hiicre
hatlarinda kullanilan solventlerin se¢imi dikkat edilmesi gereken ilk husus olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Ayrica solventlerin sadece in vitro c¢aligmalarda degil,
kazayla veya intihar amacl pestisit zehirlenmelerinde de alinan pestisitten bagimsiz
toksik etkilerinin de olabileceginin ayr1 bir tartisma konusu olarak hatirda tutulmasi
gerektigi degerlendirilmektedir (79). Timm ve arkadaslar1 solvent se¢imine dikkati

ceken arastirmacilar arasinda yer almaktadir. Hiicre bazli deneylerde coziiciilerin
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kullanimina iliskin hususlar1 inceledikleri ¢calismada; diisiik konsantrasyonlarda bile
solventler tarafindan indiiklenen etkilerin, hiicre tahlillerinde degerlendirilen etkilerin
yorumlanmasi i¢in olduk¢a O6nemli oldugu sonucuna vardiklarini belirterek, hiicre
bazli analizlerde arastirilan herhangi bir bilesigin seri seyreltmesinde ¢oziicii

konsantrasyonlarini sabit tutmanin énemini vurgulamislardir (80).

Giliniimiizde deney hayvanlarinin kullanimina getirilen sinirlamalar nedeniyle
hiicre hatt1 calismalar1 6n plana ¢ikmakta ve her gecen giin hiicre hatlariyla daha
fazla galigma yapilmaktadir. Bu amagla kullanilan sitotoksisite testlerinin gelisimine
baktigimizda; uyumlu ¢oziiciileri segmek igin bir¢ok girisimde bulunulmus ve in
vitro hiicre canliligi ve c¢ogalma testinin hem istirahat hem de proliferasyon
safthasindaki  hiicrelerde temel hiicresel islevlere verilen kritik hasari
degerlendirmenin 6l¢iisii oldugu kabul edilmistir. ilk defa Mosmann tarafindan,
mitokondriyal dehidrogenaz aktivitesini (MTT testi) olgmek suretiyle hiicre
canliligin1 ve proliferasyon inhibisyonunu test etmenin ve bilesiklerin hiicrelere karsi

sitotoksisitesini belirlemenin basit ve hizli bir yontemi oldugu tanimlanmustir (81).

Zapor ve arkadaglar tarafindan hepatosit hiicre kiiltiiriinde suda ¢6ziinmeyen
organik solventlerden etil benzen, tetrakloroetilen ve n-hekzanin sitotoksisitelerinin
MTT testi vasitasiyla arastirildigi calismada, etil benzenin toksisitesinin diger iki

solvente nazaran daha yiiksek oldugu ortaya konulmustur (82).

Demir ve arkadaslar1 tarafindan etanol ve dimetil siilfoksitin; melanoma
(VMMO17), akciger kanseri (A549), kolon kanseri (WiDr), normal kolon (CCD 841
CoN), fibroblast (BJ), insan meme (MCF-7), karaciger (HepG2) ve serviks (HeLa)
kanser hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkilerini belirlemek amaciyla yapilan bir
calismada, hiicreler farkli konsantrasyonlarda (%0,1; %0,2; %0,4; %0,6; %0,8; %1,
%2 ve % 4 v/v) etanol ve DMSO ile muamele edilmis ve ardindan MTT prosediirii
uygulanmis; DMSO ve etanole en duyarli hiicreler sirasiyla WiDr ve VMM917 iken,
en direngli hiicreler sirasiyla BJ ve A549 olarak belirlenmistir. Ayrica, her bir hiicre
hattinda etanol ve DMSO'nun sitotoksik etki sergiledigi konsantrasyon araliginin
farkli oldugu ortaya konulmustur(86 ). Bu c¢alisma solventlerle ilgili hiicre tiiriine
gore solventin sitotoksisitesinin farklilik gosterebilecegi, belirli bir hiicre kiiltiiriinde

cok az sitotoksik etkisi goriilen solventin baska bir hiicre kiiltiirlinde ¢ok daha fazla
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sitotoksik olabilecegini gostermektedir. Ornegin Syed ve arkadaslar1 tarafindan,
organik solventlerin (asetonitril, aseton, etanol, metanol ve dimetil siilfoksit)
konsantrasyona bagli olarak karaciger mitokondri hiicrelerinde oksidatif
fosforilasyona etkilerinin incelendigi ¢alismada asetonitril, aseton, etanol, metanol ve
dimetil siilfoksit i¢in yari maksimum inhibitér konsantrasyon (ICsp) degerleri
sirastyla; %2,12 = 1,04 v/v , %4,39 + 1,02 viv, %4,66 + 1,05 v/v, %8,33 + 1,04 viv
ve %13,37 + 1,06 v/v olarak tespit edilerek metanol ve dimetil siilfoksitin daha az
inhibitor etki gosterdikleri vurgulanmistir (84). Bizim g¢alismamizda solvent olarak
kullandigimiz etanol bu c¢alisma neticesinde karaciger hiicrelerinde toksik etkili
olarak bildirilmis olmasi neticesinde; solventlerin bir hiicre kiiltiirlinde ¢ok az toksik
etki gosterirken baska bir hiicre kiiltiirlinde belirgin toksisitesinin olabilecegi

goriilmektedir.

