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Öldürücü doz 50 
Poli (ADP-riboz) polimera 
Periferal kan mononükleer hücreleri 
Reaktif nitrojen türleri  
Reaktif oksijen türleri  
Sodyuma bağlı glukoz kotransporter 
Sodyum/monokarboksilat taşıyıcı 
Süperoksit dismutaz 
Tiyobarbitürat asit reaktif maddeleri 
Toll benzeri reseptörler 
Tümör nekroz faktörü alfa 
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ÖZET 

Farelerde Fipronil ile İndüklenen Oksidatif Stres, Yangı ve Apoptozise Karşı 
Malvidinin Koruyucu Etkisi 

Bu araştırmada farelerde fipronil ile indüklenen oksidatif stres, yangı ve apoptozise karşı 
malvidinin koruyucu etkinliğinin araştırılması amaçlandı. Araştırmada toplam 48 adet CD-1 
erkek fare kullanıldı. Kontrol, fipronil, malvidin ve malvidin+fipronilin birlikte verildiği grup 
olmak üzere toplam 4 grup (n:12) oluşturuldu. Kontrol grubuna 14 gün süreyle gavaj ile %0,1 
dimetilsülfoksit (DMSO) içeren %0,9’luk NaCl (5 mg/kg c.a) verildi. Fipronil grubuna 14 gün 
süreyle 5 mg/kg/c.a/gün gavajla fipronil, malvidin grubuna 14 gün süreyle 5 mg/kg/c.a/gün 
(% 0,9’luk fizyolojik NaCl içinde) gavajla malvidin hidroklorür uygulandı. 
Malvidin+fipronilin birlikte verildiği gruba ise ise malvidin hidroklorür (5 mg/kg/c.a/gün 
gavajla), fipronil  (5 mg/kg/c.a/gün gavajla) uygulamasından 2 saat önce 14 gün süreyle 
verildi. Araştırma 15. günde sonlandırıldı ve farelerden kan, karaciğer, böbrek ve beyin 
örnekleri alındı. Serum örneklerinde alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat 
aminotransferaz (AST) enzim etkinlikleri ile kreatinin ve kan üre azotu (BUN) düzeyleri 
analiz edildi. Karaciğer, böbrek ve beyin homojenatlarında süperoksit dismutaz (SOD), 
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), indüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), 
siklooksijenaz-2 (COX-2) ve tümör nekroz faktör-alfa (TNF-α) etkinlikleri ile glutatyon 
(GSH), malondialdehit (MDA), nükleer faktör kappa B2 (NF-κB2), nükleer transkripsiyon 
faktörü eritroid-2 benzeri faktör 2 (Nrf2), interlökin-1β (IL-1β) ve 8-hidroksideoksiguanozin 
(8-OHdG) düzeyleri ölçüldü. Ayrıca karaciğer, böbrek ve beyin örneklerinde histopatolojik ve 
immunohistokimyasal incelemeler yapıldı. Fipronil verilen grup kontrol grubu ile 
karşılaştırıldığında serum AST, ALT, kreatinin ve BUN değerlerinde önemli düzeyde bir artış 
(p<0,05), malvidin+fipronilin birlikte verildiği grupta ise, fipronilin tek başına verildiğinde 
artan AST, ALT, kreatinin ve BUN değerlerinde önemli düzeyde bir düşüş (p<0,05) olduğu 
belirlendi. Karaciğer, böbrek ve beyin doku homojenatlarında fipronil verilen grup kontrol 
grubu ile karşılaştırıldığında MDA, NF-κB, 8-OHdG, TNF-α ve IL-1β düzeyleri iNOS ve 
COX-2 aktivitelerinde önemli düzeyde bir artış (p<0,05); SOD, CAT ve GPx enzimlerinin 
etkinliği ile GSH ve Nrf2 düzeylerinde ise önemli bir düşüş (p<0,05) tespit edildi. 
Malvidin+fipronilin birlikte verildiği grupta ise, fipronilin tek başına verildiği gruba göre 
MDA, NF-κB, 8-OHdG, TNF-α ve IL-1β düzeyleri iNOS ve COX-2 aktivitelerinde önemli 
düzeyde önemli düzeyde bir düşüş (p<0,05); SOD, CAT ve GPx enzimlerinin etkinliği ile 
GSH ve Nrf2 düzeylerinde ise önemli düzeyde bir artış (p<0,05) belirlendi. Ayrıca fipronil 
uygulanan grupta, kontrol grubuna göre hayvanların hem karaciğer ve böbrek hem de beyin 
dokularında hayvanların dokularında histopatolojik değişiklikler ile kaspaz-3, kaspaz-9 ve 
Bax ekspresyonlarında önemli artış (p<0,001), Bcl-2 ekspesyonlarında ise önemli bir düşüş 
(p<0,001) tespit edildi. Malvidin+fipronilin birlikte verildiği grupta ise dokularda patolojik 
lezyonlarda belirgin bir azalma ile kaspaz-3, kaspaz-9 ve Bax ekspresyonlarında önemli düşüş 
(p<0,001), Bcl-2 ekspresyonlarında önemli artış (p<0,001) saptandı. Bu bulgulara bağlı olarak 
5 mg/kg c.a dozunda uygulanan fipronilin karaciğer, böbrek ve beyin hasarına yol açtığı; 
malvidin uygulamasının ise oksidatif stresi, yangıyı, apoptozisi ve doku hasarı belirteçlerini, 
histopatolojik değişiklikleri azaltarak karaciğer, böbrek ve beyin üzerindeki toksisitesini 
önlediği tespit edildi. Sonuç olarak malvidinin fipronil ile indüklenen karaciğer, böbrek ve 
beyin hasarına karşı antioksidan, antiinflamatuar ve antiapoptik koruyucu bir ajan olarak 
kullanılabileceği sonucuna varılmıştır. 

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, Fipronil, Malvidin, Oksidatif Stres, Yangı  
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ABSTRACT 

Protective Effect of Malvidin Against Fipronil-Induced Oxidative Stress, 
Inflammation and Apoptosis in Mice 

The aim of this study was to investigate the protective activity of malvidine against fipronil-
induced oxidative stress, inflammation and apoptosis in mice.  A total of 48 CD-1 male mice 
were used in the study. A total of 4 groups (n:12) were formed as control, FPN, MLV and 
MLV+ FPN groups. The control group received 0.9% NaCl (5 mg/kg c.a) containing 0.1% 
dimethylsulfoxide (DMSO) by gavage for 14 days. FPN group received FPN by gavage at 5 
mg/kg/b.w./day for 14 days and MLV group received malvidin hydrochloride by gavage at 5 
mg/kg/ b.w./day (in 0.9% NaCl) for 14 days. In the group in which MLV+ FPN was given 
together, malvidin hydrochloride (5 mg/kg/b.w/day by gavage) was given 2 hours before 
fipronil (5 mg/kg/b.w/day by gavage) for 14 days. The study was terminated on day 15 and 
blood, liver, kidney and brain samples were collected from the mice. Serum samples were 
analyzed for alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) enzyme 
activities, creatinine and blood urea nitrogen (BUN) levels. Superoxide dismutase (SOD), 
catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx), inducible nitric oxide synthase (iNOS), 
cyclooxygenase-2 (COX-2) and tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) activities and glutathione 
(GSH) levels were analyzed in liver, kidney and brain homogenates, malondialdehyde (MDA), 
nuclear factor kappa B2 (NF-κB2), nuclear transcription factor erythroid-2-like factor 2 
(Nrf2), interleukin-1β (IL-1β) and 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG) levels were 
measured. Histopathologic and immunohistochemical examinations were also performed in 
liver, kidney and brain samples. There was a significant increase (p<0.05) in serum AST, ALT, 
creatinine and BUN values in the group given fipronil compared to the control group, and a 
significant decrease (p<0.05) in serum AST, ALT, creatinine and BUN values in the group 
given malvidin+fipronil together compared to the group given fipronil alone. In liver, kidney 
and brain tissue homogenates, there was a significant increase in MDA, NF-κB, 8-OHdG, 
TNF-α and IL-1β levels, iNOS and COX-2 activities in the fipronil-administered group 
compared to the control group; a significant decrease (p<0.05) was detected in the activity of 
SOD, CAT and GPx enzymes and in GSH and Nrf2 levels. In the group in which group given 
malvidin+fipronil was administered together, there was a significant decrease (p<0.05) in 
MDA, NF-κB, 8-OHdG, TNF-α and IL-1β levels, iNOS and COX-2 activities compared to 
the group where fipronil was given alone; a significant increase (p<0.05) was determined in 
the activity of SOD, CAT and GPx enzymes and in GSH and Nrf2 levels. In addition, in the 
fipronil treated group, a significant increase (p<0.001) in caspase-3, caspase-9 and Bax 
expressions and a significant decrease (p<0.001) in Bcl-2 expressions were detected in the 
histopathological changes in both liver, kidney and brain tissues of the animals compared to 
the control group. In the group given malvidin+fipronil together was administered together, 
there was a significant decrease in pathological lesions in the tissues, a significant decrease in 
caspase-3, caspase-9 and Bax expressions (p<0.001) and a significant increase in Bcl-2 
expressions (p<0.001). Based on these findings, it was determined that fipronil administered 
at a dose of 5 mg/kg c.a caused liver, kidney and brain damage, while malvidin administration 
prevented its toxicity on liver, kidney and brain by reducing oxidative stress, inflammation, 
apoptosis, tissue damage markers and histopathological changes. In conclusion, it was 
concluded that malvidin can be used as an antioxidant, anti-inflammatory and antiapoptic 
protective agent against fipronil induced liver, kidney and brain damage. 

Keywords: Apoptozis, Fipronil, Malvidin, Oxidative stress, Inflammation 
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1. GİRİŞ 

Pestisidler insan, hayvan, bitki ve cansız yüzeylerde bulunan veya yaşayan pest 

(haşerat) adı verilen zararlılarla (böcekler, kemirgenler, mantarlar ve istenmeyen 

zararlı otlar) mücadele kapsamında kullanılan kimyasal bileşiklerdir. Pestisidler, 

kimyasal yapıları dolayısıyla tüm canlılar için potansiyel olarak zehirlidir ve güvenli 

şekilde kullanılmaları gerekmektedir (Kaya, 2014). Pestisit kullanımında birçok 

haşerat, piyasadaki organofosfatlara, karbamatlara ve piretroidlere karşı direnç 

geliştirmiştir (Alyokhin ve ark., 2008). Mevcut insektisitlerle yapılan mücadelede 

artan dirence karşı fipronil hem tarımsal hem de kentsel ortamlarda yaygın olarak 

kullanılmaktadır (Bobe ve ark., 1997).  Çevrede fipronil, sırasıyla fipronil sülfit, 

fipronil sülfon, fipronil amid veya fipronil desülfinili oluşturmak üzere indirgeme, 

oksidasyon, hidroliz veya fotolize uğrayabilir. Fipronil amid dışındaki bu 

metabolitlerin ana bileşiğe göre daha fazla veya daha az toksik ve kalıcı olduğu rapor 

edilmiştir (Hainzl ve ark., 1996; Qu ve ark., 2016b; Tingle ve ark., 2003; Weston ve 

Lydy, 2013).  

Dünya çapında fipronil pirinç, pamuk, sorgum, mısır, tahıl taneleri (arpa, yulaf, 

çavdar, tritikale ve buğday), mera otu, saman gibi ürünlerde haşerelere karşı kullanılır. 

Ayrıca fipronil hamamböceği, sivrisinek, çekirge, termit, kök kurdu, kene ve pire gibi 

geniş böcek yelpazesinin hem larva hem de ergin aşamalarına etki gösterir 

(Gunasekara ve ark., 2007; Tingle ve ark., 2003). Dünyada yaygın ve sık kullanımının 

ardından fipronilin istenmeyen etkileri giderek daha fazla dikkat çekmektedir 

(Hayasaka ve ark., 2012a; Hayasaka ve ark., 2012b; Liu ve ark., 2012). Fipronil suda 

yaşayan çeşitli organizmalar için yüksek toksisite gösterir (Taillebois ve ark., 2015). 

Laboratuar kemirgenlerinde akut fipronil toksisitesi (>50 mg/kg vücut ağırlığı), 

titreme, değişen aktivite veya yürüyüş, kambur duruş, ajitasyon, nöbetler ve ölüm ile 

karakterize edilmiş ve dozlamadan yedi saat sonra sinir sistemi işlevindeki 

değişiklikler kaydedilmiştir (Fung ve ark., 2003; Mohamed ve ark., 2004). İnsanlarda 

kazara fipronil zehirlenmesi vakaları da rapor edilmiştir ve fipronil zehirlenmesi 

kusma, ajitasyon ve nöbetlerle karakterize edilmiştir (Mohamed ve ark., 2004). 
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Son yıllarda, gelişmekte olan ülkeler başta olmak üzere çoğu ülkede çeşitli 

hastalıkların tedavisinde ilaç olarak yerel doğal ürünlerin kullanılma oranlarında 

önemli artışlar görülmüştür. Doğal ürünlere talebin artması sebebiyle ürünlerde 

bulunan aktif maddeler araştırmacıların ilgi odağı haline gelmiştir (Antika ve Dewi, 

2020; Fang, 2014). Özellikle doğal ürünlerdeki çeşitli biyoaktif bileşiklerin canlılar 

üzerinde çok yönlü etkileri vardır. Bu biyoaktif bileşiklerin en önemlileri arasında 

polifenolik yapıda bulunan maddeler yer alır. Polifenolik bileşiklerin önemli 

üyelerinden biri flavonoidlerdir. Antosiyaninler, flavonoidlerin önemli alt 

gruplarından biridir ve flavilyum katyonları oluşturma kapasiteleri nedeniyle diğer 

flavonoidlerden ayrılırlar (Harborne, 1998). Antosiyaninlerin önemli bir üyesi olan 

malvidinin antioksidan, yangı ve kanser önleme ile nöroprotektif etkileri başta olmak 

üzere birçok farmakolojik özellikleri bulunmaktadır. Özellikle son yıllarda malvidin 

araştırmacılar tarafından ilgi odağı haline gelmiş antosiyaninlerden biridir. Malvidin 

kimyasal yapısı dolayısıyla güçlü antioksidan aktivitesinin bulunması ve suda 

çözünmesi sonucu biyoyararlanımının yüksek olması sebebiyle oksidatif strese ve 

sonucunda şekillenen bozukluklara karşı koruyucu olarak tercih edilen bir bileşiktir 

(Decendit ve ark., 2013; Fagundes ve ark., 2021).  

Bu çalışmada, farelerde fipronil ile oluşturulan karaciğer, böbrek ve beyin 

hasarına karşı malvidinin koruyucu etkisi araştırılarak kullanılabilirliğinin ortaya 

konması ve literatüre yeni bilgiler kazandırılması amaçlanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Pestisidler 

Pestisidler insan, hayvan, bitki ve cansız yüzeylerde bulunan veya yaşayan pest 

(haşerat) adı verilen zararlılarla (böcekler, kemirgenler, mantarlar ve istenmeyen 

zararlı otlar) mücadele kapsamında kullanılan kimyasal bileşiklerdir. Pestisidler tüm 

canlılar için potansiyel olarak zehirlidir ve dolayısıyla güvenli şekilde kullanılmaları 

gerekmektedir (Kaya, 2014). Pestisid kullanımında birçok haşerat, piyasadaki 

organofosfatlara, karbamatlara ve piretroidlere karşı direnç geliştirmiştir (Alyokhin ve 

ark., 2008). Mevcut insektisidlerle yapılan mücadelede artan dirence karşı fipronil hem 

tarımsal hem de kentsel ortamlarda yaygın olarak kullanılmaktadır (Gupta ve Anadón, 

2018).  

2.1.1. Fipronil 

2.1.1.1. Fipronilin Kimyasal Yapısı ve Özellikleri 

Fipronil, fenilpirazoller adı verilen yeni bir böcek ilacı sınıfının üyesidir. 

