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Ozet

Summary

Sicanlarda organikklorlu bir insektisit olan endosulfanin
neden oldugu hepatotoksisite ve nefrotoksisitede oksidatif
hasarin rolii histolojik ve biyokimyasal olarak arastirildi.
Deney gruplart; kontrol (Grup I), diisiik doz endosulfan
(Grup II), orta doz endosulfan (Grup III) ve yiiksek doz endo-
sulfan (Grup IV) seklinde olusturuldu . Grup II, III ve IV'deki
sicanlara (n=18) tek doz sirasiyla 11 mg/kg (LD50'nin %10'u),
22 mg/kg (LD 50min %20'si) ve 33 mg/kg (LD50'nin %30'u)
endosulfan intragastrik olarak uygulandi. Kontrol grubuna esit
hacimde serum fizyolojik uygulandi. 24 saat sonra tiim hay-
vanlar servikal dislokasyon yontemiyle oldiirildi. Biyo-
kimyasal ve histolojik caligmalar icin uygun teknikler kul-
lanilarak karaciger ve bobrek doku drnekleri ¢ikartildi. Dokuda
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px),
glutatyon rediiktaz (GR), katalaz (CAT) ve glukoz-6-fosfat de-
hidrogenaz (G6PDH) aktiviteleri ve malondialdehit (MDA)
diizeyleri tayin edldi. Histolojik ¢aligmalar i¢in, doku drnekleri
%10'luk nétral formalin solusyonunda tesbit edildi ve rutin 151k
mikroskopik takip yontemleriyle parafin bloklara alindi.
Parafin bloklardan elde edilen seri kesitlere Hematoksilen-
Eozin ve Masson tglii boyalar1 uygulandi. Isik mikroskopisi
diizeyinde karaciger ve bobrek histolojik yapilar incelendi.

Bu ¢alismada, karaciger SOD aktiviteleri Grup I-Grup II,
Grup I-Grup 1V, Grup II- Grup IV ve Grup III-Grup IV arasin-
da anlamli bir artig gosterdi (sirasiyla; p<0,01, p<0.01, p<0.01
ve p<0.05). Bobrek dokusunda ise, Grup I-Grup III, Grup I-
Grup IV ve Grup II-Grup IV arasinda anlamli bir fark
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The histological and biochemical roles of oxidative dam-
age were investigated in relation to hepatotoxicity and nephro-
toxicity induced by endosulfan an organochlorine insecticide,
in rats. The experimental groups in present study were as foll-
lows: Control (Group I), low dose of endosulfan (Group II),
medium dose of endosulfan (Group III) and high dose of en-
dosulfan (Group IV). A single dose was administered via intra-
gastric way to 18 rats in each treatment group at the following
levels: 11 mg/kg (10% of LD50) for Group II, 22 mg/kg (20%
of LD50) for Group III and 33 mg/kg (30% of LD50) for
Group 1V, respectively. An equal amount of physiologic saline
was also given to control rats. The rats in all treatment groups
were killed by cervical dislocation after 24 hours. The tissue
samples of liver and kidney were taken by using appropriate
techniques for biochemical and histological examination. The
level of malondialdehyte (MDA) and the activities of superox-
ide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GSH-Px), glu-
tathione reductase (GR), catalase (CAT) and glucose-6-phos-
phate dehydrogenase (G6PDH) were determined in tissue sam-
ples. Furthermore, tissue samples were kept in 10% neutral for-
maline solution and then transferred into the paraftine blocks
for histological examination. Paraffine sections was stained
with Haematoxylen-Eosine and Masson triplet then examined
by light microscope.

In this study, a significant increase in liver SOD activity
was statistically significant, p<0.01, p<0.01, p<0.01, p<0.05 and
between the groups of I and I, I and IV, II and IV, and III and
IV, respectively. The increases in kidney SOD activity were also
found to be significant, p<0.05, p<0.01 and p<0.05 between the
groups of I and III, I and IV, and II and IV, respectively. MDA
levels in both kidney and liver increased due to increasing dose
of endosulfan. No changes were observed in the activities of GR
and GOPDH as well. CAT and GSH-Px activities in liver tissue
significantly (p<0.01) reduced in group I and II.
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sozkonusuydu (sirasiyla; p<0.05, p<0.01 ve p<0.05). Dokuda-
ki (karaciger ve bobrek) MDA diizeyleri de endosulfan dozuna
bagimli olarak artti. GR ve G6PDH aktivitelerinde herhangi bir
degisiklik gozlenmemisti. CAT ve GSH-Px aktiviteleri ise,
karaciger dokusunda Grup [-Grup IV arasinda anlamli bir azal-
ma gostermistir (p<0.01).

