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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.
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OZET

Karbosulfan, diinyada yaygin kullanimi olan boceklere ve nematodlara karsi
tarimda kullanilan karbamat pestisitidir. Ciftciler tarimsal uygulamalarda
karbosulfanin toksik etkisini azaltmak i¢cin 6zel maskeler kullansa da minimal
dozda dahi karboksulfana maruz kalirlar. Bu ¢alismada kronik karbosulfan
inhalasyonunun toksik etkileri arastirilmasi planlanmistir. Bu nedenle 1/20
ve 1/10 LC50 karbosulfan 45 giin siiresince 30dk/giin uygulanarak sicanlarin
eritrositlerinde ve karaciger dokularinda antioksidan sistem arastirilmistir.
GSH ve MDA diizeyleri sirasi ile Beutler ve tiyobarbitiirik asit, SOD enzim
aktivitesi ise Mc Cord ve ark. Yontemi ile Sl¢iilmiistiir. Karbosulfan uygulamasi
sonucunda GSH diizeyinde karaciger ve eritrositlerde azalma gostermistir.
Ancak bu azalma sadece karacigerde istatistiksel olarak anlamlidir. MDA
diizeyinde ise karaciger ve eritrositlerde artis gézlenmistir. Benzer sekilde bu
artis sadece karacigerde anlamlidir. SOD enzim aktivitesi hem eritrosit hem
de karacigerde artis gostermesine ragmen, bu artis istatistiksel olarak anlaml
degildir. Lipit peroksidasyonunun 6nemli bir gostergesi olan MDA nin atigi
ve onemli bir detoksifikasyon ajani1 olan GSH’1n tiiketimi ile SOD ezim
aktivitesinin artis1 karbosulfanin antioksidan sistem tizerine olumsuz etkisi
oldugu ve serbest radikal tiretimini arttirdigini diistindiirmektedir. Sonug
olarak karbosulfanin kullaniminin siirl, dikkatli ve yetkili kisiler tarafinda
uygulanmasi onerilmektedir.
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GiRiS

Ulkemizde en sik goriilen zehirlenme nedenleri; Refik Saydam
Hifzissithha Merkezi Bagkanligina bagh olarak calisan Zehir
Danigsma Merkezi’ne 2003 yilinda yapilan 13.385 bagvuru
incelendiginde; ilaclar, tiim zehirlenme basvurular nedenlerinin
dortte iiciinii olusturmaktadir. flag zehirlenmelerini sirasiyla
tarim ilaclari, kimyasal maddeler, evde kullanilan cesitli
maddeler, besin zehirlenmeleri ve hayvan sokmalari
izlemektedir (.

Tarimda, iirtinleri korumak amacli kullanilan kimyasal ajanlarin
ve zirai ilaglarin tiretiminde, tarimsal uygulama siirecinde
solunum veya cilt yolu ile bu kimyasal maddelere maruziyet
olusabilir. Karbosulfan, diinyada yaygin kullanimi olan
boceklere ve nematodlara karsi tarimda kullanilan karbomat
pestisitidir®. Memelilere ve kuslara kars1 diisiik toksisitede
olusu ve toprak bulunusunun simirli olmasi yaygin kullanimi
konusunda cesaret vericidir. Ancak insanlarda ve evcil
hayvanlarda karbomat zehirlenmesi ilgili pek ¢ok rapor
bulunmaktadir-45.6), Karbomatlarin toksisiteleri, asetilkolin
esteraz enziminin inaktivasyonu ve sinir sisteminin muskarinik
ve nikotinik reseptrlerinin asir1 uyarimi ile ortaya ¢ikmaktadir
6,789, Bircok arastirmaci karbosulfan ve karbosulfanin
hidrolizi ile olusan karbofuran toksisitesinin sistemik etkilerini
gostermek icin ¢aligmalar yapmiglardir .10.11.12.13) Ancak
karbosulfanin uzun siiren ve yogun islerdeki maruziyetinin
antioksidan sistem iizerine etkisi bilinmemektedir.
Serbest oksijen radikalleri (SOR) aerobik organizmalar
tarafindan normal hiicre fonksiyonlarinda tiretilebilirler. Serbest
oksijen radikallerinin fazla miktarda iiretilmeleri ise oksidatif
stres durumunu olusturur. Karbamat insektisitlerinin oksidatif
stres olusturmak iizere serbest radikal olusumunu uyardig:
diisliniilmektedir (14.15. Karbamat toksisitesi serbest radikal
olusumunun disinda lipit peroksidasyonu ile de olusur (16.17.
Hiicresel antioksidanlardan rediikte glutatyon (GSH) ve siiper
oksit dismutaz (SOD), bir grup kapsamli defans mekanizmasi
ile serbest radikal olusumunu 6nleyici ve onlarin zararh etkilerini
sinirlayict etki gosterirler 1819, Serbest radikaller aracili olusan
hiicre zar1 lipit oksidasyon ile malondialdehit (MDA) gibi pek
cok istenmeyen lipit peroksidasyon iiriinleri olusur 20,
Karbosulfan tarimda pamuk bitkisi ve meyve bahgelerinde
soguk aerosol seklinde kullanilmasi ve tarim ¢alisanlarinin
karbosulfan kullaniminda yeterince korunmamalarindan dolayz,
bu caligmada karbosulfanin kronik toksik etkisini
degerlendirmeyi planladik. Bu amagla deneysel olarak
inhalasyon yolu ile kronik karbosulfana maruz birakilan
sicanlarin kan ve karaciger dokularinda toksik hasarin gostergesi
olarak SOD, GSH ve MDA o6l¢timi yapilmistir.