Benzer sekilde Kog ve arkadaglari tarafindan organik solventlerden metanol,
etanol, dimetil silfoksit, etil asetat ve asetonun, K562, HL60, HCT-116 ve H929
hiicre hatlarinin ¢ogalmasi iizerine zaman ve konsantrasyona bagl etkilerinin
incelendigi bir ¢alismada, diger solventlere nazaran etil asetatin en az toksik etki
gosterdigi tespit edilmistir. S6z konusu ¢alismada etanoliin %5 ve 10’luk
konsantrasyonlarda 24, 48 ve 72. saatlerde s6z konusu hiicre hatlarinda
proliferasyonunu azalttigi ve ICso degerlerinin 24, 48 ve 72. saatlerde ig¢in K562
hiicre hatt1 i¢in sirastyla %8,73 + 0,08, %8,59 + 0,34, %8,61 + 0,60, HCT-116 hiicre
hatt1 i¢in sirastyla %8,54=+ 0,25, %8,037+ 0,17, %9,009 +£0,42, HL60 hiicre hatt1 i¢in
sirasiyla %9,18+ 0,21, %6,88+ 0,34, %7,18 + 0,16, ve H929 hiicre hattinda 24 ve
48.saatlerde HL60 hiicre hattindan %10 daha fazla iken 72.saatte %6,31 + 0,72
oldugu tespit edilmistir (85). Bu ¢aligmada bahse konu hiicre hatlarinda solvent
olarak kullanilan etanoliin konsantrasyonunun bizim ¢aligmamiza nazaran 2,5-5 kat
fazla oldugu goriilmekte, dolayisiyla bahse konu hiicre hatlarinin etanoliin
sitotoksisitesine c¢alismamizda kullanilan hiicre hatlarina gore daha az duyarl

olduklar1 degerlendirilmektedir.

Jamalzadeh ve arkadaslari tarafindan MCF-7, RAW-264.7 ve HUVEC hiicre
hatlar1 iizerinde yaygin olarak kullanilan solventlerden etanol, aseton, dimetil

siilfoksit ve dimetilformamidin toksisitesinin incelendigi bir ¢alismada %0,1 ve %0,5
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konsantrasyonlarinda aseton, etanol ve dimetil siilfoksitin yok sayilacak kadar az
toksisiteye neden olduklari gosterilmistir (86). Nguyen ve arkadaslari tarafindan
solventlerin sitotoksisitelerinin tespitine yoOnelik yapilan bir calismada etanol ve
metanoliin HepG2, MDA-MB-231, MCF-7 ve VNBRCAI hiicre hatlarina %1,25-
%0,15 konsantrasyonlarinda toksik etki gostermedikleri ortaya konulmustur (87).
Solvent se¢imi ile ilgili olarak Ilieva ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢alismada
yaygin olarak kullanilan solventlerden dimetoksietan, 2-metoksi etanol, dimetil
stilfoksit, polietilen glikol, dimetilformamid, etanol ve metanoliin; 2 non tlimoral
(CCL-1 ve HaCaT) ve 2 tiimoral (A-375 ve A-431) hiicre hatlar1 {izerinde
toksisiteleri 72 saatlik MTT testi ile incelenmis ve etanoliin hiicre hatlar1 {izerinde en
az toksik solvent oldugu tespit edilmistir (88). Dolayisiyla bahse ¢alisma ile solvent
secimi agisindan bizim calismamizda da benzer bulgular goézlemlenmis olup,
yaptigimiz MTT testi sonrast etanoliin %2 iizerindeki konsantrasyonlarda hiicre
canliligini azalttig1 tespit edilmis ve PE ile PM <%?2’lik etanol soliisyonu ile

hazirlanmstir.

Bunun disinda hiicre hatlariyla sitotoksisite testleri i¢in inkiibasyon siiresi de
onem arz etmektedir. Bu maksatla FDA tarafindan aksi belirtilmedik¢e 37 °C

sicaklikta 24-72 saat arasinda inkiibasyon yapilmasi 6nerilmektedir (89).

Paraokson ve diger organofosforlu bilesiklerle deney hayvanlari iizerinde

yapilan 6nemli ndrotoksisite ¢aligmalari incelendiginde;

Maksimovic ve arkadaslar tarafindan paraokson ile zehirlenmede belirtilerin
baslangi¢ hiz1 ve siddeti iizerine yapilan bir ¢alismada; paraokson stok ¢6zeltisi (100
mg/mL) izopropil alkol iginde ¢oziilerek hazirlanmig, Wistar ratlarina 0,2; 0,3; 0,35
ve 0,4 mg/kg dozlarinda paraokson subkutan uygulanmis ve ratlar i¢in paraoksonun
LDso degerinin 0,33 mg/kg (SC) oldugu bildirilmistir (90). Berrios ve arkadaslar
tarafindan paraoksonun noral kok hiicre farklilasmasia etkisi hakkinda yapilan
calismada embriyo rat telensefalonundan elde edilen hiicre kiiltiirlerinin canliliginda,
paraoksonun 50 puM iizerindeki konsantrasyonlar1 ile maruziyet sonrast azalma
oldugu ve bu etkinin dozdan bagimsiz oldugu bildirilmistir (91). Wistar ratlar1 ile
yapilan benzer bir ¢calismada Bahrami ve arkadaslar1 tarafindan bir hafta siireyle 50

