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Ozet

Amac

Bu galismada, tarimda bir insektisit olarak kullanilan malathion’un
neden oldugu oksidasyon parametreleri (izerine Onosma nigricaule
(Boraginaceae)'den elde edilen bitkisel 6zitin bdbrek dokusunda
leptin  Uzerine etkisinin immunohistokimyasal olarak arastiriimasi
amaglandi.

Materyal-Metot

Calismamizda, toplam 48 adet erkek fare kullanildi. Gruplar;
kontrol (grup 1), malathion’un tasit maddesi olan misir yagi (grup
2), bitki 6zutunin tasit maddesi olan serum fizyolojik (grup 3),
malathion (grup 4), Onosma nigricaule (grup 5), ve Onosma
nigricaule + malathion grubu (grup 6) olmak Uzere toplam 6 grup
olarak belirlendi. Bobreklerden alinan kesitlere leptin
immunoreaktivitesini belirlemek igin Streptavidin-Biotin-Peroksidaz
Kompleks teknigi uygulandi. Hazirlanan kesitlere histolojik
incelemeler igin hematoksilen-eosin ve Crossman’in Uglii boyama
yontemi kullanildi.

Bulgular

Kontrol grubu ile tasit kontrol gruplari olan serum fizyolojik grubu ve
misir yadi gruplari ile Onosma nigricaule, malathion ve Onosma
nigricaule + malathion gruplarinin bébrek dokularinda herhangi bir
lezyon tespit edilmedi. Diger yandan, kontrol, misir yagi, serum ve
malathion grubundaki farelerin tubulus proksimalis ve tubulus
distalis epitel hucrelerinde guglu leptin immunoreaktivite
gorilmesine karsin Onosma nigricaule ve Onosma nigricaule +
malathion grubu farelerde ise zayif leptin immunoreaktivitesi tespit
edildi.

Sonug

Fareler ile yaptigimiz calismada, yurdumuzda insektisit olarak
yaygin kullanilan malathion’un fare bdbreginde leptin aktivitelerini
etkiledigi gorilmistar.

Anahtar Kelimeler: Bébrek, leptin, malathion, Onosma nigricaule

Abstract

Aim

The purpose of this study was to determine the effects of the plant
extract, which is obtained from Onosma nigricaule due to the
oxidation parameters caused in mice by Malathion that is used as
an insecticide in agriculture, on leptin in renal tissues in an
immunohistochemical way.

Material-Methods

A total of 48 male mice were used in our study. 6 groups were
determined as the control (group 1), maize oil which is the transport
agent of malathion (group 2), normal saline which is the transport
agent of plant extract (group 3), Onosma nigricaule (group 4),
malathion (group 5) and Onosma nigricaule plant extract +
malathion (group 6) group. The localization of leptin in the renal
tissue was determined using the method of Streptavidin-Biotin-
Peroxidase. Hematoxylin-eosin and triple staining methods were
used for histological and pathological examinations.

Results

No lesion was determined in renal tissues of the control group,
normal saline group, maize oil group, Onosma nigricaule
malathion and onosma nigricaule + malathion groups. Leptin
immunoreactivity was determined with a weak intensity in renal
tubulus proximalis and distalis epithelial cells of mice in the onosma
nigricaule group, and onosma nigricaule + malathion group and
with a high intensity in tubulus proximalis of other groups.
Conclusion

This study conducted on mice revealed that malathion, which is
commonly used as insecticide in Turkey, affects leptin activities in
renal tissue of mice.
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Girig

