Endosulfanin Mus Musculutus’ta Hematolojik

Parametreler Uzerine Etkisi'

THE EFFECT OF ENDOSULFAN ON HEMATOLOGIC PARAMETERS IN MUS MUSCULUS

Ergiil BELGE KURUTAS*, Figen DORAN**

*  Dr., Cukurova Universitesi, Tip Fakiiltesi Biyokimya AD,
** Dr., Cukurova Universitesi, Tip Fakiiltesi Patoloji AD, ADANA

Ozet

Amag: Bu ¢aligmada, farkli zaman periyodlarinda uygulanan en-
dosiilfan pestisitinin Mus musculus’ta hematolojik parame-
treler iizerine etkisi aragtirilmstir.

Materyal ve Metod: Cukurova Universitesi Tibbi Deneysel
Cerrahi Arastirma Merkezi’nden alinan 23-40 g agirliginda
60 adet ana¢ Mus musculus (30 kontrol, 30 deneme) kul-
lanilmigtir. Deneme grubuna endosiilfan (0.24 mg/100 g vii-
cut agirligy/giin) 90 ve 180 giin oral yolla uygulanmistir.

Bulgular: Endosiilfanin 90 giinde 16kosit diizeyini arttirdig1 ve e-
ritrosit, hemoglobin, hematokrit, ortalama eritrosit hacmi ve
ortalama eritrosit hemoglobin diizeylerini disiirdiigi
(p<0.05), ancak 180 giinde hematolojik parametre deger-
lerinin kontrol degerlere yaklastig1 gozlenmistir.

Sonug: Canlida 90 giin siirede endosiilfan toksisitesine karsi
hematolojik parametrelerde fizyolojik bir yanit gelisirken,
180 giin siirede adaptasyon mekanizmasinin gelistigi sonu-
cuna vartlmugtir.

Anahtar Kelimeler: Endosiilfan, Ana¢ Mus musculus,
Hematolojik Parametreler
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Summary.

Purpose: To investigate the effect of endosulfan pesticide admin-
istration in different lengths of time on hematologic parame-
ters in Mus musculus.

Material and Methods: Sixty mature Mus musculus (30 control,
30 experimental), weighing between 23 and 40 g, were ob-
tained from the Medical Experimental Surgery Research
Center of Cukurova University. The effect of oral adminis-
tration of endosulfan (0.24 mg per 100 g body weight) daily
for 90 and 180 days was investigated.

Results: There has been an observation that the leucocyte level in-
creased in 90 days and levels of erythrocyte, hemoglobin,
hematocrit, mean corpuscular volume, mean corpuscular he-
moglobin decreased (p<0.05) but values of hematologic pa-
rameters in 180 days approached the control's.

Conclusion: While physiologic response of the hematologic pa-
rameters to endosulfan toxicity was developing in 90 days in
the living, adaptation mechanism was completed in 180 days.

Key Words: Endosulfan, Mature Mus musculus,
Hematologic Parameters
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Pestisitler insan viicuduna deri, solunum veya
sindirim organi yolu ile gegerek karacigerde sitokrom P450
(Cyt P450) bagimli monooksijenaz sistemi ile metabolize
edilmektedir (1-3). Pestisitler hepatik mikrozomlarda lipid
peroksidasyonunu stimiile ederek, Cyt P450 ve "hem" mik-
tarinin azalmasina, glukoz 6-fosfataz ve pirofosfataz enzim
aktivitelerinin 6nemli derecede azalmasina ve UDP-
glukuronil transferaz enziminin stimiilasyonuna neden ol-
maktadir (4,5). Bazi organik klorlu ve organik fosforlu
pestisitlerin (poliklorlu bifeniller (PCBs), hekzaklorosiklo-
hekzan (HCH), diklorodifeniltrikloroethan (DDT), dime-
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toat, metilparation, malation ve paration) immiinotoksik ve
hematopoietik etkiye sahip olduklari bildirilmistir (6,7).
Organik fosforlu pestisitlerin metabolitleri in vitro olarak
insan kemik iligi hiicrelerine maruz birakildiginda doza
bagli olarak eritroid ve myeloid seride baskilanma olustugu
ve yiiksek dozlarda uygulandiginda ise kemik iligi
hiicrelerinin normale dondiigii bildirilmistir (7).