Sonug olarak, si¢an karaciger ve bobrek dokularinda en-
dosulfana bagli olarak SOD aktivitesinde ve MDA diizey-
lerindeki artig, endosulfan metabolizmas1 sirasinda olusan
serbest radikaller ve onlarm lipit peroksidatif hasarinin bir
gostergesidir. Sonugta, endosulfana bagl bir peroksidatif hasar
sozkonusudur. Bu biyokimyasal bulgularimiz1 histolojik bul-
gularimiz da desteklemektedir. Karacigerde, 6zellikle santral
ven periferinde lokalize hepatositlerde daha belirgin olmak
iizere parankimde hidropik ve vakuoler dejenerasyonlar, sinii-
zoidlerde dilatasyon ve Kupfter hiicre proliferasyonu gozlendi.
Bobrek dokusunda karacigere oranla daha fazla yapisal
degisiklikler saptandi. Perivaskiiler ve peritubuler mononiik-
leer hiicre infiltrasyonlari, glomeruler ve tubuler dejenerasyon-
lar baglica mikroskopik bulgularimizdi.

Anahtar Kelimeler: Biyokimya, Endosulfan, Histoloji,
Peroksidatif hasar, Sican
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In conclusion, an increase in MDA level and SOD acti-
vity in rat liver and kidney tissues due to endosulfan may be an
indicator of the free radicals occured during the metabolism
and their lipid peroxidative inducing damage. Finally, a perox-
idative damage occurs inevitably due to endosulfan. The histo-
logical results also showed such a damage, similar with the
biochemical results. In liver, dilatation in sinuzoidal capillar-
ies, hidropic and vacuolar degenerations in the hepatocytes and
Kupffer cell proliferation was examined. The microscopical re-
sults in the kidney were mainly perivascular and peritubular
mononuclear cell infiltrations, glomerular and tubular degener-
ations.

Key Words: Biochemistry, Endosulfan, Histology,
Peroxidative damage, Rat
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Insektisit kullanilan tarim alanlarinda insek-
tisitlerin dogal dengeyi bozarak, besin maddeleri
iizerinde, toprakta ve suda uzun siire pargalan-
mayan kalintilar birakarak, besin zinciri yoluyla
yiiksek yapili organizmalara ve insanlara gegerek
dokularda biriktigi ve bu yolla insan ve hayvan
sagligin1 tehlikeye soktugu anlasildiktan sonra
arastiricilar bu kez insektisitlerin olumsuz etkileri-
ni aragtirmaya yoneldiler.

Cok sayida tamamlanan galismalarda cesitli
hayvan tiirlerinde endosulfanin akut, subakut ve
kronik toksikolojik etkileri tanimlanmistir.
Endosulfan insan ve c¢esitli deney hayvanlarinda
genotoksik, nefrotoksik, hepatotoksik, embriyotok-
sik, teratojenik, hematolojik toksisite, immiinolojik
toksisite ve respiratuar toksisite etkileri ¢esitli
arastirmalarla (in-vivo ve in-vitro) ayrintili sekilde
calisilmistir. Yakin zamanda gergeklestirilen ¢alig-
malarda da endokrin organlarda (tiroid, paratiroid
gibi) da entoksikasyonlar1 gosterilmistir.

Endosulfanin toksik etkileri {izerine yapilan
calismalar, primer lezyonlarin temelde artan kro-
mozomal hasarlar oldugunu gostermistir. Arpa ve
mercimeklerde multipolar ig olusumu (1,2), fare
kemik iligi hiicrelerinde mikroniikleuslu polikro-
matik eritrosit olusumu (1,3) ve endosulfana maruz

kalmis tarim iscilerinin lenfositlerinde kromatid
kiriklarinda artislar goriilmiistiir (4). Hamsterlerde
de kemik iligi hiicrelerinde kromozomal aberas-
yonlara neden oldugu gésterildi (5). ilaveten, geng
Swiss albino farelerin kemik iligi hiicrelerinde mi-
tozu bozucu degisikliklere neden oldugu (6) ve
meyva sineklerinde mutajenik etkilere sahip oldugu
(7) rapor edilmistir.

Literatiirde endosulfanin toksik etkileriyle il-
gili ¢ok sayida rapor bulunmaktadir. Histopatolojik
bulgular, ticari endosulfan uygulanmig deney hay-
vanlarinda sekonder paratiroid hiperplazi (8), ka-
racigerinde kanlanma ve siniizoidlerde genigleme
oldugunu gostermistir (9-11). Bobrek dokusunda,
mononiikleer hiicre infiltrasyonu tesbit edilmis,
ayni zamanda proksimal tubul hiicrelerinin tahrip
oldugu, cekirdeklerin kontrol grubuna goére asiri
derecede sistigi goriilmiistiir (9). Patolojik bozuk-
luklar incelendiginde en fazla etkinin bobrek
dokusunda oldugu goézlenmektedir (9,12-17).
Bobrekte kanlanma, 6zellikle damarlar ¢evresinde
mononiikleer hiicre infiltrasyonunun daha yogun
goriilmesi, bobrekte yer yer yag dokunun olugmasi
organoklorlu bir bilesik olan endosulfan ve
metabolitlerinin yag metabolizmasinm hizlandirarak
yag olusumunun artmasiyla buralarda biriktigini
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Tablo 1. Deney plani
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Deney Gruplari Hayvan Sayis1 Tedavi Doz Siire

