
Özet

Klorprifos-etil (KE), yaygýn olarak kullanýlan organofosfat insektisitlerden biridir. Bu çalýþmada, KE'in insan
karaciðer hücre dizisi HepG2 üzerine sitotoksik etkisini ve melatoninin koruyucu etkisini araþtýrdýk.
Çalýþma gruplarý þu þekilde organize edildi:
1. Kontrol grubu (Diðer gruplarýn canlýlýk oranlarý bu gruba göre deðerlendirildi.)
2. KE grubu (Deðiþik dozlarda KE ile muamele edildi.)
3.Melatonin+ KE grubu (Deðiþik dozlarda KE'ye ek olarak melatonin eklendi.)          
Hücreler 96 well petri kaplarýna her well'de 3x105 olacak þekilde ekildi. 24 saat sonra KE grubundaki hücreler
1080, 540, 270, 135, 67.5, 33.7, 16.8, 8.4, 4.2, 2.1, 1 ve  0.5 mikrogram/ml0 konsantrasyonlarýnda KE  ile 72 saat
37 oC'de inkübe edildiler. Melatonin+KE grubundaki HepG2 hücreleri ise1 saat 10 mg/l konsantrasyonunda
melatonin ile ön inkübasyona alýndýktan sonra deðiþen KE konsantrasyonlarý ile 72 saat muamele edildiler.
Daha sonra KE ve KE+M gruplarýnda hücre canlýlýðý belirlendi. 
KE verilen HepG2 hücrelerinin canlýlýðý kontrol grubundaki hücrelere oranla anlamlý olarak düþük bulunmuþ-
tur. KE'nin sitotoksisitesi uygulanan KE konsantrasyonuyla iliþkili bulunmuþtur. KE konsantrasyonu
düþtükçe sitotoksisite de  buna paralel olarak azalmýþtýr (Kruskal-Wallis Test p=0.024). Buna ek olarak çalýþ-
mamýzda  melatoninle bir saat inkübe edilen HepG2 hücrelerine KE uygulamasý melatonin uygulanmayan
gruba oranla hücre canlýlýðýný anlamlý olarak artmýþtýr (Mann Whitney U Test, p<0.05). 
Sonuç olarak KE'in insan karaciðer hücre dizisi HepG2 üzerine  in vitro þartlarda uygulanmasýyla, bu  hücrel-
er üzerinde anlamlý olarak sitotoksik etki gösterdiði, melatonin uygulanmasý ise  karaciðer hücre dizilerini
klorprifos-etil sitoksisitesinden  önemli derecede koruduðu sonucuna varýlmýþtýr.    

Anahtar  kelimeler:  organofosfat, klorprifos, hücre kültürü, HepG2,  melatonin.
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Abstract

