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Malathion’un bobrek uzerine etkilerinin
ultrastrukturel incelenmesi: Deneysel ¢alisma

Ultrastructural examination of the effects of malathion on
kidney: An experimental study
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Ozet

Giris ve amag: Malathion; tarimda ve gunliik yasamda
bdcekleri 6ldirmek amaciyla yaygin olarak kullanilan bir
insektisittir. Yararlari yaninda g¢esitli nedenlerle insanlara
ve tim ekosisteme zararl olabilen bu Urlnin istenme-
yen en Onemli etkisi zehirlenmelerdir. Calismamizda
Malathion ile zehirlenmede gérulen bdbrek dokusundaki
bozukluklarin hiicresel hasara bagli olup olmadigini 11k
mikroskobik ve elektron mikroskobik olarak incelemeyi
amagcladik.

Gereg ve yontem: Calismamizda 28 adet Balb-c tlrl
fare kullanildi. Bir grup (n: 7) kontrol grubu olurken diger
3 gruba LD50 (n: 7), LD50/2 (n: 7), LD50/4 (n: 7)
dozunda malathion verildi. Deneyden 24 saat sonra
bdbrek dokulari alindi. Rutin histolojik takip islemlerinden
sonra elde edilen dokulara i1sik mikroskobik ve elektron
mikroskobik degerlendirme yapildi.

Bulgular: Malathion verdigimiz gruplardan elde edilen
bébrek dokusu incelendiginde, 6zellikle damar cevre-
sinde belirgin mononukleer hiicre infiltrasyonu tubulus
limenlerinde eritrosit kimeleri, tubuluslarda tiroidizas-
yon, intertisyumda eritrosit ekstravazasyonu gdzlendi.
Elektronmikroskobik incelenmesinde 6zellikle glomeriler
bazal membran kalinliginin diizensizlestigi ve mezangial
hipertofi saptandi. Malathion uygulanan gruplara ait
bulgular ile kontrol grubu karsilastirildiginda, sonuglar
istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0.05).

Sonug: Organofosfat bilesikleri ile olusan zehirlenme-
lerde gorilen sistemik yakinmalarin nedeninin ilgili or-
ganlarda olusan hucresel hasar olabilecegini dugstinmekteyiz.

Anahtar sozciikler: Malathion, bobrek ultrastiriktard,
deneysel calisma.

Summary

Introduction and purpose: Malathion is an insectisid
widely used in agriculture in our daily life for killing
insects. On behalf of its benefits, it has harmful and toxic
effects on ecosystems, and on human. In our study we
aimed to evaluate whether the disorders in kidney
caused by malathion intoxication are related to the
cellular damages light microscopically and electron
micro-scopically.

Materials and methods: 28 Balb-c mice were used.
The mice were grouped as; control (n: 7), LD50 (n: 7),
LD50/2 (n: 7), LD50/4 (n:7) respectively. The mice were
given malathion orally at LD50, LD50/2, LD50/4 doses.
24 hours later, kidneys were harvested and after routine
histological procedures kidney tissue cross sections were
evaluated by light microscope and electron microscope.

Results: Especially perivascular mononuclear cell
infiltrations, erythrocyte clusters in tubule Ilumens,
thyroidisations of tubules and interstitial erythrocyte
extravasations were seen at the histological sections of
the kidneys taken from the malathion given groups.
Electron microscopically, irregularity of the glomeruler
basement membrane and mesengial hypertrophy were
found. When the results of the control group and the
malathion given groups compared, it was found
statistically significant (p<0.05).

Conclusion: We think that the systemic symptoms seen
in organophosphate intoxications may be related to the
cellular damage in involved organs.

Key words: Malathion, kidney, ultrastructure experimental
study.
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Kimya endustrisinin  hizli gelisimi sonucu glnlik
yasantimizda evlerde, tarimda ve endustride birgok
kimyasal madde ile karsi karsiya kalmaktayiz. Bu kim-
yasal maddeler ¢agdas yasamin vazgegilmez gereksi-
nimleridir. Bugiln insanlar "kimyasal maddelerin olug-
turdugu bir okyanus" iginde yasamaktadir. Tim eko-
sisteme zararli olabilen bu kimyasal maddelerden biri de
pestisitlerdir .

