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Endokrin bozucu; saglikli bir organizmada veya onun
gelecekteki neslinde endokrin sistemin ¢alismasini de-
gistirerek, saglik sorunlarina neden olan disaridan ali-
nan bir maddedir. Metoksiklor (MXC) yaygin olarak
kullanilan organokloriir bir pestisittir. Bu arastirmanin
amaci, MXC uygulamasi ile olusturulan oksidatif stresin
karaciger ve bobrek dokusu tizerinde meydana getirdigi
degisiklikleri tespit etmektir.

Wistar albino siganlar ti¢ gruba ayrildi. Deney gruplari-
na 10 ml susam yag icinde 8 mg/kg ve 16 mg/kg
intraperitoneal olarak 20 giin verildi. Dokular genel
histolojik yapiy1 gérmek amaciyla Hematoksilen-Eozin
(H&E) ve Periyodik Asit Schiff (PAS) ile boyandi
Apoptotik hiicreleri belirlemek amaciyla TUNEL yo6nte-
mi kullanild1.

Diistik dozdan yiiksek doza dogru sintizoidal agikliklar-
da genisleme ve hepatositlerin 1sinsal diziliminde dii-
zensizlikler  gozlendi. Deney gruplarinda bazi
hepatositlerde ¢ekirdegin kayboldugu, vakuol goriiniim
aldigy, bazilarinda ise iri ve heterokromatik yapida oldu-
gu gozlendi. Deney gruplarinin bébrek dokularinda,
proksimal kivrintili tiibiillerin limeninde genisleme,
fircamsi kenar kaybi ve glomerul boslugunda genisleme
gozlendi.

Artan dozlarda MXC’ye maruziyetin bobrek ve karaciger
dokusunda oksidatif stres meydana getirdigi belirlendi.
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ABSTRACT

Endocrine disrupter is a substance causing health prob-
lems by changing the function of the endocrine system
of healthy organism or its future generations. Methoxy-
chlor (MXC) is a widely used organochloride pesticide.
The aim of this study is to examine the effects of MXC-
induced oxidative stress on the liver and kidney tissue.
Wistar albino rats were divided into three groups. Ex-
perimental groups were administered intraperitoneally
in 10 ml of sesame oil 8 mg/kg and 16 mg/kg MXC for
20 days. The tissues, were stained with Hematoxylin-
Eosin and Periodic Acid Schiff to evaluate the general
histological structure. The TUNEL method was used to
determine the apoptotic cells.

From low dose to high dose expansion in the sinusoidal
openings and irregularities were observed in hepato-
cytes radial lineup. In experimental groups, some hepa-
tocytes were found to have lost their nuclei, others was
large and in heterochromatic structure. In experimental
groups of kidney tissues, the expansion in the lumen of
proximal convoluted tubules, the damage of brush bor-
der and the enlargement at glomeruli space were ob-
served

Increased doses of MXC exposure resulted in oxidative
stress in the kidney and liver tissues.
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Metoksiklorun Bébrek Ve Karaciger Dokulari Uzerine Etkisi

GIRIS

Cevresel endokrin bozucular sentetik veya dogal mad-
deler olup (1); endokrin sistemin gelisimi ve fonksiyo-
nunu degistiren, ekzojen madde veya madde karisimla-
ridir. Dogal olarak bulunabildikleri gibi degisik sentetik
ve endiistriyel iiriinlerin icerisinde de yer almaktadirlar
(2). Bu maddelerin ¢ogunun yagda eriyerek, yag doku-
sunda birikerek veya yikilip zararsiz hale getirilmeleri
islemi zor oldugu icin viicutta uzun siire kalip zararh
etkilerde bulunabilmektedirler (3,4). Endokrin bozucu-
larin zararl etkileri agisindan, yasamin hangi dénemin-
de maruz kalindig (5,6), maruz kalinan doz ve etkilen-
me siiresi de ortaya ¢ikacak etki i¢cin dnemli faktorler-
dendir (4). Endokrin bozucularin ¢ok degisik mekaniz-
malar ile antioksidan enzimleri inhibe ettigi ve ortamda
reaktif oksijen radikallerinin artmasiyla apoptotik hiicre
6liimiine neden olduklar1 da diisiiniilmektedir (2,7).
Calismamizda meyve, sebze ve bahgelerdeki boceklere
kars1 yaygin olarak kullanilan organokloriir bir pestisit
olan MXC'nin (8) doz artisina bagh olarak dokularda
olusan oksidatif stresin karaciger ve boébrek dokusu
tizerinde meydana getirdigi histomorfolojik hasari ve
meydana gelen apoptotik hiicre 6liimiini belirlemeyi
amagladik.