Kimyasal adı 5-amino-1-[2,6-dikloro-4-(triflorometil)fenil]-4-[(triflorometil)sülfinil]-

1H-pirazol olan fipronil, triflorometilsülfonil yapısına sahip N-fenilpirazol türevi bir 

insektisittir (Gupta ve Anadón, 2018) (Şekil 2.1). 

 

 

Şekil 2.1. Fipronilin kimyasal yapısı (Gupta ve Anadón, 2018). 
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Çevrede fipronil, sırasıyla fipronil sülfit, fipronil sülfon, fipronil amid veya 

fipronil desülfinili oluşturmak üzere indirgeme, oksidasyon, hidroliz veya fotolize 

uğrayabilir.  Fipronil amid dışındaki bu metabolitlerin ana bileşiğe göre daha fazla 

veya daha az toksik ve kalıcı olduğu rapor edilmiştir (Hainzl ve Casida, 1996; Qu ve 

ark., 2016b; Tingle ve ark., 2003; Weston ve Lydy, 2013). Dünya çapında fipronil 

pirinç, pamuk, sorgum, ayçiçeği, mısır, tahıl taneleri (arpa, yulaf, çavdar, tritikale ve 

buğday), mera otu, saman gibi ürünlerde haşerelere karşı kullanılır (Gunasekara ve 

ark., 2007; Tingle ve ark., 2003). Türkiye’de kullanımına izin verilen fipronil ile ilgili 

değerler Tablo 2.1’de verilmiştir (Türk Gıda Kodeksi, 2008). 

Tablo 2.1. Türkiye’de kullanımına izin verilen fipronil ve fipronil sülfon metabolitinin 
kabul edilebilir en yüksek kalıntı limitleri (Türk Gıda Kodeksi, 2008). 

 Gıda maddesi Maksimum limit (µg/kg) 
Ayçiçeği tohumu       0,005* 
Mısır       0,005* 

 

Fipronil hamamböceği, sivrisinek, çekirge, termitler, kök kurdu, keneler ve 

pire gibi geniş böcek yelpazesinin hem larva hem de ergin aşamalarına etki gösterir 

(Gunasekara ve ark., 2007). Özellikle fipronil, kedi ve köpeklerde Ctenocephalides 

(C. canis ve C. felis) soyundaki pireler ve Ixodes (I. ricinus) ve Rhipicephalus (R. 

sanguineus) soyundaki keneler ile sığırlarda Rhipicephalus (Boophilus) microplus 

kenelerine karşı veteriner ilacı olarak da kullanılmaktadır (Beugnet ve ark., 2015; 

Bonneau ve ark., 2015; Castro Janer ve ark. 2015). Fipronil içeren çeşitli ticari 

ürünlerin, konutlarda böcek kontrolü, pirinç ve pamuk üretimi ile çimlendirme dahil 

olmak üzere haşerelere karşı uygulanması dünya çapında popülerlik kazanmıştır 

(Beugnet ve ark., 2015). 

2.1.1.2. Fipronilin Etki Mekanizması 

Fipronil, Gama-aminobutirik asit (GABA) kanalları üzerine etki gösterir 

(GABAA reseptör antagonistidir) ve GABA-klorür kanalını hedefleyerek normal 

nöronal akışı bozar. (Gunasekara ve ark., 2007). Hücre zarında GABA-GABAA-bağlı 
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klor kanallarını etkiler; kanalların açılmasını etkileyerek hücreye klor girişini önler. 

Böylece hücre içi ve hücre dışı arasındaki gerilim farkı azalır; hücre kolay uyarılabilir 

hale gelir. Bu etki sonucu şiddetli uyarılar şekillenir. GABA-klorür kanalları hem 

omurgalıların hem de omurgasızların merkezi sinir sisteminde eksprese edilmesine 

rağmen fipronil, omurgalı GABAA reseptörlerine göre böcek GABA reseptörleri için 

oldukça yüksek bir afiniteye ve omurgalı GABAC reseptörleri için çok az afiniteye 

sahiptir (Stehr ve ark., 2006). Memelilerde GABA tarafından düzenlenen klorür 

kanalları için daha düşük bağlanma afinitesi, böcekler için seçiciliği ve güvenlik 

aralığını arttırır (Badgujar ve ark., 2015). Ayrıca, glutamatla aktive olan klorür 

kanalları da fipronilin hedefi konumundadır (Narahashi ve ark., 2010). GABA 

reseptörlerine ek olarak, fipronil omurgasızlar üzerinde omurgalılardan daha etkilidir 

çünkü glutamatla aktive olan klorür kanalları böcekler gibi omurgasızlarda bulunur 

(Simon-Delso ve ark., 2015). Ayrıca glisin reseptörlerinin fipronil için omurgalılarda 

toksisite hedefleri olabileceği bildirilmektedir. Glisin reseptörü, iyonotropik bir 

reseptördür ve etkilerini klorür akımı yoluyla üretir. Merkezi sinir sisteminde en 

yaygın olarak bulunan inhibitör reseptörlerden biri olan glisin reseptörleri, omurilik ve 

beyin sapında inhibitör nörotransmisyona aracılık etmede kritik roller oynar (Lynch, 

2004).  

2.1.1.3. Fipronilin Toksisitesi 

Dünyada yaygın ve sık kullanımın ardından fipronilin istenmeyen etkileri 

giderek daha fazla dikkat çekmektedir (Hayasaka ve ark., 2012a, Hayasaka ve ark., 

2012b; Liu ve ark., 2012). Fipronil suda yaşayan çeşitli organizmalar için yüksek 

toksisite gösterir (Taillebois ve ark., 2015). Laboratuar kemirgenlerinde akut fipronil 

toksisitesi (>50 mg/kg vücut ağırlığı), titreme, değişen aktivite veya yürüyüş, kambur 

duruş, ajitasyon, nöbetler ve ölüm ile karakterize edilmiş ve dozlamadan yedi saat 

sonra sinir sistemi işlevindeki değişiklikler kaydedilmiştir (Fung ve ark., 2003; 

Mohamed ve ark., 2004). İnsanlarda kazara fipronil zehirlenmesi vakaları da rapor 

edilmiştir ve fipronil zehirlenmesi kusma, ajitasyon ve nöbetlerle karakterize 

edilmiştir (Mohamed ve ark., 2004).  
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Dünya Sağlık Örgütü (WHO) tarafından Sınıf II, nispeten toksik pestisid olarak 

sınıflandırılmıştır. Sıçanlarda 97 mg/kg akut oral öldürücü doz 50 (ÖD50)'ye ve 2000 

mg/kg'dan daha yüksek dermal ÖD50'ye sahiptir (WHO, 2010). Fipronil, sıçanların 

her iki cinsiyetinde artan tiroid foliküler hücre tümörlerine bağlı olarak C grubu 

kanserojen olarak sınıflandırılmıştır (Gaines, 1969; WHO, 2010). Normal endokrin 

sistem fonksiyonunu değiştiren ve ciddi üreme etkilerine neden olan fipronil dahil 

olmak üzere bazı pestisitlerin erkek üremesi üzerinde olumsuz etkileri olduğu 

kaydedilmiştir ve öldürücü olmayan konsantrasyonlarda farelerin üremesini 

etkileyebileceği öne sürülmüştür (Bencic ve ark., 2013; Wang ve ark. 2009). Fipronil 

memelilerde böceklerden daha düşük toksisite gösterse de ilacın hedef olmayan 

türlerde de böbrek, karaciğer, tiroid ve üreme organları üzerinde olumsuz etkilerinin 

olduğu bildirilmiştir (Das ve ark., 2006; Ohi ve ark., 2004; Roques ve ark., 2013; 

Tingle ve ark., 2003). Farelerin fipronile (15, 25 ve 50 mg/kg c.a 7 gün süreyle) maruz 

kalmasının ardından, önemli karaciğer yağlanması, nekrozu ve hepatomegali 

bildirilmiştir (De Oliveira ve ark., 2012). Fipronilin ayrıca insan karaciğer 

mikrozomlarında testosteronun 6β-hidroksilasyonunu inhibe ettiği de gösterilmiştir 

(Tang ve ark., 2004). Bu nedenle, insektisit olarak hayvanlara uygulanması ve fipronil 

kalıntıları içeren farklı gıda ürünlerinin tüketimi yoluyla maruziyetinin uzun vadeli 

insan sağlığını etkilemesi nedeniyle fipronilin toksisitesine daha fazla dikkat edilmesi 

gerekmektedir (Wang ve ark., 2016).  

2.1.1.4. Fipronilin Oksidatif Stres, İnflamasyon ve Apoptozis Mekanizmaları 

Üzerindeki Etkileri 

Birçok in vivo ve in vitro deneyde, fipronilin karaciğer, beyin, böbrekler ve 

testisler dahil olmak üzere birçok organ sisteminde önemli histopatolojik 

değişikliklere neden olduğu gösterilmiştir (Khan ve ark., 2015; Lee ve ark., 2011; 

Vidau ve ark., 2011; Wang ve ark., 2016). 

2.1.1.4.1. Fipronilin Oksidatif Stres Üzerindeki Etkileri 

Oksidatif stres, yetersiz antioksidan savunma veya serbest radikallerin aşırı 

üretiminin bir sonucu olarak ortaya çıkar ve hidroksil radikalleri (OH), süperoksid 
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anyonları (O2
-) ve perhidroksi radikalleri (HOO-) ile nitrik oksit (NO) içeren reaktif 

oksijen türleri (ROS) ve reaktif nitrojen türleri (RNS) tarafından başlatılır (Dasuri ve 

ark., 2013; Swomley ve Butterfield, 2015). 

Fipronil, ROS oluşumuna neden olmakta ve in vivo olarak toksik etkilere yol 

açan oksidatif stresi indükleyebilmektedir. Khan ve ark. (2015), sıçanlara fipronil (2,5, 

5 ve 10 mg/kg vücut ağırlığı) uygulandığında daha yüksek fipronil 

konsantrasyonlarının (5 ve 10 mg/kg vücut ağırlığı) spermde ROS üretimini önemli 

ölçüde artırdığı belirtmişlerdir. Ayrıca fipronilin in vitro olarak indüklediği ROS 

üretimi üzerine birçok çalışma vardır (Lee ve ark., 2011; Vidau ve ark., 2011; Wang 

ve ark., 2013; Zhang ve ark., 2015). SH-SY5Y hücrelerine 6 saat boyunca fipronil 

(100 µM) uygulanması sonucunda fipronilin önemli miktarda ROS üretimini 

tetikleyebildiği bildirilmiştir (Lee ve ark., 2011). Zhang ve ark. (2015), Drosophila S2 

hücrelerine 20, 30, 40 ve 50 µg/mL fipronil uygulandığında fipronilin konsantrasyona 

bağlı olarak ROS'ta artışa neden olduğunu vurgulamışlardır. Wang ve ark. (2013), 

Spodoptera frugiperda (Sf9) hücrelerinin 48 saat boyunca fipronile (200 ve 400 

µg/mL) maruz bırakıldığında fipronilin hücre içi ROS seviyesini önemli ölçüde 

arttırdığını belirtmişlerdir. Vidau ve ark. (2011) ise fipronil toksisitesinin kökenini 

daha ayrıntılı olarak araştırmak ve ROS oluşumunun nedenini ortaya çıkarmak için 

izole sıçan karaciğer mitokondrisini araç olarak kullanmışlar, fipronilin 

mitokondrideki oksijen tüketiminde doza bağlı bir artışa neden olduğunu 

bildirmişlerdir.  

Reaktif oksijen türleri üretiminin neden olduğu oksidatif stresle 

karşılaştırıldığında, RNS'nin neden olduğu oksidatif stres nadiren rapor edilmiştir. 

Hem fipronil (100 µM) hem de fipronil sülfon (3,7 µM) uygulamalarının, SH-SY5Y 

hücrelerinde NO üretiminde önemli artışlara yol açtığı belgelenmiştir ve bu oksidatif 

stresin fipronil kaynaklı nörotoksisitenin ana mekanizmalarından biri olabileceğini 

göstermektedir (Romero ve ark., 2016). Bu nedenle in vivo ve in vitro çalışmalar, ROS 

veya RNS üretiminin, fipronilin neden olduğu oksidatif stres ve ilgili toksisitelerde 

önemli rol oynadığını göstermiştir (Khan ve ark., 2015; Lee ve ark., 2011; Vidau ve 

ark., 2011; Wang ve ark., 2013; Zhang ve ark., 2015). Ayrıca ROS veya RNS üretimi 

fipronil tarafından doza bağlı bir şekilde indüklenebilmektedir. Mitokondrinin 
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fipronilin önemli bir hedefi olabileceği ve mitokondriye verilen hasarın fipronilin 

neden olduğu toksisite ile yakından ilişkili olabileceği belirtilmektedir. Özellikle 

fipronilin metaboliti olan fipronil sülfon, oksidatif strese dayalı toksisiteden sorumlu 

olabilmektedir bu da oksidatif stres ile fipronil metabolitlerinin neden olduğu toksisite 

arasındaki ilişkinin oldukça yüksek olması gerektiğini düşündürmektedir (Wang ve 

ark., 2016). Fipronilin neden olduğu oksidatif stres, antioksidan savunma sistemini 

değiştirebilir ve lipidler, DNA ve proteinler gibi hücresel makromoleküllerin hasar 

görmesine yol açabilir. Hücre ölümü, oksidatif stresi takiben apoptotik veya nekrotik 

mekanizmalarla meydana gelir (Clasen ve ark. 2012; Khan ve ark. 2015; Weidinger 

ve Kozlov 2015). Lipidlere, DNA'ya ve proteinlere fipronilin neden olduğu hasar Şekil 

2.2'de şematik olarak gösterilmektedir (Wang ve ark., 2016). 

Lipid peroksidasyonundaki önemli artış, hücre zarı lipidlerindeki oksidatif 

hasarın sonucudur. Lipid peroksidasyonu, malondialdehit (MDA) ve tiyobarbitürik 

asit reaksiyona giren maddelerdeki (TBARS) değişiklikler izlenerek ölçülebilir. 

TBARS'ın bir parçası olan MDA, lipid peroksidasyonundan kaynaklanan en fazla 

miktardaki bireysel aldehittir ve düzeyi lipid oksidasyonunun bir belirtecidir (Zhou ve 

ark. 2015). Fipronil, in vivo lipid peroksidasyonunu önemli ölçüde artırabilir. Erkek 

farelerde 28 gün boyunca birden fazla organda fipronil kaynaklı değişiklikleri araştıran 

çalışmalarda, fipronilin (2,5; 5 ve 10 mg/kg vücut ağırlığı) karaciğer, böbrek ve beyin 

dokularında MDA düzeylerini önemli ölçüde artırdığı vurgulanmıştır (Badgujar ve 

ark. 2015; Badgujar ve ark. 2016). Fipronilin antioksidan durum üzerindeki etkilerini 

incelemek için, erkek buzağılar 98 gün boyunca fipronile (0,5 mg/kg vücut ağırlığı) 

maruz bırakıldığında, kontrole kıyasla eritrositlerde MDA seviyesinde %64,5'lik bir 

artış bildirmişlerdir (Gill ve Dumka, 2013). 
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Şekil 2.2. Fipronilin etki mekanizması (Wang ve ark., 2016). 

Fipronil uygulanan hücre hatlarında da lipid peroksidasyonu gözlenmiştir. 

PC12 hücrelerine fipronil (30 ve 50 µM) uygulamasından sonra fipronilin MDA 

seviyelerinde önemli artışlara yol açtığı bildirilmiştir (Slotkin ve Seidler, 2010). 

