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OZET

Bu calismada diinyada yaygin olarak kullanilan genis spektrumlu pestisit olan klorprifosun (CPF)
ratlarin (Wistar albino) karacigerinde olusturdugu hasarin miktar1 ve bu hasarin giderilmesinde
antioksidan 6zelligi bilinen kurkuminin koruyucu roliiniin incelenmesi amaglanmigtir. Bu amagla, bir
kontrol grubu ile sirasiyla sadece CPF, sadece kurkumin ve CPF+kurkumin verilen 3 muamele grubu
olmak iizere toplam dort grup olusturulmustur. Her bir grupta 12 adet 90 giinliik erkek rat kullanilmustir.
5 mg/kg/glin CPF ve 100 mg/kg/giin kurkumin gavaj yoluyla hayvanlara verilmistir. 15. ve 30. giinlerde
gruplardaki 6’sar hayvan sakrifiye edilmistir. Histolojik takip islemlerinden sonra 1sik mikroskobu ile
yapilan degerlendirmede CPF grubunda kontrol grubuyla karsilagtirildiginda karacigerde hidropik
dejenerasyon, inflamasyon odaklari, siniizoidlerde genislemeler, hepatositlerde sitoplazmik
degisiklikler, glikojen yogunlugunda farkliliklar gbzlenmistir. CPF ile birlikte kurkumin verilen grupta,
CPF grubuna gore daha az oranda histolopatolojik degisiklik gozlenmistir. Elde edilen bulgular
kurkuminin, CPF’nin neden oldugu histopatolojik hasar1 indirgedigini gostermektedir.

Investigation of curcumin’s antioxidant effect on pesticide chlorpyrifos caused
damage in rat (Wistar albino) liver

ABSTRACT

In this study, broad-spectrum pesticide chlorpyrifos (CPF) caused damage on rat (Wistar albino) liver
and protective role of curcumin, a well known antioxidant were investigated. For this purpose, 4 groups
were created, including a control group with 3 treatment groups; only CPF, only curcumin and CPF +
curcumin, respectively. Each group was consisted of 12 male rats. 5 mg/kg/day CPF and 100 mg/kg/day
curcumin were given to the animals via gavage. 6 animals in each group were sacrificed in 15th and
30th days. Following histologic examinations, when the CPF group compared with the control group;
hydropic degenerations, focal inflammatory cell infiltration, expansion in the sinusoidal, cytoplasmic
changes in hepatocytes and glycogen concentration differences were observed by light microscopic
evaluations. It was observed that CPF + curcumin-treated group had histological changes than CPF
group. The results showed that curcumin has a reduction effects on CPF induced histopathological
damage.
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1. Giris

Pestisitlerin hedef olmayan organizmalar {izerine
olan olumsuz etkilerinin varligi son yillarda zirai
miicadelede kullanimlarinin  smirlanmasima  yonelik
caligmalarin artmasina neden olmustur. Pestisitlerin;
suda, toprakta, cesitli bitki dokularinda uzun siire
bozulmadan kalabilmeleri tarimsal {iretim alanlarinda
kirlilige neden olmakta, bitkisel iiriinlerden, bunlarla
beslenen c¢iftlik hayvanlarina ve ¢iftlik hayvanlarindan
elde edilen et, siit, yumurta gibi {iriinlere gecerek insan

saghgr flizerine olumsuz etkiler gosterebilmektedir.
Genel olarak yaygmn kullanilan insektisitlerin etkin
maddeleri insan ve hayvan sagligi iizerine herbisitlere
gore daha ciddi olumsuz etkilere sahiptir (Kurutag ve
Kiling, 2003). Ozellikle model hayvanlarin belirli
dokular1  lizerine olan histopatolojik etkilerinin
belirlenmesi bu kimyasallarin ¢iftlik hayvanlarinda ve
insanlarda  meydana  getirecegi  olumsuzluklarin
irdelenmesi agisindan 6nemli bulunmaktadir.