2. GEREC VE YONTEMLER

2.1. Kimyasallar

Karbosulfan, [2,3-dihidro-2,2-dimetil-benzofuran-7-il
(dibutilaminotiyo) metil-karbamat] asetil asetatta 60°C ta stabil
kahverengi, viskoz bir sividir. Caligma i¢in formiilasyon hali
(Marshal 25 EC, Hektas) yetkili tarim ilag¢lar1 satis
temsilciliginden temin edilmistir. Calismada kullanilan biitiin
kimyasallar analitik kalitededir.

2.2. Deney Hayvanlari

2.2.1. Deney Hayvanlarmm Diyet ve Barinmasi

Yetiskin 250 gr erkek sicanlar Cukurova Universitesi
TIBDAM’dan (Tibbi Deneysel Arastirma Merkezi) temin
edilmistir. Deney hayvanlart maksimum 5 sican/kafes olmak
tizere ¢elik kafeslerde optimal 1s1 (22 + 1°C), nem (50+%10)
ve 151k (12 saat giindiiz/12 saat gece dongiisii) kontrollii odalarda
muhafaza edilmistir. Hayvanlara standart yem ve ¢cesme suyu
verilmistir. Laboratuar kosullarina adaptasyon saglamak amaci
ile sicanlar deney baglamadan 6nce 7-10 giin kadar bu ortamda
bulundurulmustur.

2.2.2. Deneysel Calisma ve flac Uygulanmasi

Karbosulfan uygulamasi yapilacak odanin mikrobiyolojik
temizligi, 1s1s1, nemi, havalandirmas1 ve 1s1k kontrolii tam
olarak diizenlendi. Karbosulfan soliisyonu 10cc diliisyon serum
fizyolojikte dilue edildi. Bu diliisyon her uygulamadan 6nce
taze olarak hazirlandi. Karbosulfan LC50’nin (1-53 ppm) 1/20
LC50 ve 1/10 LC50 olmak iizere iki ayr1 konsantrasyonu
inhalasyon yolu ile 45 giin 30dak/giin olarak piiskiirtme sistemi
ile odada uygulandi. O2 ve CO2 saturasyonu analiz edildi ve
02 saturasyonu %21 ve CO2 saturasyonu %0.05 olmak iizere
uygulama sirasinda sabitlendi.

Kontrol grubuna serum fizyolojik (Grup A; n=4) ikinci gruba
1/20 LC50 karbosulfan (Grup B; n=9) iiciincii gruba ise 1/10
LC50 (grup C n=9) olmak iizere inhalasyon yolu ile 45 giin
30dak/giin uygulama yapildi. 46. giin sicanlar servikal
dislokasyon ile sakrifiye edilerek tam kan ve karaciger dokulart
biyokimyasal incelemeler yapilmak tizere alindi.