Benzer şekilde fipronil, SH-SY5Y hücreleri 6 veya 24 saat boyunca fipronile (100 

µM) maruz bırakıldığında, kontrol hücreleriyle karşılaştırıldığında MDA 

konsantrasyonlarında önemli bir artışa neden olduğu belirtilmiştir (Ki ve ark. 2012; 

Romero ve ark. 2016). Ayrıca SH-SY5Y hücrelerinin fipronilin ana metaboliti olan 
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fipronil sülfona (3 µM) maruz bırakılmasından sonra fipronilin MDA düzeyini önemli 

ölçüde artırdığı rapor edilmiştir (Romero ve ark. 2016). Bu nedenle fipronilin in vivo 

ve in vitro oksidatif strese bağlı toksisitesinde lipid peroksidasyonunun oldukça 

önemli olduğu öne sürülmektedir. Fipronil sülfon ayrıca sinir hücrelerindeki lipidlerde 

oksidatif hasara da neden olmaktadır. Ayrıca fipronilin neden olduğu lipid 

peroksidasyonu doza bağlı bir şekilde meydana gelebilmektedir (Wang ve ark., 2016). 

Enzimatik antioksidan savunma sistemleri, O2
-, OH ve hidrojen peroksid 

(H2O2) gibi reaktif oksijen türlerinden kaynaklanan hücre hasarını korumaktadır. 

Glutatyon-S-transferaz (GST), süperoksid dismutaz (SOD), glutatyon redüktaz (GR), 

glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT) birincil antioksidan enzimlerdir ve hepsi 

redoks biyobelirteçleri olarak görev yapabilmektedir (Yang ve Lee, 2015). En fazla 

miktardaki hücre içi antioksidan olan glutatyon (GSH), hücrelerdeki OH'yi temizleyen 

önemli bir küçük moleküllü antioksidandır ve hücrelerin oksidatif hasara karşı 

korunmasında ve çeşitli detoksifikasyon mekanizmalarında rol oynamaktadır (Yadav 

ve Mishra, 2013). Glutatyon ayrıca GST, GR ve GPx'i içeren birçok temel enzimatik 

reaksiyonda bir yardımcı substrat olarak görev yapmaktadır ve GSH seviyesindeki bir 

azalma genellikle hücrelerin oksidanlara tepkisini bozmaktadır (Aydın, 2011). 

Fipronil hayvanlardaki doku ve organların antioksidan durumunu önemli 

ölçüde değiştirebilmektedir (Wang ve ark., 2016). Kuşlar,10 gün boyunca fipronile 

maruz bırakıldığında fipronilin, erkek kuşlarda kırmızı kan hücrelerindeki SOD 

aktivitesini artırma eğilimi gösterdiği bildirilmiştir (Lopez-Antia ve ark., 2015). 

Fipronilin manda malaklarının antioksidan durumu üzerindeki etkileri de rapor 

edilmiştir. Gill ve Dumka (2013), fipronilin kan GSH düzeyinde %21,6 oranında 

anlamlı bir düşüşe yol açtığını ancak CAT, SOD ve GPx aktiviteleri üzerinde anlamlı 

bir etkiye neden olmadığı ortaya konmuştur. Ayrıca fipronilin suda yaşayan 

hayvanlarda antioksidan enzimleri de değiştirdiği bildirilmiştir. Sazan yavrularının 60 

gün boyunca fipronile (0,0428 mg/L) maruz bırakıldığı çalışmada karaciğer ve 

solungaçtaki SOD aktivitesinin arttığı belirtilmiştir (Gupta ve ark., 2013). Fipronilden 

etkilenen antioksidan enzimler in vitro çalışmalarda nadiren tespit edilmiştir. Sf9 

hücrelerinin 48 saat boyunca fipronile (200 ve 400 µg/mL) maruz bırakıldığı 

çalışmada, hücre içi GSH seviyesinde ve SOD aktivitesinde kayda değer değişikliklere 
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neden olmadığı bildirilmiştir (Wang ve ark., 2013). Fipronile in vivo ve in vitro maruz 

kalmanın ardından farklı antioksidan enzimler, fipronile maruz kalmanın dozu ve 

süresi dahil olmak üzere birçok faktöre bağlı olarak çeşitli tepkiler göstermektedir 

(Wang ve ark., 2016). 

8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG), mitokondri ve nükleer DNA'daki 

guanin bazının ROS kaynaklı 8-hidroksilasyonundan sonra spesifik enzimatik 

bölünmeyi takiben oksidatif DNA hasarının bir ürünüdür (Cooke ve ark., 2000). 

DNA'da ROS'un neden olduğu yirmi üç oksidatif baz bozulmasından en yaygın ve 

duyarlı olanı 8-OHdG’dir. Guanin, DNA'nın bileşenlerinden biridir ve en düşük 

iyonlaşma potansiyeline sahiptir. Aynı zamanda oksidasyona en yakın olan bileşiktir. 

Bu nedenle, ROS’ların hedefi olur. Hidroksil radikali, guaninin 4, 5 ve 8 numaralı 

karbon atomlarıyla tepkimeye girerek DNA hasar ürünleri oluşturur. Bu hasar 

ürünlerinden biri olan 8-OHdG, guaninin 8. karbon atomuna hidroksil radikalinin 

saldırmasıyla oluşur. 8-OHdG, DNA hasarını tespit etmek için en yaygın kullanılan 

yöntemlerden biridir (Koç ve Akçay, 2018). Hasarlı DNA onarıldığında, üretilen 8-

OHdG daha fazla metabolize edilmeden idrarla atılır. Üriner 8-OHdG, oksidatif 

DNA hasarının ve in vivo toplam sistemik oksidatif stresin hassas bir belirteci olarak 

yaygın şekilde kullanılmaktadır (Loft ve ark., 1992). 

2.1.1.4.2. Fipronilin Yangı Üzerindeki Etkileri 

Oksidatif stres, inflamasyonun gelişmesinde ve yayılmasında kritik bir rol 

üstlenmektedir.  Oksidanlar, vücuttaki hasarlı dokulardan salınan ve endojen tehlike 

sinyalleri olarak işlev gören moleküller arasında yer almaktadır. Bu tür moleküller, 

hücre hasarı, doku stresi veya enfeksiyon gibi durumlarda ortaya çıkmaktadır. Bu 

oksidanlar, özellikle Toll benzeri reseptörler (TLR'ler) ve NOD benzeri reseptörler 

(NLR'ler) gibi doğuştan gelen bağışıklık reseptörleri tarafından algılanmaktadır. Toll 

benzeri reseptörler ve NLR'ler, vücudun bağışıklık sisteminin önemli parçalarıdır ve 

dışarıdan gelen patojenleri algılamak ve bağışıklık yanıtını başlatmak için 

gelişmişlerdir. Ancak, bu reseptörler aynı zamanda hasarlı hücrelerden veya doku 

hasarından kaynaklanan endojen tehlike sinyallerini de algılayabilmektedirler. 

Oksidanlar, bu reseptörlerin aktivasyonunu tetikleyerek inflamatuar yanıtın çeşitli 
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aşamalarını etkilemektedirler. TLR'ler tarafından tetiklenen yanıtlar, öncelikle 

transkripsiyon faktörü nükleer faktör kappa B (NF-κB)'nin aktivasyonuyla 

iletilmektedir (Lugrin ve ark., 2014). Nükleer faktör kappa B, oksidatif stres ve yangı 

gibi çeşitli biyolojik süreçler arasında önemli bir köprü veya kavşak noktası olarak 

kabul edilir. Nükleer faktör kappa B, hücresel yanıtları düzenleyen bir transkripsiyon 

faktörüdür ve çeşitli uyaranlara tepki vererek bir dizi genin ifadesini düzenleyebilir. 

Oksidatif stres, ROS’un aşırı üretimi veya hücredeki antioksidan savunma 

mekanizmalarının azalması sonucu hücrelerdeki dengeyi bozan bir durumdur. Bu 

durum, NF-κB'nin aktivasyonuna yol açabilir. Nükleer faktör kappa B’ nin oksidatif 

stres tarafından aktive edilmesi, hücrelerdeki inflamatuar yanıtın tetiklenmesine 

katkıda bulunmaktadır. Ayrıca bakteriyel lipopolisakkaritler gibi pro-inflamatuar 

sitokinler veya enfeksiyonlara yanıt olarak da NF-κB aktivasyonu gerçekleşebilir. Bu 

durum, bağışıklık sisteminin enfeksiyonlara karşı savunma mekanizmalarını harekete 

geçirir ve yangıyı başlatır (Gloire ve ark., 2006).  

Oksidatif stres, nörotoksik maddeler ve inflamatuar uyaranlarla ilişkili hücresel 

hasarın önemli bir nedenidir. Oksidatif stres sırasında üretilen ROS inflamatuar yanıtla 

ilişkilidir ve mitojenle aktifleşen protein kinazın (MAPK) yolağının düzenlenmesi 

yoluyla tümör nekroz faktörü-α (TNF-α) ve interlökin-6 (IL-6) gibi pro-inflamatuar 

sitokinlerin üretimine katkıda bulunur (Watanabe ve ark., 2015). Prostaglandinlerin 

sentezini katalize eden bir enzim olan siklooksijenaz-2 (COX-2) ise çevresel stres ve 

proinflamatuar sitokinler gibi çeşitli uyaranlara anında yanıt veren bir proteindir 

(Narita ve ark., 2008). Siklooksijenaz-2 normal fizyolojik koşullar altında çoğu 

dokuda neredeyse tespit edilemez ancak COX-2 aktivasyonundan sonra artan 

prostaglandin üretimi nöronlarda toksisiteye neden olabilir. Bu şekilde COX-2, 

beyindeki strese verilen nöronal tepkide rol oynayabilir (Manabe ve ark., 2004). 

p38/MAPK yolağı, proliferasyonu engelleyebilen veya apoptozisi destekleyebilen 

oksidatif strese karşı yanıt olarak fosforile edilir (Watanabe ve ark., 2015). Mitojenle 

aktifleşen protein kinazın ailesine ait c-Jun N-terminal kinaz (JNK) ve hücre dışı 

sinyalle düzenlenen kinaz (ERK), nörotransmiterler, hormonlar, büyüme faktörleri ve 

oksidatif stres gibi çeşitli stres türleri dahil olmak üzere çeşitli hücre dışı uyaranlara 

yanıt verir (Gong ve ark., 2015; Kim ve ark., 2015; Liao ve ark., 2015; Romanov ve 
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ark., 2015). Mitojenle aktifleşen protein kinazın ailesi üyeleri, COX-2 ekspresyonunun 

ve inflamatuar yanıtın düzenlenmesinde önemli bir rol oynamaktadır (Nieminen ve 

ark., 2005). Park ve ark. 2016, fipronilin SH-SY5Y hücreleri üzerinde indüklediği 

toksik etkilerin artan inflamatuar stimülasyonla sonuçlanıp sonuçlanmadığını 

araştırdıkları çalışmalarında fipronilin toksik etkisinde MAPK yolaklarının dahil 

olduğunu bildirmişlerdir. Hücreleri (0, 30 dakika, 1, 3, 6 ve 12 saat) 100 μM fipronile 

maruz bırakmışlar ve fipronil maruziyetinin konsantrasyona bağlı bir şekilde COX-2 

ve TNF-α ekspresyonunu önemli ölçüde artırdığını belirtmişlerdir. Böylece SH-SY5Y 

hücrelerinde fipronilin indüklediği apoptotik sinyallemede inflamatuar yanıtın rol 

oynayabileceğini vurgulamışlardır. 

2.1.1.4.3. Fipronilin Apoptozis Üzerindeki Etkileri 

Hücre ölümü, çok hücreli organizmaların gelişiminde, doku homeostazisinde 

ve bütünlüğünde önemli bir süreçtir. Hücre proliferasyonu ve eliminasyonu, yetişkin 

organizmada fizyolojik süreçlerin homeostazisini sürdürmek için gereklidir (Galluzzi 

ve ark., 2012). İstenmeyen hücreler metamorfoz, embriyogenez, patogenez ve ayrıca 

doku dönüşümü süreci sırasında uzaklaştırılır (Trump ve ark., 1997). Hücre ölümü 

programlanmış hücre ölümü ve nekroz olmak üzere iki geniş tanımlı mekanizmayı 

içerir (Fuchs ve Steller, 2011). Belirli sinyallere yanıt oluşturarak genetik olarak 

programlanmış bir hücre intiharı sürecini içeren hücre ölümüne programlanmış hücre 

ölümü denir (Gorski ve Marra, 2002). Genellikle programlanmış hücre ölümü, hücre 

dışı ve hücre içi sinyaller tarafından kontrol edilir. Programlanmış hücre ölümü, farklı 

morfolojik özelliklere sahip olması, doku homeostazisini koruması ve istenmeyen 

hücreleri ortadan kaldırarak çok hücreli organizmalarda uygun hücre sayısını 

düzenlemesi nedeniyle hücre nekrozundan ayrılır (LeBlanc, 2003). Farklı endojen 

dokuya özgü ajanlar ve eksojen hücreye zarar veren ajanlar, kritik fizyolojik koşullar 

altında belirli hücre tipinde programlanmış hücre ölümünü başlatır. Programlanmış 

hücre ölümünün ekzojen aktivasyonları, çoğu hücre tipi üzerinde etkili olan fiziksel 

ajanları ve enfeksiyöz ajanları içerir. Fiziksel ajanlar arasında radyasyon, fiziksel 

travma ve kemoterapötik ilaçlar bulunurken, enfeksiyöz ajanlar arasında virüsler ve 

bakteriyel toksinler yer alır. Ayrıca büyüme faktörlerinin çekilmesi, bir trofik 

hormonun ablasyonu, glukokortikoidlerle tedavi ve matriks ekinin kaybı gibi iç 
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dengesizlikler apoptozu tetikleyebilir (Neuman ve ark., 2001). Her ne kadar çeşitli 

araştırma grupları sıklıkla programlanmış hücre ölümünü apoptozis ile eşitlese de 

sonra yapılan çalışmalar apoptozis mekanizmasının katılımından yoksun olan 

programlanmış hücre ölümünün apoptotik olmayan formlarının da mevcut olduğunu 

kanıtlamıştır. Bu nedenle programlanmış hücre ölümü ve apoptozis hiçbir zaman 

eşanlamlı olarak düşünülmemelidir (Bredesen ve ark., 2006).  

Apoptozis yalnızca hücre hasarı veya dış stresin bir sonucu olarak değil aynı 

zamanda normal gelişim ve morfogenez sırasında da meydana gelen, düzenlenmiş 

ölümün önemli bir mekanizması olarak tanımlanır (Nikoletopoulou ve ark., 2013). 

Apoptozis, uygulayıcı ve düzenleyici moleküllerin farklı grupları tarafından sıkı bir 

şekilde düzenlenir. Apoptotik hücre ölümünün etki mekanizması tipik olarak kromatin 

materyalinin yoğunlaşması, çekirdekte meydana gelen DNA parçalanması, hücre 

büzülmesi, dinamik membran taşması ve hücre dışı matrikslere yapışma kaybı ile 

karakterize edilir. Ayrıca biyokimyasal değişiklikler arasında; fosfatidilserinin 

dışsallaşması ve kaspaz adı verilen sistein aspartil proteazların aktivasyonu hücre 

ölümüne yol açar (Kerr ve ark., 1972; Nikoletopoulou ve ark., 2013). Apoptozis 

mekanizması temel olarak apoptozun indüklenmesinde rol oynayan dışsal yol ve içsel 

yol olarak adlandırılan iki temel yoldan oluşur. Dışsal yol, ölüm reseptörleri aracılı 

yolu ifade ederken içsel yol mitokondriyal aracılı bir yoldur. Bu apoptotik yolların her 

ikisi de aynı terminale (yürütme yoluna) yol açabilmektedir (Elmore, 2007; Jan, 2019) 

(Şekil 2.3). 