Endosiilfan (6,7,8,9,10,10-hexachloro-1,5,5a,6,9,9a-
hexahydro-6,9-methano-2,4,3-benzodiexathiepin-3-oxide),
organik klorlu pestisitlerin siklodien grubunda yer alan bir
pestisittir. Uriin korunmasinda yaygin olarak kullamldigin-
dan 6nemli ¢evresel kirlilik etkeni olarak 6nem kazanmak-
tadir (8). Endosiilfanin solunum enzimlerini, porfirin me-
tabolizma enzimlerini ve ince bagirsak enzimlerini etki-
ledigi bildirilmistir (9).

Yapilan literatiir taramalarinda endosiilfan pestisitinin
hematolojik parametreler iizerine etkisini inceleyen yeterli
sayida arastirmaya rastlanilmamustir. Bundan dolayr bu
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¢alismada; farkli zaman periyotlarinda uygulanan endosiil-
fanin hematolojik parametreler iizerine etkisi incelenerek
elde edilen bulgularla literatiire katkida bulunulmasi
amaclanmustr.

Materyel ve Metod

Arastirmamizda, Cukurova Universitesi Tibbi
Deneysel Cerrahi Arastirma Merkezi'nden (TIBDAM) ali-
nan 23-40 g agirhiginda 60 adet anag Mus musculus (30
kontrol, 30 deneme) kullanilmigtir. Denekler 22-24 °C oda
sicakliginda, 12 saat aydinlatma periyodunda tutularak ve
standart laboratuvar yemi ile beslenmislerdir. Calismamiz
baslica iki gruptan (kontrol ve deneme) olusmustur. Kontrol
grubuna standart laboratuvar yemi (12.7 g/100 g viicut agir-
lig1/gilin) 90 giin (Grup Ia) ve 180 giin (Grup Ib) uygulan-
mustir. Deneme grubuna endosiilfan standart laboratuvar
yemi i¢inde karistirilarak (0.24 mg /100 g viicut
agirhigi/giin) 90 giin (Grup Ila) ve 180 giin (Grup IIb)
siireyle oral yolla uygulanmistir. Kanlar deney Oncesi
kuyruktan deney sonrasi kalpten alinmistir.

1 mm? kandaki eritrosit (RBC) miktarinin tayini igin,
kan eritrosit pipetinin 0.5 ¢izgisine kadar ¢ekilmistir. Daha
sonra eritrosit hiicrelerini belirlemeye yarar HAYEM
soliisyonu hazirlanmig, bu da pipetin 101 ¢izgisine kadar
cekilerek iyice karigtirilmigtir. Soliisyon ile homojenize
edilen kandan, 1 damla alinarak Neubauer marka Thoma
laminin iki géziine damlatilmis ve sayim Kyowa marka bi-
nokiiler mikroskop altinda x40 biiyilitmede gerceklestir-
ilmistir (10).

1 mm? kandaki 16kosit (WBC) hiicrelerinin belirlen-
mesinde kan ayni sekilde alinmis, 16kosit pipetinin 1 ¢izgi-
sine kadar cekilmistir. Lokosit hiicrelerinin belirlenmesi
icin ise TURK soliisyonu pipetin 11 ¢izgisine kadar ¢ekilip
kan ile karistirilmistir. RBC sayiminda oldugu gibi, pipetten
alinan soliisyonlu kan Thoma lamina damlatilip, sayim
gerceklestirilmistir (10).

Kandaki hemoglobin (Hb) miktarin1 belirlemek igin,
aragtirmada syanomethemoglobin yontemi kullanilmistir.
Yontemde, pihtilagmayi engelleyen %1'lik heparinli tiiplere
kan alinmistir. Hemoglobin tayininde, 5 ml drabkin {izerine
20 mikrolitre heparinli kan eklenmistir. Bu sekilde 10 dk
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bekledikten sonra spektrofotometrede (Bausch and Lomb.
Spectronic 20) 540 nm dalga boyunda 6rnek igermeyen
drabkine kars1 okunmustur (10).

Hematokrit (Hct) tayininde M. musculus'tan alinan
kan dogrudan i¢i heparinli mikrohematokrit pipetlerine
alimmigtir. Daha sonra 12000 rpm'lik hizla 5 dk. santrifiij
edilmigtir. Santrifiij sonras1 hematokrit tiip okuyucular ile
pipetteki sekilli elemenlarin plazmaya olan orani belirlen-
mistir (10).