UM dozda paraoksona maruz kalan Wistar rat hipokampal hiicrelerinde canliligin
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%50 oraninda azaldigr  Dbildirilmistir  (92).  Organofosforlu  bilesiklerin
norotoksisitesinin degerlendirilmesine yonelik Yousefpour ve arkadaglari tarafindan
yapilan bir bagka ¢alismada ise; Wistar ratlarindan elde edilen hipokampal hiicreler
paraoksona maruz birakilmis; 10 uM dozunda paraoksona maruz kalan grup ile
kontrol grubu arasinda bir farklilik tespit edilemezken, 50 uM doza maruz kalan
grupta belirgin ultrastriiktiirel degisiklikler gdézlenmis ve 100 puM {izerindeki
dozlarda noéronal gelisimin olmadigi tespit edilmistir (93). Farizatto ve arkadaslari
tarafindan paraoksonun norotoksisitesi hakkinda yapilan bir ¢calismada, 12 giinliik rat
beyinleri disseke edilerek hipokampal bolgeleri 400 um’lik Kesitler halinde
hazirlanmis ve 24 saat siireyle 10, 50, 100 ve 200 uM dozunda paraoksona maruz
birakilmigtir. Sadece 200 uM’lik dozda paraoksonun, uygulamadan 24 saat sonra
sinaptik azalmaya yol actign goriilmiis ve presinaptik marker olarak kullanilan
sinapsin IIb'nin azalmasima yol actigi bildirilmistir (94). S6z konusu g¢aligmalarda
yetiskin ratlara nazaran yenidogan ratlarda ndrotoksisitenin daha yogun olduguna
vurgu yapilmaktadir. Bu durumun hayatin erken evrelerinde KBB’nin heniiz
maturasyonunu tamamlamamis olmasindan kaynaklandigi muhtemel goziikmektedir.
Dolayisiyla yetiskinlerin OP’lara bagli noérotoksisiteye nispeten daha dayanikli
olduklar1 degerlendirilebilir.

Organofosforlu bilesiklerin sitotoksisiteleri iizerine yapilan c¢alismalarda
ozellikle son 10 yilda hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinin agirlik kazandigi goriilmektedir.
Paraokson sitotoksisitesi ile ilgili 6nemli hiicre kiiltiir ¢aligmalarma deginmek

gerekirse;

Mirzaei ve arkadaglar1 tarafindan paraoksonun PCI12 hiicreleri iizerindeki
sitotoksisitesinin incelendigi ¢aligmada, paraokson kullaniminin giivenilir bir se¢im
oldugu ozellikle belirtilmektedir. Bu nedenle bizim de ¢alismamizda organofosforlu
bilesikleri temsilen kullanilan paraokson’un se¢iminin yerinde bir se¢im oldugu
degerlendirilmektedir. S6z konusu ¢alismada ayrica MTT testi sonucunda; paraokson
konsantrasyonundaki artisin, PC12 hiicrelerinde hiicre canliliginin 6nemli 6l¢iide
azalmasma yol a¢tigimi bildirilmistir (95). Benzer sekilde Pamies ve arkadaslari
tarafindan NT-12 hiicrelerinden derive edilen ndron benzeri hiicrelerde

organofosforlu bilesiklerden paraokson ve mipafoks’un etkilerinin incelendigi bir
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calismada; paration ve metaboliti paraoksonun insanlarda norotoksisiteye sebep
olduguna vurgu yapilarak; 0,5; 1; 5; 10; 25; 40; 70; 100; 150; 200 ve 300 uM lik
paraokson maruziyetinin 4 ve 15. giinlerdeki etkileri ile ilgili; 4. glinde 200 ve 15.
glinde 100 uM ve {lizerindeki konsantrasyonlarda hiicre canliliginda azalma tespit
edildigi bildirilmistir (96). Bizim g¢alismamizda PE ve PM’nin ICso degerlerinin
hesaplanmasi sirasinda; SH-SYS5Y hiicre hattinda ¢ok belirgin olmamakla birlikte
ozellikle BMVEC hiicre hattinda maruziyet siiresi arttikca 1Cso degerlerinin diisme

egilimi gosterdigi tespit edilmistir.

Calismamizda kullandigimiz SH-SY5Y hiicreleri, norotoksisite testleri igin
olduk¢a uygun oldugundan, literatiirde bu hiicreler ile hem organofosforlu bilesikler
hem de diger birgok ilacin etkilerinin degerlendirildigi olduk¢a fazla ¢alisma yer
almaktadir.  Bunlardan  organofosforlu  pestisitlerle  yapilan  caligmalar

inceledigimizde;

Suarez  ve  arkadaslart  tarafindan  insanlarda  organofosfatlarin
norotoksikolojisini aragtirmak igin SH-SY5Y hiicreleri ile yapilan ¢alismalar iizerine
yazilan bir derlemede; SH-SY5Y hiicrelerinin paration ve metaboliti paraokson,
leptofos ve metaboliti leptofos-okson, metil paration ve metaboliti metil paratiyon
okson, mono-krotofos, diklorvos, mipafoks ve triklorfon gibi organofosforlu
pestisitlerle maruziyeti sonrasi esas olarak mitokondriyal bozulma, oksidatif stres ve

apoptoz ile iliskili genel sitotoksisite gosterdikleri belirtilmektedir (97).