Kaspazlar apoptozisin temel başlatıcıları ve uygulayıcılarıdır ve işlevleri, farklı 

substrat tercihlerine sahip olan yapısıyla çok yakından ilişkilidir. Bazı kaspazlar, diğer 

proteinlerle etkileşime izin veren ve sinyal yollarına bağlanan, ölüm efektör alanı ve 

kaspaz toplama alanları gibi belirli bölgeleri içeren uzun pro-alanlara sahiptir. Ölüm 

efektör alanı kaspaz-8 ve kaspaz-10'u içerirken kaspaz toplama alanları kaspaz-1, 

kaspaz-2, kaspaz-4, kaspaz-5, kaspaz-9, kaspaz-11 ve kaspaz-12'i içerir. Kaspazlar 

geleneksel olarak apoptotik sinyalleşme basamaklarındaki konumlarına göre başlatıcı, 

efektör veya yürütücü kaspazlar olarak sınıflandırılır (Ghavami ve ark., 2009). 
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Şekil 2.3. Apoptoz yolları (Jan, 2019). 

İçsel yol, esas olarak mitokondriyal aracılı apoptotik yola karşılık gelir ve 

oksidatif stres, ışınlama, sitotoksik ilaçlarla tedaviyi içeren çeşitli hücre dışı ve hücre 

içi stresler tarafından tetiklenmektedir. B hücreli lenfoma-2 (Bcl-2) ve Bcl-xL (Bcl-2 

aile üyesi), sitokrom c salınımını önleyen anti-apoptotik proteinlerdir (Kim, 2005). 

Sitokrom C, apoptotik proteaz aktive edici faktör 1 (Apaf-1) ve prokaspaz-9 ile 

birleşerek apoptozom üretir. Apoptozom, kaspaz 9'u tetikleyen ve ardından hücrelerin 

yıkımına yol açan ve apoptozla sonuçlanan kaspaz-3 sinyal kaskadının aktivasyonunu 

sağlayan yedi kollu halka şeklinde çok proteinli bir komplekstir (Yuan ve Akey, 2013). 

Hem dışsal hem de içsel yollar yürütme aşamasında birleşir. Yürütme aşaması 

apoptozisin son yolunu ifade eder. Kaspaz-8 ve 9 başlatıcı kaspazlardır; kaspaz-3, 

kaspaz-6 ve kaspaz-7, Kaspaz-10, Kaspazla aktifleştirilen DNA (CAD) ve Poli ADP-

riboz polimeraz (PARP) efektör veya uygulayıcı kaspazlar olarak sınıflandırılır 

(Hengartner, 2000). Kaspazlar çok sayıda hedef proteinin bölünmesi yoluyla apoptotik 
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hücre ölümünü düzenler. Yol, sitoplazmik endonükleazı daha da aktive eden yürütme 

kaspazlarının aktivasyonuyla başlar. Sitoplazmik endonükleaz, nükleer materyali ve 

proteazları parçalar ardından nükleer ve hücre iskeleti proteinleri parçalanır. Tüm 

yürütücü kaspazlar arasında kaspaz-3 en önemlisidir ve başlatıcı kaspazlardan 

herhangi biri onu aktive edebilir. Endonükleaz kaspazla aktifleştirilen DNA, kaspaz-3 

tarafından açıkça aktive edilir ve bu da çekirdeklerdeki kromozomal DNA'nın 

bozulmasına ve kromatinin yoğunlaşmasına neden olur (Green ve Evan, 2002). 

Oksidatif stres, çok sayıda biyolojik yanıtta ve hücre sinyal yollarında önemli bir rol 

oynamaktadır. Reaktif oksijen türleri üretimi oksidatif strese neden olmakta ve 

dolayısıyla apoptozisle sonuçlanmaktadır (Jin ve ark., 2014; Chtourou ve ark., 2015). 

Fipronile maruz kalmanın, artan ROS üretimi ve oksidatif stresin aracılık ettiği farklı 

hücre hatlarının in vitro modellerinde apoptozise neden olduğu belirtilmiştir (Hu ve 

ark., 2010; Lee ve ark., 2011; Park ve ark., 2016; Vidau ve ark., 2011; Zhang ve ark., 

2015). Hu ve ark. (2010), PC12 hücrelerinde 3,13 µM fipronil uygulamasının ROS 

üretiminde ve apoptozisde önemli bir artışa yol açtığını bildirmişlerdir. SH-SY5Y 

hücrelerinde ise 6, 12 ve 24 saat boyunca uygulana fipronil (25, 50, 100 veya 200 µM) 

sonrasında fipronil konsantrasyonu ve zamana bağlı bir şekilde hücre canlılığının 

önemli ölçüde azaldığı vurgulanmıştır (Lee ve ark. 2011; Park ve ark. 2016; Vidau ve 

ark. 2011). Zhang ve ark. (2015), 24 saat boyunca fipronil (20, 30, 40 ve 50 µg/mL) 

uygulamasından sonra, apoptotik hücrelerin oranının doza bağlı bir şekilde önemli 

ölçüde arttığını ve artan sayıda S2 hücresinin küçülmeye başladığını bildirmişlerdir. 

p53 sinyal yolunun, nöronal hücre ölümünde apoptotik sinyalleşmeye dahil olduğu 

bilinmektedir (Wang ve ark., 2016). SH-SY5Y hücrelerine 24 saat boyunca fipronil 

(100 µM) uygulanması sonucunda fipronilin nükleer p53 birikimine neden olduğu ve 

ardından sitozolik p53 seviyesinin arttığı belirtilmiştir (Lee ve ark. 2011). Benzer 

şekilde, SH-SY5Y hücrelerinin 24 saat boyunca fipronile (25, 50 ve 100 µM) maruz 

bırakılmasının sonucunda, tüm hücrelerde p53 aktivitesinin arttığı ve fipronil 

konsantrasyonuna bağlı bir ortamda sitoplazmik p53 seviyelerinin yanı sıra p53 

nükleer birikiminin artmasına yol açtığı bildirilmiştir (Park ve ark. 2016). 

Artan ROS üretiminin, apoptozis sırasında meydana gelen kritik bir olay olarak 

kabul edilen mitokondriyal sitokrom C'nin sitozole salınmasını tetiklediği belirtilmiştir 
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(Lee ve ark., 2011; Li ve ark., 2012; Sumedha ve Miltonprabu, 2015). Mitokondri 

apoptozisde merkezi bir rol oynar ve mitokondriyal hasar, Bcl-2 ile ilişkili X proteini 

(Bax)'nin sitozolden mitokondriye translokasyonunu indüklerken mitokondride Bcl-2 

ekspresyonunu azaltır (Park ve ark. 2016). Kaspaz-3 ve kaspaz-9 gibi kaspaz ailesi 

üyeleri apoptozis için çok önemlidir ve mitokondriyal olaylara katkıda bulunurlar 

(Lakhani ve ark., 2006; Das ve ark., 2012). Kaspaz-3, PARP dahil olmak üzere birçok 

hücresel proteini sınırlı proteoliz ile parçalayabilmektedir (Ki ve ark., 2012). Ek olarak 

kaspaz-3, ROS üretimi ile aktive edilebilir ve dolayısıyla hücre apoptozisini ve 

nekrozunu indükleyebilir (Junn ve Mouradian, 2001). Ayrıca Bcl-2 ve Bax gibi Bcl-2 

ailesi üyeleri, mitokondriyal bütünlüğün ve mitokondri tarafından başlatılan sitokrom 

C salınımının ve kaspaz aktivasyonunun ana düzenleyicileridir (Lee ve ark., 2011). Hu 

ve ark. (2010), PC12 hücrelerine fipronil (3,13 µM) uyguladıkları çalışmalarında, ROS 

üretiminde önemli bir artışla birlikte Bcl-2 protein ekspresyonunda önemli bir düşüş 

olduğunu bildirmişlerdir. Ayrıca SHSY5Y hücrelerinde fipronil uygulamasının, 

konsantrasyona bağlı bir şekilde (25, 50 veya 100 µM), sitokrom C salınımını ve 

Bax'ın mitokondriyal translokasyonunu önemli ölçüde arttırdığı kaspaz-3, kaspaz-9 ve 

PARP'ın aktivitesini arttırdığı ve Bcl-2 seviyesini düşürdüğü çeşitli çalışmalarla ortaya 

konmuştur (Ki ve ark., 2012; Lee ve ark., 2011; Park ve ark., 2016). Fipronilin (20, 

30, 40 ve 50 µM), S2 hücrelerinde ROS üretiminde bir artışa neden olduğu, bunun da 

mitokondriyal membran potansiyelinde bir azalma, Bcl-2'nin Drosophila inhibitörü 

apoptoz proteini 1 (DIAP1)'de önemli bir azalma ve sitokrom C, kaspaz-3 ve kaspaz-

9'da belirgin artışa neden olduğu bildirilmiştir (Zhang ve ark. 2015). Bu bulgular 

fipronilin, ROS üretimi tarafından başlatılan mitokondriyal içsel sinyal yoluyla 

apoptozisi tetiklediğini göstermektedir (Wang ve ark., 2016). 

2.2. Antosiyaninler 

Antosiyaninler flavonoidlerin önemli alt gruplarından biridir ve diğer 

flavonoidlerden flavilyum katyonu oluşturma yetenekleri nedeniyle ayrılırlar (Mazza, 

2007). Antosiyanin kelimesi Yunanca çiçekler anlamına gelen ‘anthos’ ve koyu mavi 

anlamına gelen ‘kyanos’ kelimelerinden türemiştir (Horbowicz ve ark., 2008). Başlıca 

antosiyanin kaynakları yaban mersini, kiraz, ahududu, çilek, siyah kuş üzümü, mor 

üzüm ve kırmızı şaraptır (Prior ve Wu, 2006). Antosiyaninler, antosiyanidinler temel 
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yapısına sahiptir. Antosiyanidinler (veya aglikonlar), oksijen içeren heterosiklik 

halkaya [C] bağlı aromatik bir halkadan [A] oluşur ve bu da üçüncü bir aromatik 

halkaya [B] bir karbon-karbon bağıyla bağlanır (Konczak ve Zhang, 2004). 

Antosiyanidinler glikozit formunda (bir şeker kısmına bağlı) bulunduklarında 

“antosiyaninler” olarak bilinirler. Bu moleküllerin sergilediği renk ilk kez 1939'da 

Pauling tarafından açıklanmıştır (Mazza, 2007; Wrolstad ve ark., 2005) (Şekil 2.4). 

Antosiyaninler içinde en yaygın bulunanı siyanidindir ve diğerleri ise delfinidin, 

petunidin, peonidin, pelargonidin ile malvidindir (Harborne, 1998). 

               

Şekil 2.4. Flavilyum katyonu ve antosiyaninlerin temel yapısı (Mazza, 2007). 

Temel antosiyanidin yapısı üzerindeki hidroksil ve metoksil gruplarının 

sayısına ve pozisyonuna göre çeşitli antosiyaninler oluşmaktadır (Prior ve Wu, 2006). 

Aralarındaki temel farklar hidroksil gruplarının sayısı, yapılarına bağlı şekerlerin 

çeşidi ve sayısı, şekere bağlı alifatik veya aromatik karboksilatlar ve bu bağların 

pozisyonlarıdır (Kong ve ark., 2003).  Antosiyaninlerin biyolojik aktiviteleri önceki 

çalışmalarda, antioksidan özellikleriyle yakından ilişkili olmasına rağmen çoğunlukla 

B halkası hidroksil gruplarına ve konjuge çift bağ sistemine atfedilir (Nöthlings ve 

ark., 2008; Pascual-Teresa ve ark., 2010). Ayrıca yapıda bulunan hidroksil ile metoksil 

grupları antosiyaninin rengini etkiler. Eğer hidroksil grupları baskınsa, renk daha 

maviye fakat metoksil grupları baskınsa renk daha kırmızıya doğru gider (Heredia ve 

ark., 1998; Horbowicz ve ark., 2008; Tena ve ark., 2020) (Şekil 2.5). 
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Şekil 2.5. Antosiyaninlerin doğal kaynakları (Tena ve ark., 2020). 

Antosiyaninler üzümlerde ve şaraplarda flavilyum iyonları olarak bulunur. 

Flavilyum iyonu sindirim sırasında artan pH'ta karbinol psödo-baz, kuinoidal-baz veya 

kalkona dönüşür ve kana geçer. Antosiyanin pigmenti asidik koşullarda kırmızı, alkali 

koşullarda mavimsi mor gibi görünmektedir. Bu renkli pigmentler genellikle çiçekler, 

frenk üzümü, mor renkli meyve ve sebzelerden elde edilir. Antosiyaninler hem suda 

hem de organik çözücülerin (özellikle alkol) çoğunda çözünür. Aksine antosiyaninler 

apolar organik çözücülerde çözünmezler. Ayrıca alkali veya nötr solüsyonlarda stabil 

değildir (Lapidot ve ark., 1999). 

2.2.1. Malvidin 

2.2.1.1. Malvidinin Kaynakları ve Kimyasal Yapısı 

Kimyasal yapısı 3,4’,5,7-tetrahidroksi-3’,5'-dimetoksiflavilyum 3,5,7-

trihidroksi 2-(4-hidroksi-3,5-dimetilfenil)-l-benzopirilyum olan malvidin, O-

metillenmiş antosiyanidindir (Khoo ve ark., 2017) (Şekil 2.6). 
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Şekil 2.6. Malvidinin kimyasal yapısı (Khoo ve ark., 2017). 

Malvidin mor bir renge (özellikle yaz dalgası mavisi) sahiptir ve mavi renkli 

çiçeklerde bol miktarda bulunur. Malvidin ayrıca kırmızı şaraptaki başlıca kırmızı 

pigmenttir. Olgunlaşmış kırmızı şaraplarda daha koyu tozlu kırmızı olarak görünür. 

Malvidin üzüm türleri (Vitis vinifera L.), yaban mersini (Vaccinium myrtillus L., V. 

corymbosum L.), kırmızı fasülye (Phaseolus spp.), kamala (Nelumbo nucifera Gaertn.) 

ve juçara (Euterpe edulis Mart.) gibi çeşitli meyve ve sebzelerde bulunur (Zhang ve 

ark., 2019) (Şekil 2.7). 

 

Şekil 2.7. Malvidinin doğal kaynakları (Zhang ve ark., 2019). 
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Malvidin, alkole kıyasla suda daha iyi çözünür (Iosub ve ark., 2015). Suda 

çözünürlüğü, artan asilasyon dereceleri ile azalır (Barnard ve ark., 2011). Malvidinin 

hafif asidik ve nötr solüsyonları karakteristik olarak kırmızı, bazik solüsyonları ise 

mavi renktedir. Yüksek pH koşulunda (pH>7) asillenmiş malvidinin 

parçalanmasından siringik asit oluşur (Srinivas ve ark., 2011). Malvidinin 

parçalanması sonucu ortaya çıkan siringik asit, Eski Mısır içeceği olan ‘shedeh’ içeren 

kavanozların incelenmesinde ortaya çıkmıştır (Guasch-Jané ve ark., 2006). Ayrıca 

Ermenistan'ın Areni köyündeki Areni-1 mağarasında 6.100 yıllık bir şaraphanede 

malvidin içeren şaraplar 2007 yılında bulunmuştur (Barnard ve ark., 2011).  

2.2.1.2. Malvidinin Farmakokinetiği 

 Antosiyaninler geleneksel olarak bir fitofarmasötik, iştah uyarıcı, koleretik 

ajan olarak ve diğer birçok hastalığın tedavisi için kullanılmıştır. Bu renkli pigmentler, 

güçlü nutrasötik veya farmasötik bileşenlerdir. Biyoyararlanımı yüksek olan 

antosiyaninler, hücresel lipid peroksidasyonunu etkili bir şekilde önleyerek birçok 

hastalık riskini azaltır (Khoo ve ark., 2017). Antosiyaninler arasında, en çok siyanidin-

3-glukozitin ve malvidin-3-glukozitin (Mv3-glc) biyoyararlanımı hakkında veriler 

bulunmaktadır. Kırmızı şarap antosiyaninlerinden peonidin glikoziti en yüksek nispi 

biyoyararlanıma sahiptir. Bunu siyanidin, malvidin, delfinidin ve petunidin glikozitleri 

izlemektedir (Frank ve ark., 2003).  

