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Ozet

Amag: ¢alismanin amaci gebelikte diazinon’a maruz kalan gebe ratlarin yenidogan yavrularinin akciger
dokusunda olusan morfolojik degisiklikleri ve bu degisikliklere kafeik asit fenetil ester’in (CAPE) etkisinin
arastirllmasidir. Gereg ve Yontem: Bu ¢alismada 30 Wistar albino rat kullanildi. Ratlar rastgele 3 gruba
ayrildi. Grup I (n;10): kontrol grubu, grup II (n;10): Gebeligin 14-18. gtinlerinde 25 mg/kg/giin diazinon
verilen grup, grup III (n;10): Gebeligin 14-18. giinlerinde 25 mg/kg/ giin diazinon + 10 umol /kg/gtin CAPE
verilen grup. Deney gruplarinda diazinon oral gavaj ile CAPE ise intraperitoneal uygulandi. Gebe ratlarin
gebelik boyunca kilo alimlar1 ve yenidogan yavrularin dogum agirliklar: takip edildi. Yenidogan yavrular
3. glinde dekapite edildi. Akcigerleri ¢ikarildi ve %10’luk formaldehid icerisine almarak rutin histalojik doku
takibi yapildi ve preperatlar hematoksilen-eozin ile boyanarak 1sitk mikoskobunda degerlendirildi. Bulgular:
Grup I'deki anne ratlarin ve yenidoganlarinin ortalama kilolar: kontrol grubuna gore daha diistiktii. Ayrica
grup II'deki yenidoganlarin akcigerlerinde intraparankimal inflamatuar infiltrasyon, alveolar ve bronsiolar
hemoraji, intraparankimal vaskiiler konjesyon ve trombozis ve amfizematdz degisiklikler gozlendi. Diazinon
ve CAPE'nin birlikte verildigi grup III'te ise bu patolojilerin 6nemli oranda azaldig tespit edildi. Sonug
olarak gebelikte diazinon’a maruz kalan gebe ratlarin kilo alimlarinda ve yeni doganlarinin kilolarinda
azalma, ayrica akciger dokularinda histopatolojik degisiklikler tespit edildi ve CAPE uygulanmasi ile bu
degisikliklerin 6nemli derecede azaldig1 gozlendi.
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Abstract

Objectives: The aim of present study is to investigate morphological changes occurred in lungs of newborn
rats whose mothers exposed to diazinon during their pregnancy, and effects of CAPE on these changes.
Methods: Thirty female Wistar albino rats were randomly divided into three groups, as follows: Group I(n;
10): control group, Group II (n; 10): 25mg/kg/day diazinon treated group in the 14-18 days of pregnancy,
Group III (n; 10): 25 mg/kg/day diazinon + 10 umol /kg/day CAPE treated group in the 14-18 days of
pregnancy. Diazinon administrated by oral gavage in corn oil and CAPE administrated intraperitoneally.
Results: In group 11, diazinon causes low weight gain in pregnant rats and low birth weights in their newborns.
Histopathological examinations of lung tissues revealed intraparenchymal inflammatory infiltration, alveolar
and bronchial hemoraji, intraparenchymal vascular congestion and thrombozis and emphysematous changes.
In group III, administration of CAPE has considerably reduced these pathological changes. As a result, low
weightgain in pregnant rats and low birth weights in their newborns also, histopathological changes in the
lung tissues of newborn rats determined. It is also concluded that CAPE has ameliorating effects on these
histopathological changes.
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Girig

Organofosfatlar diinyada kullanilan insektisitlerin
yaridan fazlasini olusturmaktadir (1). Organofosfath
insektisitlerin (OPI’ler) kiiglik haserelere kars1 yiiksek
oranda etkili olmalar1 ile birlikte digerlerine oranla
daha az ¢evreye toksik olmalarindan dolay1 tarimda
ve evlerde tiim diinyada yaygin sekilde
kullanilmaktadirlar (2). Organofofatli ve
organoklorinli pestisitlerin kalintilar toprakta, suda,
sebzelerde, tahillarda ve diger yiyeceklerde tespit
edilmistir (3). OPI’ler etkilerini asetilkolini yikan
asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek gosterirler.
Bu da kolinerjik aktivitenin asir1 artmasina neden
olur (4). OPI’ler solunum yollarindan ve
gastrointestinal mukozadan gecerek hizla absorbe
edilir, ayrica lipofilik olduklari i¢in hizli bir sekilde
deriden de absorbe edilirler (5). Organofosfatlara
kisa siire maruz kalindiginda olusan semptomlar
maruz kalinma seviyesine bagli olarak salivasyon,
titreme, bas donmesi ve bulantidir (6,7).
Organofosfatlarin immun sistemi (8), iiriner sistemi(9)
ve lireme sistemini (10) etkiledigi daha dnce yapilan
calismalarda tespit edilmistir. Ayrica organofosfatlarin
gebe kadinlarda plesantadan gecerek, diisiik dogum
agirligina ve boy kisaligina neden oldugu belirtilmistir
(11).