Wang ve arkadaglar1 tarafindan paration, paraokson ve bunlarin metillenmis
derivelerinin rat ndroblastoma hiicrelerine sitotoksisitelerinin incelendigi bir
caligmada, dort organofosforlu bilesigin stok soliisyonlarmin dimetil stilfoksit ile
hazirlandigi, 24 saat maruziyet sonrasi paraokson, metil-paraokson, paration ve
metil-parationun 1Cso degerlerinin sirasiyla 0,42 mM, 0,46 mM, 0,66 mM ve 0,77
mM olarak tespit edildigi ve bu bilesiklerden bizim de calismamizda kullandigimiz
paraokson i¢in hiicre canliliginin 0,125 mM konsantrasyonda %94,67 + 6,22, 0,25
mM konsantrasyonda %66,36 = 10,88, 0,5 mM konsantrasyonda %37,56 + 12,12, 1
mM konsantrasyonda %13,07 £ 4,31 ve 2 mM konsantrasyonda %7,40 + 5,51 olarak
Ol¢iildiigii bildirilmistir (98). Bu c¢alismada elde edilen 1Cso degerleri bizim

buldugumuz ICso degerleri ile biiyiik 6l¢iide benzerlik géstermektedir.
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Bharate ve arkadaslari tarafindan paration ve paraoksonun SH-SY5Y hiicre
hatlar1 iizerindeki etkilerinin mukayese edildigi bir calismada, MTT testi ile yapilan
Ol¢iimlerde paration ve paraoksonun 50 uM dozlariyla 48. ve 72.saatlerde
sitotoksisitenin gozlemlendigi ve 100 uM doza ¢ikildiginda ise parationa maruz
birakilan hiicrelerde 24. saatte anlamli bir diisiis olmazken, paraoksonun 24, 48, 72.
saatlerde (paraoksonun 24. saatte %90 oraninda azalttig1) ve parationun 48, ile 72.
saatlerde yapilan 6l¢iimlerde hiicre canliligini en az %60 oraninda azalttiklari tespit

edilmistir (99).

Hinojosa ve arkadaglar1 tarafindan SH-SYS5Y hiicre hatlar1 {izerinde
organofosforlu  bir pestisit olan klorpirifos ve bir siyanotoksin olan
slindrospermopsin kombinasyonun etkilerinin arastirildigi ¢alismada, MTS testi ile
Klorpirifosun 24. saatte ECsp degeri 83,98 + 2,74 pg/mL olarak olgtilmiis, 21, 42 ve
84 pg/mL dozlarinda klorpirifosun 4, 8, 12 ve 24. saatlerde kontrol grubuna kiyasla
ROS seviyelerinde belirgin bir artisa yol agmadig1 ancak her 3 konsantrasyonun da
belirtilen saatlerde yapilan oOlgiimlerde glutatyon (GSH) diizeylerinde belirgin
azalmaya yol actig1 bildirilmistir (100).

Carlson ve arkadaslar1 tarafindan organofosforlu bilesiklerin SH-SY5Y
hiicrelerindeki apoptozis etkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada, niikleer apoptozisin
parationun ImM’lik dozuyla 960. dakikada ve paraoksonun 1 mM’lik dozuyla 4320.
dakikadan goriilmeye baslandig1 ve her iki bilesigin 100 uM dozlar ile belirgin bir
sekilde zamana baglh niikleer apoptozisin goézlendigi bildirilmistir (101).
Paraoksonun indiikledigi apoptozis hakkinda c¢alismalar yapan bir bagka arastirmaci
olan Li ve arkadaglar tarafindan EL4 (lenfosittik lenfoma) hiicrelerinde farkli
dozlarda paraokson maruziyeti sonrast 1-10 nM’lik maruziyetlerin doz bagiml

olarak apoptozisi indiikledigi bildirilmistir (102).

Barber ve arkadaslar1 SH-SY5Y hiicrelerini 28 giin boyunca organofosforlu
bilesiklere maruz biraktiklar1 ¢alisma ile organofosforlu bilesiklerin esteraz
aktivitelerinin in vitro olarak calisilip calisilamayacagini arastirmiglardir. Calismada
organofosforlu bilesikler, final konsantrasyonu %0,1 (v/v) olacak sekilde etanol ile
¢Ozdiirilmiistiir. S6z konusu c¢alismada paraoksonun noroblastoma hiicrelerindeki

AChE inhibisyonuyla ilgili olarak 10° M doza 28 giinlik maruziyet sonrasi
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inhibisyon oran1 %7948 iken tek bir maruziyet sonrasi inhibisyon orani %41+4
olarak tespit ederek noroblastoma hiicrelerinin organofosforlu bilesiklerin esteraz

inhibisyonu hakkinda faydali bilgiler saglayabilecegini belirtmislerdir (103).

Forsby ve arkadaslar tarafindan in vivo norotoksisite risk degerlendirmesine
yonelik olarak in vitro nérotoksisite testleri tizerinde ¢alismis, bu maksatla SH-SY5Y
hiicreleri, 72 saat boyunca akrilamid, lindan, paration, paraokson, fenitoin, diazepam
ve kafeine tek veya tekrarlanan dozlarda maruz birakilarak en diisiik norotoksik
dozlar tespit edilmeye ¢alisilmigtir. Bu maksatla paration 0,1; 1; 10; 50; 100; 500;
1000 ve 10 000 uM ve paraokson 0,1; 1; 10; 50; 100; 500; 1000 ve 10 000 uM
dozlarinda 72 saat siireyle SH-SYS5Y hiicrelerine uygulanmistir. Testler sonunda
paration ile herhangi bir noérodejeneratif etki gostermezken; paraoksonun genel
sitotoksisiteye neden olandan ¢ok daha diisiik konsantrasyonlarda nérodejenerasyonu
indiikledigi ve paraokson kaynakli norodejenerasyon icin 72 saatlik maruziyetten

sonra EC2o degerinin, 40 uM oldugu hesaplanmistir (104).