2.3. Ornekleme

2.3.1. Karaciger Homojenatinin Hazirlanmasi

0,5 g sican karaciger dokular1 10 mm fosfat tamponuyla (pH:
7.0) buz ile ¢evrelendirilerek homojenize edildi. Daha sonra
homojenat 14.000 g de + 4°C ta 30 dk santrifiij edildi.
Siipernatan GSH, MDA diizeyleri ve SOD enzim aktivitesi
ol¢iilmek tizere ayristirildi.

2.3.2. Hemolizat Hazirlanmasi

Sicanlardan intrakardiyak kan ornekleri alindi ve EDTA’I1
tiiplere konuldu. Tam kan 6rneklerinde GSH diizeyleri tayin
edildi. EDTA’] tiiplere alinan kan ornekleri santrifiij edildikten
sonra, plazmada MDA miktari, eritrositlerde ise SOD enzim
aktiviteleri ol¢tildii.

2.4. Biyokimyasal Analizler

2.4.1. Glutatyon (GSH) diizeyinin 6l¢iimii

GSH diizeyi, deproteinize edilen eritrosit hemolizatindaki
glutatyonun 5,5.-ditiobis-(2- nitrobenzoik asid) (DTNB)
varliginda, 412 nm.de absorpsiyon yapan indirgenmis sar1
renkli kromojen olusturmasina dayanir b.

2.4.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD enzimi, oksidatif enerji liretimi sirasinda olusan toksik
sliperoksit radikallerinin hidrojen peroksit (H202) ve molekiiler
oksijene (02) dismutasyonunu hizlandirir. Yontemde, ksantin
ve ksantin oksidaz (XOD) kullanilarak 2-[4-iyodofenil]-3-[4-
nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum klorid (INT) ile tepkimeye
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giren ve kirmizi renkli formazon boyas1 olusturan siiperoksit
radikalleri tiretilmektedir. Enzim aktivitesi ol¢ciimii ise
reaksiyonun 505 nm’de ortamda bulunan SOD enzimi ile
inhibisyonuna dayanir2.

2.4.3. Malondialdehit (MDA)

Lipid peroksidasyonunun sekonder iiriinti olarak olusan
MDA’ nin 6l¢limii aerobik sartlarda pH 3,4’te 95°C’de
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile inkubasyonu sonucu olusan pembe

renkli kompleksin 532 nm’de absorbans 6l¢limii esasina dayanir
@3),

2.5. istatistiksel Analizler

SOD, GSH ve MDA karaciger ve eritrosit degerleri Kruskal-
Walls testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi. Coklu
kargilastirmalarda, anlamlilik diizeyi Benferroni confidence
bound kullanilarak saptandi. Her bir karsilastirma i¢in = 0,5/3
=0,169 kullanildi.

3. SONUCLAR

3.1. Klinik incelemeler:

1/20 ve 1/10 LC50 karbosulfan uygulamasi ile seyirme,
konviilziyon, salivasyon, ¢igneme hareketleri ve titreme gibi
toksik belirtiler gozlenmedi.

3.2. Biyokimyasal Parametreler

Karbosulfan 1/20 ve 1/10 LC50 dozlar1 inhalasyon ile
uygulandiktan sonra SOD enzim aktivitesi GSH ve MDA
diizeyleri saptanmuistir.

3.2.1. Karbosulfanmn SOD Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi:
Eritrosit ve karaciger SOD enzim aktiviteleri Tablo1 ve tablo
2 de verilmistir. Karbosulfan uygulanmasi ile SOD enzim
aktivitesinde hem karaciger hem de eritrositlerde doza bagh
artis gozlenmistir. Ancak bu her iki artig da istatistiksel olarak
anlamli degildir.

3.2.2. Karbosulfanin GSH Diizeyi Uzerine Etkisi
Karbosulfan uygulanmasit hem eritosit hem de karaciger GSH
miktarinda doza bagl bir azalma gozlenmistir. GSH diizeyindeki
bu azalma karacigerde [1/20 LC50 karbosulfan (p= 0,011);
1/10, LC50 karbosulfan (p=0,003)] istatistiksel olarak anlaml
iken; eritrositlerde ise istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur.
3.2.3. Karbosulfanin MDA Diizeyi Uzerine Etkisi:

Hem plazma hem de karaciger diizeyinde 1/20 ve 1/10 LC50
karbosulfan dozunda MDA diizeyinde ciddi bir artig
gozlenmistir. Ancak bu artig sadece karaciger dokularinda her
iki dozda sirast ile p=0,011 ve p=0,016 olmak lizere istatistiksel
olarak anlamlidir.