Klorprifos (CPF), tarim zararlilartyla miicadelede
siklikla kullanilan organofosfat insektisitlerdendir.
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Organofosfat insektisitler sebze ve meyvelerdeki emici
boceklerin  kontroliinde yaygin olarak kullanilan
kimyasallardir (Nishi ve Hundal, 2013). Bu grup
insektisit toksisitesinin baglica mekanizmasi asetil kolin
esteraz inhibisyonu iizerinedir (Baconi ve ark., 2013;
Ventura ve ark., 2016). Asetilkolin esteraz inhibisyonu
sonucu sinaptik kavsaklarda ndrotransmitter olarak
gorev yapan asetilkolinin birikimi sonucu post sinaptik
hiicrelerin asir1 uyarimma neden olarak kolinerjik
toksisiteye yol agmaktadir (Tiirkmen, 2013). CPF’nin
asetilkolin esteraz inhibisyonundan baska farkli hiicresel
ve molekiiller mekanizmalar yoluyla normal gelisimi
engelledigini gosteren c¢aligmalar da bulunmaktadir
(Gupta ve ark., 2010). Bu etkilerinin yan1 sira son
yillarda yapilan ¢aligmalar, CPF gibi baz1 organofosfatli
insektisitlerin serbest oksijen radikallerinin iretimini
artirarak oksidatif doku hasarlarina neden oldugunu
ortaya ¢ikarmistir (Kurutas ve Kiling, 2003; Aly ve ark.,
2010; Mansour ve Mossa, 2010; Heikal ve ark., 2012).

Serbest oksijen radikalleri birgok fizyolojik veya
patolojik tepkimeler esnasinda olusabilen eslesmemis
bir elektronu bulunan reaktif molekiillerdir. Eslesmemis
elektron bu molekilleri oldukga reaktif hale getirir ve
protein, lipit ve niikleik asitler gibi 6énemli molekiilleri
tahrip edecek tepkimeleri baslatir (Mercan, 2010). Bu
serbest oksijen radikallerinin en biiyiik 6zelligi ortamda
bulunan bagka molekiillerle reaksiyona girerek yeni
radikaller  olusmasiyla  oksidatif hasara neden
olmalaridir (Halliwell, 1994). Radikaller, lipitler,
proteinler ve DNA gibi makro molekiillere zarar verici
reaksiyonlar1 baglatirlar (Reiter, 1997).

Organizmalarda, serbest oksijen radikallerinin
zararlt etkilerini sinirlayan veya ortadan kaldiran giiglii
savunma  sistemleri  bulunmaktadir.  Antioksidan
sistemler olarak adlandirilan bu sistemler ile serbest
oksijen radikalleri arasinda bir denge s6z konusudur
(Gutteridge, 1995). Serbest oksijen radikallerinin
olusum hizi, antioksidan sistemlerin bu radikalleri
ortadan kaldirma hizi ile dengede oldugu siirece
organizma olusan radikallerden etkilenmemektedir.
Denge bozulup, zararli bilesiklerin olusum hiz1 sistemin
savunma giiciinii astiginda ya da sistemin savunma giicii
azaldiginda serbest radikaller zararli etkilerini
gostermeye baglar ve oksidatif hasar ortaya c¢ikar
(Mercan, 2010).

Kurkumin, Zingiberaceae familyasina ait rizomlu bir
bitki olan Curcuma longa bitkisinin koklerinden elde
edilen turmerigin  (zerdegal) etken maddesidir
(Chattopadhyay ve ark., 2004; Akpolat ve ark, 2008).
Baharat olarak mutfaklarda, kozmetik sektoriinde ve
tipta ila¢ olarak kullanilmakta olan kurkumin,
antioksidan, anti-inflamatuar, antikarsinojenik  ve
antikoagulant, antidiyabetik, antifungal gibi ¢ok sayida
biyolojik ve farmokolojik aktivitelere sahiptir (Uslu,
2002; Goel ve ark., 2005; Yousef ve ark., 2010).