Charoenying ve arkadaslar1 tarafindan paraoksonun ndronal ve lenfositik
kolinerjik etkilerinin incelendigi bir ¢alismada; 24 saat maruziyet ile paraoksonun
500 puM dozunda SH-SYSY hiicre hatlarinin canlilik oranlarinda %19 ve 100 uM
dozunda MOLT-3 Losemik T-lenfosit hiicre hatti) hiicre hatlarinda ise %21 azalma
goriildiigl, dolayistyla paraoksonun sitotoksik etkilerinin MOLT-3 hiicrelerinde daha
diisiik dozlarda ve daha erken ortaya c¢iktigini belirtmislerdir. Ayrica s6z konusu
caligmada, sitotoksisite basladiktan sonra MOLT-3 hiicrelerinin canliligi keskin bir
sekilde diiserken, SH-SYS5Y hiicrelerinde kademeli bir diisiis oldugu gozlenmistir
(105).

Prins ve arkadaslar1 tarafindan paraoksonun SH-SYSY hiicrelerinde protein
ekspresyonuna etkileri hakkinda yapilan bir calismada; %100 asetonitril i¢ginde 10
mM paraokson stok soliisyonu hazirlanmis, SH-SY5Y hiicreleri 24, 48 veya 72 saat
boyunca 10 nM — 100uM arasinda degisen paraokson konsantrasyonlarina maruz
birakilarak MTT testi yapilmistir. S6z konusu g¢alismada 24 saatlik MTT analizi,
paraokson maruziyetinin, 10 nM ila 100 uM arasinda test edilen konsantrasyon
araliginda hiicre canliliginda 6nemli bir azalmaya yol agmadigi, 48 saat ve 72.

saatlerde SH-SY5Y hiicre canliliginin paraokson konsantrasyonu 10 uM'yi astiginda
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kontroliin < %80'ine diistiigii, 96 saatlik maruziyette iSe 1 uM kadar diisiik dozlarda
bile 6nemli sitotoksisite (kontroliin yaklasik %70') meydana geldigi ve 100 pM
paraokson maruziyetinde kontrol hiicresi canliligiin yalmizca %5'1 kaldig
belirtilerek ¢alismanin sonraki asamalarindaki protecomik ¢alismalarda paraoksonun
48. saatte hiicre canliligi esiginin altindaki 20 uM’lik dozlarniyla yiritildigi
bildirilmistir (106).

Avrupa AcuteTox FP6 konsorsiyumunun bir pargasi olarak gergeklestirilen
caligmalarda KBB modeli olarak KBB endoteli kullanilmig ve 1 saat siireyle 32
bilesigin denendigi ¢aligmada 5 bilesigin (klorheksidin, kolsisin, civa klorid, paration
ve sodyum lauril siilfat) 100 uM dozda toksik etkili olduklari tespit edilmis, daha
ileri caligmalar, bu bilesiklerin bazilarinin (6rn. paration), néronal hiicre kiiltiirlerinde
toksik etkiler iiretmeyen konsantrasyonlarda KBB'ne karsi toksik olabilecegini

vurgulamstir (55).

Bilindigi gibi pralidoksim, obidoksim, trimedoksim, metoksim, HI-6 vb.
AChE reaktivatorleri, sinir ajan1 zehirlenmesinin tedavisi icin standart antidotlardir.
Oksimlerin KBB boyunca taginmasi ve beyin parankimindeki terapotik
konsantrasyonlari, antidot tedavisinin solunum depresyonu ve sinir ajan1 kaynakli
beyin hasar1 iizerindeki etkinligini belirler. Maruziyet sonrasi sinir ajanlari, lipofilik
yapilart nedeniyle KBB'ni gecerek SSS'e ulasir ve Olime yol acan solunum
depresyonuna neden olurlar (39). Bu nedenle KBB ¢alismalar sitotoksisite testleri
acisindan oldugu kadar ideal bir oksim preparatinin sentezi ve santral sinir sistemine
gecisinin in vitro olarak denenmesi noktasinda hayati 6nem tasimaktadir. KBB

hiicreleri ile yapilan ¢alismalara deginmek gerekirse;

Ravid ve arkadaslar1 tarafindan KBB’nin organofosfatli pestisitlere hiicresel
diizeyde verdigi yanitlar hakkinda yapilan bir ¢aligmada, organofosfatli pestisit
olarak paraokson kullanilmig ve AChE inhibisyonundan bagimsiz olarak KBB
fonksiyonundaki degisikliklerin altinda yatan hiicresel mekanizmalar arastirilmistir.
Bu maksatla 400 mM stok paraokson soliisyonil etanol i¢inde ¢oziilerek istenilen
konsantrasyonlarda KBB hiicrelerine eklenmis, hiicrelerin canliligi 24 saat sonra
MTT testi ile degerlendirilmistir. MTT testinde paraoksonun 300 uM’lik dozu igin
%20,7 £ 0,6, 600 uM i¢in %40,4 £ 0,5, 900 uM i¢in %46,5 + 0,7 ve 1200 uM ig¢in
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%350 + 0,6'dan baglayarak canlilikta doza bagli anlamli bir azalma gdzlenmistir.
Hiicre 6liim 6l¢egi olarak kullanilan LDH diizeyleriyle yapilan degerlendirmede, 300
uM doz i¢in kontrole kiyasla 1,41 £+ 0,04 kat, 600 uM i¢in 2,37 + 0,05 kat, 900 uM
i¢cin 2,45 + 0,07 kat ve 1200 uM i¢in 2,3 + 0,05 kat olacak sekilde LDH saliniminin
Oonemli bir artis gosterdigi gozlenmistir. Oksidatif stres belirteci olarak 48 saat
stireyle ROS diizeyleri de 6l¢iilmiis, doza bagimli olarak ROS seviyelerinin arttig1
gozlenmistir. Ayrica 900 uM dozundaki paraoksonun maruziyetten 3 saat sonra ROS

seviyelerinde belirgin bir artisa neden oldugu bildirilmistir (107).