Tarimdan elde edilen verim dizeyini olumsuz
yonde etkileyen bécekler, kemiriciler, mantarlar
ve yabani otlar gibi zararlilara karsi kullanilan
kimyasal maddelere genel olarak pestisitler
denilmektedir’. Bu kimyasallar, ekonomik bir
sekilde Uretilmeleri ve kullanim kolayligi
nedeniyle tercih edilmektedir®. Organik fosforlu
(organofosfat) bilesikler en ¢ok kullanilan
pestisit grubudurs. Malathion’'un dahil oldugu
organik fosforlu bilesimler, tarim Grinlerinin
korunmasinda ve halk saglhginda cesitli
bdceklere karsi c¢ok yaygin kullanimi olan
insektisitlerden birisidir*.  Malathion vicutta
baslica karacigerde sitokrom P450 enzimi ile
yikimlanarak toksik metaboliti olan
malaoksan’a donismekte ve detoksikasyon
dimetiltiyofosfat  (DMTP)

olusmaktadir. Vicuttan gogunlukla idrar, safra

ardnt olarak

ve digki yoluyla atilmaktadir’. Malathionun
bobrek alkalen fosfataz aktivitesini artirip,
karaciger ve ince badirsak alkalen fosfataz

aktivitesini azalttigi gbzlenmi§tir7.

Leptin, 1994 yilinda Friedman ve arkadaslari’.
tarafindan obez geninin bir Grini olarak
beIirIenmistirs. Leptin, Leptin hormonunun
enerji ve yag metabolizmasi ile baglantil,
vacut agirigint ve enerji metabolizmasini
dizenleyen bir hormondur®*°. Leptin
hormonunun yad dokusundan sekresyonunu
dolasimdaki hormon duzeyi belirler™™*?.  Bu
hormon hipotalamik reseptorleri Uzerinden
primer olarak metabolik hizi artirr ve gida
alimini azaltir'™*3, Leptin bobrekler araciligi ile
dolasimdan alinarak idrarla atilirken periferal

dokularda dejenerasyon yolu ile temizlenir**.

Halk arasinda sorma, sormuk olarak da

isimlendirilen Onosma nigricaule
Boraginaceae familyasina ait iki yillik otsu ve
¢ok yillik otsu ve odunsu bitkilerdir. Onosma

nigricaule Turkiye i¢in endemik bir bitki turadur.

Bu bitki tlrGndn kokleri Dogu Anadolu
Bodlgesi'nde yara ve vyaniklarin tedavisinde
uygulama alani  bulmaktadir'. Diyabet
olusturulmus ratlar Uzerinde yapilan
arastirmada bitkinin kéklerinden elde edilen
ekstraktin kan glukoz degerlerini dusurdugu ve
antidiyabetik etkisi oIdug“;u16 ayrica farkli timor
gesitlerinin hiicre dongusiinde ve apoptosisde
roliiniin oldugu ileri strtimistir'’.

Bu calismada; malathion’'un  oksidan
Ozelliklerine karsi, koruyucu ve tedavi edici
Ozellige sahip oldugu bildirlen Onosma
nigricaule’nin bdbrek dokusunda morfolojik
olarak koruyucu etkiye sahip olup olmadiginin
arastirlmasi ayni zamanda leptin Uzerine
etkisinin immunohistokimyasal olarak

incelenmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metod

Bitki Materyali

Onosma nigricaule (Boraginaceae), Mayis ve
Eylul aylari arasinda Kars ilinden toplandi ve
bu bitkiden sokselet sistemiyle 6zt alma iglemi
gerceklestirildi. Her deney igin 25 gr tartilarak
fizyolojik tuzlu suda ¢odzdurildi ve deney
hayvanlarina intraperitoneal yolla enjekte
edildi. Bitki 6zGtUnun ve bitki alt tirinin hangi
dozlarda antioksidan etkisinin oldugunun
belirlenmesinde Erdag ve ark.'® yaptiklari

calisma dikkate alindi.

Hayvan Materyali

Arastirma icin Kafkas Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan onay alindi.
Arastirmada; ergenlik dénemine erigmis, 7-8
haftalik, yaklasik 22-35 g agirliginda, daha
once ciftesmemis ve herhangi bir galismada
kullanilmamis toplam 48 adet ayni cins erkek
fare (Mus musculus) kullanildi. Hayvanlar 22 +
2°C ortam sicakliginda, 12 saat aydinlik, 12

saat karanllk ortamda standart kafeslerde
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barindirilip, normal fare yemi ve musluk suyu

ile ad libitum olarak beslendi.