RBC, Hb ve Hct sonuglarindan, eritrositin i¢erdigi he-
moglobin miktar1 (MCH) ve her bir eritrositin hacmi
(MCV) hesaplanmustir (10).

Lokosit hiicrelerinin morfolojik incelenmesini (peri-
ferik yayma) yapmak i¢in, M. musculus'tan alman kanlar-
dan frotiler hazirlanmis ve Giemsa ile boyanmigtir. Daha
sonra boyali preparatlar x100 biiyiitmede binokiiler
mikroskopta incelenmistir. Preparatlarda 6ncelikle monosit,
lenfosit, notrofil, eozinofil ve bazofil hiicreler saptanmus,
sonra birbirine karsilik gelen yiizdeleri belirlenmistir (10).

Aragtirma siiresince elde edilen verilerin deger-
lendirilmesinde SPSS (Version 6.0) paket programindan
yararlanilmistir. Her gruba ait arastirma verileri Wilcoxon
ve Mann-Whitney-U Test'inde 0.05 onem seviyesinde
degerlendirilmistir (11,12). Sonuglar ortalama (X) ve stan-
dart sapma (SD) olarak verilmistir.

Bulgular

Tablo 1'de, kontrol ve deneme gruplarinin deney 6nce-
si ve sonrasi alinan kanlarda dlciilen hematolojik verilerinin
sonuglar1 gosterilmistir. Deney oncesinde Olgiilen WBC,
RBC, Hb, Hct, MCV ve MCH diizeylerinin kontrol ve dene-
me gruplart arasinda anlamli farkliliklar géstermedigi sap-
tanmigstir (p>0.05). Deney sonrasinda deneme gruplariin
her birinin hematolojik verileri ile kontrol gruplarinin her
birinin hematolojik verileri karsilastirildiginda gruplar
arasinda p<0.05 diizeyinde fark saptanmistir. Endosiilfan
uygulanan gruplarda WBC diizeyinde artis ve RBC, Hb,
Hct, MCV ve MCH diizeylerinde anlamli diigmeler gozlen-
mistir (Tablo 1). Deney sonrasinda hematolojik parametre
degerlerinin kontrol gruplart arasinda anlamli farklilik

Tablo 1. Kontrol ve deneme gruplarinin deney dncesi ve sonrasi dl¢iilen hematolojik parametre degerleri

Deney Oncesi Deney Sonrasi

WBC RBC Hb Het MCV MCH WBC RBC Hb Het MCV MCH

Gruplar x10%L)  (x10'2L)  (g/dl) (%) () (2 x10%L)  x10'%L)  (g/dl) (%) () )
Kontrol Ia 6.0+1.1  730:0.90 11.0+1.1 347+43 475+18 151405 6.0£12  7.00:1.16 10.5+1.8 33.8+57  482+1.1 14.9+04
Ib 62+12  7.78:0.73 11.7+0.7 359423 46218 151407 53407  7.87+093 11.8408 357+3.6 454420 15.0£1.1
Deneme Ila 6311 7225113 111£15 349446 48.1+1.1 153205 **18.5:29 *486£09 *57+1.1 *153%39 *31.143.9 *11.8£l.1

1Ib 6.2+1.4  7.46+0.70 11.4+0.6 352+22 472422 152+0.8 **8.5+1.8 *6.63+1.20 *9.4+2.2 *26.2+8.5 *38.7£8.5 *14.0+1.4

* p<0.05, **p<0.05

WBC: Lokosit, RBC: Eritrosit, Hb: Hemoglobin, Hct: Hematokrit, MCV: Ortalama Eritrosit Hacmi, MCH: Ortalama Eritrosit Hemoglobini
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O Kontrol grubu (n:60)
B 90 giin siireyle endosiilfan uygulanan grup (n:15)
B 180 giin siireyle endosiilfan uygulanan grup (n:15)

WBC RBC Hb Het mcv MCH

WBC:Lokosit, RBC:Eritrosit, Hb:Hemoglobin, Hct:Hematokrit,
MCV:Ortalama  Eritrosit Hacmi, MCH:Ortalama Eritrosit
Hemoglobini.

Sekil 1.

