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ÖZET
Kolinerjik sinapslardan salınan asetilkolin esteraz enziminin organikfosforlu bileşikler tarafından engellen-mesiyle oluşan akut toksik etkiler, bu bileşiklerin iyi bilinen özelliklerindendir. Bununla birlikte, organikfos-forlu bileşiklerin insan ve hayvanlarda gecikmiş tip nöropati oluşturdukları da bildirilmiştir.  Akut toksikas-yondan farklı olarak, Nörotoksik esteraz enziminin (NTE) inhibisyonunun bu nöropatinin oluşumunda rol oynadığına inanılmaktadır. Bu çalışmada, bir organik fosforlu bileşik olan Fenil saligenin fosfat (FSF)’ın de-ğişik yaş gruplarındaki broyler civcivlerinde gecikmiş tip nöropati oluşturmalarına etkisi incelenmiş ve yaş duyarlılığının olup olmadığı değerlendirilmiştir. Her grupta 8 adet olmak üzere 48 adet 1, 2 ve 5 haftalık broylerler 6 gruba ayrıldı. Kontrol grubundaki denekler 1 hafta (Grup 1), 2 hafta (grup 3) ve 5 haftalık (grup 5) şeklinde ayrıldı ve bu gruplara deri altı olarak taşıt madde gliserol formol verildi. Deneme gruplarındaki deneklere sırası ile 1, 2 ve 5 haftalık (Grup 2, 4 ve 6) gliserol formol içinde çözdürülen FSF  deri altı yolla 5 mg/kg FSF şeklinde uygulanmıştır. Deneme boyunca civcivlere ataksi skorlandırması yapılıp ve 3 haftalık denemenin sonunda da civcivler ötanazi edilerek, alınan omurilik örneklerinde NTE enzim aktiviteleri ölçül-dü. Bir ve 2 haftalık civcivlerde FSF uygulaması klinik ataksiye sebep olmazken, 5 haftalık piliçlerde ilaç uy-gulamasından 1 hafta sonra klinik ataksi gözlendi. NTE enzim aktiviteleri etkinlikleri  açısından gruplar arasında fark oluşmazken FSF uygulaması bütün gruplarda NTE aktivitesinde düşüşe sebeb olduğu tesbit edildi. Sonuç olarak, 1 ve 2 haftalık civcivler FSF tarafından oluşturulan gecikmiş tip nöropatiye dirençli iken 5 haftalık piliçlerin duyarlı olduğu gözlenmiştir.
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AGE SENSITIVITY IN DELAYED TYPE OF NEUROPATHY INDUCED BY AN ORGANOPHOSPHATE, PHENYL SALIGENIN PHOSPHATE 
ABSTRACT