Diazinon organofosfatl bir insektisittir ve diinyada
yaygin bir sekilde tarim iriinlerine zarar veren
boceklere karst kullanilmaktadir. Isparta’da dizinon
iizim, meyve agaglar1 ve giil bitkilerinin zararlilarina
karsi ¢ok kullanilan bir insektisittir. Daha 6nce
yapilan ¢alismalarda diazinon’un dalak, timus, kan
hiicreleri, lenf nodlari (8), pankreas (12) ve karacigerde
(13) patolojik degisiklikler olusturdugu tespit
edilmistir.

CAPE ise bal arilarinin propolislerinin aktif bir
bilesenidir ve CAPE’nin antiviral (14), antioksidant
(15, 16), antikarsinojenik (17) ve antiinflamatuar
(18) etkileri bilinmektedir. Ayrica CAPE’ nin simdiye
kadar normal hiicrelere zararlt bir etkisi tespit
edilmemistir (19). Diger taraftan lityum’un rat
akcigerinde olusturdugu peribronsial ve
intraparankimal lenfosit ve makrofaj infiltrasyonunu
(20) ayrica bleomycin’in akcigerde olusturdugu
pulmoner fibrozisi (21) CAPE’nin azalttigi
belirtilmistir. Yaptigimiz literatiir taramalarinda,
gebelikte diazinon’a maruz kalan canlilarin yeni
doganlarinin akcigerlerinde olusabilecek degisiklikleri
arastiran bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu nedenle
calismamizda gebelikte diazinon’a maruz kalan
ratlarin yeni dogan yavrularinin akcigerlerinde

olusabilecek degisiklikleri ve bu degisikliklere
CAPE’nin etkisini arastirmayi amacgladik.

Gereg ve Yontem

Calismamizda Siileyman Demirel Universitesi Tip
Fakiiltesi hayvan laboratuarindan alinan agirliklari
130-200 gr olan 30 adet disi Wistar albino rat
kullanildi. Calisma i¢in Siileyman Demirel
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul onay1 alindi
(08/11/2006, karar no: 08/16). Disi ratlar rastgele her
grupta 10 rat olacak sekilde 3 gruba ayrildi. Grup I:
kontrol grubu, grup II: Gebeligin 14-18. giinlerinde
25 mg/kg/giin diazinon verilen grup, grup III:
Gebeligin 14-18. giinlerinde 25 mg/kg/giin diazinon
+ 10 umol /kg/day CAPE verilen grup. Disi ratlarin
gebe kalmalari i¢in her kafese bir erkek ve bir disi
rat bir gece konuldu. Ertesi giin disi ratlar alinarak
vajinal smear yapildi ve gebe olanlar calismaya dahil
edildi (Tablo 1). Ratlar laboratuar ortaminda istedikleri
zaman ulasabilecekleri rat yemi ve ¢esme suyu ile
beslendiler. Diazinon, misir yaginda ¢oziilerek oral
gavaj ile verildi, CAPE ise (Sigma Chemical Co.,
USA) intraperitoneal uygulandi.

