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OZET

Her gegen giin tarima elverisli alanlar giderek azalmaktadir. Bu yiizden birim alandan gelecek Griin miktarinin artti-
rilmasi gerekmektedir. Bu ydntemlerden biri de herbisitler ile yapilan kimyasal micadele ydntemidir. Ancak, bu tarim
ilaglarinin bilingsiz ve kontrolstiz kullanimi sonucu gevrede olusturdugu olumsuz etkiler glinimazin énemli sorunla-
rindan biridir. Bu ¢alismanin amaci; zirai mucadele yéntemleri icinde yabani otlarla miicadelede ¢ok yaygin olarak
kullanilan 2,4-D herbisitinin oral kullaniminin si¢an testislerinde olusturdugu histopatolojik etkilerini incelemektir.

Bu amagla, yaklasik 200-250 gr agirhginda olan Wistar Albino erkek siganlar kontrol, diisik, orta ve yiiksek doz ol-
mak Uzere her biri 6 sigan igeren 4 gruba ayrilmistir. Kontrol grubu sicanlara standart pellet yem verilirken disuk,
orta ve yiksek doz 2,4-D sirasiyla 20, 40, 80 mg/kg dozda laboratuvar pellet yemlerine emdirilerek 28 giin boyunca
oral yolla verilmistir. Tim siganlar intrakardiak perflizyonla tespit edilmistir. Deneklerin testis dokulari rutin 1s1k mik-
roskobu takibi igin alinmis ve Olympus BX51 arastirma mikroskobunda incelenmistir.

Deney gruplarinda dozla dogru orantili olarak seminifer tibullerde atrofi, spermatogenik hucre sirasinda bozulma ve
ylksek doz gruplarinda testis hasarlari saptanmistir. Ayrica, tunika albuginea’da ve seminifer tlibdl epiteli capinda
azalma ve spermatogenik hicrelerin Ilimene dékilmesine neden olmustur. Bu sonuglara gére, 2,4-D testis dokusun-
da histopatolojik hasara neden olmustur.

SUMMARY

A gradual decrease is observed day by day in the amount of suitable agricultural fields all over world. This results in
the requirement of an increased agricultural produce per agricultural area. One of the methods to increase the
product per area is the chemical fight using herbicidal agents. However, the irrational and uncontrolled use of
herbicids causes a series of environmental problems nowadays. Therefore, the aim of this study is to investigate the
histopathological effects of oral 2,4-D (a selective pesticide that controls weeds in a crop) on the rat testicles. The
study was carried out on Wistar Albino (Rattus norvegicus) male rats (200-250 g body weight) obtained from
Experimental Research Center of Ege University.
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Rats were randomly divided into 4 experimental groups composed of control group and low, medium and high dose
2,4-D groups. Control rats were fed with standart chow; while rats in low, medium and high dose 2,4-D groups were
fed 28 days with standart chow added with 20, 40, 80 ml/kg 2,4-D respectively. All rats were perfused with
intracardiac fixative solution under anaesthesia. At the end of the study, the testicular tissue was removed and
processed for light microscopy and histopathological changes were examined by Olympus BX51 research
microscope.

Dose-dependent degenerative alterations including atrophy in seminipherous tubules, irregular arrangement of
spermatogenic cells were observed, as well as a marked testicular damage especially prominent in high dose group.
A decrease in the thickness of tunica albuginea and in the diameter of seminipherous tubular epithelia was also
noticed in all experimental groups which was accompanied by the sloughing of germ cells into the tubular lumen. It

has been concluded that subacute exposure to 2,4-D may result in histopathological damage in rat testis.