Her bir grupta 8 adet erkek fare olmak Uzere
deney gruplart  olusturuldu. Hayvanlara
verilecek kimyasal madde ve ekstraktlar 100
mg/10 ml olacak sekilde uygun soliisyonlarda
¢Ozdurlildi (malathion misir yaginda, ekstratlar
fizyolojik tuzlu suda ¢6zdirlldi). Sonug olarak,
negatif kontrol grubu hari¢ diger gruplara 21
gun slresince hergin 0,2 ml/ 20 g fare
hesabinda ¢ozelti, su ya da misir yagi

intraperitonal (i.p.) olarak enjekte edildi.

Deney icin 6 ayri grup olusturuldu

1.(Kontrol Grubu) fareler negatif grup olarak
tasarlanip, hicbir madde uygulamasi
yapiimadi.

2.Grup farelere malathion’un tasit maddesi
olan misir yagi uygulandi.

3. Grup farelere ginlik olarak bitki 6zitinin
tagsit maddesi olan serum fizyolojik (% 0.9
NaCl) uygulandi.

4.Grup farelere gunlik olarak malathion misir
yagi icerisinde ¢dzdurilerek uygulandi.

5.Grup farelere gunlik Onosma nigricaule
(Boraginaceae) bitki 6zitli, serum fizyolojik
icerisinde ¢ozdurulerek uygulandi.

6.Grup farelere gunlik Onosma nigricaule
(Boraginaceae) bitki 6zati + malathion

uygulandi.

Histolojik inceleme

21 gunlik deneme periyodunun  sonunda
farelerin vicut agirliklari tartildiktan sonra eter
anestezi altinda servikal dislokasyon ile
Otenazi edilerek bobrek dokulari alindi ve
rutin histolojik tespit ve takip asamalarindan
gegcirilerek parafinde bloklandi. Bu bloklardan
alinan 5 pm’lik kesitler leptin
immunoreaktivitesini  incelemek igin, oda
sicakliginda 1 saat slre ile leptin primer
antikoru (Rabbit Policlonal IgG antibody A-20,

cat; sc482, Santa Cruz, CA, 1/500) uygulandi
ve Streptavidin-biotin peroksidaz teknigi 19
(Invitrogen Histostain Plus Broad Spectrum
(AEC) Ref. 85.9943) kullanildi. Leptin
immunoreaktivitesinin spesifik olup olmadigini
belirlemek igin, negatif kontrol uygulamasi
yapildi. Ayrica dokularin histolojik
gorintimlerini incelemek igin hematoksilen-
eozin ve  Crossman’in Ugli boyama 20
uygulandi. Dokulardaki immunoreaktivitenin
yogunlugu, reaksiyonun siddetine ve dokudaki
yogunluguna gére semikantitatif olarak
degerlendirildi. Degerlendirme, iki bagimsiz
g6zlemci tarafindan boyanmama (-), zayif
boyanma (+), orta siddette boyanma (++),
siddetli boyanma (+++) 6zelliklerine goére 0'dan

3’e kadar degerler verilerek yapildi.

Bulgular
Histolojik Bulgular

Bobrek dokusunun histolojik olarak
incelenmesi amaciyla yapilan hematoksilen-
eozin ve Crossman’in Ucli  boyamada,
bdbredgin  korteks ve medulla kisimlari
incelenmigtir. Bu kisimlarda bdbregin
fonksiyonel dniteleri olan nefronlar ve
nefronlari  olusturan yapilar ile toplayici
borucuk vyapilari ve bag doku alanlari
incelenmig, tUm bu yapilarin normal histolojik
goérinimde oldugu ve gruplar arasinda
histolojik olarak bir farkin  bulunmadigi
gorulmustar (Sekil 1a-1b).
immunohistokimyasal Bulgular: Yapilan
mikroskobik incelemede batiin  gruplarda
spesifik leptin immunoreaktivitesi tespit edildi.
Kontrol, misiryagi, serum fizyolojik ve
malathion gruplarinin bébrek korteksinde guglu
leptin  immunoreaktivitesi tespit edildi. Tim
gruplarin  boébrek medullasinda ise leptin
immunoreaktivitesinin oldukga zayif oldugu