Acute toxic effect of organophoshorus compounds which is caused by the inhibition of acetylcholine esterase released at the cholinergic synapses is well-kown feature of organophosphates. However, organophosphates have been also reported to produce delayed type of neuropathy in human and animals. It is believed that Neurotoxic Esterase enzyme is inhibited by some organophosphates in the mechanism of the neurotoxicity. We investigated the neurotoxic effect of phenyl saligenin phosphate (FSF), an organophoshate compound, in broiler chickens at 3 different age groups and evaluated the age-sensitivity in response to a single dose of FSF injection. Forty eight broiler chickens at 1, 2 and 3 weeks of age were divided into 6 groups containing 8 chicks each. Group 1 and 2 consisted of chicks at one week of age and were given 0 and 5 mg/kg FSF (single s.c. injection). Group 3 and 4 included chicks at 2 weeks of age and received 0 and 5 mg/kg FSF (single s.c. injection). Finally, chicks in 5 week-old were allocated to group 5 and 6 and were injected with 0 and 5 mg/kg FSF (single s.c. injection), respectively. Following the treatments, chicks were clinically observed daily for neuropathic symptoms, and upon the onset of clinical signs each chicks was given an ataxia score. At the end of 3 weeks observation period, all chickens were euthanized and tissue samples from spinal cord were collected for Neurotoxic Esterase enzyme activity. Results demonstrated that chickens at 1 and 2 weeks of age looked normal clinically and did not develop delayed type of neuropathy. However, chickens in 5-week old developed ataxia after one week of delay period. While Neurotoxic Esterase enzyme activities of different age groups were not different, FSF treatment resulted in decrease in Neurotoxic Esterase enzyme activities of all age groups.
In conclusion, while one and two week-old broiler chickens are resistant to FSF induced delayed type of neuropathy, chicks at 5 weeks of age are sensitive to delayed type of neuropathy. 
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1. GİRİŞ
Nörodejeneratif hastalıklar, toksik, metabo-lik, infeksiyoz ve inflamasyona bağlı olarak meyda-na gelen bir çok sistemik hastalıkların ortak özellik-lerini oluşturmaktadır. Nöropatiler günümüzde artan oranda terapötik ajanların taxol, cisplatin, vinkristin gibi çevresel kirleticilerin n-hekzan, pestisidler, kur-şun gibi metaller ve akrilamid gibi endüstriyel kay-naklı kimyasal maddelerin genel bir komplikasyonu olarak ortaya çıkmaktadır (Ludolph ve ark. 1995; Poncelet ve ark. 1998). Bu kimyasallar arasında or-ganik fosforlu bileşikler başta tarım ve hayvancılık alanında pestisid olarak ve endüstride ise yanmayı önleyici maddelerde yağlayıcılarda ve endüstriyel amaçlı sıvılarda sıklıkla kullanılmaktadır (Davis ve Richardson, 1980). Bazı organik fosforlu bileşikler, duyarlı türlerde nörotoksik etki gösterip merkezi ve çevresel sinirlerde nörodejeneratif değişikliklere se-bep olarak “organikfosforlu bileşiklikler tarafından oluşturulan gecikmiş tip nörotoksisite” olarak adlan-dırılan bir sendroma neden olur (Lotti, 1992). Tipik olarak, organikfosforlu bileşikliklerin verilmesini ta-kiben 1 veya bir kaç hafta sonra duyarlı türlerde bu sendrom koordinasyon bozukluğundan başlayarak artan oranda arka bacakların tam paralizine kadar değişen semptomlara sebeb olur ve genel olarak uzun aksona sahip sinir liflerinin distal kısımlarını etkileyerek Wallerian tipi dejenerasyonla karakteri-ze bir tablo oluşturur (Carrington, 1989; Abou-Donia ve Lapadula, 1990). Henüz bu bileşikliklerin etki mekanizması tam olarak aydınlatılmamakla be-raber organikfosforlu bileşiklikler tarafından oluştu-rulan gecikmiş tip nörotoksisite oluşumunda memb-ranlarda lokalize olan Nörotoksik Esteraz (NTE) enziminin inhibisyonun rol oynadığı düşünülmekte-dir. Organik fosforlu bileşiklikler tarafından oluştu-rulan gecikmiş tip nörotoksisite bu nörotoksisiteye en duyarlı olduğu bilinen tavuklarda genellikle çalı-şılmakla beraber, diğer hayvan türlerinde ve insan-larda da etkilidir (Lotti, 1992). 
Bu çalışmada broyler civcivlerde organikfos-forlu bileşiklikler tarafından oluşturulan gecikmiş tip nörotoksisite oluşumuna neden olduğu bilinen bir organikfosforlu bileşik olan fenil saligenin fosfat ’ın (FSF)’ın değişik yaş gruplarındaki broyler civ-civlerde etkisi klinik ataksi skorlandırma ile ve NTE enzim aktiviteleri ölçülerek araştırılmıştır.

2. MATERYAL VE METOT
Her grupta 8 adet olmak üzere 48 adet 1, 2 ve 5 haftalık Cobb-Cross ırkı broylerler 6 gruba ayrıldı. Kontrol grubundaki denekler 1 hafta (Grup 1), 2 hafta (grup 3) ve 5 haftalık (grup 5) şeklinde ayrıldı ve bu gruplara deri altı olarak taşıt madde gliserol formol verildi. Deneme gruplarındaki deneklere sı-rası ile 1, 2 ve 5 haftalık (Grup 2, 4 ve 6) broylerlere gliserol formol içinde çözdürülen FSF (Sigma Che-mical Company, St. Louis, MO, ABD) deri altı yolla 5mg/kg FSF uygulaması yapıldı. Civcivler 3 hafta-lık deneme boyunca klinik olarak ataksi yönünden değerlendirdi ve ataksi skorları günlük olarak veril-di. Ataksi skorlandırmasında Tablo 1 deki skorlan-dırma sistemi kullanıldı.
Tablo 1. Klinik Ataksi Skorlandırma Sistemi
	Skor
	Klinik Tablo