Gii¢lii bir antioksidan olan kurkuminin; bobrek,
testis, kalp, beyin dokusu ve Kkaracigerde olusan
hasarlarda oksidatif stresi ve doku hasarlarini azalttigim
gosteren bircok ¢alisma bulunmaktadir. Yalnizca

antioksidan ve serbest radikal siipiirme oOzellikleri ile
degil siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon
peroksidaz enzimlerinin aktivitelerini artirarak koruyucu
etki sagladigi bilinmektedir (Thiyagarajan ve Sharma,
2004; Yousef ve ark., 2010; Ghosh ve ark., 2015;
Salahshoor ve ark., 2016).

Bu c¢aliymada =zirai miicadele uygulamalarinda
kullanilan ve hayvanlar iizerinde gesitli toksik etkilere
neden oldugu bilinen CPF ile gii¢li bir antioksidan
olarak bilinen kurkuminin karacigerde olusturdugu
histolojik degisikliklerin 151k mikroskobu diizeyinde
belirlenmesi amag¢lanmaistir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Materyal

Calisma, O.M.U Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun; B.30.2.0.D.M.0.20.09.00-050.04-116

sayili izniyle baglamigtir. Caligmada kullanilan Wistar
albino ratlar Ondokuz Mayis Universitesi Deney

Hayvanlar1  Uygulama ve  Arastirma  Merkezi
(DEHAM)’nden temin edilmistir. Ratlar plastik
kafeslerde 18-22 °C oda sicaklifinda 12 saat

aydinlik/karanlik saglanarak Samsun Yem Fabrikasi
tarafindan tretilen % 20-22 ham protein, % 4-5 ham
yag, % 5-7 diizeyinde ham seliiloz iceren pelet sigan
yemi ile beslenmistir. Ayni1 jenerasyondan 250-300 gr
agirliginda erkek ratlar kullanilmustir.

2.2. Yontem

Caligsmada, kontrol (K), klorprifos (CPF), kurkumin
(KUR), klorprifos+kurkumin (CPF+KUR) olmak {iizere
4 grup olusturulmustur. Her grupta 12 erkek rat (Wistar
albino) kullanilmistir. Ratlara 5 mg/kg/giin klorprifos
(Farag ve ark., 2010), 100 mg/kg/giin kurkumin
(Madhavi ve ark., 2012) gavaj yoluyla verilmistir. 15.
ve 30. giinlerde gruplardaki 6’sar hayvana kardiyak
perfiizyon islemi uygulanmig bu islem sonrasinda
karaciger dokusu ¢ikarilarak 151k mikroskobu ile
inceleme i¢in %10’lik tamponlanmis nétral formalin
solisyonuna konulmustur. Rutin histolojik takip
islemleri yapildiktan sonra dokular parafin igerisinde
bloklanmistir. Elde edilen parafin bloklardan 5 um
kalinliginda kesitler alinmigtir. Doku orneklerinin 11k
mikroskobik incelemeleri i¢in hematoksilen-eozin
(H-E), Periyodik asit-Schiff (PAS) (AFIP, 1992)
boyamast yapilmustir.

3. Bulgular ve Tartisma

Calismadan elde edilen sonuglara gore kontrol
grubuyla (Sekil 1A-1B) kurkumin grubu (Sekil 1C)
karsilastirildiginda belirgin histopatolojik degisikliklerin
meydana gelmedigi goriilmistir. CPF gruplarinda ve
CPF+KUR gruplarinda karacigerde hidropik
dejenerasyon, inflamasyon odaklari, siniizoidlerde
genislemeler, hepatositlerde sitoplazmik degisiklikler,
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Cizelge 1. Calisma gruplarinin rat karacigeri i¢in histolojik derecelendirmeleri

Kontrol CPF KUR CPF+KUR
Belirlenen degisiklikler 15.Gin | 30.Gin | 15.Giin | 30.Gin | 15.Giin | 30.Giin | 15.Giin | 30.Giin
Hidropik dejenerasyon - - +++ ++++ + + ++ ++
Inflamasyon odaklari - - ++ +++ - - + ++
Siniizoidlerde genisleme - - ++ ++ + + + ++
Hepatositlerdeki - - +++ ++++ + + ++ ++
sitoplazmik degisiklikler
Hepatositlerdeki glikojen +++ +++ + + +++ +++ ++ ++
yogunlugu