goruldd (Tablo 1). Onosma nigricaule ve
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Onosma nigricaule + malathion grubunda
immunoreaktivitenin zayif oldugu goéruldi. Tim
gruplarin  korteksteki leptin immunoreakti-
vitesinde, bodlgelere goére farkliliklar tespit
edildi. Kontrol, misiryagdi, serum fizyolojik ve
malathion gruplarindaki farelerin  tubulus
proksimalislerinde ve tubulus distalislerinde
yogun immunoreaktivite (+3) tespit edilmesine
karsin (Figure 2a) Onosma nigricaule ve

Onosma nigricaule + malathion grubunda ise

Gorllen bu immunoreaktivitenin korteksin dis
kismina nazaran medullaya komsu olan i¢
kisminda daha belirgin oldugu dikkati g¢ekti.
Meydana gelen immunoreaktivitenin genellikle
intrasitoplazmik  ve  gekirdek  boyanmasi
seklinde oldugu izlendi. incelenen biitiin
gruplarin  bobrek dokularinin glomerulus-
larinda, damar endoteli ile Bowman

kapsulinde ve diger bagd doku alanlarinda

leptin immunoreaktivitesine (0) rastlanmadi.

birbirine benzer olarak (+1) yogdunlukta

r

immunoreaktiviteye rastlandi (Figure 2b).

nigricaule grubuna ait fare bébregi. Normal yapidaki bébrek tubuluslari ile glomerulus. Crossman’s Uglii Boyanma. Bar:100 pm.

Tablo 1. Gruplararasi leptin immunoreaktivitesinin kargilastiriimasi

Malathion +
.. - N . Onosma
Hucre Tipi Kontrol Misir yagi Serum Malathion nigricaule Onosma
9 nigricaule

Tubulys . +++ +++ +++ +++ + +
Proksimalis
Tl.JbUI!JS +++ +++ +++ +++ + +
Distalis
Glomerulus - - - - - -
Medulla - - - - - -

Sekil 2a. Kontrol grubuna ait bobrek kesiti. Tubulus proksimalisde ve tubulus distaliste giicli yogunlukta leptin
immunoreaktivitesi. 2b. Malathion + Onosma nigricaule grubuna ait bébrek kesiti. Tubulus proksimalisde ve tubulus distaliste
zayIf yogunlukta leptin immunoreaktivitesi. 2c. Onosma nigricaule grubuna ait bobrek kesiti. Tubulus proksimalisde ve tubulus
distaliste zayif yogunlukta leptin immunoreaktivitesi. Bar:50 pm.
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Tartisma

Bu calisma ile farelerde malathion’'un neden
oldugu oksidasyon parametreleri (zerine
Onosma nigricaule (Boraginaceae)den elde
edilen bitkisel 6zUt uygulamasi sonrasinda
bdbrek dokusunun histolojik yapisl,
immunohistokimyasal olarak leptin enziminin
dokudaki lokalizasyonu, immunoreaktivitenin
yodunlugu ve siddeti gruplar arasinda

incelendi.

Bobrek dokusunun tim gruplarda yapilan
histolojik incelemesinde elde edilen bulgularin
normal histolojik yapiyla uyumlu oldudu, klasik
literatiir bilgileriyle paralellik gosterdigi®** ve
gruplar arasinda dikkati ¢eken bir farkin

olmadigi goérulmustar.