	0
	Normal

	1
	Hafif Ataksi

	2
	Hafif Ataksi, Egzersizden sonra Ataksi kötüleşmekte

	3
	Ataksik

	4
	Yürüyemeyen (yerde) fakat uyanık, etrafın farkında

	5
	Yürüyemeyen (yerde), etrafından habersiz, deprese


Üç haftalık deney sonunda denekler karbon-monoksit odasında ötenazi edildi. Tavuklardan omu-rilik örnekleri alınıp NTE aktivitesi ölçüldü. NTE enzim aktivitesi  Johnson (1977)’ un bildirdiği, Soli-man ve ark (1982) tarafından modifiye edilmiş şek-liyle spektrofotometrik metodla ölçüldü. Elde edilen ataksi skorları ve NTE enzim aktivite değerleri ista-tiksel olarak SAS Version 8.2 kullanılarak ANOVA ve Least Significant Difference çoklu karşılaştırma ile analiz edildi.
3. BULGULAR
Gruplar arası ataksi skorları ve NTE aktivite-leri Tablo 2’de verilmiştir. Fenil Saligenin Fosfat verilen broyler civcivlerde ilaç uygulamasını takiben civcivler ataksi yönünden günlük olarak muayene edildi. Bir ve iki haftalık civcivlerde uygulama bo-yunca ataksiye rastlanmazken, beş haftalık civcivler-den FSF uygulamasını alan grup 6 da ilaç uygulama-sını takiben 1 hafta sonra ataksi görülmüştür. Medi-an ataksi skorlarına göre grup 6’ın diğer gruplara gö-re istatistiksel olarak (p<0.05) farklı olduğu gözlendi
FSF uygulanan farklı yaş grupları arasında NTE enzim aktiviteleri yönünden herhangi bir ista-tiksel fark (p< 0.05) bulunamadı. Buna karşın FSF alan ve almayan deneklerin omurilik dokusundaki NTE aktiviteleri FSF (5mg /kg) uygulamasını alan broylerlerde almayanlara göre (FSF:0 mg/kg) ista-tistiksel olarak düşük bulundu (Tablo 2).
Tablo 2. Fenil Saligenin Fosfat Uygulanan 1, 2 ve 5 haftalık Broyler Civcivlerde Ataksi Skorları ve Nörotoksik  Esteraz Enzim Aktiviteleri

	Gruplar
	Uygulama
	Yaş (Hafta)
	Ataksi Skor (Median)
	NTE aktivitesi (nmol/dakika/gr)

	1
	FSF (0 mg/kg)
	1
	0 a
	0.1975±0.04 a

	2
	FSF (5 mg/kg)
	1
	0 a
	0.0417±0.03 b

	3
	FSF (0 mg/kg)
	2
	0 a
	0.2375±0.06 a

	4
	FSF (5 mg/kg)
	2
	0 a
	0.0619±0.02b

	5
	FSF (0 mg/kg)
	5
	0 a
	0.2482±0.04 a

	6
	FSF (5 mg/kg)
	5
	3 b
	0.0579±0.05b


a, b* Gruplar arası istatistiksel fark aynı sütun içinde farklı harflerle gösterilmiştir (p< 0.05)