Pestisitler, besin maddelerinin Gretimi, tiketimi ve depo-
lanmalari sirasinda, besin degerini bozan ve besinleri
yok edip zarar veren hagereleri, mikroorganizmalari ve
diger zararhlari yok etmek amaci ile kullanilan mad-
delerdir (1).

Toplumdaki bireylerin gok biliylik oranda pestisitlere ma-
ruz kaldigi agiktir. Clinki pestisitler, antifungal ajanlarda,
boyalarda, yuzme havuzlarindaki alglerin kontrolinde,
kuru temizleme malzemelerinin icinde, plastik yapimin-
da, kemiriciler, bocekler ve diger pestisitleri yok etmek
amaciyla kullanildigi gibi hayvanlarla tasinan vektér
hastaliklariyla micadelede, ormanlarda, kara yollarinda
yabani otlara karsi, sivrisinek ve rodentlere karsi, ayrica
kisisel olarak evlerde ve bahge islerinde de genis dlglide
kullaniimaktadir. Fakat pestisitler asil "tarim savas ilag-
lari" olarak kullaniimaktadir (1, 2).

Tarimsal Urlnleri gesitli zararlilardan koruyan fakat yay-
gin olarak kullanilan pestisitler, sicak kanlilar ve meme-
liler icin toksik ilaglardir. Pestisit artiklari tasiyan besin
maddelerini yiyen hayvan ve insanlar bu ilaglarin toksik
etkilerine maruz kalirlar. Pestisitler, 6nemli gevre kirletici
ve pek ¢ok zehirlenmeye neden olan kimyasallardir (3).

Organik fosforlu (organofosfat) bilesikler, en ¢ok kulani-
lan pestisit grubudur ve kullaniimakta olan pestisitlerin
%80'i nden fazlasini olugturmaktadir (4). Tim dinya
Ulkelerinde genel popllasyon, endistriyel kimyasallar da
dahil olmak Gzere bir cok kimyasal maddeden daha fazla
oranda pestisitlerle karsilasmaktadirlar. Bununla birlikte
pestisitlerin insana zarar vermemesi icin yillardir gok
sayida arastirma yapilmaktadir.

Bu arastirmalar sonucunda, bazi pestisit gruplarinda
toksisitenin etkisi molekuler dizeyde aciklanabilirken
bazilarinda gézlenen semptomlarin nedeni yeterince
aciklanamamistir. Bu galismada organofosfat bilesikle-
riyle olan zehirlenmelerde gorilen bdbrek dokusundaki
bozukluklarin hicresel hasara bagli olup olmadigini
gostermek amaclanmigtir.

Gereg ve yontem

Bu galismada, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakdiiltesi
Deney Hayvanlari Laboratuarinda uretilen, 28 Adet 35+5
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gram agirhginda, 12 aylik erkek Balb/C tirl fare kulla-
nildi. Deney hayvanlari 12 saat aydinhk (07:00-19:00),
12 saat karanlik (19:00-07:00) ortamda, 20+2°C’de
barindirildi. Standart pellet yemi ve dinlendirilmis musluk
suyu verilerek beslenmeleri saglandi. Deneye alinacak
fareler 1 gece (12 saat) 6nceden ag birakildi.

Deney i¢in 4 ayri grup olusturuldu.

I.  (Kontrol grubu). 7 adet fareye peroral (PO) 0,5 ml
serum fizyolojik verildi.

Il. 7 adet fareye LD50 (1375 mg/kg) malathion gastrik
sonda ile verildi (1).

lll. 7 adet fareye LD50/2 dozu olan malathion gastrik
sonda ile verildi.