GEREC VE YONTEM

Calismada 35 giinliik 90-150 gr agirhiginda Wistar albi-
no tird 36 adet disi sigan kullanildi. Deney baslangicin-
da siganlarin agirliklar belirlendi, rastgele 4 gruba ay-
rild1 ve 20 giin boyunca deney gruplarina 10 ml susam
yagl icinde 8 mg/kg dozda 50 mg MXC ve 16 mg/kg
dozda 100 mg MXC intraperitoneal olarak verildi. Kont-
rol grubuna da ayni 6l¢lide serum fizyolojik enjeksiyonu
yapildi. Karaciger ve bébrek dokular: ¢gikarildi, % 4’lik
formaldehit solusyonunda 24 saat tespit edildi ve rutin
histolojik doku hazirlama metodu ile takip edildi. Daha
sonra 5 pm’lik kesitler alinarak Hematoksilen-eozin
(H+E) ve Periyodik Asit Schiff (PAS) ile boyandi ve 151k
mikroskobunda (Olympus BX51) incelendi.

Parafin bloklardan alinan 4-5 um’lik kesitler polilizin
kapli lamlara alindi. Hazirlanan lamlar standart histolo-
jik yontemler kullanilarak ksilol ile parafini uzaklastiril-
d1 ve dereceli alkol serilerinden gegirilip sulandirildi.
PBS ile yikama yapildi. Oda sicakliginda % 0.1’lik sod-
yum sitrat ve % 0.1'lik Triton X ile hazirlanan
permabilizasyon soliisyonunda 1 saat boyunca inkiibe
edildi. Iki kez beser dakikaka PBS ile yikandiktan sonra
karanlikta 37 oC de TUNEL reaksiyon Kkarisiminda
(Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP
Nick end Labeling) 1 saat boyunca inkiibe edildi. Tekrar
PBS ile yikama yapildi. Daha sonra converter-AP ile 37
oC’de nemli ve karanlik ortamda 30 dak. muamele edil-
di. PBS ile iki defa beser dk yikanan dokular Fast Red
soliisyonu ile inkiibe edilerek apoptotik hiicreler isaret-
lendi. Dokular gliserollii kapatma soliisyonu ile kapatil-
di. Negatif kontrolde pozitif kontrolle ayni hazirlandi
ancak TUNEL reaksiyonunda TdT enzimi kullanilmadi.
Gruplardaki TUNEL+ apoptotik hiicre sayilarin1 karsi-
lastirmak icin, 151k mikroskobu (Olympus BX51) altinda
ayni biiylitmede olacak sekilde (X400) her kesitten rast-
gele 10 farkli alan segildi. Segilen bu alanlarda yesil yan-
simalar ile ayirt edilen TUNEL+ hiicreler Image ] softwa-
re programi kullanilarak dikkatli bir sekilde sayildi. Elde
edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildi.

istatistiksel Analiz

Tiim istatistiksel testler TURCOSA yazilim programinda
yapildl. Gruplarin normal dagilima uygunlugu Shapiro-
Wilk testi ile degerlendirildi. Gruplar arasi karsilastiril-
malarda Tek Yonli Varyans Analizi (ANOVA), gruplar
arasinda farkhligin 6nemli bulundugu durumlarda
Tukey coklu karsilastirma testi kullanildi.