GiRiS

Son zamanlarda dlnya nlfusunun sayisi hizla artarken
tarim alanlarinin ylzélgimd azalmaktadir. Bu da birim
alandan elde edilen rlGn miktarinin arttiriimasini zorunlu
kilmaktadir. Ziraii miicadelede en ¢ok kullanilan yontem-
lerden biri de pestisitler grubuna giren herbisitlerle yapi-
lan kimyasal mlcadele yéntemidir (1). Son zamanlarda,
Ozellikle bilim ve teknoloji'de yasanan gelismeler
toksisite olarak adlandirdigimiz ve kimyasallarin orga-
nizmada olusturdugu hasarin  belirlenmesi  ve
hasarlanma mekanizmalarinin hiicresel, biyokimyasal ve
molekiler duzeyde aydinlatiimasinda bilim adamlarina
yardimci olmustur (2). Herbisitler hiicre bélinmesi, hiicre
uzamasl, protein sentezi ve solunum gibi bitki metabo-
lizmasini diizenleyen hormonal dengeyi bozarlar. 2,4-D
yaklasik 50 yildir diinyada yaygin olarak kullanilan bir
herbisittir ve bitki metabolizmasinda gerceklesen enzim
aktivitesi, nlkleik asit sentezi, protein sentezi ve hiicre
bélinmesi gibi bazi olaylar etkileyerek bitki gelisimini
engeller. Ancak, bunu yaparken segici olarak sadece
genis yaprakl yabani otlari elimine eder (3). Bu 6zellikle-
rinden dolayi tarimda birim alandan alinan verimin artti-
rilmasi amaciyla piyasaya sunulan herbisitler bilingsiz ve
kontrolstiz kullanildiginda akut ve kronik zehirlenme,
biyolojik dengenin bozulmasi, ¢evre ve besin kirlenmesi,
insanlara ve hayvan tirlerine yonelik teratojenik,
mutajenik ve karsinojenik etkiler gibi birgcok agidan ev-
rensel nitelikli cevre sorunlarina sebep olmaktadirlar.

Bu calismada; ziraii miicadele ydéntemleri icinde yabani
otlarla miicadelede c¢ok yaygin olarak kullanilan 2,4-
D'nin sigan testisinde olusturdugu histopatolojik etkileri
incelendi.

GEREC ve YONTEM

Bu galisma, Ege Universitesi Tip Fakilltesi Hayvan Etik
Kurulu'nun (2004- 60) onayi ile Ege Universitesi Tip
Fakiltesi Deney Hayvanlari Yetistirme Merkezi'nden
temin edilen 12-14 haftalik erigskin 200-225 gr. 24 adet
Wistar Swiss Albino (Rattus norvegicus) erkek sigan ile
yapilmigtir. Kontrol grubu (n= 6) disinda dusik (n= 6),
orta (n= 6) ve ylksek doz (n= 6) olmak Uzere sirasiyla
20, 40, 80 mg/kg dozda 2,4-D laboratuvar pellet yemleri
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ne emdirilerek 28 giin boyunca oral yolla verilmistir (4).
Kontrol grubundaki sicanlar ise ayni slrede ve 2,4-D
icermeyen ayni miktardaki standart laboratuvar pellet
yemleri ile beslenmiglerdir. 28. giin sonunda tim si¢an-
lara letal dozda ketamin (0.15mg/ 100gr) ve Ksilazin
(Rompun®) anestezisi (0.02 ml/100gr) altinda
intrakardiyak perflizyon yapilmigtir. Sonra histolojik
olarak incelenecek olan siganlarin testis dokusu %4’k
paraformaldehit  fiksatifi icerisine  alinmistir.  Isik
mikroskopik doku takibinin ardindan testis dokularindan
5 mikronluk kesitler alinarak Hematoksilen& Eosin ile
boyanmis ve histopatolojik olarak degerlendirilmistir.
Tdm gruplardaki siganlarin seminifer tibdl caplan ve
tunica albuginea kalinliklari Image Pro Express
Ver4.5.1.3 Media Cybernetics Inc. 2002 programi kulla-
nilarak 6lclilmistir. Istatistiksel degerlendirmeler SPSS
11.00 programi kullanilarak yapilmistir. Sonuglarin de-
gerlendirilmesinde Tek Yonll Varyans Analizi (One-Way
ANOVA) uygulanarak disik, orta ve yiliksek doz gru-
bundaki siganlar kendi aralarinda ve kontrol grubu ile
gruplar arasi farkin anlamliliginin test edilmesinde LSD
testi kullanilarak karsilastiriimistir.