IV. 7 adet fareye LD50/4 dozu olan malathion gastrik
sonda ile verildi.

Deney sonunda, malatyon verilmesinden 24 saat sonra
her grup ve kontrol grubundaki fareler servikal dislokas-
yonla sakrifiye edilerek bébrek dokulari alindi. Dokularin
bir bélimu 11k mikroskobik islem igin %10’luk tampon-
lanmis formalin ile perfize edildi (5, 6). Daha sonra
%10’luk notral formalinle fikse edilerek rutin 151k mikro-
skobik doku igslemi uygulandi. Elde edilen kesitlerden
bdbrek dokularina Hemotoksilen-Eosin (H-E), Mason
trichrom boyalari ve Periodic Asid Schiff (PAS) reaksi-
yonu uygulandi. Hazirlanan preparatlar 1sik mikrosko-
bunda incelenerek histolojik degerlendirme yapildi. Tum
veriler Fischer Exact X* testi ile istatistiksel olarak
degerlendirildi. Dokularin bir bélimu ise gluteraldehit ile
tespit edilerek alisiimig elektron mikoskop islem yéntem-
leri ile bloklandi. Elde edilen ince kesitler uranil asetat ve
kursun sitrat ile boyanarak Carl Zeiss EM 900’'de ince-
lenerek resimlendirildi.

Bulgular

Organofosfatl insektisitlerden malatyon verilen farelerin
timinde OP alimini izleyen 8-20 dakika iginde zehirlen-
me belirtileri ortaya c¢ikti. Bu belirtiler hipersalivasyon,
fasikllasyon, tremor, solunum gugligua, titrek (straub)
kuyruk, diyare gibi semptomlardi. Belirtiler 24 saat bo-
yunca devam etti. Semptomlarin siddeti verilen malathion
dozu ile paralellik gosterdi.

LD50 (1375 mglkg) malatyon verilen gruptan 2 fare (26,
65 dakika), LD50/2 verilen gruptan 2 fare (3.5, 5 saat),
LD50/4 verilen gruptan 1 fare (3 saat) 24 saatten once
0ldi. Bu farelerdeki semptomlarin diger farelere goére
daha siddetli oldugu goézlendi.
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Resim 1. Kontrol grubuna ait normal bobrek korteks kesiti (H+E Resim 4. LD50 grubuna ait bébrek medulla kesiti (—) tubu-
X100). luslarda tiroidizasyon (H+E X 400).

Resim2. Kontrol grubuna ait normal bobrek korteks kesiti (H+E
X400). bitlinligu bozulmamig glomeriil ve proksimal bazal

membrani (PAS X400).
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Resim 3. Kontrol grubuna ait EM mikrografi (X900). Resim 6. LD50 grubuna ait bobrek medulla kesitinde (—)

butiinligu bozulmamis bazal membranlar ve tubu-
lus limeninde eritrositler (Masson+Trickrom X400).
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Resim 7. LD50 grubuna ait EM mikrografinda glomeriler bazal
membran kalinhidinin dizensizligi ve mezangial

hipertrofi gézlenmekte ( X900).

perivaskiler, intertisyel alanda mononukleer hicre perivaskuler, intertisyel alanda mononukleer hiicre
infiltrasyonu (H+E X100). infiltrasyonu ( H+E X100).
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Resim 12. LD50/4 grubuna ait bdbrek korteks kesitinde (—)
luslarda tiroidizasyon (H+E X400). butlinligu bozulmamis glomertiil ve proksimal bazal

membrani (Mason+ Trickrom X400).
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Bulgular, 11k mikroskobik olarak degerlendirildiginde,
kontrol grubuna ait korteks boébrek histolojisi normal
goriinimdeydi. Ayrica, glomertller, proksimal ve distal
tubuluslar normal olarak gézlendi (Resim 1-2). Ancak bir
kesitte mononukleer hiicre (MNH) infiltrasyonu vardi
(Tablo | ve Grafik 1). Kontrol grubu érnekleri ultrastriik-
turel olarak incelendiginde ise, glomeriller ve proksimal-
tubdl morfolojisinin normal oldugu gézlendi (Resim 3).

O Mononiikleer hiicre
infiltrasyonu

B Tubul limeninde eritrosit
kimeleri

O Tubuluslarda tiroidizasyon

Ointertisyumda eritrosit
ekstravazasyonu

o =2 N W M OO N ®
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[
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LD50 n:7 LD50/2 n:7 LD50/4 n:7 Kontrol n:7

Grafik 1. Malatyon’un bdbrek Ulzerine olan etkileri.