Antosiyaninlerin oral biyoyararlanımı ile ilgili çalışmalar azdır. Ancak 

antosiyaninlerin, Mv3-glc örneğinde olduğu gibi tükürük proteinleri ile etkileşime 

girerek çeşitli faktörler aracılığıyla parçalanabileceği bildirilmiştir (Ferrer-Gallego ve 

ark., 2015). Yiyecek veya içecek alımı da antosiyanin biyoyararlanımını etkileyebilir. 

Ayrıca aç karna antosiyaninlerle birlikte süt ve süt ürünlerinin tüketilmesi 

biyoyararlanımını azaltmaktadır (Xiao ve ark., 2017). Önemli bir antosiyanin olan 

Mv3-glc ile yapılan bir çalışmada antosiyaninlerin mideden emildiği tespit edilmiştir 

(Passamonti ve ark., 2003). Bu bulgu, gönüllülere uygulanan yaban mersini özleri ile 

yapılan çalışma ve üzüm (Vitis vinifera) özütlerinin sıçanlara doğrudan mideye 

(proksimal ve distal olarak bağlanmış) verildiği çalışma ile doğrulanmıştır (Mueller ve 

ark., 2017; Vanzo ve ark., 2008). Midede antosiyaninlerlerin emilimi üzerine yapılan 
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çalışmalar, geçişin büyük olasılıkla hücre membranlarında bir çeşit aktif taşıma ile 

sağlandığını ancak yapılarında çok sayıda hidroksil grubunun varlığından dolayı pasif 

taşınmanın mümkün olmadığını ortaya koymuştur (Smeriglio ve ark., 2016). 

Antosiyaninlerin mide mukozasına geçmesi hem organik anyonik membran taşıyıcı 

(bilitranslokaz) hem de glikoz taşıyıcıları (GLUT) vasıtasıyla gerçekleşmektedir (Krga 

ve Milenkovic, 2019; Passamonti ve ark., 2002). Ayrıca insan mide epitel hücrelerini 

(MKN-28, orta derecede farklılaşmış adenokarsinom mide hücreleri) içeren deneysel 

modele dayanan çalışmada Mv3-glc’nin, GLUT1 ve GLUT3 vasıtasıyla emildiği 

tespit edilmiştir. Bu deneysel modelde atropinin (organik katyon taşıyıcı inhibitörü) 

ve verapamilin (bir P-glikoprotein inhibitörü) Mv3-glc'nin emilimini artırdığı 

belirlenmiştir (Oliveira ve ark., 2019). Mide mukozasında antosiyaninlerin emilimine 

de katılabilen başka taşıyıcılar [organik anyon taşıyıcılar (OAT2), 

sodyum/monokarboksilat taşıyıcılar (SMCT1 ve SMCT2)] tespit edilmiştir. 

Antosiyaninler mide pH'sında (1,5-4) glikozit formunda kaldıkları için midede 

yıkımlanmadığı düşünülmektedir (Fernandes ve ark., 2014). 

Antosiyaninler ince bağırsaktan ya sodyuma bağlı glukoz kotransporter 

(SGLT1), GLUT2 ve bilitranslokaz taşıyıcılar kullanılarak aktif taşıma yoluyla ya da 

pasif difüzyonla emilir (Figueira ve ark., 2017). Antosiyaninlerin taşıma etkinliğini ve 

biyoyararlanımını belirlemek için insan epitelyal kolorektal adenokarsinom (Caco-2) 

hücre hatları kullanılarak bağırsak emiliminin araştırıldığı bir çalışmada yaban mersini 

özleri için ortalama %3-4'lük düşük bir oranla taşındığı belirlenmiştir (Zhang ve ark., 

2014). Öte yandan kırmızı üzüm kabuğundan ve siyah frenk üzümü ekstresinden gelen 

bazı antosiyaninlerin taşınmadığı tespit edilmiştir. Ayrıca, aynı deneysel modelde mor 

havuç (%44,62) ve patates (%71,8) antosiyaninlerinin aynı oranda emilmediği ve 

patatesin biyoyararlanımının daha yüksek olduğu belirlenmiştir (Faria ve ark., 2009). 

Duodenum, jejunum ve ileumdaki antosiyanin emiliminin antosiyanin yapısına bağlı 

olarak tek tip olmadığı belirlenmiştir (Fang, 2014; Lila ve ark., 2016).  

Antosiyaninlerin emilimi, gıdanın çeşidi ve kimyasal yapısına bağlı olarak 

değişmektedir (Talavéra ve ark., 2004). Bağırsak mikrobiyotasının antosiyanin 

metabolizmasıyla ilgili özel bir rolü vardır. Bu durum antibiyotikle tedavi edilen 

farelerde dışkıda artan antosiyanin içeriğinin görülmesi ile belirlenmiştir (Esposito ve 
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ark., 2015). Bağırsak mikrobiyotası bireye özgüdür bu nedenle bu seviyedeki 

antosiyanin metabolizması değişkenlik göstermektedir. Bu antosiyaninleri metabolize 

eden bakteri türleri üzerinde in vitro denemeler ve normal fizyolojik koşullar altında 

antosiyanin dışkı atılımı üzerine çalışmalar oluşturulmuştur ancak bu yönleri tam 

olarak aydınlatılamamıştır (Bresciani ve ark., 2019; Hanske ve ark., 2013; He ve ark., 

2005). 

2.2.1.3. Malvidinin Antioksidan Etkileri 

 Canlı organizmalar fizyolojik fonksiyonlarını devam ettirmek için redoks 

sistemine sahiptir. Organizmalar hayatta kalabilmek için az miktarda serbest 

radikallere ihtiyaç duyarlar (Nagy, 2001; Dröge, 2002). Nitrik oksit ve O2
- gibi bazı 

serbest radikaller, sinyal verme süreçlerinde hücrelere aracılık eder (Dröge, 2002). 

Ancak redoks homeostazında dengesizlik olduğunda oksidatif stres meydana gelir. 

Oksidatif stres, kalp damar hastalığı, kanser ve yaşlanma gibi kronik dejeneratif 

hastalıkların patogenezinde önemli rol oynar (Dai ve Mumper, 2010).  

Antioksidanlar, serbest radikalleri temizleyen, oksidatif stresi azaltan, 

oksitlenebilir materyallerin oksidasyonunu geciktirebilen veya önleyebilen bileşikler 

olarak tanımlanabilir. Oksidatif bir dizide antioksidanlar; lokalize oksijen 

konsantrasyonlarını azaltarak, ROS/RNS türlerini temizleyerek, metal iyonlarını HO·, 

ferri veya ferro demir (Fe2+/Fe3) + O2 gibi türleri oluşturmayacak şekilde bağlayarak 

ve lipid peroksitleri peroksil ve alkoksil radikallerine ayrıştırarak, peroksitleri alkoller 

gibi radikal olmayan ürünlere dönüştürerek etki gösterirler (Dai ve Mumper, 2010; 

Miguel, 2010). Meyve ve sebzelerde bulunan fitokimyasallar oksidatif hasarı, 

hastalığın ilerlemesini ve kanser gelişimini önleyebilir (Miguel, 2011).  

Flavylium katyonunun (AH+) benzersiz yapısı, antosiyaninlere belirgin 

antioksidan özellikler kazandırır (Ali ve ark., 2016; Tena ve ark., 2020). Bu bileşikler 

reaktif radikal türleri, tek elektron transfer reaksiyonu veya hidrojen atomu transfer 

mekanizması yoluyla nötralize edebilir. Tek elektron transfer reaksiyonunda 

antioksidan, serbest radikali nötralize etmek için ona bir elektron verirken, hidrojen 

atomu transfer mekanizmasında ise antioksidan serbest radikale bir hidrojen atomu 
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vererek radikali stabilize eder. Her iki mekanizma genellikle aynı anda meydana gelir 

ve reaksiyon mekanizması antioksidanın yapısı, çözünürlüğü, bölünme katsayısı ve 

solvent polaritesi tarafından belirlenir (Enaru ve ark., 2021; Schlesier ve ark., 2002). 

Antosiyanininlerin güçlü antioksidatif aktiviteleri bulunur. Antosiyanin 

kalkonları ve keto grubunda konjuge çift bağa sahip kuinoidal bazlar, serbest 

radikalleri temizlemede etkili antioksidanlardır (Bors ve ark., 1990). Ayrıca 

antosiyanininlerin glikosile edilmiş B halka yapısı antioksidan aktivite için oldukça 

önemlidir (Wang ve ark., 1997). Aslında antosiyanidin, antosiyaninden daha yüksek 

oksijen radikali absorbans kapasitesine sahiptir. Bu durumun sebebi antosiyanin 

aglikonunun çok kararsız ve oldukça reaktif olmasıdır (Stintzing ve ark., 2002). 

Heterosiklik C halkasında C-3 pozisyonunda fazladan şeker ilavesiyle antosiyanin, tek 

bir şeker molekülü bulunan antosiyanidinden daha düşük antioksidan aktiviteye 

sahiptir (Tamura ve Yamagami, 1994).  

Lapidot ve ark. (1999), Mv3-glc’nin antioksidan aktivitesini diğer 

antioksidanlarla karşılaştırdıkları çalışmalarında; hidrojen peroksit uygulanan 

miyoglobinlerde Mv3-glc’nin en yüksek antioksidan aktiviteye sahip olduğunu tespit 

etmişlerdir. Ayrıca Ma ve ark., (2020) in vitro sıçan aktif karaciğer Kupffer T6 

hücrelerinde malvidinin apoptoz üzerindeki etkilerini araştırmışlardır. Çalışmada, 

yüksek malvidin konsantrasyonunun apoptozu önemli ölçüde indüklediği ayrıca 

kaspaz-3'ü aktive ettiği, MDA düzeylerini artırdığı bildirilmiştir. Araştırmacılar, 

yaban mersini antosiyaninlerinden özellikle malvidinin önemli bir biyoaktif bileşen 

olduğunu ve karaciğer koruyucu bir nutrasötik olduğunu belirtmişlerdir. 

Özet olarak malvidin ve glikozidleri, serbest radikalleri nötralize etmek için bir 

elektron veya hidrojen atomu vererek güçlü antioksidan aktivite sergiler. Bu etki 

şekline ek olarak ROS üretiminde yer alan enzimleri de inhibe ederler; antioksidan 

savunmalarını düzenler veya korur ve zararlı bileşikleri parçalayan GPx, CAT ve SOD 

gibi antioksidan enzimleri indüklerler. Genel olarak bu bulgular, malvidin ve 

glikozidlerinin oksidatif stresi bloke etme potansiyeline sahip olduğunu ve bunların 

bir antioksidan madde olarak yararlı olduğunu göstermektedir (Merecz-Sadowska ve 

ark., 2023). 
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2.2.1.4. Malvidinin Antiinflamatuar Etkileri 

 Birçok bulaşıcı hastalığın bilinen en önemli belirtisi olan yangının aynı 

zamanda bulaşıcı olmayan hastalıklarla da (örneğin ateroskleroz, osteoartrit gibi) 

yakından bağlantılı olduğu çeşitli araştırmalar sonucunda ortaya konulmuştur 

(Kashyap ve ark., 2018; Sakai ve ark., 2013; Seo ve Jeon, 2015). İnflamasyon 

endotoksinler, ROS seviyelerindeki değişiklikler, virüsler, yağ asitleri, hücresel redoks 

durumu, sitokinler, büyüme faktörleri ve kanserojenler gibi farklı uyaranlarla ortaya 

çıkabilir (Giampieri ve ark., 2018). Fizyolojik koşullarda yangı, doğuştan gelen 

bağışıklık sisteminin patojenler ile çeşitli uyaranlara karşı koruyucu ve geçici 

tepkisidir. İnflamatuar yanıtta sitokinler, IL-1β, IL-6 ve TNF-α gibi proinflamatuar 

veya IL-10 gibi antiinflamatuar faktörler rol oynamaktadırlar. İnflamatuar yanıtın 

merkezi düzenleyicisi, sitokin ve diğer inflamatuar moleküllerin üretiminden sorumlu 

bir transkripsiyon faktörü olan NF-ĸB’dir (Joseph ve ark., 2014). NF-ĸB, homo- ve 

heterodimerlerden (p65 veya RelA, p50p105, c-Rel, p52/p100 ve RelB) oluşan 

transkripsiyonel bir faktördür. Nükleer faktör kappa B, IĸB inhibitör proteini ile 

hücrelerin sitoplazmasında inaktif olarak tutulur. IĸB protein ailesinin yedi üyesi 

tanımlanmıştır ve bunlar arasında IĸBα bulunmaktadır. Nükleer faktör kappa B’nin 

aktivasyonu üzerine IĸBα, IĸB kinazlar (IKK) tarafından fosforile edilir. Bu da NF-

ĸB'nin DNA'ya bağlandığı çekirdeğe doğru hızlı bir şekilde yer değiştirmesine izin 

veren IĸB'nin proteazom bağımlı bozunmasına yol açar.  Etkinleştirilmiş en baskın 

NF-ĸB dimeri p65:p50'dir. p65:p50'nin çekirdeğe translokasyonu, sitokinler (TNF-α, 

IL-1β, IL-6) ve indüklenebilir enzimler (iNOS ve COX-2) gibi birkaç proinflamatuar 

genin transkripsiyonu ile sonuçlanır (Heininger ve ark., 2000; Yoshimura, 2006).  

Siklooksijenaz-2 (COX-2), birçok inflamatuar süreçte rol oynamaktadır. Bazı 

antioksidanlar, COX-2 genini düzenleyen sinyal mekanizmalarına müdahale ederek 

COX-2 ekspresyonunu inhibe eder. Araştırmalar, malvidin ve glikozidlerinin 

araşidonik asiti hedeflediğini ortaya koymuştur. Araşidonik asitten türeyen lipid aracı 

maddeler, COX-2 aracılığıyla üretilen prostaglandinler ve lipojenazlar (LOX) 

aracılığıyla lökotrienler gibi önemli antosiyanin hedefleridir. Siklooksijenaz enzimleri, 

araşidonik asidin prostanoidlere dönüşümü için gereklidir ve inflamasyonda önemli 

bir rol oynar. Lipojenazlar, araşidonik asidi bir substrat olarak kullanır ve 5S, 12R, 
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12S veya 15S oksijenasyonu olmak üzere dört farklı reaksiyonu katalize eder. Bu 

enzimlerin oksijenlenmiş substratları biyolojik tepkimeleri başlatır, hücresel 

sinyallemeyi yüzey reseptörleri aracılığıyla aktive eder veya güçlü lipid aracı 

maddelere metabolize edilir (Merecz-Sadowska ve ark., 2023).  

Nükleer faktör kappa B, sinyal yolunun, sinoviyal membran inflamasyonu ve 

eklem kıkırdak yıkımıyla ilişkilendirilen TNF-α, IL-1β ve IL-6 dahil olmak üzere 

çeşitli proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu tetikleyerek, inflamatuar yanıtlarda 

ve osteoartrit (OA) ilerlemesinde önemli rol oynadığı gösterilmiştir. Ayrıca NF-ĸB 

sinyal yolu tarafından indüklenen proinflamatuar sitokinler, eklem kıkırdak yıkımı ve 

OA progresyonundan sorumlu olan matriks metaloproteinazların (MMP'ler) üretimini 

artırabilmektedir (Oeckinghaus ve Ghosh, 2009). Matriks metaloproteinazlar 

proteolitik enzimlerdir ve MMP-3, MMP-9 ve MMP-13'ün OA kıkırdaktaki 

kolajenlerin degradasyonunda önemli bir rol oynadığı tespit edilmiştir. Dai ve ark. 

(2017), sıçanlarda monosodyum iyodoasetat ile indüklenen OA üzerine malvidinin 

ağrı giderici ve antiinflamatuar etkilerini araştırmışlardır. Araştırmacılar malvidinin, 

kıkırdak dokularında monosodyum iyodoasetat tarafından indüklenen IL-1β, IL-6, 

TNF-α ve MMP'lerin artan ekspresyonlarını düşürdüğünü tespit etmişlerdir. Ayrıca 

malvidinin in vitro olarak p65’in çekirdeğe taşınmasını baskılayarak IĸBα’dan 

bağımsız bir şekilde NF-ĸB yolunu inhibe ettiğini de bildirmişlerdir. 