The  effect  of  chlorpyrifos-eethyl  on  cell  viability  in  HEPG2  cell  lines  and  protective  role  of  melatonin
Chlorpyrifos-ethyl (CE) is one of the organophosphate insecticies which are commonly used . In this study, we
investigated the cytotoxic effect of Chlorpyrifos-ethyl onto HepG2 liver cells and melatonin's protecting effect.
The working groups were arranged as shown :
1. Control group (Other group's viability percentage were evaluated comparing to this group)
2. CE group (The treatment was made with different dosages of CE)
3. M+CE group (Melatonin was  added to the different dosages of CE)
HepG2 cells were seeded in 96-well plates (3x105 cells/well). Each of 3x105 cells were put into 96 well Petri
cups. After  24 hours the cells in CE group were incubated with Chlorpyrifos-ethyl with the doses of 1080, 540,
270, 135, 67.5, 33.7, 16.8, 8.4, 4.2, 2.1, 1 and 0.5 microg/ml in 37°C for 72 hours. On the other hand, the HepG2
cells in the M+CE group were pre-incubated with melatonin with the dose of 10 mg/l  for an hours and were
handled with the chancing CE concentration for 72 hours. After that, the cell viability of CE and M+CE groups
were established.
The viability of HepG2 cells in CE treated group was found lower than the cels which were chosen to
control.This was found related to the CE concentration. As the Chlorpyrifosethl concentration decreases the
cytotoxic rate decreases (Kruskal-Wallis Test p=0.024). The viability of the HepG2 cells incubated with mela-
tonin for one hour before the CE application found to increased (Mann Whitney U Test, p<0,05).
As a result; it was concluded that when CE was superimposed onto HepG2 liver cell series in in vitro condi-
tions, it showed significantly cytotoxical effect, and melatonin protected the liver cells from the cytotoxic effect
of CE.
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GGiirriiþþ
Klorprifos-etil (KE; 0,0'- diethyl  0- [ 3,5,6 - trichloro-
2- pyridyl ] phosphorothionate), bahçe, tarým ve
orman zararlýlarýna karþý yaygýn olarak kullanýlan
dolayýsý ile insanlarýn sýkça maruz kaldýðý bir
organofosfat insektisittir (1). Klorprifos-etil'in
metabolitleri, klorprifos-okson ve 3,5,6-trikloro-2-
pridinol klorprifos'dan daha toksiktir (1-2). KE'in
metaboliti, klorprifos-okson sinir kavþaklarýnda
asetilkolin esterazý inhibe ederek ciddi bir kolinerjik
toksisite oluþturur (3-4). Ýn vivo ve in vitro deneysel
çalýþmalarda, akut ve kronik organofosfat uygula-
malarýnýn sonucu ortaya çýkan toksik etkilerin (hepa-
totoksisite, nörotoksisite, genetik toksisite, embriy-
otoksisite, immünotoksisite gibi) patogenezinde oksi-
datif doku hasarýnýn rol oynadýðý ortaya konulmuþtur
(5-6).
Serbest radikaller, özellikle DNA ve protein  ve hücre
fosfolipitlerinin  çoklu doymamýþ yað asitleri baþta
olmak üzere bir çok organik ve  inorganik  bileþikler-
le reaksiyona girerler. Özellikle  DNA'yý etkileyen
serbest radikaller önemli zararlara neden olurlar. Bu
zararlar da karsinojenik mutasyonlara  neden ola-
bilmektedir (7).
Karsinojenik ksenobiyotikler, hücre içindeki sitokrom
p450, peroksizomlar ve mitokondriyondaki enzimatik
sistemleri deðiþtirerek veya indükleyerek serbest
radikallerin oluþumuna neden olurlar. Bu serbest
radikaller hücreyi koruyan enzimatik  veya enzimatik
olmayan sistemlerin tükenmesine veya inhibisyonuna
yol açmaktadýrlar. Tüm bu etkilerin sonucunda oluþan
oksidatif hasar, hücrede lipit peroksidasyonu, deok-
siribonükleik asit hasarý veya protein deðiþikliklerine
yol açmaktadýr. Bunlar da azalmýþ gap junction
aracýlýklý haberleþme, transkripsiyon faktörlerinin
(AP- 1, NF-kB) aktivasyonu, intraselüler kalsiyum ve
pH deðiþiklikleri veya hücre ölümü gibi  hücresel
fonksiyon bozukluklarýna yol açabilmektedir (6).
Vücutta reaktif oksijen türlerinin düzeylerini kontrol
altýnda tutmak ve oluþturabilecekleri hasarlarý
engellemek için birçok savunma mekanizmasý bulun-
maktadýr. Bunlar, "antioksidan savunma sistemleri"
veya kýsaca "antioksidanlar" olarak adlandýrýlmak-
tadýrlar. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiy-
onu engelleyerek veya reaktif oksijen türlerini topla-
yarak lipit peroksidasyonunu inhibe ederler ve enzim
yapýlý olanlar ve olmayanlar  þeklinde sýnýflandýrýrlar
(9,10).
Melatonin güçlü bir antioksidan etkisi olan bir
maddedir. Özellikle en zararlý serbest radikallerden
birisi olan 'hidroksil radikali' (OH) ile reaksiyona gir-
erek, onu indolil katyonuna dönüþtürerek etkisi-
zleþtirmektedir (11). Bir grup araþtýrmacý melatoninin
LOO radikalini de nötralize etme yeteneðinde