Tablo 1. Caligmada kullanilan ratlar ve agirliklart

Grup I Grup II Grup III
Calismada kullanilan
toplam rat sayisi 10 10 10
Gebe rat sayi1st 5 7 5
Dogum yapan rat sayisi 5 7 5
Yenidogan yavru sayisi 56 67 52
Yenidoganl rtal
agnhklan gress o 664410 538407 636104
Gebe ratlarm ortalama

91.60+16.8  61.00+£19.3  87.40+21.1

kilo alimlart gr + SS

P<0,05: yenidoganlarin ortalama agirliklarinda ve gebe ratlarin ortalama
kilo alimlarinda grup I ile grup III arasinda farklilik

Gebe ratlar, gebeligin 1., 7., 14., ve 20. giinlerinde
tartildi. Gebe ratlar gebeligin 21. ve 22. giinlerinde
dogum yaptilar. Yavrular herhangi bir anomali veya
patoloji olup olmadigini belirlemek i¢in makroskopik
olarak incelendi. Yavrular dogduktan 3 giin sonra
dekapite edildi. Dekapitasyon i¢in dogum yapan her
bir rattan yavru sayisi 5’ ten fazla olanlardan 5 yavru,
az olanlardan ise yavrularin hepsi alindi. Dekapite
edilen yavrular diseke edilerek akcigerleri ¢ikarildi
ve fiksasyon i¢in %10’luk formaldehid igerisine
kondu. Sonra sistematik rastgele Ornekleme
yontemiyle her gruba ait 7 tane akciger secildi ve bu
akcigerlere rutin histolojik doku takibi ve parafin

S.D.U. Tip Fak. Derg. 2011:18(1)/6-11



8 Sulak, Diazinon’un yenidogan ratlarin akciger dokusunda olusturdugu degisiklikler ve
CAPE'nin etkisi

bloklama yapildi. Hazirlanan parafin bloklardan 6
um’lik kesitler alinarak hemotoksilen — eozin ile
boyand1 ve 151k mikroskobunda degerlendirilerek
fotografi ¢gekildi. Daha sonra her preperat literatiirlerde
yayinlanan (20, 22) skorlama metoduna gore,
degisikliklerin derecesine yogunluguna gore 0-6
arasinda (0 -Degisiklik yok, 1- Minimum seviyede,
2- Diistik seviyede, 3- Orta seviyede, 4- Siddetli
seviyede, 5- Yogun seviyede, 6- Cok yogun seviyede)
belirlendi.

Istatistiksel Analiz

Preperatlarda olusan patolojilerin istatiksel
degerlendirmeleri i¢in ‘SPSS 10.0 for windows’
paket programi kullanildi. Genel olarak gruplar
arasinda anlamli bir fark olup olmadigimi belirlemek
icin Kruskal — Wallis varyans analiz testi ve gruplarin
ikiserli karsilagtirilmasinda Mann- Whitney U testi
kullanildi. Sonuglar, ortalama + Standart sapma (SS)
olarak verildi. Istatiksel olarak p < 0,05 anlamli kabul
edildi. Gebe ratlarin kilo alimlarini ve yavrularin
ortalama agirliklarint degerlendirmek igin ise One
Way Anova testi kullanildi.

Bulgular

Gebe ratlar diazinon verilirken gozlendi. Diazinon
verilen ratlarda uygulamayi takiben 1-2 dakika yaygin
titreme gozlendi. Gebelik esnasinda kontrol grubu
ya da deney grubu ratlarindan 6len olmadi. Gebe
ratlarin dogum yapma siireleri arasinda kontrol grubu
ile deney gruplari arasinda herhangi bir fark tespit
edilmedi. Gebe ratlarin hepsi gebeligin 21. ile 22.
glinlerinde dogum yaptilar. Gebe ratlarin gebelik
stiresince aldiklar1 kilolar degerlendirildiginde; grup
II’deki ratlarin aldiklar kilolarin kontrol grubuna
oranla 6nemli derecede az oldugu tespit edildi.
Diazinon ile CAPE’nin birlikte verildigi grup [1I'teki
ratlarinin aldiklan kilolar ile kontrol grubu ratlarin
aldiklar kilolar arasinda istatiksel olarak anlamli fark
tespit edilemedi. Yeni dogan yavrularin agirliklar
alind1 ve grup II’deki yavrularin ortama agirliklarinin
kontrol grubundaki yavrularin ortalama agirliklarindan
onemli derecede diisiik oldugu tespit edildi. Ayrica
grup 3’teki yavrularin ortalama agirligi ile kontrol
grubundaki yavrularin agirliklart arasinda 6énemli
fark tespit edilemedi (Tablo 1). Yavrular makroskopik
olarak incelendiginde herhangi bir anomali yada
patolojiye rastlanmadi. Daha sonra yavrularin
akcigerleri diseke edilerek c¢ikarildi ve akcigerlerde
yer yer kanama odaklar1 gbzlendi. Segilen ratlardan
elde edilen preperatlarin histopatolojik olarak 151k
mikroskopu ile degerlendirilmesi sonucu grup II ve