İnflamasyonun diğer önemli aracıları, TLR ve MAPK’dır (Giampieri ve ark., 

2018). Meyvelerde bulunan antosiyaninlerin bu aracıları inhibe etmek suretiyle 

antiinflamatuar etki gösterdikleri bildirilmiştir. Yapılan çalışmalarda da yangıda 

önemli rol oynadıkları tespit edilmiştir (Giampieri ve ark., 2018; Jiang ve ark., 2017; 

Zhao ve ark., 2013). Yüksek yağlı bir diyet, lipopolisakkaritin bağırsak bariyerinden 

emilimini ve gastrointestinal mukozanın geçirgenliğini artırmaktadır (Manco ve ark., 

2010). Bu bağlamda hayvan modellerinde yapılan birçok çalışmada gösterildiği gibi 

lipopolisakkarit (LPS), zengin yağlı diyet ve tip 2 diyabetin neden olduğu obezitenin 

başlangıcında doğrudan rol oynayan önemli bir faktör olarak kabul edilebilir 

(Laugerette ve ark., 2012; Mani ve ark., 2013; Manco ve ark., 2010).  
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Malvidin ve glikozidlerinin antioksidan ve anti-inflamatuar özelliklerine 

ilişkin bulgular, oksidatif stresi ve inflamasyonu hafifletme potansiyellerinin olası 

moleküler mekanizmalarından kaynaklandığına dair kanıtlar sunmaktadır (Merecz-

Sadowska ve ark., 2023) (Şekil 2.8). Malvidin ve glikozidleri üzerine yapılan 

araştırmalar, bu moleküllerin serbest radikalleri ve anyonları temizleme gibi çeşitli 

mekanizmalar aracılığıyla antioksidan olarak işlev görebildiğini göstermektedir. 

Ayrıca, bu moleküllerin nükleer faktör eritroid 2 ile ilgili faktör (Nrf2) yolunu aktive 

edebildiği bulunmuştur. Bu yol, oksidatif stres duyarlı bir biçimde Nrf2'nin normalde 

aktin proteini Kelch benzeri ECH’ye bağlı protein-1 (Keap1)'e bağlı olduğu bir 

transkripsiyon faktörüdür. Ancak ROS'a maruz kalma, Nrf2'nin ubikitin proteaz 

yoluyla parçalanmasına yol açar. Bununla birlikte, malvidin ve glikozidleri Nrf2'yi 

stabilize ederek, nükleusta birikmesine ve antioksidan yanıt elementi (ARE) tarafından 

düzenlenen hedef genleri etkinleştirmesine olanak tanımaktadır. Nükleer faktör 

eritroid 2 ile ilgili faktör, GST ve GPx, hemoksijenaz-1 (HO-1), CAT ve SOD gibi 

enzimleri arttırarak endojen antioksidan savunmayı düzenlemede önemli bir rol oynar. 

Keap1-Nrf2 sistemi, antioksidan enzim ekspresyonunu artırarak ROS'un neden olduğu 

oksidatif hasara karşı hücresel bileşenleri korumaya yardımcı olurken, oksidatif stresle 

ilişkili inflamatuar reaksiyonlara duyarlılığı azaltmaktadır (Ma ve ark., 2013; Saha ve 

ark., 2020). Ayrıca, Nrf2, nikotinamid adenin dinükleotit fosfat (NADPH) üretimine 

yol açarak pentoz fosfat yolunun (PPP) aktivasyonunu teşvik eder, bu da indirgenmiş 

GSH disülfitten GSH'yi yeniden oluşturmak ve hücresel antioksidan seviyelerini 

korumakla ilişkilidir. Bu nedenle, Nrf2 indüksiyon verimliliğinin artırılması, malvidin 

ve glikozidlerinin antioksidan etkinliği için homeostatik mekanizmalar sağlamaktadır 

(Tribble ve Jones, 1990). 
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Şekil 2.8. Malvidin ve glikozidlerinin antiinflamatuar ve antioksidan mekanizmaları 
(Merecz-Sadowska ve ark., 2023). 

Üzüm (Vitis vinifera L.) fenolik asitler, stilbenler (resveratrol), antosiyaninler 

ve proantosiyanidinler olmak üzere fitokimyasallar açısından zengin bir meyvedir 

(Afrin ve ark., 2016; Zunino ve ark., 2014). Üzümün ve farklı özütünün LPS kaynaklı 

strese karşı etkinliği, farklı in vitro ve in vivo modellerde araştırılmıştır (Bak ve ark., 

2013; Gil-Cardoso ve ark., 2019; Jiang ve ark., 2017; Kim ve ark., 2018; Pallares ve 

ark., 2013; Zhao ve ark., 2013). Üzüm çekirdeği prosiyanidin özütü (GSPE), RAW 

makrofajlarında LPS ile indüklenen inflamatuar stresi, proinflamatuar sitokin 

ekspresyonunu, NO üretimini, NF-ĸB ve MAPK sinyal yolu aktivasyonunu etkili bir 

şekilde engellediği vurgulanmıştır (Bak ve ark., 2013). Makrofajlarda ve mikroglia 

hücrelerinde GSPE, LPS kaynaklı strese karşı koruyucu etki gösterdiği ve LPS'nin 

neden olduğu TLR-4 aktivasyonunu azalttığı tespit edilmiştir (Kim ve ark., 2018). 

Benzer sonuçlar, LPS ile indüklenen sıçan Kupffer hücrelerinde ve insan yumurtalık 

kanseri hücrelerinde GSPE’nin, protein kinaz B (AKT)/NF-κB ve MAPK/ERK 

yolaklarını engellediği vurgulanmıştır (Jiang ve ark., 2017; Zhao ve ark., 2013). Ayrıca 

yapılan başka çalışmalarda sıçanlara çeşitli dozlarda uygulanan GSPE’nin, iNOS 

ekspresyonu ile yangısal sitokin üretimini inhibe ederek LPS kaynaklı yangıyı etkili 
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bir şekilde azalttığı belirtilmiştir (Gil-Cardoso ve ark., 2019; Pallares ve ark., 2013). 

Decendit ve ark. (2013), saflaştırılmış üzümden elde edilen bileşik olan malvidin-3-O-

β glukozitinin (Malβg), hücrelerin hayatta kalma, proliferasyon ve makrofajların 

aktivasyonunu inhibe etme yeteneklerini hem in vitro hem de in vivo olarak 

araştırmışlardır. Araştırmacılar insan periferal kan mononükleer hücreleri (PBMC) 

üzerine uyguladıkları Malβg’nin, aktif makrofajlardan TNFα, IL-1, IL-6 ile NO 

salıverilmesini azalttığını bildirmişlerdir. Ayrıca sıçan artrit modelinde Malβg’nin 

makrofajların inflamatuar yanıtını da inhibe ettiğini araştırmışlardır. Malβg’nin, hem 

terapötik hem de önleyici seviyelerde artrit modelinde pençe skorlarını ve yangıyı 

önemli ölçüde azalttığını belirtmişlerdir. Bu veriler doğrultusunda Malβg'nin, in vitro 

ve in vivo olarak güçlü bir antiinflamatuar ajan olduğunu bildirilmiştir. 

Yaban mersini (Vaccinium myrtillus L. ve Vaccinium corymbosum L.), 

Ericaceae ailesine ait olan ve yüzyıllardır halk hekimliğinde kullanılan, zor büyüyen, 

keskin tadı olan bir meyvedir. Avrupa ve Kuzey Amerika'da bulunmuş ve çeşitli 

patofizyolojik koşullar üzerinde koruyucu etkilere sahip olan antosiyaninlerin ve 

fenolik bileşiklerin kaynağı olarak kapsamlı bir şekilde çalışılmaktadır (Afrin ve ark., 

2016). Buna rağmen bugüne kadar bu meyvenin LPS aracılı inflamatuar durumlarda 

rolünü araştıran çok az çalışma vardır. Yaban mersini özlerinin fare modellerinde, NO 

üretimini azaltarak ve yangıyı baskılayarak, LPS'nin neden olduğu karaciğer ve göz 

hasarlarını önlediği bildirilmiştir (Reyes-Farias ve ark., 2015; Xie ve ark., 2011). 

Ayrıca LPS uygulanan sıçan modelinde yaban mersini takviyesinin, renal glomerüler 

filtrasyon hızını artırdığı, damar direncini ve ROS üretimini düşürdüğü tespit 

edilmiştir (Nair ve ark., 2014). Yapılan başka bir çalışmada Nrf2 ve Nrf2 nakavt 

farelerinden izole edilen kemik iliğinden hazırlanan makrofajlarda yaban mersini 

antosiyanin özütlerinin NO üretimini ve iNOS, COX-2, TNF-α ekspresyonlarını 

önemli ölçüde azalttığı belirlenmiştir (Garcia-Diaz ve ark., 2015; Gasparrini ve ark., 

2021; Johnson ve ark., 2013; Kim, ve ark., 2014; Lee ve ark., 2017; Xu ve ark., 2016). 

Vasküler inflamatuar yanıtlar, ateroskleroz ve kanser dahil birçok hastalıkta rol 

oynayan endotel bozuklukların temelidir. Malvidinin (1,10,50 ve 100 μM) endotel 

hücrelerinde inflamatuar yanıtı düzenleme üzerindeki etkilerinin ve moleküler 

mekanizmalarının araştırıldığı çalışmada TNF-α, monosit kemotaktik protein-1 
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(MCP-1), hücreler arası adhezyon molekülü-1 (ICAM-1) ve vasküler hücre adezyon 

protein molekülünü ve mRNA düzeylerini önemli ölçüde artırdığı bildirilmiştir. Buna 

karşın malvidin uygulaması, TNF-α ile indüklenen MCP-1, ICAM-1 ve VCAM-1 

artışlarını konsantrasyona bağlı bir şekilde inhibe ettiği belirtilmiştir. Ayrıca 

malvidinin inhibitör kappa B alfa'nın (IκBα) bozulmasını ve p65'in nükleer 

translokasyonunu inhibe ederek antiinflamatuar etki gösterdiği tespit edilmiştir 

(Huang ve ark., 2014). Huang ve ark. (2018), Vaccinium ashei' de bulunan malvidin 

ve glikozidlerinin (Mv3-glc ve malvidin-3-galaktozid) TNF-α uygulanan endotel 

hücreleri üzerindeki koruyucu etkilerini araştırmışlardır. Araştırmacılar malvidin ve 

malvidin glikozidlerinin monosit kemotaktik protein-1, hücreler arası yapışma 

molekülü-1, vasküler hücre yapışma molekülü-1 ve anjiyotensin I-dönüştürücü enzim 

ekspresyonlarını inhibe ettiğini belirtmişlerdir. Ayrıca Bastin ve ark. (2020), 

malvidinin periferik kan mononükleer hücresi üzerinde LPS’nin neden olduğu 

inflamatuar reaksiyonları önlemedeki etkisini araştırmışlardır. Araştırmacılar LPS ile 

indüklenen PBMC’lerde malvidin ön uygulamasının IL-6, TNF-α, IL-1β, COX-2 ve 

mRNA ekspresyonlarını önemli ölçüde azalttığını bildirmişlerdir. Ayrıca LPS 

kaynaklı yangıya karşı malvidinin, NO ve MDA düzeylerinde düşüşe, SOD ve GPx 

aktivitelerinde artışa yol açarak koruyucu etki gösterdiğini vurgulamışlardır. 

2.2.1.5. Malvidinin Antikanserojen Etkileri 

Kanser, tanı ve tedavide modern terapötik ilerlemelere rağmen dünya çapında 

en önde gelen ölüm nedeni olmaya devam etmektedir. Hem gelişmiş hem de 

gelişmekte olan ülkelerde kanser görülme sıklığının sürekli artmakta olduğu 

bildirilmiştir (Antika ve Dewi, 2020). Kanser, kontrolsüz hücre çoğalması, morfolojik 

hücre transformasyonu, apoptozun düzenlenmesi, invazyon, anjiyogenez ve metastaz 

süreçlerini içeren bir hastalıktır (Bhui ve ark., 2009). Kanser görülme sıklığı teşhis 

araçlarında, tedavi yöntemlerinde ve kanser farkındalık programlarında ilerleme 

kaydedilse bile sürekli artmaya devam etmektedir. Akciğer, meme ve kolorektal 

kanserler en yaygın görülen kanser türleridir (Ferlay ve ark., 2015). Cerrahi operasyon, 

radyasyon tedavisi, immünoterapi, kemoterapi ve hedefe yönelik tedavi gibi farklı 

yöntemler kanserle mücadelede kullanılmaktadır (Kashyap ve ark., 2019). Bu tedavi 

yöntemleri kanser hücrelerini yok ederken sağlıklı hücrelere zarar vermekte ve canlı 
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vücudunda ciddi yan etkilere neden olmaktadır. Bu olumsuz etki nedeniyle kanserin 

önlenmesi ve hastalığın tedavisi sırasında tedavinin sebep olduğu yan etkilerin en aza 

indirilmesi için çeşitli antioksidan maddelerin kullanımı yaygınlaşmıştır (Gündoğdu 

ve Akbulut, 2019). 

Kanser araştırmalarındaki gelişmeler, apoptozun gerçekleştirilmesi yoluyla 

kanser hücrelerinin kaçış davranışını durduran yeni ilaçların geliştirilmesine 

odaklanmaktadır. Bu bağlamda, mevcut ilaçların kombinasyonu ile yeni apoptotik 

indükleyiciler veya duyarlılaştırıcılar kullanılmıştır. Apoptozu tetikleyen yollardaki 

kusurlar sonuçta neoplastik hücrelerin çoğalmasına yol açabilir. Apoptoz direnci, 

sonuçta tümör oluşumuna yol açan anormal hücre çoğalmasını uyarır ve aktif kanser 

tedavisinin önünde önemli bir engel oluşturur (Plati ve ark. 2011).  Kanser 

hücrelerinde apoptozun indüklenmesi ve normal hücrelerin eş zamanlı ölümünün 

sınırlandırılması, kanser tedavisinin temel amacıdır (Gerl ve Vaux, 2005). Bazı 

proteinlerin hücrede pro- ve anti-apoptotik aktivite gösterdiği araştırılmıştır ve bu 

proteinlerin oranı hücre ölümünün düzenlenmesinde önemli bir rol oynamaktadır. 

Benzer şekilde kanser gen terapisi veya immünoterapide kanser apoptozunun 

indüklenmesi ana yaklaşımlar arasındadır. Apoptotik indükleyici, aracı veya yürütücü 

gen, endojen karşılığının eksikliğini tersine çevirmek için rutin olarak kanser 

hücrelerine dahil edilir. Kemoterapiye yanıt olarak apoptozu tetikleyen olaylar 

dizisinin ve apoptoz sürecinin işlevsizliğinin anlaşılması, kansere karşı moleküler 

hedefli spesifik tedavilerin geliştirilmesine yönelik yeni, etkili terapötik yaklaşıma 

yönelik fikir vermektedir (Aiuti ve ark., 2007). 