Isik mikroskobik incelemeler sonucu, kontrol grubuna
ait siganlarda normal karaciger morfolojisi gozlendi.
Deney gruplarina ait kesitlerde Glisson kapsiiliinde be-
lirgin bir degisiklik mevcut degildi ve portal alanlarda
ven, arter ve safra kanali yapilar1 mevcuttu. Karacigerin
lobiiler yapisi, merkezde santral ven ve periferde yerle-
sik portal alanlar seklinde goriilmesine ragmen
hepatositlerin 1sinsal yerlesim goéstermedigi saptandi.
Doz artisi ile orantili olarak siniizoidal alanlarda genis-
lemeler gozlendi. Portal alanlarda da mononiikleer hiic-
re infiltrasyonu ve kupffer hiicre sayisinda artis oldugu
belirlendi. Deney grubuna ait hepatosit sitoplazmalari,
kontrol grubu ile kiyaslandiginda daha soluk renkli bo-
yanmasi ile dikkat cekmekteydi. Ayrica, hepatosit ¢ekir-
deklerinin bazilarinin kayboldugu, bazilarinin ise iri ve
heterokromatik yapida oldugu gozlendi (Sekil II).
Karaciger ve bobrek dokusuna ait apoptotik hiicre say1-
mi sonuglar1 Tablo I’ de gosterilmistir. Her iki dokuya ait
verilerin dagilimi Shapiro-Wilk ile test edilmis ve kara-
ciger dokusuna ait apoptotik hiicre sayimlarina iliskin
verilerin dagilimlarinda anlamlilik degeri 0,134 (p>,05);
bobrek dokusuna ait apoptotik hiicre sayimlarina iliskin
verilerin dagilimlarinda anlamlilik degeri 0,170 (p>,05)
olarak bulunmustur. Buna gore gruplara iliskin verilerin
dagiliminin normal oldugu kabul edilerek verilerin ana-
lizinde parametrik testler kullanilmistir. Sayim sonugla-
rina gore; hem karaciger hem de bobrek dokusunda 8
mg/kg MXC uygulanan grup ile kontrol gruplari arasin-
da istatistiksel olarak anlamh bir fark gézlenmezken
(p<0.05), 16 mg/kg MXC uygulanan grup ile kontrol
grubu ve 8 mg/kg MXC uygulanan arasinda veriler
istatiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05) (Sekil III).

TARTISMA

Endokrin bozucu; saghkl bir organizmada veya onun
gelecekteki neslinde endokrin sistemin ¢alismasini etki-
leyen, disaridan alinan madde veya madde karisimlari-
dir (9,10). Bu maddelerin degisik mekanizmalar ile anti-
oksidan enzimleri inhibe ettigi ve ortamda reaktif oksi-
jen radikallerinin artmasiyla apoptotik hiicre 6limiine
neden olduklar1 diisiiniilmektedir. Endokrin bozucula-
rin etkileri; endokrin bozucu ile karsilasma yasina, siire-
sine, miktarina, tek veya karisim seklinde bulunma du-
rumuna gore degisebilmektedir. MXC meyve, sebze ve
bahcelerdeki boceklere karsi yaygin olarak kullanilan
organokloriir bir pestisittir (11). Pestisitlerin canllar
lizerinde meydana getirdigi yan etkileri belirlemek ama-
cyla calismamizda, MXC uygulamasi ile olusturulan
oksidatif stresin farkli dozlarinin karaciger ve bobrek
dokusu iizerinde meydana getirdigi hasarlari
histomorfometrik yontemlerle belirlemeyi amacladik.
DDT, aldrin, dieldrin ve MXC gibi insektisitlerin deney
hayvanlarinda enterohepatik dolasima girdigi, karaci-
gerde toksisite artisina neden oldugu bildirilmistir. Yiik-
sek dozda DDT’nin karaciger nekrozu yaptigy; diisiik
dozlarda ise karaciger biliylimesine neden oldugu goz-
lenmistir (12). Kalipe1 ve ark. yaptiklari ¢alismada,
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Sekil I: A (kontrol grubu), B (8 mg/kg MXC), C (16 mg/kg MXC) bobrek dokusunun 151k mikroskobik goriiniimi (H&E) x40, D
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(kontrol grubu), E (8 mg/kg MXC), F (16 mg/kg MXC) bobrek dokusunun 151k mikroskobik gortinimi (PAS) x40. Glomerul boslu-
gunda genisleme (*). Tiibiil epitel hiicrelerinin diizensizlikler (ok), proksimal kivrintili tiibiil epitelinde fircamsi kenar kaybi1 (ok

basi).