I 6 Kontrol - 24 saat
I 6 Endosulfan 11 mg/kg* 24 saat
I 6 Endosulfan 22 mg/kg** 24 saat
v 6 Endosulfan 33 mg/kg*** 24 saat

*  Diisiik doz, LDs¢'nin %10 (10).
**  Orta doz, LDsy'nin %20'si (10).
*** Yiiksek doz, LDsg'nin %30'u (10).

gostermektedir. Proksimal tubullerde g¢ekirdeklerin
liimene atilmasi seklinde goriilen asir1 harabiyet bu
hiicrelerin fonksiyonlarmi kaybettiginin bir goster-
gesidir (9,13). Rauber (18), endosulfanin hayli tok-
sik oldugunu, 6zellikle erkek sicanlarda, paratiroid
bezlerinde hiperplaziye neden oldugunu rapor et-
mistir. Bununla birlikte, fare tiroid bezlerinin genel-
likle hiicre membran hasari ile ilgili oldugu gozlen-
mistir (7). Yapilan bir¢ok ¢alismada ¢esitli hayvan
tirlerinde endosulfanin akut ve subakut etkileri
tanimlanmistir. Son zamanlarda endosulfanin toksik
etkilerinin hepatik ve ekstrahepatik dokularda
metabolik bazi parametreler lizerinden olduguna i-
ligkin kanitlar da mevcuttur. p450, glutatyon-S-
transferaz (GST) aktivitesi ve glutatyon (GSH) mik-
tarlar1 hepatik ve ekstra hepatik dokularda ¢alisilmis
ve anlamli sonuglar elde edilmistir (10).

Bu aragtirmada, endosulfanin sirasiyla diistik,
orta ve yliksek olmak iizere ii¢ farklt dozunun sican
karaciger ve bobrek dokular1 superoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-
Px), glukoz 6-fosfat dehidrojenaz (G6PDH) ve glu-
tatyon rediiktaz (GR) aktiviteleri ile malon dialde-
hit (MDA) diizeyleri {izerine etkileri saptanarak,
endosulfanin etki mekanizmasinda oksidatif stresin
onemini incelemeyi amagliyoruz. {laveten, histolo-
jik ¢aligmalarla biyokimyasal parametrelerin karsi-
lagtirmasi yapilarak sonugclar tartisilacaktur.

Materyel ve Metod
Deney Hayvanlan

Bu ¢aligmada agirliklar1 190 - 250 gram arasin-
da degisen, erkek, Wistar albino cinsi si¢anlar kul-
lanilmistir (n=24). Her biri ayr1 kafese konan si¢an-
lara yeteri kadar (ad libitum) su ve yem (Yem
Kurumu Standart Sigan Yemi) verildi.
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Uygulama Dozlar:

Caligmada kullanilan 24 sigan dort esit gruba
ayrildi; Grup I (kontrol), Grup II (Endosulfan,
disik doz), Grup III (Endosulfan, orta doz), ve
Grup 1V (Endosulfan, yiiksek doz). Tiim hayvanlar
24 saat a¢ birakildiktan sonra, Grup II, III ve
IV'deki hayvanlara sirasiyla diisiik doz (LDsy'nin
%10u; 11 mg/kg), orta doz (LDsy'nin %20'si; 22
mg/kg) ve yliksek doz (LDsy'nin %30'u; 33 mg/kg)
endosulfan 8 numara feeding tiip yardimiyla intra-
gastrik yoldan tek doz olarak verildi (13). Kontrol
grubu hayvanlara esit hacimde serum fizyolojik
uyguland: (Tablo 1).

Biyokimyasal Materyaller

Deney siiresinin sonunda (24 saat sonra) sigan-
larin gogiisleri agilarak SOD, GSH-Px, GR, CAT,
G6PDH aktivitelerini ve MDA diizeylerini tayin et-
mek i¢in sol bobrekleri ve karaciger sol loblar1 uy-
gun teknikler kullanilarak ¢ikartildi.

Histolojik Materyaller

Histolojik ¢aligmalar i¢in ise; sag karaciger lobu
ve sag bobrek doku ornekleri ¢ikartildi ve %10'Tuk
nétral formalin solusyonunda tesbit edildiler.