BULGULAR

Kontrol grubunda; testislerde tunica albuginea, seminifer
tubdl, interstisyel bag dokusu ve Leydig hiicreleri normal
histolojik ~ gorinimdedir.  Sertoli hucreleri  ve
spermatogonyumlar normal konfiglirasyonda saptanmis-
tir. Ayrica, seminifer tlbullerindeki spermatogenik hiicre-
lerin dizilisi normaldir ($ekil 1). 2, 4 -D uygulanmis si¢an-
larin testislerinde; seminifer tubdllerde, spermatogenik
seri hiicrelerinde dnemli hasarlar saptanmistir. Ozellikle,
seminifer tibullerde atrofi ve tunika albuginea’da incel-
meler gbézlenmistir. Disik dozda, seminifer tlbullerde ve
spermatogenik hiicre sayisinda azalmalara rastlanirken
yer yer normal gelisim gdsteren seminifer tibuller de
go6zlemlenmistir (Sekil 2). Orta dozda, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda tunika albuginea’nin daha ince oldu-
gu saptanmistir. Ayrica, interstisyel bag dokusunun da
kontrole gdre azalmis oldugu gérilmuistir (Sekil 3).
Yiksek dozda, diger gruplara gére tunika albuginea
kalinligi oldukga incelmis, spermatojenik hiicre serilerin-
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de dejenerasyonlar ve daha agir histopatolojik hasar
g6zlenmistir (Sekil 4).

Seminifer Tubul Caplari

Calismada her grupta 6 olmak Uzere toplam 24 erkek
sican kullanilmistir. Istatistiksel degerlendirmeler 6rnek-
lem sayisi (n>10) g6z 6niinde bulundurularak yapilmig-
tir. Elde edilen sonuglara goére, kontrol ve uygulama
gruplarindaki siganlarin seminifer tlbil c¢aplari Tablo
1’de ve tek yonli varyans analizi Tablo 2'de verilmistir.

Tablo 1. Kontrol grubunda ve (¢ farkl dozda 2,4 D uygulanan
gruplarda seminifer tabll c¢aplari. Veriler ortala-
matstandart hata olarak sunulmustur. N=6rnek sayisi

N Tubul capi (um)
Kontrol 6 101,64+2,16
Diisiik Doz 6 68,99+1,42 **
Orta Doz 6 33,39+0,83 **
Yiiksek Doz 6 18,12+0,43 **

* P<0.001, kontrolden anlamli farkli
# P<0,001, diger dozlardan anlaml farkl
Tablo 2. Seminifer tibUl ¢aplari igin Tek Yonli Varyans Analizi

Tablosu (Anova). K.T (Kareler Toplami), Df (Serbestlik
derecesi), K.O. (Kareler Ortalamasi), P (Onem Dere-

cesi).
K.T. Df K.O. F Degeri P
Gruplar Arasi 8,330 3 2,777 1198,061 0.000**
Gruplar igi 0,222 96 0,002
Toplam 8,552 99

Tablo 3. Kontrol grubunda ve (¢ farkl dozda 2,4 D uygulanan
gruplarda tunika albuginea kalnlidi. Veriler ortala-
matstandart hata olarak sunulmustur. N=6rnek sayisi

N T. albuginea kalinhgi (um)

Kontrol 6 51,08+£2,15

Diisiik Doz 6 34,25+0,66 **
Orta Doz 6 17,80%0,15 **
Yiiksek Doz 6 8,35+0,036 **

* P<0.001, kontrolden anlamli farkli

# P<0,001, diger dozlardan anlaml farkl
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Tablo 4. Tunika albuginea kalinliklar icin Tek Yoénli Varyans
Analizi Tablosu

K.T. Df K.O. FDegeri P
8,858 3 2,953 560,896 0.000"*

Gruplar Arasi
Gruplar ici 0,505 96 0,005

Toplam 9,363 99

(Anova). K.T (Kareler Toplami), Df (Serbestlik derecesi), K.O.
(Kareler Ortalamasi), P (Onem Derecesi).

Kontrol grubuyla kiyaslandiginda her l¢ dozda da testis
seminifer tibll gapinin anlamli olarak (P< 0,001) azaldi-
g1 gorilmektedir. Duslk, orta ve ylksek dozlar birbiriyle
kiyaslandiginda farklihgin anlamli oldugu (P< 0,001) ve
dolayisiyla seminifer tibll gapindaki azalmanin doza
bagimh bir etki olusturdugu dikkati cekmektedir.