Son olarak organofosforlu bilesiklerin neden oldugu oksidatif hasarin
incelenmesi de dnemli bir arastirma konusu oldugundan bu konuda gerek oksidatif
hasarin degerlendirilmesi ve gerekse bu oksidatif hasardan korunmada etkili ilaglar

lizerine yapilan ¢alismalara deginmek gerekirse;

Shieh ve arkadaslar tarafindan insan astrosit hiicrelerine malationun etkileri
tizerinde yapilan c¢alismada, 100 mM’lik malation stok soliisyonunun dimetil
stilfoksit ile hazirlanmig, WST-1 testi ile hiicre canliliginin Sl¢iilmiis ve oksidatif
stres parametreleri degerlendirilmistir. S6z konusu ¢alismada malationun 10-20 uM
dozlar1 ile doz bagimli olarak hiicrelerin canliliginda azalma goriildigi, 25 uM
dozda tiim hiicrelerin 61diigii, malationun astrosit hiicreleri tizerindeki 1Cso degerinin
12,5 uM olarak tespit edilmesi nedeniyle sonraki testlerin 10 ve 15 uM’lik malation
dozlar1 ile yapildigi, 24 saat maruziyet ile konsantrasyon bagimli olarak ROS
tiretiminde artig ve GPx ile CAT diizeylerinde azalma goriildiigii, 5 uM dozda NAC
verilmesi ile 10 uM malation maruz birakilan hiicrelerde 1,4+0,2 kat ve 15 uM
malationa maruz birakilan hiicrelerde 2,1+0,2 kat GPx seviyelerinde azalma
goriildiigii, CAT seviyelerinde ise sirasiyla 1,4+0,3 ve 1,9 £0,3 kat azalma goriildigi
bildirilmistir (108).

Worek ve arkadaglar tarafindan organofosforlu pestisitlerin rat akcigerleri
tizerindeki hava yolu etkileri, sitotoksiteleri, inflamatuar yanit ve antioksidan
mekanizmalar hakkinda yaptiklar1 bir ¢calismada; malation, malaokson, paration ve
paraoksonun 100-2000 pumol/L’lik dozlari asetonitril ile ¢ozdiiriilerek kullanilmus,
akciger Kesitlerinin canliligi Alamar Blue testi, LDH diizeyi ve tiim protein igerik

miktar tayini ile 24 saatlik maruziyet sonrast degerlendirilmis ve 24 saatin sonunda
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1200 umol/L paraokson (%63 £ 5), 600 umol/L malaokson (%59 + 14) ve 1000
umol/L malationda (%63 £ 14) belirgin degisiklikler gozlenirken parationda boyle
bir degisiklik tespit edilmemistir. Buradan ECso konsantrasyonlar1 paraokson igin ~
1400 pmol/L, malaokson i¢in ~ 600 umol/L ve malation i¢in ~ 1100 umol/L olarak
hesaplanmis ayrica > 1400 umol/L malaoksona maruziyette tam bir canlilik kaybi
gozlenmistir. Oksidatif stres testlerinden intraseliiler GSH diizeylerinde 1500 umol/L
dozunda 8. saatin sonunda paraokson ile %17 + 1; paration ile %49 +4; malaokson
ile %30+ 6 ve malation ile %51 + 16 azalma oldugu, intraseliiler GSSG diizeylerinde
ise ayn1 dozda paraoksonda %44 + 5 diizeyinde belirgin bir azalma olurken paration
ve malationda kontrole gore belirgin bir farklilik olmadigi, malaoksonda ise
%320+ 28 diizeyinde belirgin bir artis oldugu gdzlenmistir. Ayrica 5 mmol/L
dozunda NAC ilavesi ile paraokson ve maloksonun hiicre canlilig1 iizerindeki etkileri
de degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucunda paraokson igin istatistiksel
olarak belirgin bir farklilik olmadigi, malaokson i¢in 1000 umol/L dozunda hiicre
canliiginin NAC’s1z %63+9, NAC ile 91+4 oldugu, 1500 umol/L dozunda
NAC’s1z %11 +2, NAC ile %65+ 9 oldugu ve 2000 pmol/L dozunda ise NAC’s1z
4+ 1, NAC ile %37 + 9 oldugu tespit edilmistir (109).

Benzer bir ¢alisma yakin zamanda Saroj ve arkadaslari tarafindan etil-
parationun SH-SYS5Y hiicreleri ilizerindeki norotoksik etkilerini incelemek amaciyla
yapilmistir. S6z konusu calismada, SH-SYSY hiicreleri 30 dakika siireyle 0,5; 2,5; 5;
10 ve 25 pg/ml etil-parationa maruz birakilarak hiicre canlilik oranlari incelenmis,
sonraki testlerde subletal toksisite icin 0,5 ve belirgin letal toksisite i¢cin 10 pg/ml
etil-paration kullanilmasina karar verilmistir. Bu dozlarda DCF floresans yogunlugu
ile dl¢iilen yogun ROS iiretiminin, 10 pg/ml etil-paration ve 100 pg/ml NAC birlikte
tatbik edilmesiyle belirgin sekilde azaldig: bildirilmistir (110).