Sekil II: A-B Kontrol grubuna, C-D 8 mg/kg MXC, E-F 16 mg/kg MXC uygulanan karaciger dokularina ait kesitler. Siniizoidal a¢iklik-
larda genisleme (0k), hepatositlerin 1sinsal diziliminde diizensizlikler ve nekrotik alanlar (*), ¢ekirdegini kaybetmis ve balonlasma
dejenerasyonu gosteren hepatositlere (ok basi), glikojen birikimi gézlenen hepatositler (kalin ok).

Tablo I: Karaciger ve bobrek dokusuna ait apoptotik hiicre sayim sonuglari

Veriler Kontrol 8 mg/kg MXC 16 mg/kg MXC
n — — —
X+SS X+SS X+SS P
. 0,000
Karaciger 60 0,73+0,73a 0,97+0,582 1,97+1,40b 0001
. 0.000
Bobrek 90 1,16%1,422 1,48+2,162 4,66+7,02b
0.000
p<,01

Veriler ortalama #* standart sapma olarak ifade edilmistir. Ayni satirda yer alan ayni harfler gruplar arasi benzerligi, farkli harfler
gruplar arasi farkliligl ifade etmektedir.
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Sekil III: A Kontrol grubuna, B 8 mg/kg MXC, C16 mg/kg MXC uygulanan karaciger dokularina ait TUNEL goriintiileri. D Kontrol
grubuna, E 8 mg/kg MXC, F16 mg/kg MXC uygulanan bébrek dokularina ait TUNEL goriintiileri.

pestisitlerin  karaciger siniizoidlerinde dilatasyon,
kuppfer hiicrelerinde proliferasyon ve vena sentralise
yakin siniizoidlerde genislemeye neden oldugunu gos-
termislerdir (13). Fakat yapilan baska bir g¢alismada,
MXC verilen erkek sicanlarda artmis karaciger glukoz-6
fosfataz, azalmis glikojen fosforilaz ve laktat seviyeleri
tespit edilmistir, ancak histopatolojik degisiklikler g6z-
lememis ve MXC'nin karacigerde glikojen kullanimini
tesvik ettigi kanisina varmislardir (14). Literatiirdeki
calismalarla karsilastirildiginda ¢alismamizda, MXC'nin
doz artisina bagh olarak karaciger dokusunda meydana
gelen hasar miktarinda artis oldugu, 16 mg/kg MXC
uygulanan grupta diger deney grubuna goére daha fazla
siniizoidal genisleme, hepatosit yapisinda bozulma ve
kuppfer hiicre sayisinda artis oldugunu goézlenmis ve
MXC'nin karacigerde metabolize oldugu kanisina varil-
migstir.

Organik fosforlu bilesik uygulanmasi sonucu yapilan
histolojik degerlendirmede, deney grubundaki siganla-
rin  timinin boébrek glomeriillerinde ve
intertisyumunda ileri derecede Kkonjesyon,
intertisyumunda ekstravazasyon ve bazi tubulus liimen-
lerinde eritrositlerin bulundugu goézlemislerdir (15).
MXC maruziyetini takiben, bobrek agirliklarinda artis,
glomeril boyutunda azalma ve kapsiil yapisinda kalin-
lasma oldugu