Tablo |. Malatyon'un bdbrek tzerine olan etkileri (n fare sayisi)

LD50 LD50/2 LD50/4 Kontrol
Doz Bulgular
n:.7 n:7 n:7 n:7
MNH infiltrasyonu 7 6 5
Tubulus
limeninde 7 6 4
eritrosit kiimeleri
Tubuluslarda
- 3 2 2 -
tiroidizasyon
intertisyumda
o 7 7 5 -
eritrosit

LD50 malathion dozu uygulanan doku &rnekleri incelen-
diginde timinde, o6zellikle damar g¢evresinde belirgin
MNH infiltrasyonu goézlendi. Tubulus limenlerinde erit-
rosit kimeleri, tubuluslarda tiroidizasyon, intertisyumda
eritrosit ekstravazasyonu dikkati ¢ekti, bazal membranlar
korunmustu ve tubulus epiteli atrofik hiyalin materyal ice-
riyordu (Resim 4-6) (Tablo | ve Grafik 1). Bu grubun
elektron mikroskobik incelenmesinde 6zellikle glomertler
bazal membran kalinliginin diizensizlestigi ve mezangial
hipertrofi gézlendi (Resim 7).

LD50/2 dozu uyguladigimiz gruptaki bdbrek doku &r-
nekleri degerlendirildiginde, 6'sinda perivaskiler ve in-
tersitisyel alanda MNH infiltrasyonu, 2'sinde tiroidizas-
yon bulgusu gézlendi. Ayrica, tim kesitlerde intertisyum-

Tiirkiye Ekopatoloji Dergisi 2005; 11 (2): 51-57

da eritrosit ekstravazasyonu gozlendi (Resim 8-9) (Tablo
| ve Grafik 1). Bu grubun elektron mikroskobik incelenme-
sinde o6zellikle glomeriler bazal membran kalinhgi du-
zenli ve kontrol grubuna benzer gérinimdeydi, mezan-
giumdaki artis LD50 grubundakinden daha az ve kontrol
grubuna yakindi (Resim 10).

LD50/4 dozu uyguladidimiz gruptaki 7 denegin kortikal
boébrek doku érnekleri degerlendirildiginde, MNH mono-
nikleer hicre infiltrasyonu, tubulus limenlerinde eritrosit
kiimeleri ve tiroidizasyon, intersitisyumda eritrosit ekstra-
vazasyonu go6zlendi (Resim 11,12 ) (Tablo | ve Grafik 1).
Bu grubun ultrastrukturel incelemesi sonucunda kontrol
grubu ile benzer bulgular elde edildi.

Ayrica, malatyon uygulanan gruplara ait bulgular ile
kontrol grubu karsilastinldiginda, sonuglar istatistiksel
olarak anlamli bulundu (P<0.05).

Mononikleer hiicre infiltrasyonu deney gruplarinda kon-
trol grubuna goére anlamli derecede yiksekti (LD50
P: 0.00058, LD50/2 P: 0.0046, LD50/4 P: 0.021).
Tubulus limeninde eritrosit kimeleri, kontrol grubunda
hic gézlenmezken deney gruplarinda sikga rastlanan
bulguydu (LD50 P: 0.00058, LD50/2 P: 0.0046, LD50/4
P: 0.069) Tubuluslarda dikkati ¢eken tiroidizasyon
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (LD50 P: 0.192,
LD50/2 P: 0.411, LD50/4 P: 0.461). Intertisyumda
eritrosit varligi deney gruplarinda, kontrol grubuna gére
anlamli olarak fazla gézlendi (LD50 P: 0.00058, LD50/2
P: 0.0046, LD50/4 P: 0.021). (Periodic acid Schiff) PAS
reaksiyonu uygulanan doku 6rnekleri incelendiginde, tiim
gruplarda tubuluslarda ve glomeriillerde bazal membra-
nin korundugu goézlendi.

Tartisma

OP bilegikleri, asetilkolini parcalayan asetilkolin esteraz
enzimine kovalent bag ile baglanarak, bu enzimin akti-
vasyonunu ihhibe eder. Bunun sonucunda merkezi ve
periferik sinir sistemindeki bitlin sinapslarda asetilkolin
birikir ve toksik etkiler ortaya ¢ikar (7).

