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THE EFFECT OF CARBOSULFAN INHALATION ON LIPIT
PEROXIDATION AND ANTIOXIDANT SYSTEM

SUMMARY
Farmers are often exposed to carbosulfan, the carbamate pesticide, at toxic
doses due to rare use of special masks minimizing inhalation. The present
investigation was designed to evalaute the effects of chronic carbosulfan
inhalation on lipid peroxidation and antioxidant system. In this study, rats in
the groups B and C received inhalational carbosulfan at doses of 1/20 and
1/10 LC50 respectively for 45 days, 30 min/day. GSH level and SOD enzyme
activity were assayed according to the method of Beutler and the method of
Mc Cord et al, respectively. GSH level was found to be significantly lower
in the study groups than the control group in liver but not in erythrocytes.
MDA level was significantly higher in the study groups than the control group
in liver but  not in erythrocytes. Although an evident increase were observed
both in liver and erythrocytes, it wasn’t significant. Incerase in MDA level
and SOD enzyme activity and decrease in GSH content which is an important
radical scavenger,  indicate that inhalational carbosulfan exposure repressed
antioxidant system and enhanced free radical generation. Farmers handling
this pesticide must be adequately and efficiently protected.

ÖZET
Karbosulfan, dünyada yayg›n kullan›m› olan böceklere ve nematodlara karfl›
tar›mda kullan›lan karbamat pestisitidir. Çiftçiler tar›msal uygulamalarda
karbosulfan›n toksik etkisini azaltmak için özel maskeler kullansa da minimal
dozda dahi karboksulfana maruz kal›rlar. Bu çal›flmada kronik karbosulfan
inhalasyonunun toksik etkileri araflt›r›lmas› planlanm›flt›r. Bu nedenle 1/20
ve 1/10 LC50 karbosulfan 45 gün süresince 30dk/gün uygulanarak s›çanlar›n
eritrositlerinde ve karaci¤er dokular›nda antioksidan sistem araflt›r›lm›flt›r.
GSH ve MDA düzeyleri s›ras› ile Beutler ve tiyobarbitürik asit, SOD enzim
aktivitesi ise Mc Cord ve ark. Yöntemi ile ölçülmüfltür. Karbosulfan uygulamas›
sonucunda GSH düzeyinde karaci¤er ve eritrositlerde azalma göstermifltir.
Ancak bu azalma sadece karaci¤erde istatistiksel olarak anlaml›d›r. MDA
düzeyinde ise karaci¤er ve eritrositlerde art›fl gözlenmifltir. Benzer flekilde bu
art›fl sadece karaci¤erde anlaml›d›r. SOD enzim aktivitesi hem eritrosit hem
de karaci¤erde art›fl göstermesine ra¤men, bu art›fl istatistiksel olarak anlaml›
de¤ildir. Lipit peroksidasyonunun önemli bir göstergesi olan MDA’n›n at›fl›
ve önemli bir detoksifikasyon ajan› olan GSH’›n tüketimi ile SOD ezim
aktivitesinin art›fl› karbosulfan›n antioksidan sistem üzerine olumsuz etkisi
oldu¤u ve serbest radikal üretimini artt›rd›¤›n› düflündürmektedir. Sonuç
olarak karbosulfan›n kullan›m›n›n s›n›rl›, dikkatli ve yetkili kifliler taraf›nda
uygulanmas› önerilmektedir.
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G‹R‹fi
Ülkemizde en s›k görülen zehirlenme nedenleri; Refik Saydam
H›fz›ss›hha Merkezi Baflkanl›¤›na ba¤l› olarak çal›flan Zehir