MXC uygulamasindan sonra, proksimal kivrintili bébrek
tiibiillerinde vakuoler dejenerasyon gozlenmistir (17).
Organofosfatli insektist bilesikleri ile zehirlenme olgula-
rinda bobregin histolojik incelemeleri sonucu proksimal
kivrintili tiibiillerde, daha az sayida da distal tiip
segmentlerinde yaygin nekroz alanlari goriildiigi bildi-
rilmistir (18). Bu ¢alismada, kontrol grubuna ait sican-
larda normal bébrek morfolojisi gozlenirken, deney
gruplarina ait bébrek dokusunda doz artisina baglh ola-
rak tiiblil epitellerinde hafif siddete balonlasma ve
hidropik degisiklikler, bazal yerlesim gosteren irili ufak-
I1 vakuoller ve deskuamasyon alanlari belirlendi. Ayni
zamanda glomeril yapisinda segmental bozulma ve
hipertrofik goriintimle birlikte Bowman boslugunda
genisleme ve peritiibliler alanlarda az miktarda

mononikleer hiicre infltrasyon alanlar1 da mevcuttu.
MXC uygulamasi sonucunda, AST, ALT ve ALP seviyele-
rinin yiikseldigi, karacigerde siddetli patolojik hasar
meydana geldigi, sinlizoidal dilatasyon, merkezi ven
tikanikligy, lipid birikimi ve lenfosit infiltrasyonu mik-
roskobik diizeyde belirlenmistir. Ilaveten bébrek doku-
sunda da histopatolojik degerlendirmeler yapilmis ve
tlibiiler epitelin, glomeriiliin temel mezengial hiicrele-
rinde dejenerasyon ve interstisiyal alanda bag doku-
sunda ¢ogalma, makrofaj ve lenfosit inflatrasyonu ol-
dugu tespit edilmistir (19). Bu ¢alismada da MXC'nin
bébrek dokusu tizerinde meydana getirdigi hasar ince-
lendiginde PAS ile boyanan kesitlerde az miktarda fir-
cams1 kenar destruksiyonu ve koyu eozinofilik sitop-
lazmalar1 ve piknotik nukleuslari ile farkedilen, ¢evre-
sindeki diger hiicrelerden ayrilmis, yuvarlak sekilli
nekrotik hiicrelere rastlandi.

MXC kaynakli oksidatif stresin hepatocellular hasarin
artmasina ve serumdaki total protein ve albiimin sevi-
yesinin diismesine ve si¢an karacigerinde pek ¢ok
metabolik enzim seviyesinin artmasina neden oldugu
bildirilmistir (20). Cengiz ve ark. yaptiklar1 ¢alismada
da organoklorlu bir pestisit olan thiodan ile yaptiklari
calismada Gambusia affinis’in karaciger dokularindaki
histopatolojik degisiklikleri incelemisler ve karaciger
dokularinda dejenerasyon, hipertrofi, sinilizoidlerde
genisleme, kanama, piknotik ¢ekirdek, mononiikleer

lenfosit infiltrasyonu, hiicre sitoplazmasinda
vakuolizasyon ve tikanikliga neden oldugunu kaydet-
mislerdir (21).

Bu bilgilerden yola ¢ikarak sigcanlara deneysel olarak
MXC uygulamasi sonucunda meydana gelecek oksidatif
stresin karaciger ve bobrek dokusu iizerindeki roliiniin
incelendigi ¢alismamizda, farkli dozlarda pestisite
maruziyetin dokular lizerinde farkli siddette oksitatif
hasar meydana getirdigi gosterilmistir.

Sonug olarak, serbest radikalleri etkileyerek oksidatif
strese neden olan MXC’'nin mevcut antioksidan savun-
ma sisteminin serbest radikallerin etkisini tamamen
onleyemedigi ve oksidatif stres olarak adlandirilan
durumun ortaya c¢iktigi kanisindayiz. Elde edilen
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istatitiksel sonuglar ve histopatolojik bulgular neticesin-
de farkli dozlarda MXC uygulamasinin, sicanlarin hem
karaciger hem de bobrek dokusu iizerinde dogrudan
etkisi olmasa da yapisal diizeyde belirlenen bir gelisim
bozukluguna neden olabildigini gdstermektedir. Her ne
kadar uzun zamandir pestisitlerin organlar lizerindeki
etkisi konusunda farkli ¢alismalar yapilmis olsa da, ca-
lismamizin hem bilimsel alanda hem de halkin bilingsiz-
ce kullanimi sonucu meydana gelebilecek iirogenital
hasarlarin engellenmesi agisindan bilime katki saglaya-
cagl kanisindayiz.
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