Histolojik Calismalar

%10 'luk notral formalinde tesbit edilen doku
ornekleri yikama isleminden sonra parafin bloklara
gomiildiiler. Hazirlanan parafin bloklardan Lipshaw
tipi kizakli mikrotom ile 4-6 mikrometre kalinligin-
da kesitler alinmistir. Bu kesitler Hematoksilen -
Eozin ve Masson triple (ii¢lii) boyalar1 ile boyan-
mistir. Olympus BX50 tipi binokiiler mikroskopta
incelenen kesitlerden mikrofotograflar elde edil-
mistir.
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Biyokimyasal Calismalar

Karaciger ve bobrek dokular1 dnce, kan1 uzak-
lagtirmak maksadiyla deiyonize suyla yikandi.
Bundan sonra 1000 U'da yaklasik 3 dakika siireyle
homojenizatdrle (1 KA Loborteknik Ultra-Turrax
T25 model) homojenize edildi. Elde edilen homo-
jenat 10 dakika siireyle 6000 g'de santrifiij edilerek
¢ekirdek ve sitoskelaton c¢oktiirlilmiistiir. Protein
konsantrasyonu (Lawry yontemi ,19), SOD, GSH -
Px, CAT, G6PDH ve GR aktiviteleri ile MDA se-
viyeleri bu fraksiyonda ol¢iildii. Biitiin deneyler
+4°C'de yapildi. SOD, GSH - Px ve G6PDH U/mg
protein GR mU/mg protein, CAT k/mg protein
cinsinden hesaplanmuistir.

Doku SOD, GSH-Px, G6PDH ve GR ak-
tiviteleri ticari kitler (SOD i¢in Ransod; GSH-Px,
G6PDH ve GR i¢in Randox) kullanilarak spektro-
fotometrik yontemle olciilmiistiir.

Siiperoksit dismutaz ¢esitli yollarla ortaya ¢i-
kan siiperoksit radikalinin H,0,'ye dismutasyonunu
katalizler. SOD aktivitesi ksantin - ksantin oksidaz
(XOD) sistemi tarafindan iiretilen siiperoksit
radikalinin 2-(4-iyodo-fenil)- 3-(4-nitrofenol)-5-fe-
nil tetrazolium kloriir (INF) ile meydana getirdigi
kirmiz1 renkli formazon boyasimnin 505 nm dalga
boyunda verdigi optik densitenin (OD) spektrofo-
tometrik olarak 6l¢iimii esasina dayanarak o6l¢iildii.
Sonuglar GR i¢in mU/mg protein, SOD, GSH-Px
ve G6PDH i¢in U/mg protein ve CAT k/mg protein
cinsinden hesaplanmustir.

Glutatyon peroksidaz, H,O, tarafindan rediikte
glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG) yiik-
seltgenmesini katalize eder. GSH-Px reaksiyonun-
da olusan GSSG, glutatyon rediiktaz (GR) ve
NADPH yardimiyla GSH'a indirgenir . GSH-Px ak-
tivitesi, NADPH'iIn NADP*'ye yiikseltgenmesi
sirasinda olusan absorbans farkinin 340 nm'de
okunmasiyla 6l¢iilmiistiir. Sonuglar U/mg protein
cinsinden hesaplanmstir.

CAT aktivitesi Aebi'nin yontemi ile 6l¢iilmiis-
tiir (20). Deneyde 240 nm dalga boyunda H,O,
miktarinin katalaz tarafindan azaltilmasi 15 saniye
araliklarla 2.5 dakika siiresince belirlendi.
Hesaplanan regresyonlara gore herbir analiz i¢in
uygun absorbanslar alinarak, katalaz aktivite degeri
elde edildikten sonra sonuglar k/mg protein cinsin-
den hesaplanmustur.
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G6PDH aktivitesi ticari kit kullanilarak
6l¢iildii. G6PDH, NADP+ varliginda glukoz 6-fos-
fat, 6-fosfoglukonata oksitlenirken bu esnada ok-
side NADP*, NADPH+H"a rediiklenir. G6PDH ak-
tivitesi NADPH+H"1n artan absorbans hizinin 340
nm'de spektrofotometrik olarak ol¢iilmesi esasina
dayanmaktadir.

Glutatyon rediiktaz (GR) NADPH+H" mevcu-
diyetinde glutatyonun rediiksiyonunu katalize eder
ve sonucgta GSH (rediikte glutatyon) olusur. GR
rediikte NADPH+H"in okside NADP*'ye yiikselt-
genmesi sirasinda olusan absorbans farkinin 340
nm'de okunmastyla 6l¢iilmiistiir.

Tiim spektrofotometrik 6l¢iimlerde Schimadzu
marka 1208 . UV - VIS (Japan) spektrofotometresi
kullanilmistir.

Doku lipit peroksidasyon diizeyleri Uchiama
ve Mihara yontemiyle (21) doku homejenatinda
tiyobarbitiirik asit reaktif substans (TBARS) kon-
santrasyonlar1 Olciilerek saptandi. 3 ml %]1'lik
H;PO, (Fosforik asit) ve %0.6'ik 1 ml TBA
(Thiobarbitiirik asit) solusyonu %10Tuk 0.5 ml
doku homejenat ile karistirildi. Karigim 45 dakika
sireyle kaynar su banyosunda tutuldu. Cesme
suyunda sogutuldu. 4 ml n - butanol eklendi.
Vortekslendi Absorbans 532 nm'de butanole karsi
(e =1.56 x 10° M! em!) okundu, nmol/gram pro-
tein cinsinden ifade edildi.