Pestisitlerin memeliler ile birlikte diger canli
tarlerinin cesitli dokularinda histopatolojik ve
sitopatolojik  degisikliklere neden oldugu
bilinmektedir. Pestisitlerin en fazla zarar verdigi
dokularin baginda karaciger ve bdbrekler
gelmektedir. Clnki pestisitler karacigerde
metabolize edilmekte ve baslica bobrek yolu ile

22,23

vucuttan atilmaktadir Organik fosforlu

insektisitler  igerisinde  malathion, fazla
kullanilan organik fosforlu bilesiklerdendir.
Bitkilerin ilag ham maddelerini icermesi ve ayni
zamanda tedavideki 6nemlerinin her gegen
gun anlagilmig olmasi nedeniyle son yillarda
bitkiler Uzerlerinde yapilan arastirmalarin
yogunlasmasina neden olmustur. Serbest
radikallerin ciddi hastaliklara ve
komplikasyonlara yol agmasi, bitkilerin
antioksidan  etkileri Uzerine ¢alismalarin
artmasina neden olmaktadir®. Serbest
radikaller  vicutta antioksidan savunma
kapasitesini astiklar zaman cesitli
bozukluklara yol agarak reaktif oksijen
24,26

tlrlerinin olusumunu uyarabilmektedirler

Bu galisma Onosma nigricaule ve Onosma

nigricaule + malathion grubu disindaki
gruplarin bobrek korteksinde gugli leptin
immunoreaktivitesi tespit edildi. Tim gruplarin
bdébrek medullasinda ise leptin
immunoreaktivitesinin ~ zayif oldugu goéraldua.
Kontrol grubu, misir yagr grubu, serum
fizyolojik grubu ve malathion grubundaki
farelerin tubulus proksimalislerinde ve tubulus
distalislerinde yogun immunoreaktivite tespit
edilmesine karsin, Onosma nigricaule ve
Onosma nigricaule + malathion grubunda ise
zayif yogunlukta immunoreaktiviteye
rastlandi. Benzer sekilde, yapilan diger
calismalarda da bobrek i¢ korteksi ile dis
korteks tubulus epitelinde leptin
immunoreaktivitesinin - goraldiglda, medullada
ise boyamaya rastlanmadigi bildirilmistir®’®.
Bu calisma, Onosma nigricaule grubunda
leptin aktivitesinin diger gruplara gore azaldigi
gOruldu. Leptin ile glnlik enerji alimi arasinda
zit iliski vardir. Vicut adipositesi, ener;ji
dengesi ve insilin direncinin serum leptin
konsantrasyonunun  didzenlenmesinde  rol

oynadigi  gosterilmistir®>®.

Leptin ve leptin
eksikliginin etkilerinin arastirilmasi amaci ile
fare ve obez insanlardan alinan kan drneklerin
incelendigi  calismalarda  obez  kisilerin
kanlarinda leptin seviyeleri yiuksek
bulunmustur. Leptin seviyelerindeki ylkselme
yag kitlesine orantili olarak gelismektedir 3134,
Ancak bu Dbitkinin  vicuttaki yararhidini
dogrulamak igin daha fazla arastirmaya

gereksinim duyulmaktadir.

Sonu¢ olarak, yapillan bu c¢alismada,
yurdumuzda insektisit olarak yaygin kullanilan
malathion’un fare bdbreginde leptin
aktivitelerini etkilemedigi, ancak Onosma
nigricaule’nin leptin aktivitesini azalttig1 tespit
edilmigtir. Bu bitki tarleri ile ilgili daha 6nce ¢ok
az calismanin yapilmis olmasi c¢alismanin

Onemini ortaya koymaktadir. Endemik bitki
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tlrlerinin dneminin anlasiimasi ve bu bitkilere
sahip cikilmasi agisindan arastirma sonuglari
dikkat c¢ekici olarak degerlendiriimektedir. Bu
sebeple Onosma nigricaule’nin antioksidan
etkilerinin tam olarak acikhda kavusabilmesi
icin  molekller duzeyde vyapilacak yeni

calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

-Bu makale Ankara, Turkiye'de dizenlenen XII.
Uluslararasi Katihmli  Ulusal Histoloji ve Embriyoloji
Kongresinde sunulmustur; P:066, 27-30 Mayis 2014.

-Bu makale 3. vyazarin (Dinger ERDAG) tezinden
Uretilmigtir.

-Yazarlar arasinda ¢ikar gatismasi yoktur.
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