'R ¢

gostermedigi saptanmustir (p>0.05). Sekil 1'de, deney
oncesinde 60 fare bireyinden (Grup Ia, Ib, Ila ve IIb) alinan
kanlarda 6lgiilen hematolojik verilerinden tek bir kontrol
grubu olusturulmus, deneme gruplarmmn her biri ile (Grup
IIa ve IIb) karsilastirilmasi yapilmistir. Benzer sekilde, grup
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ITa ve IIb'nin WBC diizeylerinde artis ve RBC, Hb, Hct,
MCV ve MCH diizeylerinde diisme gozlenmistir. Ayrica,
endosiilfan uygulanan Orneklerin periferik yaymalarinda
lenfosit ve notrofil sayilarinda anlamli artis kaydedilmistir
(Tablo 2). Kontrol ve deneme gruplarinda bazofil hiicresine
rastlanilmamigtir. Sekil 2'de deneme gruplarina ait kan
hiicreleri goriilmektedir. Endosiilfan uygulanan 6rneklerde
eritrosit morfolojisinin normal gériiniimde oldugu saptan-
migtir.

Tartisma

Bu ¢alismada, 90 ve 180 giin siirelerle oral yolla uygu-
lanan endosiilfanin hematolojik parametreler iizerine toksik
etkileri gézlenmistir. Endosiilfanin 90 giinde WBC diizeyi-
ni arttirdigr ve RBC, Hb, Het, MCV ve MCH diizeylerini
diistirdiigii ancak 180 giinde hematolojik parametre deger-
lerinin kontrol degerlere yaklastig1 gozlenmistir (Tablo 1).
Yapilan bazi arastirmalarda, 16kosit sayilarinda goriilen
artig, canlinin toksik maddelere karsi savunma mekaniz-
masinda olusturdugu fizyolojik bir tepki olarak ifade
edilmigtir (13). Endosiilfanin toksik etkisiyle 90 giinde
WBC diizeyi %308 oraninda artarken, 180 giinde %160
oraninda azalarak kontrol degerlere yaklagmistir. WBC
diizeyinin artmasi canlinin endosiilfan toksisitesine karsi
bir savunma mekanizmasi gelistirdigini diisiindiirmektedir.
Hazirlanan boyali kan yaymalarinda elde edilen 16kosit
hiicreleri, agraniiler (monosit, lenfosit) ve graniiler (notro-
fil, eozinofil ve bazofil) hiicreler Tablo 2'de verilmistir.
Arastirmada bazofil hiicresine hi¢ rastlanmadigindan,
yiizdesel degerlendirilmesi yapilamamistir. Endosiilfanin
toksik etkisiyle 90 giinde lenfosit ve nétrofil hiicrelerin
sayilarinda artis oldugu ancak 180 giinde lenfosit ve ndtro-
fil hiicrelerin sayilarinda disiis ile kontrol degerlere yak-
lastig1 gézlenmistir. Lenfosit ve notrofil hiicreler, viicudun
dogal savunma mekanizmasinin temelini olusturduklarin-
dan, bu hiicrelerdeki artis canlida endosulfan toksisitesi ile
ortaya ¢ikmaktadir. Elde edilen sonuglarin immun sistem
ile ilgili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bagigiklik sisteminin
temelini olusturan lenfosit hiicreleri canlinin ilk gelisim
asamalarinda olduk¢a fazla iiretilir ve bu miktar viicuda
giren antijeni tanir hale gelen mekanizma da zamanla fark-
lilik gosterir (14). Bunun yaninda viicutta dogal mekaniz-
manin temelini ise monosit, nétrofil, eozinofil ve bazofil
hiicreler olusturur. Bu hiicreler viicutta herhangi bir ekto

Tablo 2. Kontrol ve deneme gruplarindan elde edilen 16kosit hiicrelerinin yiizde oranlari

Grup Agraniiler Hiicreler Graniiler Hiicreler
Lenfosit (%) Monosit (%) Nétrofil (%) Eozinofil (%) Bazofil (%)
Kontrol Ia 8.3£1.9 0.30+0.08 5.3+1.0 0.37+0.10 -
Ib 7.542.1 0.27+0.10 4.8+1.6 0.41+0.15 -
Deneme lia *17.3+4.9 0.31£0.13 *18.5£3.8 0.35+0.17 -
1Ib *12.943.4 0.28+0.07 *11.0+4.0 0.39+0.12 -

