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Ozet

Chlorpyriphos-ethyl'e (CE) maruz kalan ratlarin plazmalarinda melatonin ile vitamin C ve vitamin E kombi-
nasyonunun koruyucu etkileri arastirildi. Deney gruplar: su sekilde organize edildi: Kontrol grubu (C), CE
verilen grup (CE), vitamin E + vitamin C verilen grup (Vit), melatonin verilen grup (Mel), vitamin E + vitamin
E + CE verilen grup (Vit+CE) ve melatonin + CE verilen grup (Mel+CE). Ilgili gruplara alt1 giin vitaminler ve
melatonin verilirken besinci ve altinc giin CE verildi. Uygun teknikle biyokimyasal ¢alismalar icin kan 6rnek-
leri alindi. Plazmada Tiobarbitiirik Asitle Reaksiyon Veren Substratlar (TBARS) ve Antioksidan Potansiyel
(AOP) diizeyleri olculdti. TBARS CE grubunda kontrol grubuna gore yiiksek iken, CE grubu ile
karsilastirildiginda Mel+CE ve Vit+CE gruplarinda anlamli olarak diistik bulundu. AOP ise TBARS'1n tersine
kontrol grubu ile karsilastirildiginda CE grubunda diistik bulunurken, CE grubu ile karsilastirildiginda
Mel+CE ve Vit+CE gruplarinda anlamh olarak yiiksek bulundu (p<0.05). Sonucta, CE'nin rat plazmasinda
oksidatif stresi artirmak suretiyle lipid peroksidasyonunu artirdig1 ve AOP'yi diistirdiigii, melatoninin ile vita-
min C + vitamin E kombinasyonunun CE'nin bu lipoperoksidatif etkisini diisiirebilecegi kanaatine varild.

Anahtar kelimeler: chlorpyrifos-ethyl, plazma, lipid peroksidasyonu, melatonin, vitamin E, vitamin C

Abstract

Investigation of the in vivo lipoperoxidative effect of chlorpyriphos-ethyl in plasma of rats and ameliorating
effects of melatonin and the combination of vitamin C + vitamin E on this effect

The lipoperoxidative effect of chlorpyriphos-ethyl (CE) and ameliorating effect of melatonin and the combina-
tion of vitamin C + vitamin E in plasma of CE exposed rats were investigated.

The experimental groups were as follows: Control, CE treated group (CE), vitamin E + vitamin C treated
group (Vit), melatonin treated group (Mel), vitamin E + vitamin C + CE treated group (Vit+CE), and melatonin
+ CE treated group (Mel+CE). While vitamins and melatonin were administered 6 consecutive days, CE was
administered only 5th and 6th days to the appropriate groups. The blood samples were taken by appropriate
techniques for biochemical examinations. The levels of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), and
antioxidant potential (AOP) were determined in plasma.TBARS was found to be increased in CE Group com-
pared to Control Group , whereas it was found to be decreased in Vit+CE Group and Mel+CE Group com-
pared to CE Group (p<0.05). Conversely, AOP was found to be decreased in CE Group compared to Control
Group, whereas it was found to be increased in Vit+CE Group and Mel+CE Group compared to CE Group
(p<0.05). These results suggested that treating CE increases lipid peroxidation and decreases AOP by increas-
ing oxidative stress in plasma of rats, and melatonin and the combination of vitamin C + vitamin E can reduce
this lipoperoxidative effect of CE.

Key words: Chlorpyrifos-ethyl, plasma, lipid peroxidation, melatonin, vitamin E, vitamin C

* "The 8" Meeting of the Balkan Clinical Laboratory Federation"de (Romanya, 2000) poster olarak sunulmustur.

Girig

Chlorpryfos-ethyl (CE) (0,0'-diethyl 0-[3,5,6-
trichloro-2-pyridyl] phosphorothionate), bahge, tarim
ve orman zararlilarma kars1 yaygin olarak kullanilan
bir organofosfat insektisittir ve bundan dolay1 insanlar
icin maruz kalma potansiyeli olduke¢a yiiksektir (1).
CE toksikolojisi ile ilgili yapilan ¢alismalarda, temel
toksisite mekanizmasinin sinir kavsaklarinda
asetilkolin esteraz inhibisyonu oldugu gdsterilmistir
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(2-4).