Dan›flma Merkezi’ne 2003 y›l›nda yap›lan 13.385 baflvuru
incelendi¤inde; ilaçlar, tüm zehirlenme baflvurular› nedenlerinin
dörtte üçünü oluflturmaktad›r. ‹laç zehirlenmelerini s›ras›yla
tar›m ilaçlar›, kimyasal maddeler, evde kullan›lan çeflitli
maddeler, besin zehirlenmeleri ve hayvan sokmalar›
izlemektedir (1).
Tar›mda, ürünleri korumak amaçl› kullan›lan kimyasal ajanlar›n
ve zirai ilaçlar›n üretiminde, tar›msal uygulama sürecinde
solunum veya cilt yolu ile bu kimyasal maddelere maruziyet
oluflabilir. Karbosulfan, dünyada yayg›n kullan›m› olan
böceklere ve nematodlara karfl› tar›mda kullan›lan karbomat
pestisitidir(2). Memelilere ve kufllara karfl› düflük toksisitede
oluflu ve toprak bulunuflunun s›n›rl› olmas› yayg›n kullan›m›
konusunda cesaret vericidir. Ancak insanlarda ve evcil
hayvanlarda karbomat zehirlenmesi ilgili pek çok rapor
bulunmaktad›r(3,4,5,6). Karbomatlar›n toksisiteleri, asetilkolin
esteraz enziminin inaktivasyonu ve sinir sisteminin muskarinik
ve nikotinik reseptrlerinin afl›r› uyar›m› ile ortaya ç›kmaktad›r
(6,7,8,9). Birçok araflt›rmac› karbosulfan ve karbosulfan›n
hidrolizi ile oluflan karbofuran toksisitesinin sistemik etkilerini
göstermek için çal›flmalar yapm›fllard›r (7,10,11,12,13). Ancak
karbosulfan›n uzun süren ve yo¤un ifllerdeki maruziyetinin
antioksidan sistem üzerine etkisi bilinmemektedir.
Serbest oksijen radikalleri (SOR) aerobik organizmalar
taraf›ndan normal hücre fonksiyonlar›nda üretilebilirler. Serbest
oksijen radikallerinin fazla miktarda üretilmeleri ise oksidatif
stres durumunu oluflturur. Karbamat insektisitlerinin oksidatif
stres oluflturmak üzere serbest radikal oluflumunu uyard›¤›
düflünülmektedir (14,15). Karbamat toksisitesi serbest radikal
oluflumunun d›fl›nda lipit peroksidasyonu ile de oluflur (16,17).
Hücresel antioksidanlardan redükte glutatyon (GSH) ve süper
oksit dismutaz (SOD), bir grup kapsaml› defans mekanizmas›
ile serbest radikal oluflumunu önleyici ve onlar›n zararl› etkilerini
s›n›rlay›c› etki gösterirler (18,19). Serbest radikaller arac›l› oluflan
hücre zar› lipit oksidasyon ile malondialdehit (MDA) gibi pek
çok istenmeyen lipit peroksidasyon ürünleri oluflur (20).
Karbosulfan tar›mda pamuk bitkisi ve meyve bahçelerinde
so¤uk aerosol fleklinde kullan›lmas› ve tar›m çal›flanlar›n›n
karbosulfan kullan›m›nda yeterince korunmamalar›ndan dolay›,
bu çal›flmada karbosulfan›n kronik toksik etkisini
de¤erlendirmeyi planlad›k. Bu amaçla deneysel olarak
inhalasyon yolu ile kronik karbosulfana maruz b›rak›lan
s›çanlar›n kan ve karaci¤er dokular›nda toksik hasar›n göstergesi
olarak SOD, GSH ve MDA ölçümü yap›lm›flt›r.

2. GEREÇ VE YÖNTEMLER
2.1. Kimyasallar
Karbosulfan, [2,3-dihidro-2,2-dimetil-benzofuran-7-il
(dibutilaminotiyo) metil-karbamat] asetil asetatta 60ºC ta stabil
kahverengi, viskoz bir s›v›d›r. Çal›flma için formülasyon hali
(Marshal 25 EC, Hektas) yetkili tar›m ilaçlar› sat›fl
temsilcili¤inden temin edilmifltir. Çal›flmada kullan›lan bütün
kimyasallar analitik kalitededir.