grup III” te su patolojiler tespit edildi: intraparankimal
inflamatuar infiltrasyon, alveolar ve bronsiolar
hemoraji, intraparankimal vaskiiler konjesyon ve
trombozis ve amfizematoz degisiklikler. Akciger
dokusunda olusan bu degisikliklerin gruplar arasi
karsilagtirilmasi tablo 2’de gosterilmistir. Deney
gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
Diazinon’un deney gruplarinda 6nemli seviyede
intraparankimal inflamatuar infiltrasyon, alveolar ve
bronsiolar hemoraji, intraparankimal vaskiiler
konjesyon ve trombozis, ve amfizematdz degisiklikler
olusturdugu gozlendi (sekil 1). Diazinon ve CAPE’ nin
birlikte uygulandig1 grup III, sadece Diazinon
uygulanan grup II ile karsilastirildiginda olusan
histopatolojik degisikliklerin grup III’ te dnemli
oranda azaldigi tespit edildi (p< 0,05).

Tablo 2. Akciger dokusunda olusan histopatolojik degisiklikler

Grup I Grup II Grup III
intraparankimal 0.00£0.00  3.85£0.69* 1.57+1.13%°
inflamatuar infiltrasyon
alveolar ve 0.14038  5.57+0.53 2.42+0.53"°
bronsiolar hemoraji
intraparankimal vaskiiler ~ 0.00£0.00  5.0£0.57%  2.1440.37>°
konjesyon ve trombosis
Amfizematdz 0.00:0.00  4.57+0.78 %  2.28+0.48""
degisiklikler

() parametreler icin gruplar arasi farklihik p<0.05
(*) Deney gruplari ile kontrol grubunun karsilastirilmasi
(®) Grup 2 ile grup 3’iin karsilastiriimast

Sekil 1 A. Grup 1, Kontrol grubu normal akciger dokusu (H&E, x40)
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Sekil 1 B. Grup 2, Gebeligin 14-18. giiniinde diazinon verilen gruba ait
akciger dokusu (H&E, x40). BH; Bronsiolar hemoraji, AH; alveolar
hemoraji, VT; Vaskiiler trombosis.

Sekil 1 C. Grup 2, Gebeligin 14-18. giiniinde diazinon verilen gruba ait
akciger dokusu (H&E, x40). AD; Amfizematdz degisikliler, AH; alveolar
hemoraji.

Sekil 1 D. Grup 3, Gebeligin 14-18. giiniinde diazinon + CAPE verilen
gruba ait akciger dokusu. (H&E, x40). Intraparankimal inflamatuar
infiltrasyon, alveolar ve bronsiolar hemoraji, intraparankimal vaskiiler
konjesyon ve trombosis, ve amfizematoz degisikliklerde azalmalar
gozlenmetedir.