Araştırmacılar antosiyaninlerin kanser hücrelerinde antioksidan enzim 

aktivitesini arttırırsa bunun kanser hücreleri için koruyucu bir etki olup olmayacağını 

veya apoptozu önleyip engellemeyeceğini ve dolayısıyla vücut için olumsuz bir etki 

olup olmayacağını belirlemenin önemli olacağını düşünmüşlerdir (Bagchi ve ark., 

2004; Huang ve ark., 2006; Nagase ve ark., 1998). Antosiyanin özütleri anti-

anjiyojenik etkileri ve çoklu kanser hücresi tiplerinde istilayı inhibe etme yetenekleri 

açısından değerlendirilmiştir. Antosiyaninler, endotel hücreleri, insan oral skuamöz 

hücre karsinomu ve fare epidermal JB6 hücreleri kullanılarak araştırılmıştır (Bagchi 

ve ark., 2004; Boateng ve ark., 2007; Huang ve ark., 2006; Nagase ve ark., 1998; Reen 
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ve ark., 2006). Huang ve ark. (2006), fare epidermal JB6 hücrelerine siyah 

ahududulardan elde ettikleri antosiyaninleri uygulamışlar ve fosfoinosit 3-kinaz 

(PI3K)/Akt/AP-1 yolağının inhibisyonu yoluyla vasküler endotelyal büyüme faktörü 

(VEGF) ekspresyonunun azaldığını bildirmişlerdir.  Başka bir çalışmada da hidrojen 

peroksit (H2O2) ve TNF-α ile indüklenen epidermal keratinositlerde antosiyaninlerin, 

VEGF ekspresyonunu inhibe ederek anjiyogenezi baskıladığı ve endotel hücrelerinde 

VEGF ve VEGF reseptör ekspresyonunu azaltarak etki gösterdiği tespit edilmiştir 

(Nagase ve ark., 1998). Boateng ve ark. (2007), sıçanlarda azoksimetan ile kolon 

kanserini indüklemişler, daha sonra toplam diyetlerinin %5'ine yaban mersini 

uygulamışlardır ve sıçanların karaciğerlerinde GST aktivitesinde artış olduğunu 

belirtmişlerdir. Ayrıca Reen ve ark. (2006), sıçanların yemlerine %5 ve %10 

kurutulmuş siyah ahududu ilave ettikleri benzer bir çalışmada GST aktivitesinde 

önemli bir artış tespit etmişlerdir. Antioksidan enzimlerin aktivitelerindeki artış 

hücreleri apoptozdan korumaktadır (Prior ve Wu, 2006; Shih ve ark., 2007).  Shih ve 

ark. (2007), 50 μmol/L düzeyinde 10 farklı antosiyaninin GST, GR, GPx aktiviteleri 

ile apoptoz üzerindeki etkilerini incelemişlerdir. Araştırmacılar tüm antosiyaninlerin 

GST, GR, GPx aktivitelerini artırdıklarını ve apoptozu azalttığını belirtmişlerdir. 

Yaban mersini antosiyaninlerinden malvidinin in vitro olarak kolon kanseri modelinde 

araştırılmış ve malvidinin GST, GR ve GPx aktivitelerini kullanılan doza bağlı olarak 

artırdığı tespit edilmiştir (Prior ve Wu, 2006). Kolorektal karsinom, tüm dünyada en 

sık saptanan kanserlerden biridir. Terapötik ve cerrahi müdahalelerdeki ilerlemelere 

rağmen daha güvenli ve daha etkili terapötik modellerin araştırılmasına ihtiyaç vardır 

(Bagchi ve ark., 2004). Xu ve ark. (2018), malvidinin insan kolorektal HCT-116 

kanserine ve FR-2 normal insan hücre hatlarına karşı antikanser aktivitesini 

değerlendirmişlerdir. Araştırmacılar, malvidinin, normal insan FR-2 hücre hattına 

karşı 65 μM'lik maksimum inhibisyon konsantrasyonuna (IC50) kıyasla kolorektal 

kanser HCT-116 hücre hattına karşı 15 μM'lik bir IC50 sergilediğini ortaya 

koymuşlardır. Malvidinin, koloni oluşumunu önemli ölçüde inhibe ettiğini ve HTC-

116 hücrelerinde apoptozu tetiklediğini bildirmişlerdir. Malvidinin kolorektal kanser 

hücrelerine karşı önemli bir antikanser aktivite sergilediğini ve kanser 

kemoterapisinde önemli bir öncü molekül olduğunu belirtmişlerdir. 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Gereçler 

3.1.1. Kullanılan Hayvan Materyali 

Araştırma Burdur Mehmet Akif Ersoy Üniversitesi Rektörlüğü Hayvan 

Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun (16.03.2022/868-20.12.2023/1233) onayı 

doğrultusunda gerçekleştirildi. Araştırmada hayvan materyali olarak kullanılan fareler 

Burdur Mehmet Akif Ersoy Üniversitesi Deney Hayvanları Üretim ve Deneysel 

Araştırma Merkezi’nden temin edildi. Araştırmada yaklaşık 25-30 g ağırlığında 10-12 

haftalık CD-1 cinsi erkek fare kullanıldı. Farelere maddeler uygulanmadan 1 hafta 

önce ortama adaptasyonları sağlandı. Bu araştırmada kontrol, fipronil, malvidin ve 

malvidin ile fipronilin birlikte verildiği olmak üzere toplam 4 grup oluşturuldu. Her 

bir grupta 12 adet olmak üzere toplam 48 adet erkek fare kullanıldı (Tablo 3.1). 

Grupların belirlenmesinde Basit Rasgele Örnekleme Yöntemi ile Tek Körlü Deneme 

(Single Blind) Yöntemi kullanıldı. G-Power 3.1.9.7. program ile güç analizi yapıldı; 

alfa=0.05, güç=0.80, etki büyüklüğü=0.5 ve grup sayısı=4 değerleri için gerekli olan 

toplam örneklem sayısı 48 olarak bulundu. Hayvanlar 12 saat ışık/karanlık siklusu 

ayarlanabilir odalarda uygun nem (%55-65 nem) ve sıcaklık (21-23 oC) koşullarında 

bakıldı. Tüm hayvanlara ad libitum pelet yem ve su verildi. Deneme süresi boyunca 

hayvanlara %24 ham protein, %6,19 ham selüloz ve 3.100 kcal/kg metabolik enerji 

içeren fare pelet yemi kullanıldı. 

Tablo 3.1. Araştırmada kullanılan hayvan gruplarına verilen maddeler ve verildiği 
günler (n:12). 

Deney Grupları  Verilen maddeler-Verildiği günler 

Kontrol % 0,1’lik DMSO içeren fizyolojik NaCl gavajla -14 gün  
FPN 5 mg/kg/c.a/gün fipronil gavajla -14 gün  
MLV 5 mg/kg/c.a/gün malvidin hidroklorür (% 0,1’lik DMSO içeren 

fizyolojik NaCl içinde çözdürüldü) gavajla -14 gün 
MLV+FPN Malvidin hidroklorür (5 mg/kg/c.a/gün gavajla), fipronil  (5 

mg/kg/c.a/gün gavajla) uygulamasından 2 saat önce verildi -14 
gün 

FPN: Fipronil       MLV: Malvidin    MLV+FPN: Malvidin+Fipronil 
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Hayvanlara verilecek fipronilin dozu Elshony ve ark. (2021); malvidin dozu 

ise Fagundes ve ark. (2021) yaptıkları araştırmalardan yararlanılarak belirlendi. Proje 

önerisinde fipronilin 10 mg/kg c.a dozunda kullanılacağı belirtilmişti fakat yapılan ön 

çalışma sonucunda hayvanlar üzerinde aşırı toksik etkiden/ölümden dolayı literatür 

bilgileri doğrultusunda doz değişikliği yapılmıştır. Malvidin %0,1’lik dimetil sülfoksit 

(DMSO) içeren fizyolojik NaCl içinde çözdürülmüştür. Fipronil için ticari preparat 

kullanılmıştır. Çalışma 15. günde sonlandırıldı. Hayvanların tamamı ketamin (90 

mg/kg periton içi) ve ksilazin (10 mg/kg periton içi) ile anesteziye alınarak kalpten 

kan alma işlemi gerçekleştirildi ve hayvanlar anestezi altındayken servikal dislokasyon 

yöntemi ile ötenazi edildi. Kan ve doku (karaciğer, böbrek ve beyin) örnekleri alındı. 

3.1.2. Kullanılan Cihazlar ve Kimyasallar 

Araştırmada kullanılan cihaz ve gereçler Tablo 3.2’de, kimyasallar da Tablo 

3.3’te verilmiştir. 

Tablo 3.2. Araştırmada kullanılan cihaz ve gereçler. 

Kullanılan Cihaz/Gereç  Marka ve Kodu 
ELISA okuyucu  ELx800-Biotek 
Hassas terazi  Shimadzu-BX 4200H 
Homojenizatör  IKA-T18 digital ULTRA TURRAX 
Işık mikroskobu   Olympus-CX21 
Kamera   Olymus-DP26 
Magnetik karıştırıcı   IKA-RH Basic 2 
Mikrotom   Leica-2155 rotary 
Otoanalizör  GesanChem-200 
Ototeknikon   Leica-SP300S 
pH metre   Metrohm-704 
Soğutmalı santrifüj  Eppendorf-5810R 
Vorteks   Yellowline-TTS2 
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Tablo 3.3. Araştırmada kullanılan kimyasal maddeler. 

Kullanılan Kimyasallar  Marka ve Kodu 
8-hidroksideoksiguanozin ELISA kiti  BLS-7861Ge-Bostonchem 
Bakır sülfat  Aldrich-451657 
Dimetil sülfoksit   Tekkim-201790.01000 
Dipotasyum fosfat   Merck-1551128 
Disodyum hidrojen fosfat   Merck-106580 
Fipronil  Fiprovet 
Glutatyon ELISA kiti  BLS-8571Mo-Bostonchem 
Glutatyon peroksidaz 1 ELISA kiti  BLS-2688Mo-Bostonchem 
İndüklenebilir nitrik oksit sentaz 2 ELISA kiti  BLS-1504Mo-Bostonchem 
İnterlökin 1 β ELISA kiti  BLS-1271Mo-Bostonchem 
Katalaz ELISA kiti  BLS-6301Mo-Bostonchem 
Ketamin  Vetaketam 
Ksilazin  Vetaxyl 
Malondialdehid ELISA kiti  BLS-8658Mo-Bostonchem 
Malvidin  Cayman-19752 
Nükleer Faktör Kappa B2 ELISA kiti  BLS-2209Mo-Bostonchem 
Nükleer Faktör Eritroid 2 ile İlgili Faktör-2 ELISA kiti BLS-8104Mo-Bostonchem 
Potasyum sodyum tartarat   Merck 108087 
Potasyum dihidrojen fosfat    Merck 104873 
Siklooksijenaz 2 ELISA kiti   BLS-7630Mo-Bostonchem 
Sodyum klorür   Merck-106400 
Sodyum hidroksit    Merck 106482 
Sodyum bikarbonat     Merck-1613655 
Süperoksit dismutaz ELISA kiti   BLS-8749Mo-Bostonchem 
Tümör nekroz faktör α ELISA kiti   BLS-1387Mo-Bostonchem 

3.2. Yöntemler 

3.2.1. Kan ve Doku Analizleri  

Kanlar direkt olarak tüplere alındı ve 4000 devirde 10 dakika santrifüj edilerek; 

serum AST, ALT, kreatinin ve BUN değerleri otoanalizör ile ölçüldü. 

3.2.2. Karaciğer, Böbrek ve Beyin Dokularının Homojenizasyonu ve 

Homojenatın Hazırlanması 

Dokular öncelikli olarak % 0,9’luk tuzlu su ile yıkandı. Sonra dokular kitlerde 

belirtilen 0,01 M pH: 7.4 fosfat tampon çözeltisi (1 g doku/9 ml PBS, 1:10 sulandırıldı) 

ile homojenize edildi. Homojenat daha sonra 15000 devirde 45 dakika (4ºC) santrifüj 
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edilerek süpernatantlar elde edildi. Örnekler analizleri yapılıncaya kadar -20 ºC’de 

saklandı. 

Doku homojenat örneklerinde SOD, CAT, GPx1, iNOS2, COX-2 ve TNF-α 

etkinliği ile GSH, MDA, Nrf2, NF-κB2, IL-1β ve 8-OHdG düzeyleri ölçüldü.  

3.2.3. Süperoksit Dismutaz (SOD) Analizi  

Doku homojenat örneklerindeki SOD etkinliği ticari kit (BLS-8749Mo ELISA 

Kiti, Bostonchem) kullanılarak yapıldı. Analiz kitte belirtilen prosedüre göre yapıldı. 

Yöntemin duyarlılığı 1,39 U/L’dir. Tespit edilebilir aralığı ise 3,13-200 U/L’dir. 

Analize başlamadan önce yıkama solüsyonu, 25 kat sulandırıldı (20 ml konsantre 

yıkama solüsyonu + 480 ml deiyonize su).  

Standartların hazırlanması aşağıdaki şekilde yapıldı: 

- Dilüsyon için toplamda 7 tüp kullanıldı. 

- Her bir tüpe 500 µl standart sulandırma çözeltisi eklendi. 

- Konsantre standart solüsyonundan (200 U/L) 1. tüpe 500 µl eklendi ve karıştırıldı 

(100 U/L). 

- 2. tüpe 1. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (50 U/L). 

- 3. tüpe 2. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (25 U/L).  

- 4. tüpe 3. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (12,5 U/L).  

- 5. tüpe 4. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (6,25 U/L). 

- 6.tüpe 5. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (3,13 U/L). 
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Şekil 3.1. Süperoksit Dismutaz (SOD) standart grafiği. 

Biotinlenmiş antikor ve streptoavidin-HRP 100 kat sırasıyla biotinlenmiş 

antikor sulandırma ve HRP sulandırma çözeltisi ile seyreltildi. Standartlardan (7 

standart), blankten ve doku homojenat örneklerinden antikor kaplı mikropleyte 100 µl 

ilave edildi. Mikropleytin üstü kapatılıp 37 oC’de 80 dakika inkübe edildi. Sonra 

mikropleytteki içerikler dökülerek yıkama solüsyonuyla 3 kere yıkandı. 100 µl dilue 

edilmiş biotinle işaretlenmiş antikor solüsyonundan ilave edildi. Mikropleytin üstü 

kapatılıp 37 oC’de 50 dakika inkübe edildi. Mikropleytteki içerikler dökülerek yıkama 

solüsyonuyla 3 kere yıkandı. Kuyucuklara 100 µl streptoavidin-HRP ilave edilerek 

mikropleytin üstü kapatıldı ve 37 oC’de 50 dakika inkübe edildi. Mikropleytteki 

içerikler dökülerek yıkama solüsyonuyla 5 kere yıkandı. Kuyucuklara 90 µl TMB 

substratı ilave edilerek 37 oC’de 20 dakika inkübe edildi. Sonra kuyucuklara 50 µl stop 

solüsyonu ilave edilerek hemen 450 nm’de okundu. Elde edilen absorbans değerleri 

ile standart grafik çizilerek konsantrasyon değerleri hesaplandı (Şekil 3.1). Ölçülen 

SOD etkinliği homojenat örneklerinde U/mg protein olarak ifade edildi.  

3.2.4. Katalaz (CAT) Analizi 

Doku homojenat örneklerindeki CAT etkinliği ticari kit (BLS-6301Mo ELISA 

Kiti, Bostonchem) kullanılarak yapıldı. Analiz kitte belirtilen prosedüre göre yapıldı. 

y = 13,845x3 + 39,387x2 + 28,523x + 0,4415
R² = 0,9989
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Yöntemin duyarlılığı 25,7 pg/mL’dir. Tespit edilebilir aralığı ise 62,5-4000 pg/mL’dir. 

Analize başlamadan önce yıkama solüsyonu, 25 kat sulandırıldı (20 ml konsantre 

yıkama solüsyonu + 480 ml deiyonize su).  

Standartların hazırlanması aşağıdaki şekilde yapıldı: 

- Dilüsyon için toplamda 7 tüp kullanıldı. 

- Her bir tüpe 500 µl standart sulandırma çözeltisi eklendi. 

- Konsantre standart solüsyonundan (4000 pg/mL) 1. tüpe 500 µl eklendi ve 

karıştırıldı (2000 pg/mL). 

- 2. tüpe 1. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (1000 pg/mL). 

- 3. tüpe 2. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (500 pg/mL).  

- 4. tüpe 3. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (250 pg/mL).  

- 5. tüpe 4. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (125 pg/mL). 

