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Ozet

Klorprifos-etil (KE), yaygin olarak kullanilan organofosfat insektisitlerden biridir. Bu calismada, KE'in insan
karaciger hiicre dizisi HepG2 {izerine sitotoksik etkisini ve melatoninin koruyucu etkisini aragtirdik.

Calisma gruplari su sekilde organize edildi:

1. Kontrol grubu (Diger gruplarin canlilik oranlar1 bu gruba gore degerlendirildi.)

2. KE grubu (Degisik dozlarda KE ile muamele edildi.)

3.Melatonin+ KE grubu (Degisik dozlarda KE'ye ek olarak melatonin eklendi.)

Hiicreler 96 well petri kaplarina her well'de 3x10° olacak sekilde ekildi. 24 saat sonra KE grubundaki hticreler
1080, 540, 270, 135, 67.5, 33.7, 16.8, 8.4, 4.2, 2.1, 1 ve 0.5 mikrogram/ml0 konsantrasyonlarinda KE ile 72 saat
37 oC'de inkiibe edildiler. Melatonin+KE grubundaki HepG2 hiicreleri isel saat 10 mg/1 konsantrasyonunda
melatonin ile 6n inkiibasyona alindiktan sonra degisen KE konsantrasyonlari ile 72 saat muamele edildiler.
Daha sonra KE ve KE+M gruplarinda hiicre canlilig1 belirlendi.

KE verilen HepG2 hiicrelerinin canlilig1 kontrol grubundaki hiicrelere oranla anlamli olarak diistik bulunmus-
tur. KE'nin sitotoksisitesi uygulanan KE konsantrasyonuyla iligkili bulunmustur. KE konsantrasyonu
dustiikce sitotoksisite de buna paralel olarak azalmistir (Kruskal-Wallis Test p=0.024). Buna ek olarak calis-
mamizda melatoninle bir saat inkiibe edilen HepG2 hiicrelerine KE uygulamasi melatonin uygulanmayan
gruba oranla hiicre canliligin1 anlamli olarak artmistir (Mann Whitney U Test, p<0.05).

Sonug olarak KE'in insan karaciger hiicre dizisi HepG2 tizerine in vitro sartlarda uygulanmasiyla, bu hiicrel-
er tizerinde anlamli olarak sitotoksik etki gosterdigi, melatonin uygulanmasi ise karaciger hiicre dizilerini
klorprifos-etil sitoksisitesinden 6nemli derecede korudugu sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: organofosfat, klorprifos, hiicre kiiltiirii, HepG2, melatonin.

Abstract

The effect of chlorpyrifos-ethyl 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 (3x10° 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/1 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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Girig

Klorprifos-etil (KE; 0,0'- diethyl 0- [ 3,5,6 - trichloro-
2- pyridyl ] phosphorothionate), bahge, tarim ve
orman zararlilarina karsi yaygin olarak kullanilan
dolayist ile insanlarin sik¢a maruz kaldigi 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 kavsaklarinda
asetilkolin esterazi inhibe ederek ciddi bir kolinerjik
toksisite olusturur (3-4). In vivo ve in vitro deneysel
caligmalarda, akut ve kronik organofosfat uygula-
malarinin sonucu ortaya ¢ikan toksik etkilerin (hepa-
totoksisite, ndrotoksisite, genetik toksisite, embriy-
otoksisite, immiinotoksisite gibi) patogenezinde oksi-
datif doku hasarmin rol oynadig: ortaya konulmustur
(5-6).

Serbest radikaller, 6zellikle DNA ve protein ve hiicre
fosfolipitlerinin ¢oklu doymamis yag asitleri basta
olmak iizere bir ¢ok organik ve inorganik bilesikler-
le reaksiyona girerler. Ozellikle DNA'y1 etkileyen
serbest radikaller onemli zararlara neden olurlar. Bu
zararlar da karsinojenik mutasyonlara neden ola-
bilmektedir (7).