2.2. Deney Hayvanlar›
2.2.1. Deney Hayvanlar›n›n Diyet ve Bar›nmas›
Yetiflkin 250 gr erkek s›çanlar Çukurova Üniversitesi
TIBDAM’dan (T›bbi Deneysel Araflt›rma Merkezi) temin
edilmifltir. Deney hayvanlar› maksimum 5 s›çan/kafes olmak
üzere çelik kafeslerde optimal ›s› (22 ± 1°C), nem (50±%10)
ve ›fl›k (12 saat gündüz/12 saat gece döngüsü) kontrollü odalarda
muhafaza edilmifltir. Hayvanlara standart yem ve çeflme suyu
verilmifltir. Laboratuar koflullar›na adaptasyon sa¤lamak amac›
ile s›çanlar deney bafllamadan önce 7-10 gün kadar bu ortamda
bulundurulmufltur.

2.2.2. Deneysel Çal›flma ve ‹laç Uygulanmas›
Karbosulfan uygulamas› yap›lacak odan›n mikrobiyolojik
temizli¤i, ›s›s›, nemi, havaland›rmas› ve ›fl›k kontrolü tam
olarak düzenlendi. Karbosulfan solüsyonu 10cc dilüsyon serum
fizyolojikte dilue edildi. Bu dilüsyon her uygulamadan önce
taze olarak haz›rland›. Karbosulfan LC50’nin (1-53 ppm) 1/20
LC50 ve 1/10 LC50 olmak üzere iki ayr› konsantrasyonu
inhalasyon yolu ile 45 gün 30dak/gün olarak püskürtme sistemi
ile odada uyguland›. O2 ve CO2 saturasyonu analiz edildi ve
O2 saturasyonu %21 ve CO2 saturasyonu %0.05 olmak üzere
uygulama s›ras›nda sabitlendi.
Kontrol grubuna serum fizyolojik (Grup A; n=4) ikinci gruba
1/20 LC50 karbosulfan (Grup B; n=9) üçüncü gruba ise 1/10
LC50 (grup C n=9) olmak üzere inhalasyon yolu ile 45 gün
30dak/gün uygulama yap›ld›. 46. gün s›çanlar servikal
dislokasyon ile sakrifiye edilerek tam kan ve karaci¤er dokular›
biyokimyasal incelemeler yap›lmak üzere al›nd›.

2.3. Örnekleme
2.3.1. Karaci¤er Homojenat›n›n Haz›rlanmas›
0,5 g s›çan karaci¤er dokular› 10 mm fosfat tamponuyla (pH:
7.0) buz ile çevrelendirilerek homojenize edildi. Daha sonra
homojenat 14.000 g de + 4°C ta 30 dk santrifüj edildi.
Süpernatan GSH, MDA düzeyleri ve SOD enzim aktivitesi
ölçülmek üzere ayr›flt›r›ld›.
2.3.2. Hemolizat Haz›rlanmas›
fi›çanlardan intrakardiyak kan örnekleri al›nd› ve EDTA’l›
tüplere konuldu. Tam kan örneklerinde GSH düzeyleri tayin
edildi. EDTA’l› tüplere al›nan kan örnekleri santrifüj edildikten
sonra, plazmada MDA miktar›, eritrositlerde ise SOD enzim
aktiviteleri ölçüldü.

2.4. Biyokimyasal Analizler
2.4.1. Glutatyon (GSH) düzeyinin ölçümü
GSH düzeyi, deproteinize edilen eritrosit hemolizat›ndaki
glutatyonun 5,5.-ditiobis-(2- nitrobenzoik asid) (DTNB)
varl›¤›nda, 412 nm.de absorpsiyon yapan indirgenmifl sar›
renkli kromojen oluflturmas›na dayan›r (21).
2.4.2. Süperoksit Dismutaz (SOD)
SOD enzimi, oksidatif enerji üretimi s›ras›nda oluflan toksik
süperoksit radikallerinin hidrojen peroksit (H2O2) ve moleküler
oksijene (O2) dismutasyonunu h›zland›r›r. Yöntemde, ksantin
ve ksantin oksidaz (XOD) kullan›larak 2-[4-iyodofenil]-3-[4-
nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum klorid (INT) ile tepkimeye
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giren ve k›rm›z› renkli formazon boyas› oluflturan süperoksit
radikalleri üretilmektedir. Enzim aktivitesi ölçümü ise
reaksiyonun 505 nm’de ortamda bulunan SOD enzimi ile
inhibisyonuna dayan›r(22).
2.4.3. Malondialdehit (MDA)
Lipid peroksidasyonunun sekonder ürünü olarak oluflan
MDA’n›n ölçümü aerobik flartlarda pH 3,4’te 95°C’de
tiyobarbitürik asit (TBA) ile inkubasyonu sonucu oluflan pembe
renkli kompleksin 532 nm’de absorbans ölçümü esas›na dayan›r
(23).