Pestisitlerin farkli smiflarinin reaktif oksijen tiir-
lerinin iretimini artirdigit ve bu ksenobiyotiklerin
toksik belirtilerini veren oksidatif doku hasar1 olus-
turdugu pekgok raporda belirtilmistir (5,6). Reaktif
oksijen tiirleri, pek ¢ok toksik madde ve patolojik
sartlara yamit olarak olusan programli hiicre
oliimiinde genel bir araci olarak gorev yapabilirler

(7.
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Malondialdehit (veya tiobarbitiirik asitreaktif sub-
stans (TBARS)), reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
hiicresel membranlarla etkilesiminden kaynaklanan
membran lipit peroksidasyonunun bir belirtecidir.
ROS'un neden oldugu membran lipid peroksidasyonu
membran karakteristiklerinin degisimiyle hiicresel
homeostazis bozulmasina yol agabilir (6). ROS
diizeylerini ve bunlarin meydana getirdigi hasari
sinirlandirmak i¢in viicutta birgok savunma mekaniz-
mast gelismistir. Bunlar, "antioksidan savunma sis-
temleri" veya kisaca "antioksidanlar" olarak bilinir-
ler. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiy-
onunu engelleyerek ve/veya reaktif oksijen tiirlerini
toplayarak lipit peroksidasyonunu inhibe ederler.
Antioksidanlar, bir yaklasima gére enzim ve enzim
olmayanlar seklinde siniflandirilabilirler (7,8).
Enzimatik antioksidanlarin baglicalarina 6rnek olarak
siiperoksid dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) ve katalaz (CAT) verilebilir. Vitamin C,
vitamin E ve melatonin ise enzimatik olmayan antiok-
sidanlardan bazilaridir. CE'nin in vitro olarak lipid
peroksidasyonunu artirdigi ve antioksidan enzim
aktivitelerinde anlamli olarak degisikliklere neden
oldugu gosterilmistir (9).

Bu arastirma, ziraatte siklikla kullanilan ve birgok
toksisiteye neden olabilen chlorpyrifos-etil'in sican-
larda oksidatif hasara neden olup olmadigini arastir-
mak ve antioksidanlardan melatonin ile vitamin E +
vitamin C kombinasyonunun koruyucu etkilerini
arastirmak amaciyla planlanmistir.

Materyal ve Metod

Deney hayvanlari : Bu ¢alismada agirliklar1 190-240
gram arasinda degisen, erkek Wistar albino cinsi rat-
lar kullanilmistir (n = 30). Deney siiresince hayvan-
lara yeteri kadar (ad libitium) su ve yem (Yem
Kurumu Standart Sican Yemi) verildi. Sicanlar alti
esit gruba ayrildi: Kontrol grubu, CE verilen grup
(CE), vitamin E + vitamin C verilen grup (Vit), mela-
tonin verilen grup (Mel), vitamin E + vitamin E + CE
verilen grup (Vit+CE) ve melatonin + CE verilen
grup (Mel+CE). E vitamini (? - tocopherol acetate;
Vitamin E; SIGMA) ve C vitamini (askorbik asit;
Vitamin C; Redoksan amp, ROCHE) kombinasyonu
giinde bir kez alt1 giin boyunca sirasiyla 150 mg/kg
and 200 mg/kg dozlarda intramuskiiler olarak Vit ve
Vit+CE gruplarina uygulandi. Melatonin (N-acetyl-5-
methoxytryptamine; SIGMA) %5'lik etil alkol icinde
coziilerek ayni peryod ve sekilde 10 mg/kg dozda Mel
ve Mel+CE gruplarina uygulandi. Chlorpryfos-ethyl
(Chlorpryfos-ethyl; Dursban 25; Dow Agroscience)
CE, Vit+CE ve Mel+CE gruplarina besinci giiniin
sonunda 0. ve 21. saatte 8 numara feeding tiip
yardimiyla 41 mg/kg dozunda (0,25 LD50) intragas-
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trik yoldan verildi. Vit+CE ve Mel+CE gruplarina CE
uygulanirken Vit ve Mel gruplarma da esit hacimde
serum fizyolojik uygulandi. C ve CE gruplarina da
deney siiresince i.m. serum fizyolojik uygulandi.
Deney, CE uygulamasinin 24. saatinde sonlandirildi.
Deney siiresinin sonunda (6.giin), dekapitasyonu tak-
iben heparinli tiiplere kanlar alinarak plazmalar
ayrildi. Plazmalardan TBARS ve AOP diizeyleri
caligildi.