Karsinojenik ksenobiyotikler, hiicre icindeki sitokrom
p450, peroksizomlar ve mitokondriyondaki enzimatik
sistemleri degistirerek veya indiikleyerek serbest
radikallerin olusumuna neden olurlar. Bu serbest
radikaller hiicreyi koruyan enzimatik veya enzimatik
olmayan sistemlerin tiikenmesine veya inhibisyonuna
yol agmaktadirlar. Tiim bu etkilerin sonucunda olusan
oksidatif hasar, hiicrede lipit peroksidasyonu, deok-
siriboniikleik asit hasar1 veya protein degisikliklerine
yol agmaktadir. Bunlar da azalmis gap junction
aracilikli haberlesme, transkripsiyon faktorlerinin
(AP- 1, NF-kB) aktivasyonu, intraseliiler kalsiyum ve
pH degisiklikleri veya hiicre o6liimii gibi hiicresel
fonksiyon bozukluklarina yol acabilmektedir (6).
Viicutta reaktif oksijen tiirlerinin diizeylerini kontrol
altinda tutmak ve olusturabilecekleri hasarlari
engellemek igin birgok savunma mekanizmasi bulun-
maktadir. Bunlar, "antioksidan savunma sistemleri"
veya kisaca "antioksidanlar" olarak adlandirilmak-
tadirlar. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiy-
onu engelleyerek veya reaktif oksijen tiirlerini topla-
yarak lipit peroksidasyonunu inhibe ederler ve enzim
yapili olanlar ve olmayanlar seklinde siniflandirirlar
(9,10).

Melatonin giiclii bir antioksidan etkisi olan bir
maddedir. Ozellikle en zararli serbest radikallerden
birisi olan 'hidroksil radikali' (OH) ile reaksiyona gir-
erek, onu indolil katyonuna doniistiirerek etkisi-
zlestirmektedir (11). Bir grup arastirmaci melatoninin
LOO radikalini de nétralize etme yeteneginde
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oldugunu bildirmisgler. Pieri ve ark.'larinin melatonin
LOO toplama yeteneklerine bakmislar ve suda c6zii-
nen E vitamini , C vitamini ve GSH ile karsilagtir-
mislar.Buna gore nétralize yetenegi en fazla mela-
toninde sonra suda ¢6ziinebilen E vitaminin de daha
sonra ki sirayr ise C vitamini ve GSH almistir.
Melatonin diger antioksidanlardan bir farki uzun
siireli kullanildiginda bile toksik etkisini olmamasidir
(12).

Bu arastirmanin amaci tarim alaninda insektisit olarak
siklikla kullanilan ve uygunsuz kullanimda oldukca
toksik olan KE'in, in vitro ortamda insan karaciger
hiicre dizileri Hepatoma G2 {izerine olan sitotoksik
etkisini ve melatonin uygulanmasinin bu sitotoksisite
iizerindeki olumu etkilerini gosterebilmektir.

Materyal ve Method

Hiicre Canliliginm Olgiilmesi

Calisma gruplart su sekilde organize edildi: 1.
Kontrol grubu (Diger gruplarin canlilik oranlari bu
gruba gore degerlendirildi) 2. KE grubu (Degisik
dozlarda KE ile muamele edildi) 3. M+KE grubu
(Degisik dozlarda KE'ye ilave olarak melatonin
eklendi)

Insan HepG2 Hiicre dizileri Dr. Hakan Aydin (Ege
Universitesi, Tip Fakiiltesi, Izmir, Tiirkiye)'dan
saglanmistir. Hiicreler %10 FBS, 2 mM Glutamin ve
penicillin-streptomycin iceren DMEM besi ortaminda
inkiibe edildiler. Hiicreler 96 well petri kaplarina her
well'de 3x10° olacak sekilde ekildiler. 24 saat sonra
KE grubundaki hiicreler 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 inkiibe edildiler. M+KE grubun-
daki HepG2 hiicreleri ise 1 saat (10 mg/I konsantrasy-
onunda melatonin olacak sekilde 6nceden hazirlanmig
Mel+ DMEM karisimindan 100 mikrolitre eklendi.)
melatonin ile ©6n inkiibasyona alindiktan sonra
degisen KE konsantrasyonlari ile 72 saat muamele
edildiler. Inkiibasyon siiresinin sonunda besi ortami
hiicreler iizerinden uzaklastirilarak yerine 0.5% crys-
tal-violet (W/V : in 50 % methanol) soliisyonu kondu
ve oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. Daha sonra
hiicrelerin absorbe ettigi boya Na-citrate (0.1 M Na-
citrate in 50% ethanol pH: 4.2) tamponuyla disar1
cikartilarak absorbansi 640 nm' de okutuldu ve kont-
role oranla grafigi ¢izildi.