Santral ven ve portal bolge etrafindaki alanlarda (+), Santral ven ile portal bolge etrafindaki ve yakinindaki alanlarda (++),
Santral ven ile portal bolge etrafindaki ve daha uzaktaki alanlarda (+++), Tiim karacigerde ( ++++), Higbir degisiklik yok (-)

glikojen yogunlugunda farkliliklar gibi histopatolojik
degisiklikler gozlenmistir (Cizelge 1). CPF 15. giin
grubunda neredeyse tim karacigerde hidropik
dejenerasyon, sentral ven ve portal alanlarda
inflamasyon odaklari, yine sentral ven ile birlikte portal
alan etrafindaki ve yakinindaki alanlarda siniizoidlerde
genisleme ve hepatositlerde sitoplazmik degisiklikler,
glikojen yogunlugunda azalma gdzlenmistir (Sekil 1D).
CPF 30. giin gruplarinda tiim karacigerde hidropik
dejenerasyon, tiim karacigere dagilmis inflamasyon
odaklari, sentral ven ve portal alan c¢evresinde
siniizoidlerde genislemeler, neredeyse tiim
hepatositlerde sitoplazmik degisiklikler ve glikojen
miktarinda azalma gozlenmistir (Sekil 1E).

CPF+KUR 15. giin grubunda sentral ven, portal alan
cevresi ve yakinindaki alanlarda hidropik dejenerasyon
ve hepatositlerde sitoplazmik degisiklikler, sentral ven
ile portal alan g¢evresinde inflamasyon odaklari ve
siniizoidlerde genislemeler ve hepatositlerdeki glikojen
miktarinda azalma gézlenmistir (Sekil 1F). CPF+KUR
30. gilin grubunda sentral ven ve portal alan ¢evresinde
hidropik  dejenerasyon,  inflamasyon  odaklari,
siniizoidlerde genislemeler, hepatositlerde sitoplazmik
degisiklikler =~ ve  glikojen  miktarinda  azalma
belirlenmistir (Sekil 1G-1H).

CPF+KUR gruplarinda histoptolojik degisiklikler
belirlenmis fakat CPF gruplara gore daha az siddette
gozlenmistir (Cizelge 1). Kurkumin CPF’nin etkilerine
karst koruyuculuk saglamig CPF’nin sebep oldugu
histolojik  degisikleri indirgemistir. CPF  verilen
gruplardan 15. giin ve 30. giin gruplar arasinda yapilan
degerlendirmede ila¢ uygulanisinin devam etmesiyle
hasarin derecesinin arttigi gozlenmistir. Degerlendirme
yar1 kantitatif olarak her bir gruptaki degisikliklerin
modu alinarak yapilmstir.

Serbest oksijen radikalleri araciligiyla gelisen hiicre
hasarinda membran lipit peroksidasyonu, DNA
pargalanmasi, proteinlerin ¢apraz baglanmasi olmak
iizere ii¢ reaksiyon rol oynamaktadir (Karahan ve ark.,
2006). Hiicre, fizyolojik stresler ve patolojik uyaranlarla
karsilastiginda duruma adapte olabilmekte ve hiicresel
homeostazi koruyarak canliligimi devam
ettirebilmektedir.
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Sekil 1A. Kontrol grubunda karacigerin histolojik goriintiisii.
Sentral ven (sv), hepatosit (=), siniizoid (*), H-E
X200

Sekil 1B. Kontrol grubunda karacigerde hepatositlerdeki
glikojen taneciklerinin gériiniimii (—), PAS X200
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Sekil 1C . KUR 15. giin grubunda karacigerin histolojik  Sekil 1F. CPF+KUR 15.giin grubunda karacigerin histolojik

goriiniimii. Hepatositler (—), portal alan (>), H- gorinimii. Hepatositlerde hidropik dejenerasyon
E X200 (—), sentral ven g¢evresinde infiltre hiicre toplulugu
(*), H-E X200