olduðunu bildirmiþler. Pieri ve ark.'larýnýn melatonin
LOO toplama yeteneklerine bakmýþlar ve suda cözü-
nen E vitamini , C vitamini ve GSH ile karþýlaþtýr-
mýþlar.Buna göre nötralize yeteneði en fazla mela-
toninde sonra suda çözünebilen E vitaminin de daha
sonra ki sýrayý ise C vitamini ve GSH almýþtýr.
Melatonin diðer antioksidanlardan bir farký uzun
süreli kullanýldýðýnda bile toksik etkisini olmamasýdýr
(12).
Bu araþtýrmanýn amacý tarým alanýnda insektisit olarak
sýklýkla kullanýlan ve uygunsuz kullanýmda oldukça
toksik olan KE'in, in vitro ortamda insan karaciðer
hücre dizileri Hepatoma G2 üzerine olan sitotoksik
etkisini ve melatonin uygulanmasýnýn bu sitotoksisite
üzerindeki olumu etkilerini gösterebilmektir.

MMaatteerryyaall  vvee  MMeetthhoodd
HHüüccrree  CCaannllýýllýýððýýnnýýnn  ÖÖllççüüllmmeessii
Çalýþma gruplarý þu þekilde organize edildi: 1.
Kontrol grubu (Diðer gruplarýn canlýlýk oranlarý bu
gruba göre deðerlendirildi) 2. KE grubu (Deðiþik
dozlarda KE ile muamele edildi) 3. M+KE grubu
(Deðiþik dozlarda KE'ye ilave olarak melatonin
eklendi)
Ýnsan HepG2 Hücre dizileri Dr. Hakan Aydýn (Ege
Üniversitesi, Týp Fakültesi, Ýzmir, Türkiye)'dan
saðlanmýþtýr. Hücreler %10 FBS, 2 mM Glutamin ve
penicillin-streptomycin içeren DMEM besi ortamýnda
inkübe edildiler. Hücreler 96 well petri kaplarýna her
well'de 3x105 olacak þekilde ekildiler. 24 saat sonra
KE grubundaki hücreler KE (1080, 540, 270, 135,
67.5, 33.7, 16.8, 8.4, 4.2, 2.1, 1 ve 0.5 mikrogram/ml)
ile 72 saat 37 oC'de inkübe edildiler. M+KE grubun-
daki HepG2 hücreleri ise 1 saat (10 mg/l konsantrasy-
onunda melatonin olacak þekilde önceden hazýrlanmýþ
Mel+ DMEM karýþýmýndan 100 mikrolitre eklendi.)
melatonin ile ön inkübasyona alýndýktan sonra
deðiþen KE konsantrasyonlarý ile 72 saat muamele
edildiler. Ýnkübasyon süresinin sonunda besi ortamý
hücreler üzerinden uzaklaþtýrýlarak yerine 0.5% crys-
tal-violet (W/V : in 50 % methanol) solüsyonu kondu
ve oda sýcaklýðýnda 10 dakika bekletildi. Daha sonra
hücrelerin absorbe ettiði boya Na-citrate (0.1 M Na-
citrate in 50% ethanol pH: 4.2) tamponuyla diþarý
çýkartýlarak absorbansý 640 nm' de okutuldu ve kont-
role oranla grafiði çizildi.