Istatistiki degerlendirmeler igin 'SPSS 7.50 for
Windows' istatistik paket programindan yarar-
lanilmustir, veriler aritmatik ortalama + standart de-
viasyon seklinde ifade edilmistir. Farkli gruplarin
ortalamalarinin karsilastirilmasinda Mann -
Whitney U testi kullanilmistir.

Bulgular
Biyokimyasal Sonuclar

Karaciger dokusu SOD aktivite diizeyleri Grup
I'de 10.75+0.7, Grup II'de 13.85+ 2.28, Grup III'de
16.3844.21 ve Grup IV'de 22.86+6 U/mg protein
olarak saptanmistir. Grup I ile Grup II arasinda,
Grup I ile Grup IV arasinda, Grup II ile Grup IV
arasinda ve Grup III ile Grup IV arasinda istatistik-
sel olarak anlamli bir artig oldugu saptanmigtir
(sirasiyla, p<0.01, p<0.01, p<0.01 ve p<0.05)
(Tablo 2).
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Tablo 2. Endosulfanin sican karaciger dokusu SOD, GSH-Px, GR, CAT, G6PDH aktiviteleri ve MDA

diizeyleri lizerine etkisi

GRUPLAR SOD GSH-pX GR CAT G6PDH MDA
U/mgprotein U/mgprotein mU/mgprotein k/mgprotein U/mgprotein nmol/gprotein

I 10.75+ 0.7 0.95+0.1 136+ 12.9 0.79+ 0.072 0.46+ 0.072 248+12.7
I 13.85+2.28 0.91+0.141 132+13.9 0.72+0.13 0.48+0.092 292425.5
P(grupl/grupll) <0.01 od od od 6d <0.05
I 16.38+4.21 0.80+0.15 130+21.1 0.65+0.87 0.54+0.081 427+57
P(grupl/gruplll) 6d od od od od <0.01
P(grupll/gruplll) 6d od od od od <0.01
v 22.86+6 0.65+0.13 126+20.1 0.62+0.052 0.56+0.123 514473
P(grupl/gruplV) <0.01 <0.01 od <0.01 od <0.01
P(grupll/gruplV) <0.01 <0.01 6d od 6d <0.01
P(gruplll/gruplV)  <0.05 od od od 6d <0.05

od: onemli degil

Tablo 3. Endosulfanin sican bobrek dokusu SOD, GSH-Px, GR, CAT, G6PDH aktiviteleri ve MDA diizey-

leri tizerine etkisi

GRUPLAR SOD GSH-pX GR CAT G6PDH MDA
U/mg protein U/mg protein mU/mg protein k/mg protein U/mg protein nmol/g protein

I 9.04+1.45 0.33£0.035 244+18.5 0.276+0.035 0.35+0.051 86+11
I 9.86+1.68 0.35+0.051 250+20.4 0.290+0.054 0.36+0.058 102+20
P(grupl/grupll) od od od od od od
I 11.94+1.90 0.326+0.029 253+39.9 0.295+0.039 0.41+0.066 138+37
P(grupl/gruplll) <0.05 od od od od <0.01
P(grupll/gruplll) od od od od od od
v 12.6542.06 0.27+0.059 256+26.9 0.31+0.052 0.425+0.092 167+24
P(grupl/gruplV) <0.01 od od od od <0.01
P(grupll/gruplV) <0.05 od od od od <0.01
P(gruplll/gruplV) od od od od od od

od: onemli degil

CAT ve GSH-Px aktivitelerine bakildiginda,
Grup I ile Grup IV arasinda anlamli bir azalma
(p<0.01) oldugu goriilmektedir (Tablo 2).

MDA diizeylerinde ise kontrol grubundan
baglayarak diisiik, orta ve yiiksek doz endosulfan
uygulanan deney gruplar1 arasinda yiiksek doza
dogru gidildikge anlamli (p<0.05 ve p<0.01)
artislarin oldugu saptandi (Tablo 2).

Kontrol ve deney grubu hayvanlara ait bobrek
dokusu GSH-Px, GR, CAT ve G6PDH aktiviteleri-
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ne bakildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli degisiklikler saptanmamustir. Ancak, Grup
III'deki SOD aktivitesi Grup I'den, Grup IV'deki
SOD aktivitesi de Grup I ve Grup II'den anlaml
olarak yiiksekti (sirasiyla; p<0.05, p<0.01 ve
p<0.05) (Tablo 3).

Bobrek dokusu SOD aktiviteleri, Grup III -
Grup I, Grup IV - Grup I, ve Grup IV- Grup 1I
arasinda istatistiksel olarak anlamli olarak farkliydi
(srastyla; p<0.05, p<0.01, p<0.05). SOD ak-

5



Erdal KARAOZ ve Ark.