Tartigma

Diazinon, sebze ve meyve agaglarinin, siis bitkilerinin,
tiziim asmalarinin, findik ve zeytin agaclarinin zararl
boceklerine karsi kullanilmaktadir. Diazinon 6zellikle
Isparta bolgesinde elma agaglarinin zararli boceklerine
kars1 en ¢ok kullanilan organofosfatlardan birisidir
(23). Dolayisiyla bu bolgede yasayan yada elma
tarimi1 ile ugrasan gebelerin Diazinon’a maruz
kalmalar1 muhtemeldir. Diazinon’un daha dnce
yapilan ¢alismalarda plesantadan gectigi tespit
edilmistir (11). Bu nedenle gebelikte bir sekilde
diazinon’a maruz kalan gebelerin yenidogan
bebeklerinin de diazinon’dan etkilenmeleri olasidir.
Daha 6nce yapilan calismalarda da gebelikte,
organofosfatlara maruz kalan gebelerin gebelik
stiresinde azalma ve yenidoganlarda da diisiik dogum
agirlig1 tespit edilmistir (24, 25). Srivasta ve
arkadaglari, bir organofosfatli bilesik olan dimethoate’t
gebeligin 6-20. gilinlerinde ratlara uygulamis ve
yenidogan yavrularda yiiksek oranda 6liim, diistik
dogum agirlig: ile karaciger ve beyin dokusunda
patolojik ve morfolojik degisiklikler olustugunu tespit
etmislerdir (26). Baska bir calismada dimethoate
ratlara gebeligin 6-15. giinlerinde uygulanmis ve
uygulandiktan sonra titreme, gii¢siizliik, tiikriik
salgisinda artma, yiyecek tiiketiminin azalmasi ve
kilo aliminda azalma tespit edilmistir (27).
Chlorpyrifos’un ise gebe ratlarda titreme ve tiikriik
salgisinda artma olusturdugu gdzlenmistir (28).
Bizim ¢alismamizda ratlarin gebelik siiresinde, kontrol
grubu ile deney grubu arasinda fark gozlenmedi.
Diazinon uygulandiktan kisa bir siire sonra ratlarda
titreme gozlendi fakat tiikriikk salgisinda artma
gozlenmedi. Ayrica, sadece diazinon uygulanan grup
II deki ratlarin kilo alimlarinda 6nemli oranda azalma
tespit edildi. Bu durum, diazinon’un maternal toksiteye
neden olmasi, buna bagl olarak istah azalmasi ve
kilo kayb1 olusturmasi ile agiklanabilir. Daha 6nce
yapilan rat calismalarinda ve bir sekilde
organofosfatlara maruz kalan insanlar {izerinde yapilan
calismalarda yenidoganlarda diisiik dogum agirligi
tespit edilmistir (11, 25). Calismamizda da benzer
sekilde yavrularda diisiik dogum agirlig1 gézlendi,
ancak diazinon ve CAPE’nin birlikte verildigi grup
[II"teki yavrularin agirliklar: ile kontrol grubu
yavrularinin agirliklar arasinda istatiksel olarak
anlamli bir fark bulunamadi. Buna gore, diazinonun
ratlarda olusturdugu zararli etkiyi CAPE nin azalttig1
sOylenebilir. Diisiik dogum agirliginin nedeni,
diazinon’un plesantadan gegerek fetal toksiteye neden
olmasi olarak diisiiniilebilir.
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Tian ve ark. yiiksek doz chlorpyrifos uguladiklar
ratlarda, yarik damak, thorakal vertebra yoklugu ve
kaudal vertebra sayisinda azalma tespit etmislerdir
(29). Diisiik doz dimethoate maruz kalan ratlarda
herhangi bir external, visceral ve iskelet anomalisi
gbzlenmemistir (27). Bizim ¢aligmamizda da diisiik
doz diazinon yenidogan ratlarda herhangi bir external
anomali yada patoloji olusturmamistir. Bu sebeple
organofosfatlar uygulanan doza bagli olarak
yenidoganlarda patoloji yada anomali olusturmaktadir.
Karadz ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir
calismada, orgonofosfatlarin erigkin rat akciger
dokusunda histopatholojik olarak, peribronsial ve
perivaskiiler alanlarda mononiikleer hiicre
infiltrasyonlar1 ve bag dokusunda kalinlagma
olusturdugu tespit edilmistir (30). Bu sonug,
organofosfatlarin akciger dokusunda histopatoojik
degisiklikler olusturabilecek toksik etkilerinin
oldugunu gosterir. Bizim ¢alismamizda da yenidogan
rat akcigerlerinde benzer histopatolojik degisikliklere
rastlanmustir.
CAPE’nin iyilestirici etkilerini arastiran daha 6nceki
caligmalarda, lityum’un rat akcigerinde olusturdugu
peribronsial ve intraparankimal lenfosit ve makrofaj
infiltrasyonlarini, ayrica baska bir calismada
bleomycin’in olusturdugu pulmoner fibrosisi
CAPE’nin azalttig1 tespit edilmistir (20, 21).
CAPE’nin ayrica bdbrek dokusunda olusan
histopatholojik degisiklikleri 6nemli oranda azalttig1
tespit edilmistir (31, 32).
Sonug olarak ¢alismamizda diazinon’un gebe ratlarda
kilo aliminda azalma, yenidogan yavrularinda ise
diisiikk dogum agirligi ve yenidogan ratlarin akciger
dokusunda histopatolojik degisiklikler olusturdugu
ve CAPE’nin ise bu degisiklikleri 6nemli derecede
azaltti1 tespit edilmistir.
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