Istatistik

Konsantrasyonlara bagli hiicre canliligindaki degisi-
mi degerlendirmek i¢in Kruskal Wallis testi, mela-
tonin ve kontrol gruplar arasinda hangi klorprifos-etil
konsantrasyonlarinda anlamli farklilik oldugunu
belirlemek i¢cinde Mann-Whitney U testi uygulandi.
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Bulgular

Kontrol ve deney grubu HepG?2 hiicrelerine ait hiicre
canliligr grafigi Sekil 1'de verilmistir. Sekil 1'de
gorildiigii gibi yiiksek doz KE ile muamele edilen
gruplarda hiicre canlilig1 diisiik doz KE gruplarindaki
hiicrelerin canlilik oranlarina goére daha diisiiktiir.
Hem KE grubunda hem de M+KE grubunda KE kon-
santrasyonu azaldikca hiicre canliligindaki artis ista-
tistiksel olarak anlamlidir. (Kruskal-Wallis Test, KE
grubu i¢in p=0.024, M+KE grubu i¢in p=0.028).
Hiicreler bir saat melatoninle 6n inkiibasyona alindik-
tan sonra KE ile muamele edildiklerinde, KE'in sito-
toksik  etkisini melatonin  kombinasyonunun
diiglirdigli saptanmugtir. Grafikte goriildiigii gibi 8.4
mikrogram/ml  ve {izerindeki konsantrasyonlarda
melatonin hiicre canliligini anlamli olarak arttirmistir
(Mann-Whitney U Testi, p<0.05).
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Sekil 1 : Degisik konsantrasyonlardaki KE hiicre canliligina etkisi.

KE: Klorprifos-etil, M+KE: Melatonin + Klorprisfos-etil. *: KE ve M+KE gru-
plar1 karsilastirildiginda anlamli gruplar, p<0,05, Mann-Whitney U testi.

Tartisma

KE ve metabolitlerinin insan ve gesitli hayvan tiir-
lerinde hapatoksik, norotoksik tirotoksik, embriy-
otoksik etkileri gosterilmistir. Ayrica bu maddelerin
hematolojik, immiinolojik, ve genital sistem iizerine
de toksik olduklarini bildiren yayinlar bulunmaktadir
(1,4,5,13,14,15). KE'in desiilfiirasyonu ile ortaya
cikan daha aktif ve toksik bir metabolit olan klorpri-
fos-oxon (16), A-esteraz ve alinesteraz enzimleri
araciligryla detoksifiye edilebilmektedir. Sprague-
Dawley sicanlarinda yapilan calismalarda A-esteraz
ve alinestaraz detoksifikasyon enzimlerinin en yiiksek
oranda karacigerde, bobrek ve akcigerlerde orta
diizeyde ve beyin, dalak ve iskelet kasinda ise az dere-
cede bulundugu gosterilmistir (8,10,16). Bu durum
KE'un baslica karaciger, bobrek ve akcigerde detoksi-
fiye edildigini agiklamaktadir.

Sultatos, yaptig1 calismada KE'a maruz kalan erkek
sigan karacigerlerinin disilerden daha fazla klorpri-
fos-oxon iirettiklerini fakat KE akut toksitesinin disil-
erde daha fazla oldugunu saptanmistir (17).

Bizim ¢alismamizda KE verilen HepG2 hiicreleri can-
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lilig1 kontrol grubu olarak secilen hiicrelere oranla
doza bagli olarak anlamli derecede diisiik bulunmus-
tur. KE konsantrasyonu diistiilk¢e sitotoksisite de
buna paralel olarak azalmistir. Li ve Arkadaglarinin
hiicre kiiltlirleri {izerinde yaptig1 calisma bizim
sonuclarimiz destekler niteliktedi (18).Bu arastiricilar
KE'in hiicre dizileri iizerinde konsantrasyona bagli
olarak sitotoksik oldugunu rapor etmislerdir. Fakat
yapilan literatiir arastirmasinda KE insan karaciger
hiicre dizisi HepG?2 iizerindeki etkilerini gosteren her
hangi bir calismaya rastlanamamugtur.