SICAN KARACIGER VE BOBREK DOKULARINDA ENDOSULFAN TOKSISITESINDE OKSIDATIF HASARIN ROLU

fh‘?‘;‘ . '&9

f’*»d

Xy *7.‘. : ...+ . ~.-§ z,'

Sekil 1a,b. Kontrol grubuna ait sican karacigerinin normal h1st010_|1k gorunumlerl ;‘, portal alan, sv:santral ven (Hematoksﬂen-

Eozin; (a)x48,(b)x120).

Sekll 2 Dusuk doz endosiilfan alan gruba ait goriinim. Vena
sentralise yakin siniizoidlerde genisleme (*) ve 6zellikle v. sen-
tralis periferindeki hepatositlerde belirgin olmak iizere lipit
damlaciklarina benzer yaygin vakuoler yapilar izlenmektedir
(kiiglik ok). Baz1 ¢ekirdek yapilart normal izlenmekle beraber
bazilar1  heterokromatiklesme gdsteriyor (biiyiik ok).
(Hematoksilen-Eozin;x240).

tivitelerinde dozdaki artiga bagimli olarak bir artis
sozkonusuydu (Tablo 3). Dokudaki MDA diizeyleri
de endosulfan dozuna bagimli olarak anlaml sekil-
de artmisti. Grup I'de 86+11 iken, Grup IlI'de
138437 ve Grup IV'de ise 167424 nmol/g protein
olarak saptandi (Tablo 3).

Histolojik Sonug¢lar

Kontrol grubu olarak alinan ve oral tek doz in-
tragastrik serum fizyolojik uygulanan siganlara ait
karaciger ve bobrek kesitlerinde, bu organa 6zgii

6

Sekll 3. Yuksek doz endosulfan almls gruba ait karaciger
orneginin histolojik goriiniimii. Siniizoidlerde genislemenin
(*) yanisira santral vene komsu parenkim hiicrelerindeki
vakuolizasyon (kii¢iik ok) ve heterokromatiklesmis ¢ekirdekler
(biiytik ok) izlenmekte (Masson {iglii boyasi;x240).

histolojik yapilar disinda herhangi bir bulguya rast-
lanmamustir (Sekil 1a,b; 4a,b; 5).

Farkli dozlarda (diisiik, orta ve yiiksek) intra-
gastrik endosulfan uygulanmis siganlarin karaciger
doku 6rneklerinin histolojik incelemelerinde, portal
alanlarda herhangi bir yapisal degisiklik gozlen-
mezken, klasik karaciger lobullerinde, ozellikle
santral ven etrafindaki hepatositlerde daha belirgin
olmak iizere hidropik dejenerasyonlar mevcuttu.
Bununla birlikte, hepatositlerde lipit damlaciklari-
na benzer yaygin vakuoliimsii yapilar ve heterokro-
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Sekll 4. Kontrol grubuna ait sicanin bobrek dokusunun korteks bolgesinden iki farkls buyutmedekl (a x120 b: x240) goriiniim izlen-
mekte. Normal glomeriil ve tiibiiler yapilar goriilmektedir (Masson {i¢lii boyast).

matiklesmis c¢ekirdek yapilar1 gézlenmistir. Sinii-
zoidlerde dilatasyon ve Kupffer hiicre proliferas-
yonu endosulfan uygulanmis hayvanlarin karaciger
dokularinda dikkati ¢eken diger bulgular idi. Tiim
bu yapisal degisiklikler doza bagli olarak hafif artig
gostermekteydi (Sekil 2,3).

Bobrek dokularinin histolojik incelemelerinde
ise, oncelikle karacigere oranla yapisal degisiklik-
ler daha belirgin olarak izlendi. Endosufan almig
hayvanlarin bobrek dokularinda, glomeruller ve tu-
bullerde yapisal diizensizliklerin yani sira peritu-
buler ve perivaskuler mononiikleer hiicre infiltras-
yonlar1 dikkati ¢ekmekteydi. Hasarlanmig tubul
hiicre sitoplazmalar1 artmis vakuoler dejenerasyon
nedeniyle kopiigiimsii bir yap1 kazanmisti. Bébrek
tubuler parankim hiicrelerinde hidropik degisiklik-
ler mevcuttu. Damarlar ¢evresinde odaklanmis
olarak gozlenen hiicre infiltrasyonlar1 6zellikle kor-
teks ve kortiko - medullar bileskede yer almisti
(Sekil 6,7,8a,b,c). Tiim bu yapisal degisiklikler
doza bagimli olarak hafif artiglar gostermekteydi.