TBARS ol¢iimii: TBARS i¢in Draper ve Hadley' in
¢cift 1sitma yontemi kullanildi (10). Metodun prensibi
MDA-TBA (Tiobarbitiirik asit) kompleksinin 532
nm'de verdikleri absorbansin Ol¢iilmesi esasina
dayanr.

AOP 6lctimii : Durak ve ark.'min (11) yontemine gore
AOP belirlendi. Bu yontemde, reaksiyon ortami ksan-
tin/ksantin oksidaz sistemi ile {iretilen siiperoksit
radikallerine (O2.-) bir saat siireyle maruz birakilir.
Reaksiyon ortamindaki TBARS konsantrasyonu, O2.-
radikal olusmadan Once ve olusturulduktan sonra
olciiliir. iki deger arasindaki fark antioksidan potan-
siyele ters orantilidir.

[statistik: Genel olarak gruplar arasinda anlamli bir
fark olup olmadigr Kruskal- Wallis varyans analizi
testi ile yapildi. Gruplarin ikiserli karsilagtirilmasi ise
Mann - Whitney U testi ile kullanildi. Anlamlilik
diizeyi 0.05 olarak kabul edildi. Istatistikler "SPSS
10.0 for Windows" paket programinda yapildi.

Bulgular

Sonuglar topluca Tablo 1 ve Sekil 1-2 de verilmistir.
Tablo 1'de goriildiigii gibi CE uygulamasi kontrol
grubuna gére TBARS'ta artisa neden olmus (p<0.05),
yine kontrol grubuna gére vitamin C + vitamin E ile
melatonin uygulamasi TBARS'ta azalmaya neden
olmustur (p<0.05). Ayrica vitamin E + vitamin C ile
melatonin uygulmasi CE'nin neden oldugu TBARS
artisini anlamli olarak diistirmiistiir (p<<0.05).

CE uygulamas1 TBARS'!n tersine AOP'de diismeye
neden olurken (p<0.05), antioksidanlarin uygulan-
masi CE'nin neden oldugu diismeyi anlamli derecede
ortadan kaldirmistir (p<0.05).

Tartisma

Organofosfatlarin asetilkolin esteraz inhibisyonu ile
etki etmelerinin yanisira, son yillarda gergeklestirilen
caligmalar gostermistir ki, baz1 organofosfat insek-
tisitler reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini artirmak-
tadir ve bdylece oksidatif doku hasarlarina neden
olmaktadirlar (5-7, 12-14).

Birkag organofosfat insektisitin, kemirici karaciger ve
beyin dokularinin hiicresel kompanentlerinde (7,14),
fetal insan beyin ve karaciger dokularinda (15), insan
eritrosit ve plazmasinda (16), ve ¢esitli amfipod ve
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Tablo 1 : Calisma gruplarinin enzim aktiviteleri.

TBARS AOP
(nmol/ mgprot) (1/nmol/ml.h)
Kontrol Grubu 3.520 £ 0.312 0.225 £ 0.100
CE Grubu 6.615 + 0.731 0.020 £ 0.007
Vit C + Vit E Grubu 3.011 £ 0.300 0.257 £ 0.232
Melatonin Grubu 2.802 +0.162 0.310 + 0.093
Vit C +Vit E +CE Grubu 4.087 £ 0.500 0.079 £ 0.014
Melatonin + CE grubu 3.932 +£0.751 0.053 + 0.020
TBARS AOP
Kruskal-Wallis * *
I/ I-1I-1V-V I/ 1I-V-VI
Kruskal-Walli I/ I--1V-V-VI I/ I-I-1V-V-VI
Kar§1la§t1r11d1k1arrlllrsld2 anlirrljl olan Gruplar. I/ H-V-V I/ 1-V-=VI
IV / I-1-V-VI IV / II-V-VI

(Mann-Whitney U, p<0.05)

Vv / HI--IV

Vv / FI-I-1IV

VI / II-1I-1IV V1 / -I-II-IV

*: p<0.001

balik tiirlerinin doku homojenatlarinda (13) neden
oldugu oksidatif hasar arastirilmistir. Bu calis-
malarin tiimiinde, reaktif oksijen tiirlerinin hiicresel
membranlarla etkilesiminden kaynaklanan membran
lipid peroksidasyonunun bir belirteci olan malondi-
aldehit (veya TBARS) artmistir (7,13,14).
Caligmamizda da, iki doz (41 mg/kg ; LD50min %
25') chlorpyrifos uygulamasini takiben rat plaz-
masinda TBARS diizeyi artmisti. Bu artis, chlorpyri-
fos veya metabolitlerinin neden oldugu ROS artigina
bagl olabilecegi gibi, chlorpyrifosun neden oldugu
antioksidan enzim aktivitelerinde azalma ve bunun
sonucunda AOP'in azalmasi, dolayistyla ROS'un
ortamdan yeterince uzaklastirllamayisma da bagh
olabilir.