4. TARTIŞMA VE SONUÇ

Organik fosforlu bileşiklerin asetilkolin este-raz enzimini inhibisyonu neticesi oluşan akut koli-nerjik toksik etkilere ek olarak bazılarının gecikmiş tip nöropati oluşturduğu da bilinmektedir (Johnson, 1990). Bu çalışmada organik fosforlu bir bileşik olan FSF’ın broyler civcivlerde değişik yaş grupla-rındaki nörotoksik etkisi araştırıldı. Çalışmamızda 1 ve 2 haftalık broyler civciv gruplarında FSF (5mg/ kg) uygulamsı sonunda klinik ataksi görülmezken 5 haftalık olanlarda aynı uygulamanın  klinik ataksiye neden olduğu gözlenmiştir. Tavukların civcivlere göre klinik olarak nöropatiden daha çok etkilenip genç deneklerde bu etkinin gözlenmemesi Harp ve ark. (1997) tarafından da rapor edilmiştir. Genç de-neklerde yaşlı deneklere göre organik fosforlu bile-şiklerce oluşturulan nöropati oluşumunda daha di-rençli oluşu hususunda değişik görüşler ileri sürül-müştür. Örneğin genç deneklerde organik fosforlu bileşiklerin metabolizmasının ve atılımının daha sü-ratli olması, periferal sinirlerin daha hızlı gelişmesi ve hızlı onarım kabiliyeti gibi bazı mekanizmalar ol-duğu iddia edilmiştir. Bununla birlikte genç hay-vanlarda NTE enziminin spesifik aktivitesinin daha yüksek olmasının nöropati oluşumunu kompanse edebileceği ileri sürülmüştür (Lotti, 1992). 

Organik fosforlu bileşikler tarafından oluştu-rulan gecikmiş tip nöropati ile NTE inhibisyonu ara-sında bir bağ olduğu düşünülmekle beraber, bazı kimyasal maddeler (organifosforlu bileşiklerden ol-mayan) NTE enzimini inhibe etmesine rağmen nöy-ropati oluşumuna neden olmamaktadır. Bu grup kimyasallar içinde yer alan serin/sistein proteaz inhibitörü fenil metil sulfonil florid (FMSF) NTE enziminin inhisyonuna sebeb olurken nöyropati oluşumuna neden olmamaktadır (Pope ve Padilla, 1990; Pope ve ark, 1993). Bu tür kimyasallar non-nöropatik NTE inbitörleri olarak adlandırılır. Dola-yısı ile bu tip kimyasalların ilk bulunduğu andan itibaren NTE enziminin bu tip nöropati oluşumun-daki rolü sorgulanmakla beraber sonradan FMSF ile yapılan çalışmalarda FMSF’in gecikmiş tip nöropati oluşturan organik fosforlu bileşiklerden önce uygu-landığında bu tip nöropatinin önlenmesine sebeb olduğu fakat nöropati oluşturan organik fosforlu bi-leşiklerden sonra uygulandığında da oluşan nöropa-tiyi güçlendirerek artırdığı görülmüştür. Buna ek olarak gençlerde bu etkinin FMSF’in organik fosfor-lu bileşiklerden sonra uygulanmasıyla oluşturulabil-diğide gözlenmiştir (Harp ve ark, 1997; Pope ve ark. 1992; Pope ve ark. 1993). FMSF’in organik fosforlu bileşikliklerden önce kullanılması sırasında oluşan gecikmiş tip nöropatide bu korunmanın NTE enzi-minin FMSF tarafından bloke edilerek organik fos-forlu bileşiğin bağlanmasını önlediği ileri sürülmüş fakat organik fosforlu bileşikten sonra uygulandı-ğında oluşan potensializasyon için henüz tam olarak bir açıklama yapılamamıştır. Bununla beraber FMSF’in oluşturduğu güçlendirici etkinin NTE üze-rinde reseptör seviyesinde olmamakla beraber ge-cikmiş tip nöropatinin gelişimi ve ilerlemesi sırasın-daki bir basamakta modifikasyonun olabileceği ileri sürülmüştür (Pope ve ark.,1993). Çalışmamızda FSF alan tüm yaş gruplarındaki deneklerin omuriliklerin-den alınan örneklerde NTE enziminin düşmesine rağmen genç hayvanlarda ataksinin oluşmadığı göz-lenmiştir.
Sonuç olarak bir organofosfat bileşiği olan fenil saligenin fosfat’ın 1 ve 2 haftalık broyler piliç-lerinde Organik fosforlu bileşikler tarafından oluştu-rulan gecikmiş tip nöropati oluşturmazken;5 haftalık broylerlerde bu sendroma neden olabileceği gözlem-lendi. FSF uygulamasının 1, 2 ve 5 haftalık broyler-lerde omurilik NTE aktivitesinin düşmesine neden olmakla beraber NTE aktivitesindeki bu azalma gruplar arasında istatistiksel olarak farklı olmadığı belirlendi. Bu durum organik fosforlu bileşiklere maruz kalınması sonucunda gicikmiş tip nöropatiler yönünden önemli riskler oluşabileceğini göstermek-tedir.
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