Sekil ID. CPF 15. giin grubunda karacigerin histolojik
goriiniimii. Portal alanda inflamasyon odaklari (*),  Sekil 1G. CPF+KUR 30.giin grubunda karacigerin histolojik
hepatositlerin 1gmsal dizilimlerinde degisiklikler goriiniimii. Hepatositlerde hidropik dejenerasyon
(=), dejenere olmus hiicreler, sitoplazma ve (—), sentral ven (sv), siniizoid (*), H-E X200
¢ekirdek durumlari, H-E X200

Sekil 1H. CPF+KUR 30.giin grubunda karacigerde
hepatositlerdeki glikojen dagilimi (—), sentral ven
PAS X200

Sekil 1E. CPF 30. giin grubunda karacigerin histolojik
goriinimii.  Hepatositlerdeki yogun hidropik
dejenerasyon (—), sentral ven (sv), H-E X200 (sv),
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Eger hiicre adaptasyon yeteneginin iizerinde bir
strese maruz kalirsa geri donlisimli ya da geri
doniisiimsiiz olarak zedelenebilir, hatta 6lebilmektedir
(Kumar ve ark., 1999).

Hiicre membraninda enerji bagimli  sodyum
pompalart ATP {iretimindeki azalmaya bagli olarak
islev gorememektedir. Bunun sonuncunda hiicreye
kontrolsiiz sodyum ve su girisi meydana gelmekte,
sonugta hiicre zedelenmelerinde ilk belirti olan hidropik
degisiklikler ortaya c¢ikmaktadir (Chandrasoma ve
Taylor, 1995; Mercan ve Eren, 2012). Gruplarda,
glikojen miktarindaki azalma CPF’nin glikojen
metabolizmasi esnasindaki tepkimeler iizerinde de etkili
olabildigini diistindiirmektedir.

Karaciger pestisitler, ilaglar ve metaller gibi dis
kaynakl toksik maddelerin atilimi ve
detoksifikasyonunda  gorevli ve aymi zamanda
toksinlerin ilk hedefi olan bir organdir (Mercan, 2010).
Harici olarak viicuda alinan toksik maddelerin,
organizmada metabolize edilememesi sonucu hiicrelerde
aciga cikan serbest oksijen radikalleri karaciger hasarina
neden olmaktadir (Mercan ve Eren, 2012). Alinan doza
bagl olarak toksik etki gosteren bir organofosfat olan
CPF’nin teratojenik, mutajenik ve karsinojenik etkiler
gosterdigi bilinmektedir (Farag ve ark., 2003; Ma ve
ark., 2013). Diger yandan oksidatif hasarin varliginin
tespitinde Onemli parametreler olan antioksidan enzim
aktivitlerinin  belirlendigi  ¢alismalarla ~ CPF’nin
karacigerde  olusturdugu  hepatotoksisite  ortaya
cikarilmistir (Aly ve ark., 2010; Mansour ve Mossa,
2010). Heikal ve ark. (2012) yaptiklart biyokimyasal ve
histolojik c¢aligma ile rat karacigerinde CPF’nin
oksidatif hasara neden oldugu bunun sonucunda
karacigerde histolojik degisiklerin meydana geldigini
gostermislerdir. Mansaur ve Mossa (2010) rat karaciger
ve bobregi ile yaptiklar1 ¢alismada CPF’nin bu dokular
iizerinde histopatolojik degisikliklere neden oldugunu
belirtmiglerdir.

Yapilan literatiir arastirmalari ile CPF’nin farkli
zaman araliklart boyunca siirekli uygulandiginda
hiicrede degisen derecelerde hasara yol agtigi
gorilmiistir (Chiappa ve ark.,, 1995, Rowsey ve
Gordon, 1995; Gordon, 1997; Hossary ve ark., 2009).
Bu c¢alismamizda CPF uyguladigimiz = gruplarda
histopatolojik degisiklikler gdzlenmistir. CPF 15. giin
grubunda gdzlenen hasara goére CPF 30. giin grubunda
gozlenen hasar derecesinin arttigt belirlenmigtir. Elde
ettigimiz bulgular literatiir bulgulariyla paralellik
gostermektedir.