Tartisma

Caligmamizda, deney grubunda SOD ak-
tivitelerinin doza bagl olarak yiikselmesi karaciger
ve bobrek dokularinda serbest radikal iiretimi
artisinin bir gdstergesi olabilir. MDA seviyesinin
deney gruplarinda (karaciger ve bdbrek dokusu
igin) artis1 ise artmig serbest radikallerin neden
oldugu lipit peroksidasyonunun bir gostergesi
olarak kabul edilebilir. Endosulfan uygulanmis
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Sekll 5. Kontrol grubuna ait siganin bobrek dokusunun korteks-
medulla bileskesinden gegen bir goriiniim izlenmekte. Normal
histolojik yapilar goriilmektedir (Hematoksilen-Eozin;x48).

hayvanlarin karaciger ve bobrek dokularinda enzim
aktivitelerindeki artis serbest radikallere kars1 enzi-
matik savunma mekanizmasinin arttirilmasi ¢a-
balarin1 gosteriyorsa da, MDA artis1 bu cabalarin
yetersiz kaldigimi gostermektedir. Onceki bir calis-
mada, endosulfanin oksidan stres lizerindeki etkisi
arastirillmisg, tek doz (30 mg/kg LDsy'nin yaklasik
%30'u) endosulfan uygulanmasimin sigan karaciger
ve beyin dokularinda lipit peroksidasyonun bir
gostergesi olan tiobarbitiirik asit reaktif subs-
tanslarinda (TBARS) 6nemli bir artis bildirilmistir
(22).
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nmis sigana
ait bobregin panoramik goriniimii. Glomeriiller (*) ve
tiibiillerde (kiigiik ok) yapisal diizensizliklerin yanisira peri-
tiibiiler ve perivaskiiler mononiikleer hiicre infiltrasyonlari
(biiylik ok) dikkati ¢ekmektedir (Hematoksilen-Eozin;x48).

l 7. 1dy bun ait sfg:an]n krteks-medulla:
bileskesinden gegen kesitte diffiiz mononiiklear hiicre infilt-
rasyonu izlenmekte (*) (Hematoksilen-Eozin;x48).

SICAN KARACIGER VE BOBREK DOKULARINDA ENDOSULFAN TOKSISITESINDE OKSIDATIF HASARIN ROLU

b) ve yiiksek (c) doz en-
dosiilfan uygulanmis hayvanlara ait bobrek histolojik
goriintimleri. Perivaskiiler ve peritiibiiler alanlarda odaklanmis
mononiiklear hiicre infiltrasyonlar1 (*), tiibiillerde vakuoler de-
jenerasyona bagli olarak kopiigiimsii goriiniim (ok uglari) ve
hidropik degisiklikler izleniyor (Hematoksilen-
Eozin;a,b,c;x120).

Bu c¢alismada, GR ve G6PDH aktiviteleri
karaciger ve bobrek dokularinda endosulfandan
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etkilenmedi. Onceki bir calismada, endosulfanin
eritrosit glutatyon rediiktaz aktivitesinde 6nemli bir
azalmaya, G6PDH aktivitesinde ise artisa neden
oldugu gosterilmistir (23). G6PDH aktivitesindeki
bu artisin glutatyon rediiktaz aktivitesindeki azal-
madan dolay1 azalmis glutatyon diizeylerini kom-
panse etmek icin bir yanit olabilecegi ileri
siiriilmiistiir.

Mevcut c¢alismada, CAT ve GSH-Px ak-
tivitelerine bakildiginda; karaciger dokusunda CAT
aktivitesi kontrol grubuna gore yiiksek doz endo-
sulfan uygulanan gruplarda anlamli sekilde
azalmist1. Bobrek dokusunda ise bir degisiklik goz-
lenmedi. GSH-Px ise, bobrek dokusunda bir fark-
lilik gostermezken, karaciger dokusunda doza bagh
olarak anlamli bir diisiis gostermisti. GSH-Px ak-
tivitesindeki azalma; yeteri kadar indirgenmis glu-
tatyonun saglanamamasi (glutatyon rediiktaz reak-
siyonuyla), GSH-Px'in substrat1 (glutatyon) yeteri
kadar olmadigindan H,0,'yi suya indirgeyememe-
siyle sonuglanir. H,0O, diizeylerinin yiikselmesi de
hiicre hasarina neden olmaktadir. Bununla birlikte
ortamda fazla miktarda O, (siiperoksit) radikali
varsa bu CAT ve GSH-Px 'i inhibe edebilmektedir.
Nitekim SOD'deki artis ortamda fazla miktarda
stiperoksit radikalinin bir gostergesi olabilir. Fakat,
SOD'deki olusan bu artis olusan bu serbest
radikallerin ortadan kaldirilmasinda yeterli ol-
madig1 i¢in de lipit peroksidasyonundan hiicreyi
koruyamadigi ve sonugta bunun gostergesi olan
MDA'nin arttig1 diisiiniilebilir.

Onceki hicbir calismada CAT ve GSH-Px'e
iligkin sonuglar bulunmamaktadir.

Endosulfan uygulanmis siganlarin kan ve be-
yin glutatyon diizeylerinde Onemli artis (24),
karaciger ve beyin glutatyon-S-transferaz aktivi-
telerinde de onemli oranda artislar (45) bildiril-
mistir. Bununla birlikte, testikiiler sitosolik konju-
gasyon enzim glutatyon-S-transferaz aktivitesinde
inhibisyon rapor edilmistir.