AOP viicuttaki endojen antioksidan enzimlerin
aktiviteleri ile enzimatik olmayan antioksidanlarin
diizeylerini yansitir. Tek tek antioksidan enzim veya
enzim olmayan antioksidan madde diizeylerine gore
viicudun antioksidan sistemi hakkinda daha gercekei
bilgi verir. Baz1 antioksidanlarin diizeyi degigsmezken
bazilarinin artmast AOP'i arttirabilir. Bu agidan AOP
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Kontrol (Grup I) CE VHC+VNE (Grup Melatunm (Grup CE+VitC+VitE ~ CE+Melatonin
{(Chlorpyriphos- (Grup V) (Grup V1)
ethyl) (Grup II)

Gruplar

Sekil 1: Gruplarin plazma TBARS (Tiobarbitiirik asitle reaksiyona
giren substratlar) diizeyleri.
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Olclimii 6nem kazanmaktadir. Antioksidan savunma
potansiyelini olusturan temel enzimatik antioksidan-
larin aktivitelerinin, in vitro ve in vivo pestisit ve
insektisitlerin etkileriyle degistigi gdsterilmistir (15-
17,18). Bu konuda farkli galigma sonuglari rapor
edilmistir. Bir organofosfat insektisit olan
malathion'un in vitro sartlarda insan fetuslarindan
elde edilen karaciger ve beyin doku homojenatlarina
etkileri arastirilmig; her iki dokuda SOD ve CAT
aktivitelerinde Onemli inhibisyonla beraber MDA
olusumunda artis oldugu saptanmistir (15). Aym
calismada, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu ile
ilgili olarak bilinen GSH-Px aktivitesi ise, diisiik kon-
santrasyonlardaki malathion muamelesi ile artarken,
yiiksek konsantrasyonlarda degismeden kaldigi gos-
terilmistir. Bu da, diisiik konsantrasyonlardaki toksik
ajanin dokuda olusturdugu oksidatif hasara karsi
GSH-Px artmis aktivitesi ile bir adaptasyon gos-
terirken, yliksek konsantrasyonlardaki maruz kalmaya
adaptasyon mekanizmasinin gozlenmedigi seklinde
yorumlanmuistir,

Bir baska calismada organofosfat pestisit olan

AOP (1imoliml.h)
B - ® -

=

0 . o

Kontral (Grup 1) CE VItC+VAtE (Grup Melatonin (Grup  CE+VItG+VitE  CE+Melatonin
(Chlorpyriphos- iy L\%] (Grup V) (Grup VIy
ethyl) (Grup 1)

Gruplar

Sekil 2 : Gruplarmn plazma AOP (Antioksidan potansiyel) diizeyleri.
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quinalphos'un (LD50 dozunda ) sican beyin ve
karaciger dokularinda antioksidan savunma sistemi
tizerindeki etkisi arastirilmistir (17). Bu galigmanin
sonuglarima gore; karaciger ve beyin dokulari in vivo
quinalphos muamelesine farkli yanitlar vermistir.
SOD, CAT ve GSH- Px aktiviteleri karacigerde
artarken, beyin dokusunda yalmzca CAT aktivitesi
artmigtir. Bu farkli bulgular neticesinde organofos-
fatin beyin ve karaciger dokusunda farkli metabolik
yollar izledigi kanisina varilmistir.

Prasanta ve Anand (18) organofosfat dimethoata'nin
fare hepatik lipit peroksidasyonu ve SOD ve CAT"
iceren antioksidan enzim aktivitelerini arttirdigini
rapor etmislerdir. Datta ve ark. (16) ise, insan eritrosit
ve plazma antioksidan savunma komponentleri {izer-
ine phosphamidon (organofosfat) 'un etkisini arastir-
muslar, eritrositte GSH-Px, SOD ve CAT aktiviteleri
stimiile olurken plazma fraksiyonunda, GSH-Px ve
SOD aktivitelerinin ~ 6nemli derecede deprese
oldugunu, 6te yandan MDA diizeyinin ve CAT
aktivitesinin arttigin1 gostermislerdir. Sonugta, plaz-
manin oksidatif hasardan korunmak igin diisiik adap-
tasyon gosterdigi diisiiniilmiistiir.