Canli viicudu, serbest oksijen radikallerinin neden
oldugu hasara enzimatik ve enzimatik olmayan savunma
sistemleriyle karsi koymaktadir. Antioksidan enzimler
serbest oksijen radikallerini etkisizlestirmede ilk
savunma hatti olarak rol oynarlar (Halliwell, 1994).
Vitamin E, vitamin C, B-karoten gibi antioksidan
vitaminler, kurkumin, selenyum, melatonin gibi
antioksidan 6zellige sahip maddeler de ikinci savunma
sistemini olusturur ve viicudu oksidatif stres sonucu
olusan hasara kars1 korurlar. Antioksidan enzimler
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serbest oksijen radikallerini kontrol altinda tutar fakat
oksidatif stres bu savunma sisteminin kapasitesini
astiginda enzim olmayan diger antioksidan maddeler
devreye girerek serbest oksijen radikallerine kars1 islev
goriirler (Tirkmen, 2013). Yapilan birgok aragtirma
sonucunda kurkuminin antioksidan etkisi kanitlanmistir.
Yousef ve ark. (2010) karaciger ve bobrek flizerinde
parasetamoliin sebep oldugu oksidatif hasar ve
histolojik degisiklikler {izerinde kurkuminin iyilestirici
etkisi oldugunu gostermistir. Yao ve ark. (2013) ratlarla
yaptiklar1 calismada 200 ml/kg kurkumini oral yolla
vererek CCly’iin karaciger tizerinde olugturdugu hasara
kargt kurkuminin koruyuculugunu 1sitk mikroskobik,
immiinohistokimyasal ~ ve  elekron  mikroskobik
incelemelerle ortaya koymustur. Yapilan baska bir
calismada kurkuminin koruyuculugu biyokimyasal,
molekiiler ve mikroskobik analizlerle gosterilmistir
(Ghosh ve ark., 2015). Salahshoor ve ark. (2016)
farelerle yaptiklar1 ¢aligmada nikotinin karacigerde
neden oldugu oksidatif hasar {izerine farkli dozlarda
uyguladiklart kurkuminin koruyucu ve iyilestirici
etkisini ortaya koymuslardir.

Karacigerde meydana gelen hasarin c¢ogu ilaglar,
ziraai alanda ve endiistriyel alanlarda kullanilan
kimyasal ajanlar yoluyla olugsmaktadir. Altryiiz ilagtan
daha fazlasinin hepatotoksisite ile iliskisi bilinmektedir.

Hepatotoksisiteye sebep oldugu bilinen ilaglarin
etkilerini  reaktif  oksijen  tlirleri  araciligiyla
gosterdiklerini  kanitlayan  ¢ok  sayida  calisma

bulunmaktadir (Sohn ve ark., 2008).

Ziraat ve endustri alanlarinda siklikla kullanilan
organofosfatli insektisit kalintilarina tohum, sebze,
toprak ve cesitli besinlerde rastlanmis, hedef olmayan
canlilarda zehirlenmelere hatta 6liimlere neden oldugu

rapor edilmistir (Storm ve ark., 2000; John ve ark.,
2001).

4. Sonug

Pestisitlerin kullanimi sirasinda insanlara ve gevreye
verebilecegi zarar1 onlemek veya en aza indirmek igin
onlemler alinmalidir. Tarim alaninda kullanilmasi
gerektiginde ireticiler yalmizca gerekli oldugu
durumlarda dogru ilag, dogru dozda ve dogru zamanda
kullanilmas1 konusunda bilgilendirilmelidir. Uretim
alanina yapilan son ilaglama ile hasat arasinda gegmesi
gereken siire beklenmelidir (Ayaz ve Yurttagiil, 2012).

Bulgularimiz, CPF’nin serbest radikal olusumuna
neden olarak karacigerde hasar meydana getirdigini ve
antioksidan 6zelligi olan kurkuminin olusan bu oksidatif
hasar iizerinde koruyuculuk saglayabildigini
gostermektedir. Elde ettigimiz sonuglar hem CPF ile
hem de kurkumin ile yapilan diger calismalarla
paralellik gostermektedir. Cevre ve insan sagliginin
korunmasinda kurkuminin kullanilabilirligini ortaya
koyarak bilime katki saglayacag diistiniilmektedir.
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