ÝÝssttaattiissttiikk
Konsantrasyonlara baðlý hücre canlýlýðýndaki deðiþi-
mi deðerlendirmek için Kruskal Wallis testi, mela-
tonin ve kontrol gruplarý arasýnda hangi klorprifos-etil
konsantrasyonlarýnda anlamlý farklýlýk olduðunu
belirlemek içinde Mann-Whitney U testi uygulandý.
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BBuullgguullaarr
Kontrol ve deney grubu HepG2 hücrelerine ait hücre
canlýlýðý grafiði Þekil 1'de verilmiþtir. Þekil 1'de
görüldüðü gibi yüksek doz KE ile muamele edilen
gruplarda hücre canlýlýðý düþük doz KE gruplarýndaki
hücrelerin canlýlýk oranlarýna göre daha düþüktür.
Hem KE grubunda hem de M+KE grubunda KE kon-
santrasyonu azaldýkça hücre canlýlýðýndaki artýþ ista-
tistiksel olarak anlamlýdýr. (Kruskal-Wallis Test, KE
grubu için p=0.024, M+KE grubu için p=0.028).
Hücreler bir saat melatoninle ön inkübasyona alýndýk-
tan sonra KE ile muamele edildiklerinde, KE'in sito-
toksik etkisini melatonin kombinasyonunun
düþürdüðü saptanmýþtýr. Grafikte görüldüðü gibi 8.4
mikrogram/ml  ve üzerindeki konsantrasyonlarda
melatonin hücre canlýlýðýný anlamlý olarak arttýrmýþtýr
(Mann-Whitney U Testi, p<0.05).

TTaarrttýýþþmmaa
KE ve metabolitlerinin insan ve çeþitli hayvan tür-
lerinde hapatoksik, nörotoksik tirotoksik, embriy-
otoksik etkileri gösterilmiþtir. Ayrýca bu maddelerin
hematolojik, immünolojik, ve genital sistem üzerine
de toksik olduklarýný bildiren yayýnlar bulunmaktadýr
(1,4,5,13,14,15). KE'in desülfürasyonu ile ortaya
çýkan daha aktif ve toksik bir metabolit olan  klorpri-
fos-oxon (16), A-esteraz ve alinesteraz enzimleri
aracýlýðýyla detoksifiye edilebilmektedir.  Sprague-
Dawley sýçanlarýnda yapýlan çalýþmalarda A-esteraz
ve alinestaraz detoksifikasyon enzimlerinin en yüksek
oranda karaciðerde, böbrek ve akciðerlerde orta
düzeyde ve beyin, dalak ve iskelet kasýnda ise az dere-
cede bulunduðu gösterilmiþtir (8,10,16). Bu durum
KE'un baþlýca karaciðer, böbrek ve akciðerde detoksi-
fiye edildiðini açýklamaktadýr.   
Sultatos, yaptýðý çalýþmada KE'a maruz kalan erkek
sýçan karaciðerlerinin diþilerden daha fazla klorpri-
fos-oxon ürettiklerini fakat KE akut toksitesinin diþil-
erde daha fazla olduðunu saptanmýþtýr (17).
Bizim çalýþmamýzda KE verilen HepG2 hücreleri can-