Siddiqui ve arkadaglar1 (10) yaptiklar1 calisma-
da farkli dozlarda (11 mg/kg, 22 mg/kg, 33 mg/kg)
oral endosulfan uygulanmasini takiben hepatik ve
ekstrahepatik dokularda GST (Glutatyon-S-trans-
feraz) aktivitelerini ve GSH (rediikte glutatyon)
diizeylerini ¢aligmislardir. Sonugta SOD'a benzer
bir etki gosteren GST aktivitesinin karacigerde
degismedigini, bobrekte ise anlamli sekilde azal-
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digmi gostermislerdir. Bizim ¢aligmamizda benzer
olarak, GSH-Px diizeyleri, karaciger dokusunda
diisiik ve yiiksek doz endosulfan uygulanan gruplar
icin diiserken, orta dozda yiikselmekteydi.
Bobrekte ise, ii¢ farkli dozda da anlamli diisiisler
$06z konusuydu. Goriildiigii gibi, iki farkli dokunun
ayni doz ve siirede uygulanan etkene kars1 yanitlar
oldukca 6nemli farkliliklar gostermektedir. Bundan
bagka, ayn1 substrat1 kullanan fakat hiicresel kom-
partmanlar farkli olan bu iki enzimin boyle farkli
davranis gostermesi kinetik incelemeler agisindan
anlamlilik ifade edebilir. Bu bulgular CAT ve
GSH-Px icin daha detayli arastirmalar yapma
geregini ortaya koymaktadir.

Caligmamizda, karaciger ve bobrek dokularin-
da endosulfana bagl olarak SOD aktivitesinde ve
MDA diizeylerindeki artig, endosulfan metaboliz-
masi sirasinda olusan serbest radikaller ve onlarin
lipit peroksidatif hasarmnin bir gostergesidir. So-
nugta, endosulfana bagl bir oksidatif hasar sz
konusudur. Bu biyokimyasal bulgularimiza paralel
olarak karaciger ve bobrek dokularmin histolojik
incelemelerinde, peroksidatif hasara uygun bulgu-
lar (hiicresel hasarlar, mononiikleer hiicre infiltras-
yonlari gibi) tesbit edilmistir.

Karaciger doku 6rneklerinin histolojik incele-
melerinde, 6zellikle santral ven periferinde lokalize
hepatositlerde daha belirgin olmak tizere doza bagh
olarak artan oranlarda, hidropik ve vakuoler deje-
nerasyonlar, siniizoidlerde dilatasyon ve Kupffer
hiicre proliferasyonu gozlendi. Bébrek dokusunda
ise, endosulfana bagl harabiyet karaciger doku-
suna oranla daha agir bir tablo gdstermekteydi.
Perivaskiiler ve peritubuler mononiikleer hiicre in-
filtrasyonlar1, dejenere glomeriiler ve tubuler
yapilar dikkati ¢eken 6nemli yapisal degisiklikler-
di. Ilaveten, bobrek tubul hiicrelerinde hidropik
degisiklikler ve vakuoler dejenerasyonlar saptandi.

Biyokimyasal bulgularimiza gore, gerek SOD
aktivitesi gerekse MDA diizeylerine bakildiginda,
karaciger ve bobrek dokularinda kontrol grubuna
oranla benzer oranlarda artislar olmustur. Buna
gore, oksidatif stresin ve lipit peroksidasyonunun
her iki organda da olustugu goriilmektedir. Histo-
lojik yonden incelendiginde ise, biyokimyasal bul-
gularimiza zit olarak bobrek dokusunun daha fazla
etkilendigi saptanmistir. Bunun olasi nedeni, endo-
sulfana bagl bobrek dokusunda gézlenen histopa-
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tolojik degisikliklerin patogenezinde oksidatif
stresin yanisira bagka mekanizmalarin devreye
girmesi olabilir.

Sonug¢ olarak, sigan karaciger ve bdbrek
dokusunda endosulfana bagli olarak oksidatif stres
olustugu ve bunun sonucunda lipit peroksidasyonu
son iriinlerinden MDA'nin arttig1 ve bu hasar1 en-
gellemek i¢in koruyucu olarak antioksidan enzim-
lerden SOD'un aktivitesinin arttig1 saptanmustir.
SOD'un aksine GSH -Px ve CAT'deki azalmanin
nedeni, endosulfanin bu enzimler tizerindeki direkt
inhibisyonundan kaynaklaniyor olabilir. Bununla
birlikte, ortamda fazla miktarda siiperoksit radika-
linin bulunmasi (SOD aktivitesindeki ve MDA
diizeyindeki artis bunun gostergesidir) CAT ve
GSH-Px'i inhibe edebilir. Histolojik incelemeleri-
mizde bobrek dokusunun karacigere oranla daha
belirgin harabiyet gdstermesi de, bobrek dokusunda
endosulfana bagl oksidatif stresin yanisira bagka
mekanizmalarin da rol oynadigini diisiindiirmekte-
dir. Bu konuda gerek in vivo gerekse in vitro daha
ileri ¢aligmalara gereksinim vardir.
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