Insan akciger hiicre kiiltiirii ile bir calisma da Angelini ve arkadaslari
tarafindan yapilmis, ajanlarin stok soliisyonu bizim ¢aligmamizda oldugu gibi etanol
ile hazirlandiktan sonra, hiicreler 24 saat siireyle 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 5 ve 10 mmol/L
dozlarinda paration, paraokson, malation ve maloksona maruz birakilmis, hiicresel
sitotoksisite LDH diizeyleri ile takip edilmis ve istatistiksel olarak anlamli LDH

artistnin - paraoksonun 1 mmol/L ve iizerindeki dozlarinda gergeklestigi ve
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paraoksonun ICso degerinin yaklasik olarak 0,5 mmol/L olarak tespit edildigi
bildirilmistir (111). Bu ¢aligmadan elde edilen ICso degeri de bizim galismamizla

ortlismektedir.

Zepeda-Arce ve arkadaslar tarafindan organofosfat ve pretrioid pestisitlere
maruz kalanlarda oksidatif stres ve DNA hasarinin belirlenmesine yonelik bir
calismada, is¢iler hi¢ maruz kalmayan, orta derecede maruz kalan ve yogun sekilde
maruz kalanlar olarak ti¢ gruba ayrilmis; CAT (referans grup: 92,9 U/g Hb, yiiksek
maruziyet grubu: 59,9 U/g Hb) GPx (referans grup: 215,2 U/mL, yiiksek maruziyet
grubu: 188,3 U/mL) ve SOD (referans grup: 111,9 U/mL, yiiksek maruziyet grubu:
91,7 U/mL) antioksidan enzim aktivitelerinin, referans grubuna gore yiiksek

maruziyet grubunda ciddi bir farklilik oldugu gosterilmistir (112).

Weis ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir c¢aligmada organofosforlu
pestisitlerden klorpirifosun miiren mikroglial hiicreleri (BV-2 hiicreleri) {izerine
uygulanmasinin noroinflamasyona yol acip agmadigi arastirilmis, bu maksatla BV-2
hiicreleri 0,3; 1; 3; 10; 30; 100 ve 300 uM dozlarda klorpirifosa 96 saat siireyle
maruz birakilmig, 30-300 pM dozlarda klorpirifosun hiicre canliligini azalttigi, 300
uM dozda ROS iiretiminde belirgin artig goriildigi, 1, 3, 10 uM dozlarda siiperoksit
anyonu seviyelerinde artig goriildiigii bildirilmis ve sonug¢ olarak klorpirifosun
oksidatif stresi arttirdig1 ve ¢ok diisiik konsantrasyonlarda klorpirifos maruziyetinin
dahi, mikroglial hiicrelerde pro-oksidatif ve pro-inflamatuar durumlar: arttirarak etki
ettigi belirtilmistir (113).

Dhillon ve arkadaglar1 tarafindan organofosforlu bir insektisit olan
monokrotofosun erkek albino wistar ratlarin beyinlerinde indiikledigi oksidatif stres
karsisinda NAC etkinliginin incelendigi c¢alismada; ratlar kontrol, sadece NAC,
sadece MCP ve NAC+MCP olmak iizere 4 gruba ayrilmis, ratlar 0,9 mg/kg dozunda
MCP ve 200 mg/kg dozunda NAC olacak sekilde 28 giin maruz birakilmis, ratlarin
frontal korteks, korpus striatum ve hipokampus beyin bdlgelerinde NAC’in
antioksidan yanit1 gelistirerek, noroprotektif etki sagladig: bildirilmistir (114). Elde

edilen sonuclar ¢aligmamizin bulgular ile uyumludur.
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6. SONUCLAR

Merkezi sinir sistemi dokular1 KBB fonksiyonu sayesinde organofosforlu
bilesiklere kars1 belirli bir seviyeye karsit korunur iken bu bariyerin kimyasal ajana
maruz kalmasi sonucu artan permeabilite; kalsiyum akisinin artisinin tetikledigi
mekanizmalarla ayn1 dozda diger organlara nazaran beyinde ¢ok daha fazla hasara
neden olabilmektedir. Diger taraftan beyin dokusunda diger organlara kiyasla
poliansatiire yag asitleri daha fazla yer aldigindan, peroksidasyon reaksiyonlar

gerceklesmekte dolayisiyla oksidatif denge siiratle bozulmaktadir.

Tsai ve  arkadaslar1  tarafindan  organofosfat  norotoksisitesinin
mekanizmalarinin ortaya konulmasi1 maksadiyla yakin zamanda yapilan ¢aligmalarin
gbzden gecirildigi ¢alismada; OP'lerin, maruz kalma sekline bagli olarak degisen
coklu mekanizmalar yoluyla ndrotoksisiteye neden oldugu ve hem akut yiiksek
seviyeli hem de tekrarlayan diisiik seviyeli OP maruziyetinde oksidatif stresin

norotoksisite igin ana mekanizma oldugu belirtilmistir (115).