Tunika Albuginea Kalinliklari

Elde edilen sonuglara gére, Tablo 3 ve 4'de kontrol ve
uygulama gruplarindaki siganlarin tunica albuginea
kalinliklari ve tek yénli varyans analizi tablosu verilmis-
tir.

Saptanan bu sonuglara goére, kontrol grubuyla kiyaslan-
diginda her ¢ dozda da testiste tunica albuginea kalin-
hginin anlamli olarak (P< 0,001) azaldigi gérilmektedir.
Deney gruplar birbiriyle kiyaslandiginda anlamli fark
oldugu (P< 0,001), dolayisiyla tunica albuginea kalinli-
gindaki azalmanin doza bagiml olarak sekillendigi dik-
kati cekmektedir.

Sekil 1. Kontrol grubu. 1A. Testisin genel histolojik yapisi; ST:

Seminifer tibdl, BD: Bag doku, H&E X 10
Bar:50um.1B. Leydig hiicreleri, ST: Seminifer tlbdil,
H&E X 40 Bar: 125um. 1C Tunika albuginea; TA:
Tunika albuginea, H&E X 40 Bar: 125um.1D ST:
Seminifer tibdl, D: damar, H&E X 40 Bar: 125um.
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Sekil 2. Distk Doz. 2A. Testisin genel histolojik yapisi;ST:
Seminifer tibul, BD: Bag doku, H&E X 10 Bar:
500um. 2B Seminifer tlbdllerin gérinimi; H&E X 20
Bar: 250um 2C. Tunika albuginea kalinhginda azal-
ma; H&E X 40 Bar: 125um. 2D Seminifer tibullerdeki

spermatogenik hicre serisi; H&E X 20 Bar: 5um.

Sekil 3. Orta doz. 3A Testisin genel histolojik yapisi; ST:
Seminifer tubul, BD: Bag doku, H&E X 10 Bar:
500pum. 3B Tunika albuginea kalinliginda azalma ve
seminifer tlbdllerde atrofi; H&E X 40 Bar: 125um. 3C
Seminifer tibdllerin goérinimi; H&E X 20 Bar:
125um. 3D Interstisyel bag dokusunda azalma; H&E
X 20 Bar: 250um.
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Sekil 4. Yiksek Doz. 4A Tunika albuginea kalinhginda azalma
ve seminifer tlbdllerde atrofi; H&E X 40 Bar: 125um.
4B Seminifer tiblllerde atrofi; H&E X 20 Bar: 250um.
4C Seminifer tUbullerdeki spermatogenik hicrelerde
azalama; H&E X 20 Bar: 250um. 4D Seminifer
tibdllerdeki  spermatozoalarda azalma S:
Spermatozoa; H&E X 20 Bar: 250um.

TARTISMA

Dlinya pestisit pazarinda herbisitler ve insektisitler en
yaygin kullanilan formilasyonlardir. Tirkiye’de birinci
sirayl insektisitler alirken, herbisitler tarim ilaglarinin
ikinci 6Gnemli bdliminG olusturmaktadir. Bir herbisit olan
2, 4- D’'nin zararh etkilerinin anlasiimasindan sonra pek
cok arastirici bu konuya odaklanmigtir. 2, 4- D’nin agir
dozda ve zamansiz uygulanmasi tarim Grinleri Gzerinde
kalintilarin olusmasina dolayisiyla, bu Uriinleri tiketen
insanlar Uzerinde zararli etkilere yol agabilmektedir.
Bdylece, sera domates ve patlican Uretiminde 2, 4- D
uygulamasi yasaklanmistir. 2, 4- D’nin farkli bolgelere
etkileri de arastirnimistir ( 5, 6)

Bu calismada; 2, 4- D’nin Ureme biyolojisi Uzerine
toksisitesini incelemek igin siganlarin testis dokulari 1sik
mikroskobu seviyesinde histopatolojik yénden incelen-
mis ve 6nemli yapisal deformasyonlarnin varligi bildiril-
mistir. Ksenobiyotiklerin testis dokusu lzerindeki etkileri-
ni saptamada organ agirlhidi ve histopatolojik bulgularin
daha kolay ve etkili oldugu bildirilmistir ( 7, 8, 9).