2.5. ‹statistiksel Analizler
SOD, GSH ve MDA karaci¤er ve eritrosit de¤erleri Kruskal-
Walls testi ile istatistiksel olarak de¤erlendirildi. Çoklu
karfl›laflt›rmalarda, anlaml›l›k düzeyi Benferroni confidence
bound kullan›larak saptand›. Her bir karfl›laflt›rma için ·= 0,5/3
=0,169  kullan›ld›.

3. SONUÇLAR
3.1. Klinik ‹ncelemeler:
1/20 ve 1/10 LC50 karbosulfan uygulamas› ile seyirme,
konvülziyon, salivasyon,  çi¤neme hareketleri ve titreme gibi
toksik belirtiler gözlenmedi.

3.2. Biyokimyasal Parametreler
Karbosulfan 1/20 ve 1/10 LC50 dozlar› inhalasyon ile
uyguland›ktan sonra SOD enzim aktivitesi GSH ve MDA
düzeyleri saptanm›flt›r.
3.2.1. Karbosulfan›n SOD Enzim Aktivitesi Üzerine Etkisi:
Eritrosit ve karaci¤er SOD enzim aktiviteleri Tablo1 ve tablo
2 de verilmifltir. Karbosulfan uygulanmas› ile SOD enzim
aktivitesinde hem karaci¤er hem de eritrositlerde doza ba¤l›
art›fl gözlenmifltir. Ancak bu her iki art›fl da istatistiksel olarak
anlaml› de¤ildir.
3.2.2. Karbosulfan›n GSH Düzeyi Üzerine Etkisi
Karbosulfan uygulanmas› hem eritosit hem de karaci¤er GSH
miktar›nda doza ba¤l› bir azalma gözlenmifltir. GSH düzeyindeki
bu azalma karaci¤erde [1/20 LC50 karbosulfan (p= 0,011);
1/10, LC50 karbosulfan (p= 0,003)]  istatistiksel olarak anlaml›
iken; eritrositlerde ise istatistiksel olarak anlams›z bulunmufltur.
3.2.3. Karbosulfan›n MDA Düzeyi Üzerine Etkisi:
Hem plazma hem de karaci¤er düzeyinde 1/20 ve 1/10 LC50
karbosulfan dozunda MDA düzeyinde ciddi bir art›fl
gözlenmifltir. Ancak bu art›fl sadece karaci¤er dokular›nda her
iki dozda s›ras› ile p=0,011 ve p=0,016 olmak üzere istatistiksel
olarak anlaml›d›r.

4. TARTIfiMA
Karbosulfana maruziyet ile antioksidan kapasitesi aras›ndaki
iliflkinin ölçümü ile ilgili deney hayvanlar› ile planlanan
çal›flmalar›n az olmas›ndan dolay› bu çal›flmada bulunan
sonuçlar di¤er karbamat türevleri ile karfl›laflt›r›larak
de¤erlendirilmifltir. GSH ve SOD hücreleri serbest radikallerin
olumsuz etkilerinden koruyan hücresel antioksidanlard›r. Bu
çal›flmam›zda SOD enzim aktivitesi sadece eritrositlerde
yükselmifltir. SOD süperoksit radikallerini daha az toksik olan