Organizmamizda oksidasyon siireci dogal olarak da meydana gelmekte,
oksidan ve antioksidanlar arasinda denge yani oksidatif denge ilave bir oksidatif yiik
olmadik¢a  kolaylikla  saglanabilmektedir. 2°nci  bolimde  degindigimiz
antioksidanlarin her biri spesifik reaksiyonlarda rol almakta ve aslinda birbirlerini
tamamlamaktadir. Calismamizda oksidatif stres durumunu belirlemek igin
kullandigimiz GPx; GSH’u kullanarak GSSG’a doniismektedir. Glutatyon rediiktaz
enzimi ise GSSG’yi tekrar GSH’a doniistiirerek GSH diizeyini stabil hale getirmeye
calismaktadir. NAC da organizmada siilfidril grubu kaynagi gorevi {istlenerek
glutatyon diizeylerinin artmasini dolayisiyla oksidatif dengenin saglanmasina katkida
bulunmaktadir. Bizim c¢aligmamizda organofosforlu pestisitlerden paraoksonun
noroblastoma ve kan beyin bariyeri hiicre hatlar tizerindeki sitotoksisitesi, oksidatif
stres diizeyi yani sira bu etkilerinden korunmada NAC molekiiliiniin etkinligi

arastirilmastir.

Organofosforlu pestisitlere bagli intoksikasyon tablolar1 konuyla 1ilgili

diizenlemelere ragmen goriilmeye devam etmektedir. Bu ¢alismada da ana hatlar
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cizilen organofosforlu pestisitlere bagli zehirlenmelerde; oksidatif hasar kolinerjik
tablodan ¢ok daha hayati énem arz etmektedir. Ustelik oksidatif hasar subakut
dozlarla yani hi¢bir klinik belirti olmayan durumlarda da ortaya g¢ikabilmektedir.
Dolayisiyla klinisyenler tarafindan bu vakalarda hatta mesleki maruziyetlerin
arastirtldigi durumlarda mutlaka oksidatif denge durumun da degerlendirilmesi
gerekmektedir. Bu nedenle oksidatif dengeyi; etkilenen yaralilar lehine degistirecek
olan NAC molekiiliiniin standart tedavi protokollerine eklenmesinin saglayacagi

faydaya yonelik ileri seviye ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Ecnuglann dederendriimaginds islaicbkisl anakz portemien kulaniacaksr

Cabgma kapsaminda kdlanilacak hioem killiinad de inkubstdr. bmirar flos kabn, dern dondarucy, immrt mikraleg v
spekiroictometre Ensditll blrysindeki amghma Bboskmertaonds mescutior. Test bitlen, saf malzemaker vis Wisyasalann
lmes araghrea proges) kapsamenda imin adimesi plarlanmakiad o

Hal Tak galigmas igin, Btk Kurul veya Etk Komisyon izni gerskli clup almedid), gerekli ise. bu [zrin alerep alenmadigi
Wiy d ra Earman shracag balidibmebdr,

BA FRARLAR

i Eyison AR o1 &l Evaluation of cytotoacity ol glulafions dansed P-yass melatoldes of sufur mostand on dour
di¥arent lypee of in nin cell culture modiel. Medical Joumal of e Sespial, 2402 85-101. 2020

2 Karan J, Sieting A The svahotion of onidative damage of DA, aftar posoning winh feve sgenle J Appl Biomed
1T 3 28-230, 3019

a Bajgar J. OrnganophospraiaMerss agenl posoning mechanem of action, dagnos s, peoprylasis, and ast=wnl, Ady
Clim Chiam 3% 151-21E, 2004,

a Eraron Ju.. Palel M. The role of coldativeg siais in aeganephaapiois and nense agent towciby. &nn B Y Acad S
1ATHI ) 1724, 2016

5 Jokamnraic M., foed 0, Kovac 8. Ssojilkovic WP, Biglransfomaton of waifaie nene agenis. 583.666, Hand book of

Temicakegy of Chemical Warfare Agenls, 2015

WA FLAK CALIGMANIN BILIME GETIRDIG] YEMILIK:

Diganclualiil pestellern reanda dolagemina gevikien sonm ulredkan mitabolk sirecie doku bazmda neden oldublan
S ool S il Bl dlka ek nieeroes ortsya konulacakir
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Tean konusuna ibgkin anatehm dalinda Banzer aragbmeale yapdd) me?
X EVET 0O wavw
Cavabenz Evet Ise (Yiksek Lisans ya da Doitora)
1 Blimsel Araglema Progesi Eveashon of cytolonoty of gutathions denved B-ase metaboies of sulfur musteed on

four differant types of in wiro ol culture mocel
Sorumiu Acagtimag Dr. OF Uyesi R Koray £yson
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ETIK SOZLESME

Tez ¢akgmamda elix kurul veys etik komisyon kzni gorekli degildir.
Tez calgmamda etik kurul iznl gereklidir ve alinacakur,

Tez cabgmamda etik komisyon izni gereklidir ve alinacaktir.
Tez cakgmamada atix kurul / elik komsyon tznl almmigtir,

SaQwc Bimlen Oniversitesi Sajiik Biimier Enstitsy isansUstl Ogrencisi olarak, tez

darigmaniman rehberinda,

1
2

3,

Tez onerisinde belimidim etk kund / etic xamesyan iznini, kurallara wygun sekilde alacagmi,

Ter cnersinde beliem etk kurul / etk komisyon iznini, 18z ¢alsmasing baslamadan onos
alacagims.

Almig clduum etk kurul veya atik komisyon @rine bagh kalacadimi, caligmamda yapdacak olan
va gl kurulian Digilendimey gerekiieces Jegigdlinknde, g Digdesdnmmey | wlis ol v
atik komisyona vygun sekide yapacadimi,

Tez cahgmasi de dgili hamangl bir dedighkikae, ot kurul veya etk komisyorw bigilendrme
sorumiviudunun tarafmda oldugunu,

abul ve ahhit edyorum

Buwk DEMIREAR

28 Kamim 2020

Dr. ObiAlver Sermet SEZIGEN

24 Kasim 2020
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