Calismamizda, her ne kadar antioksidan enzimler
caligilmadiysa da, antioksidanlarin tiimiiniin diizeyini
yansitabilecek olan AOP galigilmigtir. Enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidanlarin aktivite ve
diizeylerindeki azalmalardan dolayr AOP azala-
bilmekte ve sonugta lipid peroksidasyonununda bir
artig goriilebilmektedir. Nitekim bu caligmada da
AOP azalirken TBARS artmigtir. Buradan CE'nin
enzimatik veya enzimatik olmayan antioksidanlari
etkileyerek AOP'i diisiirdiigii ve dolayisiyla lipid per-
oksidasyonunu artirdigi diisiiniilebilir.

Bu calismada CE'nin neden oldugu oksidatif hasari
engellemek amaciyla antioksidanlar kullanildi.
Bunlardan vitamin C giiclii indirgeyici aktivitesi
nedeniyle aymi zamanda gii¢li bir antioksidandir.
Stiperoksit ve hidroksil radikali ile kolayca reaksiy-
ona girer. C vitamini ayrica antiproteazlarin oksidan
maddeler ile inaktive olmasini engeller, tokoferoksil
radikalinin , ?-tokoferole rediiklenmesini saglar
(19,20).Vitamin E ise ¢ok Onemli bir antioksidan
olup, lipid peroksidasyonunun erken asamalarinda
biomembranlardaki serbest radikal toplayict aktivitesi
sonucu hiicre membran fosfolipitlerinde bulunan
¢oklu doymamis yag asitlerini serbest radikal etkisin-
den koruyarak, lipit peroksidasyonuna karsi ilk
savunma hattin1 olusturur. Vitamin E, siiperoksit,
hidroksil radikalleri, tekli (singlet) oksijen, lipit per-
oksil radikalleri ve diger radikal drneklerini indirger
(21,22). C vitamini ve E vitamini kombinasyonu
uygulamalarinin ¢esitli oksidanlarin neden oldugu
oksidatif hasara karsi koruyucu olduguna iliskin
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bir¢ok rapor mevcuttur (23,24). Bizim ¢alismamizda
da vitamin kombinasyonu uygulanmasi TBARS"
kontrol grubuna goére Vit grubunda ve CE grubuna
gore Vit+CE gruplarinda anlamli olarak diigtirmiistiir
(p<0.05).

Kullandigimiz diger antioksidan olan melatonin de
cok giiclii bir antioksidandir. Ozellikle en zararh
serbest radikal olan "hidroksil radikali" (OH.) ile
reaksiyona girerek, onu indolil katyonuna
doniistiirmek suretiyle ortadan kaldirir (25). Yiiksek
derecede toksik bir ksenobiyotik olan paraquat'in
sigan  akciger dokusunda (26), bakteriel
lipopolisakkarit ile muamele edilmis siganlarin
bir¢ok dokusunda (27), karbontetrakloriir hepatotok-
sisitesinde (28) ve kainik asidin rat beyin, beyincik,
hippokampus ve hipotalamusunda (29) neden oldugu
peroksidatif hasarin bir gostergesi olan artmis
TBARS diizeyleri lizerine melatoninin azaltic1 etki-
leri gosterilmistir. Bizim c¢alisjmamizda da CE
grubuna gore Mel+CE grubunda ve kontrol grubuna
gore Mel grubunda TBARS anlamli olarak diigiik
bulundu (p<0.05). Calisjmamizda CE'nin neden
oldugu TBARS artiginin vitamin kombinasyonu veya
melatonin ilavesiyle anlamli olarak diismiis olmasi
CE'nin neden oldugu lipid peroksidasyonunu azalt-
mada antioksidanlarin effektif olarak kullanilabile-
cegini diisiindiirmektedir.

Bu bulgulardan hareketle, CE'nin ratlarda oksidatif
strese neden oldugu, bu oksidatif stresin CE tok-
sisitesinde rol oynayabilecegi ve melatoninin ile vita-
min E + vitamin C kombinasyonunun CE nin toksik
etkilerini anlamli olarak azaltabilecegi kanaatine
varildi.
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