#p<0.05
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veya endoparazit durumunda ya da bakteriyel enfeksiyon-
larda faaliyete gegerler ve sayilarinda artis kaydedilir (14).
Calismamizda notrofil ve lenfosit hiicrelerinin artig1 en-
dosiilfanin toksik etkisiyle reaksiyonel ya da mikst tipte bir
enfeksiyonun olusmasindan kaynaklanabilir. Belge Kurutag
ve ark. (1999) ana¢ M. musculus'a 90 ve 180 giin siirelerle
oral yolla uygulanan endosiilfanin (0.24 mg/100 g viicut
agirhigl) karaciger ve meme dokularinin portal alanlarinda
mononiikleer hiicrelerin hakim oldugu mikst tipte iltihabi
hiicre infiltrasyonuna neden oldugunu bildirmislerdir (15).
Cesitli pestisitler hematolojik parametreleri ve 16kosit sis-
temini farkli sekillerde etkileyebilmektedir. Karbamatli bir
pestisit olan klorprophamin siganlarda doza bagli olarak
WBC sayisini arttirdigi ve RBC sayisi, Hb ve Het diizey-
lerini diistirdiigli, dalak, karaciger agirliklarin1 ve hemo-
topoietik hiicre hiperplazisini arttirdigi bildirilmistir (16).
DDT pestisitinin quinea-fowl kuslarin (Numida meleagris)
hematolojik parametre degerlerinde 6nemli degisimlere ne-
den oldugu, 10 hafta sonra hematolojik parametre deger-
lerinin kontrol degerlere yaklastigi bildirilmistir (17).
Organik fosforlu bir pestisit olan fenitrohion'un Pharaoh
quail baliginda RBC sayisini, Hb ve Hct diizeylerini azalt-
t181 fakat eritroblast ve retikiilosit sayisini arttirdigi, 16kosit
sisteminde notrofilik  16kositozis, lenfopeni  ve
eozinopeni'ye neden oldugu ve 3 hafta sonra fenitrohinin
etkisiyle olugan degisimlerin normale doniismeye basladigi
bildirilmistir (18). Nuvakron (0.8 mg/kg) ve furadan (0.25
mg/kg) pestisitleri farelere intraperitonal olarak uygu-
landiginda kemik iligindeki etkisinin eritroid seride
baskilanma, myeloid seri hiicrelerinde artis ve dalak
biiylimesi oldugu bildirilmistir (19). Klorfenvinfos ve fos-
klor pestisitlerin Japanese quail baliklarinda (Coturnix co-
turnix japonica) retikiilosit ve eritroblastlarda artig, 16kosit
sisteminde nétrofilik 16kositoz ve eozinopeni gézlenirken,
fosklor enjeksiyonundan sonra RBC sayisinda diisiis
oldugu, buna karsilik klorfenvinfos enjeksiyonundan sonra
RBC sayisinda degisim olmadigi bildirilmistir (20).
Lembowicz ve ark. (1991) organik klorlu pestisitlerin
(DDT, a, B ve x-HCH) konsantrasyonuna bagli olarak fare
eritrositlerinde Heinz cisimciklerinde ve lenfosit sayisinda
artisa neden oldugunu bildirmislerdir (21).

Arastirmamizda, canlida 90 giin siirede igerisinde en-
dostilfan toksisitesine kars1 hematolojik parametrelerde
fizyolojik bir yanit gelisirken, 180 giin siirede adaptasyon
mekanizmasi gelismis ve hematolojik parametre deger-
lerinin kontrol degerlere yaklastigi gdzlenmistir. Sonug
olarak, endosiilfana bagli 90 giin iginde eritrositer seride
baskilanma olurken, nétrofil ve lenfosit sayisinda artis ol-
mustur. 180 giinde eritrositer seride artis kaydedilirken
noétrofil ve lenfositlerde diislis meydana gelmistir. Calis-
mamizda eritrositer serideki baskilanma, notrofil ve lenfo-
sit artisinin mekanizmasi tam olarak ortaya konulamamustir.
Konunun aydinlatilabilmesi igin es zamanli kemik iligi in-
celenmesi ve inflamasyonda rol alan sitokin ve biiylime
faktorleri Olglilmesinin daha uygun olacagi kanaatine
varildi.
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