OP bilesiklerinin toksik etkileri ile ilgili birgok calisma
yapilmigtir. Fakat bu galismalarin ¢ogunu; Ulke veya
bdlge bazinda zehirlenme olgularinin istatistiksel bildirimi
ve epidemiyolojik c¢alismalar olusturmaktadir (8-15).
Ayrica olgu sunumu seklinde klinik bulgulari aragtiran
calismalar da vardir (16, 17).

Kaynaklarda organofosfatlarla ilgili yapilmis deneysel
calismalarda akciger, karaciger, iskelet kasi, pankreas
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ve merkezi sinir sisteminin hasari ve mekanizmalari
hiicresel boyutta gosterilmistir (18-26).

Bobrekle ilgili galismalarda organofosfatli insektisitlerle
zehirlenen hastalarda mikroskobik hemattrinin nedenini
arastirmak icin Yavascaoglu ve ark;1993 deneysel bir
calisma yapmislardir. Bu c¢alismada yapilan histolojik
degerlendirme sonucunda deney grubundaki siganlarin
timundn bdbrek glomertllerinde ve intertisyumda ileri
derecede hiperemi, intertisyumda ekstravazasyon, ay-
rica daha buyuk eritrosit topluluklari iceren kanama
odaklari ve bazi tubulus limenlerinde eritrositlerin bu-
lundugu gézlemiglerdir (27).

Betrosian ve ark;1995 yaptigi bir klinik ¢alismada da,
intihar girisimi sonucu OP bilesikleriyle zehirlenen bir
olguda bobrekte akut tubuler nekroz bulgulari saptan-
mustir. intihar girisiminden 12 giin sonra élen olguya ya-
pilan otopside, bdbreklerin histolojik incelemesinde prok-
simal kivriml tiplerde, daha az olarak da distal tlip seg-
mentlerinde yaygin nekroz goruldigu bildiriimigtir (28).

Calismamizda da LD50, LD50/2, LD50/4 dozu malathion
uyguladigimiz farelerin bdbrek kesitlerinin gogunda 1s1k
mikroskobik diizeyde MNH infiltrasyonu, tubulus limen-
lerinde eritrosit kiimeleri, tubuluslarda tiroidizasyon ve
intertisyumda yaygin eritrosit ekstravazasyonu goértimus-
tir. Bulgularimiz Betrosian ve ark; 1995 ve Salhaug ve
ark; 2004’un bu dizeydeki bulgularini desteklemektedir.
Ayrica, bu calismada ultrastriktirel dizeyde deney
gruplarinda gittikce azalan OP dozuna kosut olarak
proksimal tubullerde goézlenen mitokondrial swelling,
bazi tibul hucrelerindeki apoptotik c¢ekirdekler ve irili
ufakli ¢ok sayida vakuol goriniminin de azaldidi
dikkati gekmistir (29).

Birgok galismada Ozellikle diafragmada izlenen koagu-
lasyon nekrozunun hipoksiye neden oldugu ve bunun
sonucunda cesitli organlarda incinme meydana geldigi
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belirtiimektedir (19, 30). Bobrekler hipoksiye oldukca
duyarhdir. Ancak hipoksi sonucunda tubulus bazal mem-
bran riptlrd izlenir. Calismamizda proksimal tubulus ba-
zal membranlarinin 11k mikroskobik duzeyde korunmus
goriinmesi ve ultrastriktirel dizeyde glomeruler bazal
membran kalinliginda dizensizlik ile mezangial hipertrofi
seklindeki bulgular bize boébrekte olusan hasarin
hipoksiye bagll degil dogrudan OP'in toksisitesine bagl
oldugunu disindirmustar.

Kontrol grubu dahil malatyonun LD50, LD50/2, LD50/4
dozu ile olusturulan toplam doért grubun incelenen bébrek
korteks dokusu kesitlerinde istatistiksel olarak anlamli
fark goérulmustir. Deney gruplarinda gézlenen monontik-
leer hiicre infiltrasyonu, tubul Iimenlerinde eritrositler,
tubuluslarda tiroidizasyon ve interstisyumda eritrosit
ekstravazasyonu 6lgit alindiginda kontrol grubuna gére
anlamhdir.
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lathiona ve diger organik fosfor bilesiklerine maruz kal-
diktan uzun bir siire sonra bile organ fonksiyon bozuk-
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