ve katalaz enzimi ile hidrolizlenebilen hidrojen peroksite
dönüfltürülür (24).
SOD enzim aktivitesindeki doza ba¤l› art›fl karbamat toksisitesi
ile indüklenen serbest radikal üretimine ba¤l› olabilece¤i
Banerjee ve ark. taraf›ndan yap›lan çal›flmalarda da belirtilmifltir
(16,25). GSH de¤erleri; hem eritrosit hem de karaci¤erde doza
ba¤l› olarak azalm›flt›r. Karaci¤erin ksenobiyotik
metabolizmas›ndaki major organ oldu¤u bilinmektedir. Bundan
dolay›; GSH tüketimi karbosulfan›n detoksifikasyon ifllemi ile
iliflkili olarak de¤erlendirilebilir. Banerjee ve ark. yapt›klar›
çal›flmada karbamat insektisitleri ile GSH miktar›n›n azald›¤›n›
gözlemifllerdir (16,25). Della ve ark. yedi farkl› pestisit ile yapt›klar›
çal›flmada GSH’›n tüketildi¤ini gözlemlemifllerdir (26).
MDA; çoklu doymam›fl ya¤ asitlerinin nonlipofilik
peroksidasyon ürünlerinden birisidir. MDA, oksidatif stres ile
oluflan lipit peroksidasyonunun bir göstergesi olarak kabul
edilmektedir. Bu çal›flmada; karbosulfana maruz b›rak›lan
s›çanlar› kontrol grubu ile karfl›laflt›rd›klar›nda hem plazma
hem de karaci¤er MDA düzeylerinde art›fl saptanm›flt›r.
Karbamat ile artan lipit peroksidasyonu di¤er çal›flmalarda da
gözlenmifltir (16,25). Lipit peroksidasyonunun önemli bir göstergesi
olan MDA’n›n at›fl› ve önemli bir antioksidan olan GSH’›n
tüketimi ile SOD ezim aktivitesinin art›fl› karbosulfan›n
antioksidan sistem üzerine olumsuz etkisinin oldu¤unu ve
serbest radikal üretimini artt›rd›¤›n› düflündürmektedir. Sonuç
olarak karbosulfan›n kullan›m›n›n s›n›rl›, dikkatli ve yetkili
kifliler taraf›nda uygulanmas› önerilmektedir.

Gruplar GSH (μmol/ g Hb) SOD (U/ g Hb) MDA (nmol/ml)

A (n=4) 3,95 ± 0,33 1064,3 ± 307,1 6,48 ± 2,76

B (n=9) 3,80 ± 0,30 b 1236,6 ± 374,0 b 8,76 ± 1,75 b

C (n=9) 3,50 ± 0,10 b 1383,3 ± 142,6 b 11,36 ± 1,20 b

Tablo 1. Eritrositlerde GSH ve SOD de¤erleri ile plazma MDA miktar›

Sonuçlar, ortalama ± SD olarak verilmifltir. Gruplarda bulunan denek say›s›
parantez içinde bildirilmifltir. MDA, malondialdehit; GSH, redükte glutatyon;
SOD, superoksit dismutaz; SD, Standart sapma; Hb, Hemoglobin. a ‹statistiksel
anlaml› farkl›l›k bulunmaktad›r, p < .05;  b‹statistiksel anlaml› farkl›l›k
bulunmamaktad›r.

Gruplar GSH SOD MDA
(μmol/yafl a¤›rl›k) (U/yafl a¤›rl›k) (nmol/yafl a¤›rl›k)

A (n=4) 0,002 ± 0,0003 71,35 ± 16,10 7,51 ± 5,59

B (n=9) 0,0006 ± 0,0004 a 92,43 ± 39,20  b 10,12 ± 1,42 a

C (n=9) 0,0005 ± 0,0001 a 94,38 ± 34,80  b 14,08 ±5,39 a

Tablo 2. Karaci¤er dokular›nda GSH ve MDA düzeyleri ile SOD enzim aktivitesi

Sonuçlar, ortalama ± SD olarak verilmifltir. Gruplarda bulunan denek say›s›
parantez içinde bildirilmifltir. U, spesifik aktivie; a ‹statistiksel anlaml› farkl›l›k
bulunmaktad›r, p < .05,  b‹statistiksel anlaml› farkl›l›k bulunmamaktad›r.
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