lýlýðý kontrol grubu olarak seçilen hücrelere oranla
doza baðlý olarak anlamlý derecede düþük bulunmuþ-
tur. KE konsantrasyonu düþtükçe sitotoksisite de
buna paralel olarak azalmýþtýr. Li ve Arkadaþlarýnýn
hücre kültürleri üzerinde yaptýðý çalýþma bizim
sonuçlarýmýz destekler niteliktedi (18).Bu araþtýrýcýlar
KE'in  hücre dizileri üzerinde konsantrasyona baðlý
olarak sitotoksik olduðunu rapor etmiþlerdir. Fakat
yapýlan literatür araþtýrmasýnda  KE insan karaciðer
hücre dizisi HepG2 üzerindeki etkilerini gösteren her
hangi bir çalýþmaya rastlanamamýþtýr.
Antioksidan bir madde olan melatonin  oldukça
lipofiliktir. Bu özelliðinden dolayý da hücre mem-
branýný kolayca geçebilir. Ayrýca, melatonin suda
erime yeteneði de yüksektir ve sitoplazma ve çekird-
ek içindede kolayca taþýnabilir.Çekirdeðe baðlanarak
DNA'yý yerinde koruyucu etki gösterir (19). Tan. ve
ark. (20), iki rapor serisinde melatoninin hepAtik nük-
leer DNA'yý kimyasal karsinojen safrol tarafýndan
oluþturulan oksidatif hasara karþý koruduðunu
bildirmiþlerdir. Pentney ve Bubenik (21), fareleri dek-
stran sodyum sulfatla (DSS) besleyerek kolit oluþtur-
muþlardýr. DSS gastrointestinal  yolda gram  negatif
bakterilerin proliferasyonunu artýrýr; lipopolisakkarit
endotoksininin yaygýn üretimine sebep olur ve intes-
tinal mukoza bütünlüðündeki  deðiþikliklerle beraber
ciddi diyareye sebep olur. Farelere DSS'ye ilaveten
melatonin de verildiðinde  ise kolit  bulgularýnýn
önemli derecede azaldýðýný rapor etmiþlerdir.
Öncü ve ark. (22) ratlara KE vererek yaptýklarý çalýþ-
mada, KE verilen ratlarýn karaciðerlerinde sinüzoidal
dilatasyon, piknotik çekirdekcikler ve safra kanalý
proliferasyonu gözlenirken, KE+melatonin verilen
ratlarda bu bulgularýn normale döndüðünü gözlem-
lemiþlerdir. Yine bu çalýþmada KE'nin lipit peroksi-
dasyonunu artýrdýðýný melatoninin ise bu artýþý
engellediðini göstermiþlerdir. Bulduklarý bulgulardan
hareketle, KE'nin rat karaciðer dokusunda oksidatif
strese neden olduðu, bu oksidatif stresin KE hepato-
toksisitesinde rol oynayabileceði ve melatoninin
KE'nin karaciðer üzerine toksik etkilerini fark edilir
derecede azaltabileceði kanaatine varmýþlardýr.
Gültekin ve ark. (23-28) yaptýklarý bir dizi araþtýrma-
da eritrosit, böbrek, akciðer ve beyin dokularýnda
KE'nin lipid peroksidasyonunu artýrdýðýný göster-
miþlerdir. Bu doklarda melatonin verilmesiyle lipid
peroksidasyonunun azaldýðýný, dolayýsýyla doku
hasarýnýn azaldýðýný histopatolojik olarak ortaya koy-
muþlardýr. Melatoninin bu iyileþtirici etkisini ise
antioksidan özelliðine baðlamýþlardýr.
Bizim çalýþmamýzda da melatoninle bir saat inkübe
edilen HepG2 hücrelerine KE uygulamasý melatonin
uygulanmayan gruba oranla hücre canlýlýðýný anlamlý
olarak artýrmýþtýr.

41

Þekil  1  :  Deðiþik konsantrasyonlardaki KE hücre canlýlýðýna etkisi. 
KE: Klorprifos-etil, M+KE: Melatonin + Klorprisfos-etil. *: KE ve M+KE gru-
plarý karþýlaþtýrýldýðýnda anlamlý gruplar, p<0,05, Mann-Whitney U testi. 
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Bu çalýþmada melatoninin hangi mekanizma ile hücre
canlýlýðýný artýrdýðý ortaya koyulmamýþtýr. Ancak liter-
atür bilgileri ýþýðýnda deðerlendirilidiðinde mela-
toninin antioksidan özelliði bu olumlu etkiyi göster-
diði kanaatine varýlabilir. Ancak bunun daha kesin
söylenebilmesi için ilave parametrelerin çalýþýlmasýna
ihtiyaç vardýr. Belki bu ikinci bir çalýþma konusu ola-
bilir.
Sonuç olarak, KE'in insan karaciðer hücre dizisi
HepG2 üzerine  in vitro þartlarda uygulandýðýnda, bu
hücreler üzerinde aþýrý derecede sitotoksik etki göster-
diði, melatonin kombinasyonun ise  karaciðer hücre
dizilerini KE sitoksisitesinden  önemli derecede
koruduðu sonucuna varýlmýþtýr.    
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