Bu calismadaki 2,4 D’nin deney gruplarindaki doz ayar-
lanmasi vicut agirliklan géz 6nunde tutularak, LDS50
degerinin 5te 1'i, 10 da 1 i ve 20 de biri seklinde OECD
Guideline 407 kriterleri benimsenerek dizayn edilmigstir
(10)

Tordon 75 (2, 4- D ve 4- amino- 3, 5, 6- trichloropicolinic
acid karisimi) uygulanan siganlarin  testislerinde
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seminifer tlblllerde daralma ve bizilme goérildigu,
yluksek doz grubunda testis agirliklarinda azalmalar
olusurken bu testikliler hasarin testosteron konsantras-
yonunda énemli bir faklihga neden olmadigi bildirilmistir
(11). Histolojik incelemeler sonucunda, intersitisyumdaki
Leydig hicrelerinde kiimelesme, ylksek doz grubunda
nekrotik hiicreler ve ¢ok nukleuslu dev hicrelerin olusu-
mu bildiriimistir. Ayrica, bazi tubullerde bosalmanin
olustugu ve sadece Sertoli hiicrelerinin bulundugu goz-
lemlenmigtir. Galismamizdaki histopatolojik bulgular bu
¢alismanin sonuglarini kismen desteklemektedir. John-
son et al. (1992) tarafindan 4 hafta sireyle bir herbisit
olan 2, 3, 7, 8 tetrachlorodibenzopdioxin (TCDD) uygu-
lanan erigskin sicanlarda testis agirhklarda ve
spermatogenez Uzerine bir etki g6rllmezken seminal
vezikil ve epididimis agiliklarinin énemli derecede azal-
dig1 bildirilmistir(12). Polychlorinated biphenyl (PCB
Aroclor 1254) ile muamele edilen siganlarda da benzer
sekilde testis fonksiyonlari degismezken, seminal vezikdl
ve epididimis agdirliklarinda azalma meydana geldigini
bildirmistir (13). Baska bir ¢alismada da disUk dozda
TCDD uygulanan erigkin  sicanlarda testislerde
histopatolojik bir bulgu gérilmezken ylksek dozda
germinal epitelde ve spermatojenik hiicre serilerinde
dejenerasyona bagl olarak tiibullerdeki spermatid sayi-
larinin- kontrol grubuna oranla- azaldigi bildiriimistir (14).

KAYNAKLAR

Albino farelere 13 hafta siresince organik fosforlu bir
insektisit olan Dimethoate uygulanmis ve seminifer
tbdllerde spermatogenik hicre siralarinin bozuldugu,
germ hicrelerinde dejenerasyon meydana geldigi ve
sayllarinin azaldigi saptanmistir. Dimethoate’in doza
bagli testis hasarina neden oldugu saptanmistir (15).

Dimethoate ve dimethyl methylphosphate uygulanan
siganlarda doz degdisimine bagli olarak testis agirliginin,
toplam sperm sayisinin ve 6li spermatozoa sayisinin
azaldigi, plazma testosteron seviyesinin distigli ve
morfolojik olarak kam¢ida kivriima, bas kisminda ayriima
olmasi gibi anormalliklerin meydana geldigi bildirilmistir
(16, 17).

Sonugta; akut ve subakut etkisi kesin olarak bilinmeyen
fenoksi tlirevi herbisit olan 2, 4- D’nin kalinti miktarlarini
g6z 6nlnde tutarak daha kontrollt ve bilingli kullaniima-
s1, dogal dengenin bozulmamasi i¢in ve gelecek nesil-
lerde Ureme sorunlarinin yagsanmamasi agisindan blyuk
6nem tasimaktadir. Ziraii micadelede yaygin olarak
kullanilan 2, 4- D erkek genotipli memeli hayvanlar Gze-
rinde olumsuz etkiler olusturabilmektedir. Bu c¢alisma
daha sonraki arastirmalara 1sik tutarak 2, 4- D’nin insan-
lar Uzerindeki etkilerinin klinik yansimalari takip edilmeli,
Ureme biyolojisi ve genel fizyolojik denge Uzerine etkileri
arastinimalidir.
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