4. TARTISMA

Karbosulfana maruziyet ile antioksidan kapasitesi arasindaki
iligkinin 6l¢timii ile ilgili deney hayvanlari ile planlanan
calismalarin az olmasindan dolay: bu calismada bulunan
sonuclar diger karbamat tiirevleri ile karsilagtirilarak
degerlendirilmistir. GSH ve SOD hiicreleri serbest radikallerin
olumsuz etkilerinden koruyan hiicresel antioksidanlardir. Bu
calismamizda SOD enzim aktivitesi sadece eritrositlerde
yiikselmistir. SOD siiperoksit radikallerini daha az toksik olan

Sonuglar, ortalama + SD olarak verilmistir. Gruplarda bulunan denek sayis1
parantez i¢inde bildirilmistir. MDA, malondialdehit; GSH, rediikte glutatyon;
SOD, superoksit dismutaz; SD, Standart sapma; Hb, Hemoglobin. a Istatistiksel
anlamli farklilik bulunmaktadir, p < .05; bistatistiksel anlamli farklilik
bulunmamaktadir.

Tablo 1. Eritrositlerde GSH ve SOD degerleri ile plazma MDA miktart

Gruplar GSH (umol/ 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" 1236,6 £374,0° | 8,76 +1,75°

C (n=9) 3,50 +0,10° 13833 +£142,6° | 11,36 £1,20°

Sonuglar, ortalama + SD olarak verilmistir. Gruplarda bulunan denek sayisi
parantez iginde bildirilmistir. U, spesifik aktivie; a Istatistiksel anlamli farklilik
bulunmaktadir, p < .05, *[statistiksel anlamli farklihk bulunmamaktadir.

Tablo 2. Karaciger dokularinda GSH ve MDA diizeyleri ile SOD enzim aktivitesi

Gruplar | GSH SOD MDA
(umol/yas agirhk) (Ulyas agirlik) (nmol/yas agirlik)
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 +3920 b | 10,12+ 1,42 a
C (n=9) |0,0005+0,0001 a 94,38 34,80 b | 14,08 5,39 a

ve katalaz enzimi ile hidrolizlenebilen hidrojen peroksite
dontistiirtliir @4,

SOD enzim aktivitesindeki doza bagl artig karbamat toksisitesi
ile indiiklenen serbest radikal iiretimine bagli olabilecegi
Banerjee ve ark. tarafindan yapilan ¢alismalarda da belirtilmistir
(1625 GSH degerleri; hem eritrosit hem de karacigerde doza
bagli olarak azalmistir. Karacigerin ksenobiyotik
metabolizmasindaki major organ oldugu bilinmektedir. Bundan
dolay1; GSH tiiketimi karbosulfanin detoksifikasyon islemi ile
iligkili olarak degerlendirilebilir. Banerjee ve ark. yaptiklari
caligsmada karbamat insektisitleri ile GSH miktarinin azaldigini
gozlemislerdir 1629, Della ve ark. yedi farkl: pestisit ile yaptiklart
calismada GSH’1n tiiketildigini gozlemlemislerdir (26,
MDA; c¢oklu doymamis yag asitlerinin nonlipofilik
peroksidasyon iiriinlerinden birisidir. MDA, oksidatif stres ile
olusan lipit peroksidasyonunun bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir. Bu calismada; karbosulfana maruz birakilan
sicanlar1 kontrol grubu ile karsilastirdiklarinda hem plazma
hem de karaciger MDA diizeylerinde artig saptanmistir.
Karbamat ile artan lipit peroksidasyonu diger calismalarda da
gozlenmistir 1629, Lipit peroksidasyonunun 6nemli bir gostergesi
olan MDA’ nin atig1 ve 6nemli bir antioksidan olan GSH’in
tiketimi ile SOD ezim aktivitesinin artig1 karbosulfanin
antioksidan sistem iizerine olumsuz etkisinin oldugunu ve
serbest radikal iiretimini arttirdigini diistindiirmektedir. Sonug
olarak karbosulfanin kullaniminin sinirl, dikkatli ve yetkili
kisiler tarafinda uygulanmasi onerilmektedir.
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