Antioksidan bir madde olan melatonin  oldukga
lipofiliktir. Bu 6zelliginden dolayr da hiicre mem-
branmi kolayca gecebilir. Ayrica, melatonin suda
erime yetenegi de yliksektir ve sitoplazma ve ¢ekird-
ek icindede kolayca taginabilir.Cekirdege baglanarak
DNA'y1 yerinde koruyucu etki gosterir (19). Tan. ve
ark. (20), iki rapor serisinde melatoninin hepAtik niik-
leer DNA'y1 kimyasal karsinojen safrol tarafindan
olusturulan oksidatif hasara karsi korudugunu
bildirmislerdir. Pentney ve Bubenik (21), fareleri dek-
stran sodyum sulfatla (DSS) besleyerek kolit olustur-
muslardir. DSS gastrointestinal yolda gram negatif
bakterilerin proliferasyonunu artirir; lipopolisakkarit
endotoksininin yaygin iiretimine sebep olur ve intes-
tinal mukoza biitiinligiindeki degisikliklerle beraber
ciddi diyareye sebep olur. Farelere DSS'ye ilaveten
melatonin de verildiginde ise kolit bulgularinin
onemli derecede azaldigini rapor etmislerdir.

Oncii ve ark. (22) ratlara KE vererek yaptiklari ¢alis-
mada, KE verilen ratlarin karacigerlerinde siniizoidal
dilatasyon, piknotik cekirdekcikler ve safra kanali
proliferasyonu gozlenirken, KE+melatonin verilen
ratlarda bu bulgularin normale dondiigiinii gézlem-
lemislerdir. Yine bu calismada KE'in lipit peroksi-
dasyonunu artirdigini melatoninin ise bu artisi
engelledigini gdstermislerdir. Bulduklar1 bulgulardan
hareketle, KE'nin rat karaciger dokusunda oksidatif
strese neden oldugu, bu oksidatif stresin KE hepato-
toksisitesinde rol oynayabilecegi ve melatoninin
KE'nin karaciger lizerine toksik etkilerini fark edilir
derecede azaltabilecegi kanaatine varmiglardir.
Giiltekin ve ark. (23-28) yaptiklar1 bir dizi aragtirma-
da eritrosit, bobrek, akciger ve beyin dokularinda
KE'nin lipid peroksidasyonunu artirdigini goster-
miglerdir. Bu doklarda melatonin verilmesiyle lipid
peroksidasyonunun azaldigini, dolayisiyla doku
hasariin azaldigini histopatolojik olarak ortaya koy-
muslardir. Melatoninin bu iyilestirici etkisini ise
antioksidan 6zelligine baglamislardir.

Bizim g¢alismamizda da melatoninle bir saat inkiibe
edilen HepG2 hiicrelerine KE uygulamasi melatonin
uygulanmayan gruba oranla hiicre canliligini anlamli
olarak artirmistir.
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Bu ¢alismada melatoninin hangi mekanizma ile hiicre
canliligimi artirdig1 ortaya koyulmamistir. Ancak liter-
atiir bilgileri 1518inda degerlendirilidiginde mela-
toninin antioksidan 6zelligi bu olumlu etkiyi goster-
digi kanaatine varilabilir. Ancak bunun daha kesin
sOylenebilmesi i¢in ilave parametrelerin ¢aligilmasina
ihtiya¢ vardir. Belki bu ikinci bir ¢aligma konusu ola-
bilir.

Sonug¢ olarak, KE'in insan karaciger hiicre dizisi
HepG2 lizerine in vitro sartlarda uygulandiginda, bu
hiicreler iizerinde asir1 derecede sitotoksik etki goster-
digi, melatonin kombinasyonun ise karaciger hiicre
dizilerini KE sitoksisitesinden 6nemli derecede
korudugu sonucuna varilmistur.
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