- 6.tüpe 5. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (62,5 pg/mL). 

Biotinlenmiş antikor ve streptoavidin-HRP 100 kat sırasıyla biotinlenmiş 

antikor sulandırma ve HRP sulandırma çözeltisi ile seyreltildi.  

Standartlardan (7 standart), blankten ve doku homojenat örneklerinden antikor 

kaplı mikropleyte 100 µl ilave edildi. Mikropleytin üstü kapatılıp 37 oC’de 80 dakika 

inkübe edildi. Sonra mikropleytteki içerikler dökülerek yıkama solüsyonuyla 3 kere 

yıkandı. 100 µl dilue edilmiş biotinle işaretlenmiş antikor solüsyonundan ilave edildi. 

Mikropleytin üstü kapatılıp 37 oC’de 50 dakika inkübe edildi. Mikropleytteki içerikler 

dökülerek yıkama solüsyonuyla 3 kere yıkandı. Kuyucuklara 100 µl streptoavidin-

HRP ilave edilerek mikropleytin üstü kapatıldı ve 37 oC’de 50 dakika inkübe edildi. 

Mikropleytteki içerikler dökülerek yıkama solüsyonuyla 5 kere yıkandı. Kuyucuklara 

90 µl TMB substratı ilave edilerek 37 oC’de 20 dakika inkübe edildi. Sonra 

kuyucuklara 50 µl stop solüsyonu ilave edilerek hemen 450 nm’de okundu. Elde edilen 

absorbans değerleri ile standart grafik çizilerek konsantrasyon değerleri hesaplandı 

(Şekil 3.2). Ölçülen CAT etkinliği homojenat örneklerinde ng/mg protein olarak ifade 

edildi.  
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Şekil 3.2. Katalaz (CAT) standart grafiği. 

3.2.5. Glutatyon Peroksidaz 1 (GPx1) Analizi 

Doku homojenat örneklerindeki GPx1 etkinliği ticari kit (BLS-2688Mo ELISA 

Kiti, Bostonchem) kullanılarak yapıldı. Analiz kitte belirtilen prosedüre göre yapıldı. 

Yöntemin duyarlılığı 0,132 ng/ml’dir. Tespit edilebilir aralığı ise 0,32-20 ng/ml’dir. 

Analize başlamadan önce yıkama solüsyonu, 25 kat sulandırıldı (20 ml konsantre 

yıkama solüsyonu + 480 ml deiyonize su).  

Standartların hazırlanması aşağıdaki şekilde yapıldı: 

- Konsantre standart çözeltisi dahil toplam 7 standart tüpü hazırlandı. 

- Her bir tüpe 500 µl standart sulandırma çözeltisi eklendi. 

- Konsantre standart solüsyonundan (20 ng/ml) 1. tüpe 500 µl eklendi ve karıştırıldı 

(10 ng/ml). 

- 2. tüpe 1. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (5 ng/ml). 

- 3. tüpe 2. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (2,5 ng/ml). 

- 4. tüpe 3. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (1,25 ng/ml). 

- 5. tüpe 4. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (0,63 ng/ml).  

- 6.tüpe 5. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (0,32 ng/ml). 

y = 530,16x3 - 83,325x2 + 879,65x - 89,296
R² = 0,9995
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Biotinlenmiş antikor ve streptoavidin-HRP 100 kat sırasıyla biotinlenmiş 

antikor sulandırma ve HRP sulandırma çözeltisi ile seyreltildi.  

 

Şekil 3.3. Glutatyon peroksidaz 1 (GPx1) standart grafiği. 

Standartlardan (7 standart), blankten ve doku homojenat örneklerinden antikor 

kaplı mikropleyte 100 µl ilave edildi. Mikropleytin üstü kapatılıp 37 oC’de 80 dakika 

inkübe edildi. Sonra mikropleytteki içerikler dökülerek yıkama solüsyonuyla 3 kere 

yıkandı. Kuyucuklara 100 µl dilue edilmiş biotinle işaretlenmiş antikor solüsyonundan 

ilave edildi. Mikropleytin üstü kapatılıp 37 oC’de 50 dakika inkübe edildi. 

Mikropleytteki içerikler dökülerek yıkama solüsyonuyla 3 kere yıkandı. Kuyucuklara 

100 µl streptoavidin-HRP ilave edilerek mikropleytin üstü kapatıldı ve 37 oC’de 50 

dakika inkübe edildi. Mikropleytteki içerikler dökülerek yıkama solüsyonuyla 5 kere 

yıkandı. Kuyucuklara 90 µl TMB substratı ilave edilerek 37 oC’de 20 dakika inkübe 

edildi. Sonra kuyucuklara 50 µl stop solüsyonu ilave edilerek hemen 450 nm’de 

okundu. Elde edilen absorbans değerleri ile standart grafik çizilerek konsantrasyon 

değerleri hesaplandı (Şekil 3.3). Ölçülen GPx1 etkinliği homojenat örneklerinde 

ng/mg protein olarak ifade edildi.  

 

y = -1,2055x3 + 7,2785x2 - 1,8215x + 0,343
R² = 0,9994
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3.2.6. İndüklenebilir Nitrik Oksit Sentaz 2 (iNOS2) Analizi 

Doku homojenat örneklerindeki iNOS2 etkinliği ticari kit (BLS-1504Mo 

ELISA Kiti, Bostonchem) kullanılarak yapıldı. Analiz kitte belirtilen prosedüre göre 

yapıldı. Yöntemin duyarlılığı 0,116 ng/mL’dir. Tespit edilebilir aralığı ise 0,32-20 

ng/mL’dir. Analize başlamadan önce yıkama solüsyonu, 25 kat sulandırıldı (20 ml 

konsantre yıkama solüsyonu + 480 ml deiyonize su).  

Standartların hazırlanması aşağıdaki şekilde yapıldı: 

- Konsantre standart çözeltisi dahil toplam 7 standart tüpü hazırlandı. 

- Her bir tüpe 500 µl standart sulandırma çözeltisi eklendi. 

- Konsantre standart solüsyonundan (20 ng/mL) 1. tüpe 500 µl eklendi ve karıştırıldı 

(10 ng/mL). 

- 2. tüpe 1. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (5 ng/mL). 

- 3. tüpe 2. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (2,5 ng/mL). 

- 4. tüpe 3. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (1,25 ng/mL). 

- 5. tüpe 4. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (0,63 ng/mL).  

- 6.tüpe 5. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (0,32 ng/mL). 

Biotinlenmiş antikor ve streptoavidin-HRP 100 kat sırasıyla biotinlenmiş 

antikor sulandırma ve HRP sulandırma çözeltisi ile seyreltildi.  

Standartlardan (7 standart), blankten ve doku homojenat örneklerinden antikor 

kaplı mikropleyte 100 µl ilave edildi. Mikropleytin üstü kapatılıp 37 oC’de 80 dakika 

inkübe edildi. Sonra mikropleytteki içerikler dökülerek yıkama solüsyonuyla 3 kere 

yıkandı. Kuyucuklara 100 µl dilue edilmiş biotinle işaretlenmiş antikor solüsyonundan 

ilave edildi. Mikropleytin üstü kapatılıp 37 oC’de 50 dakika inkübe edildi. 

Mikropleytteki içerikler dökülerek yıkama solüsyonuyla 3 kere yıkandı. Kuyucuklara 

100 µl streptoavidin-HRP ilave edilerek mikropleytin üstü kapatıldı ve 37 oC’de 50 

dakika inkübe edildi. Mikropleytteki içerikler dökülerek yıkama solüsyonuyla 5 kere 

yıkandı. Kuyucuklara 90 µl TMB substratı ilave edilerek 37 oC’de 20 dakika inkübe 

edildi. Sonra kuyucuklara 50 µl stop solüsyonu ilave edilerek hemen 450 nm’de 
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okundu. Elde edilen absorbans değerleri ile standart grafik çizilerek konsantrasyon 

değerleri hesaplandı (Şekil 3.4). Ölçülen iNOS2 etkinliği homojenat örneklerinde 

ng/mg protein olarak ifade edildi.  

 

Şekil 3.4. İndüklenebilir nitrik oksit sentaz 2 (iNOS2) standart grafiği. 

3.2.7. Siklooksijenaz 2 (COX-2) Analizi 

Doku homojenat örneklerindeki COX-2 etkinliği ticari kit (BLS-7630Mo 

ELISA Kiti, Bostonchem) kullanılarak yapıldı. Analiz kitte belirtilen prosedüre göre 

yapıldı. Yöntemin duyarlılığı 0,114 ng/mL’dir. Tespit edilebilir aralığı ise 0,32-20 

ng/mL’dir. Analize başlamadan önce yıkama solüsyonu, 25 kat sulandırıldı (20 ml 

konsantre yıkama solüsyonu + 480 ml deiyonize su).  

 

y = 395,65x3 - 132,98x2 + 28,807x - 0,8756
R² = 0,992
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Şekil 3.5. Siklooksijenaz 2 (COX-2) standart grafiği. 

Standartlardan (7 standart), blankten ve doku homojenat örneklerinden antikor 

kaplı mikropleyte 100 µl ilave edildi. Mikropleytin üstü kapatılıp 37 oC’de 80 dakika 

inkübe edildi. Sonra mikropleytteki içerikler dökülerek yıkama solüsyonuyla 3 kere 

yıkandı. Kuyucuklara 100 µl dilue edilmiş biotinle işaretlenmiş antikor solüsyonundan 

ilave edildi. Mikropleytin üstü kapatılıp 37 oC’de 50 dakika inkübe edildi. 

Mikropleytteki içerikler dökülerek yıkama solüsyonuyla 3 kere yıkandı. Kuyucuklara 

100 µl streptoavidin-HRP ilave edilerek mikropleytin üstü kapatıldı ve 37 oC’de 50 

dakika inkübe edildi. Mikropleytteki içerikler dökülerek yıkama solüsyonuyla 5 kere 

yıkandı. Kuyucuklara 90 µl TMB substratı ilave edilerek 37 oC’de 20 dakika inkübe 

edildi. Sonra kuyucuklara 50 µl stop solüsyonu ilave edilerek hemen 450 nm’de 

okundu. Elde edilen absorbans değerleri ile standart grafik çizilerek konsantrasyon 

değerleri hesaplandı (Şekil 3.5).  Ölçülen COX-2 etkinliği homojenat örneklerinde 

ng/mg protein olarak ifade edildi.  

3.2.8. Tümör Nekroz Faktör α (TNF-α) Analizi 

Doku homojenat örneklerindeki TNF-α etkinliği ticari kit (BLS-1387Mo 

ELISA Kiti, Bostonchem) kullanılarak yapıldı. Analiz kitte belirtilen prosedüre göre 

y = -156,48x3 + 212,82x2 - 28,361x + 0,8824
R² = 0,9963
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yapıldı. Yöntemin duyarlılığı 6,1 pg/mL’dir. Tespit edilebilir aralığı ise 15,63-1000 

pg/mL’dir. 

Analize başlamadan önce yıkama solüsyonu, 25 kat sulandırıldı (20 ml 

konsantre yıkama solüsyonu + 480 ml deiyonize su).  

Standartların hazırlanması aşağıdaki şekilde yapıldı: 

- Konsantre standart çözeltisi dahil toplam 7 standart tüpü hazırlandı. 

- Her bir tüpe 500 µl standart sulandırma çözeltisi eklendi. 

- Konsantre standart solüsyonundan (1000 pg/mL) 1. tüpe 500 µl eklendi ve 

karıştırıldı (500 pg/mL). 

- 2. tüpe 1. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (250 pg/mL). 

- 3. tüpe 2. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (125 pg/mL). 

- 4. tüpe 3. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (62,5 pg/mL). 

- 5. tüpe 4. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (31,25 pg/mL).  

- 6.tüpe 5. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (15,63 pg/mL). 

Biotinlenmiş antikor ve streptoavidin-HRP 100 kat sırasıyla biotinlenmiş 

antikor sulandırma ve HRP sulandırma çözeltisi ile seyreltildi.  

 

Şekil 3.6. Tümör nekroz faktör-α (TNF-α) standart grafiği. 

y = 68025x3 - 11144x2 + 1314,8x - 30,221
R² = 0,9954
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Standartlardan (7 standart), blankten ve doku homojenat örneklerinden antikor 

kaplı mikropleyte 100 µl ilave edildi. Mikropleytin üstü kapatılıp 37 oC’de 80 dakika 

inkübe edildi. Sonra mikropleytteki içerikler dökülerek yıkama solüsyonuyla 3 kere 

yıkandı. Kuyucuklara 100 µl dilue edilmiş biotinle işaretlenmiş antikor solüsyonundan 

ilave edildi. Mikropleytin üstü kapatılıp 37 oC’de 50 dakika inkübe edildi. 

Mikropleytteki içerikler dökülerek yıkama solüsyonuyla 3 kere yıkandı. Kuyucuklara 

100 µl streptoavidin-HRP ilave edilerek mikropleytin üstü kapatıldı ve 37 oC’de 50 

dakika inkübe edildi. Mikropleytteki içerikler dökülerek yıkama solüsyonuyla 5 kere 

yıkandı. Kuyucuklara 90 µl TMB substratı ilave edilerek 37 oC’de 20 dakika inkübe 

edildi. Sonra kuyucuklara 50 µl stop solüsyonu ilave edilerek hemen 450 nm’de 

okundu. Elde edilen absorbans değerleri ile standart grafik çizilerek konsantrasyon 

değerleri hesaplandı (Şekil 3.6). Ölçülen TNF-α etkinliği homojenat örneklerinde 

ng/mg protein olarak ifade edildi.  

3.2.9. Glutatyon (GSH) Analizi 

Doku homojenat örneklerindeki GSH etkinliği ticari kit (BLS-8571Mo ELISA 

Kiti, Bostonchem) kullanılarak yapıldı. Analiz kitte belirtilen prosedüre göre yapıldı. 

Yöntemin duyarlılığı 0,48 ng/mL’dir. Tespit edilebilir aralığı ise 1,57-100 ng/mL’dir. 

Analize başlamadan önce yıkama solüsyonu, 25 kat sulandırıldı (20 ml konsantre 

yıkama solüsyonu + 480 ml deiyonize su).  

Standartların hazırlanması aşağıdaki şekilde yapıldı: 

- Konsantre standart çözeltisi dahil toplam 7 standart tüpü hazırlandı. 

- Her bir tüpe 500 µl standart sulandırma çözeltisi eklendi. 

- Konsantre standart solüsyonundan (100 ng/mL) 1. tüpe 500 µl eklendi ve 

karıştırıldı (50 ng/mL). 

- 2. tüpe 1. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (25 ng/mL). 

- 3. tüpe 2. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (12,5 ng/mL). 

- 4. tüpe 3. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (6,25 ng/mL). 

- 5. tüpe 4. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (3,13 ng/mL).  

- 6.tüpe 5. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (1,57 ng/mL). 
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Biotinlenmiş antikor ve streptoavidin-HRP 100 kat sırasıyla biotinlenmiş 

antikor sulandırma ve HRP sulandırma çözeltisi ile seyreltildi.  

 

Şekil 3.7. Glutatyon (GSH) standart grafiği. 

Standartlardan (7 standart), blankten ve doku homojenat örneklerinden antikor 

kaplı mikropleyte 50 µl ilave edildi. Kuyucuklara 50 µl biotinle işaretlenmiş konjugat 

solüsyonundan ilave edilerek mikropleytin üstü kapatılıp 37 oC’de 60 dakika inkübe 

edildi. Sonra mikropleytteki içerikler dökülerek yıkama solüsyonuyla 3 kere yıkandı. 

Kuyucuklara 100 µl streptoavidin-HRP ilave edildi. Mikropleytin üstü kapatılıp 37 
oC’de 60 dakika inkübe edildi. Mikropleytteki içerikler dökülerek yıkama 

solüsyonuyla 5 kere yıkandı. Kuyucuklara 90 µl TMB substratı ilave edilerek 37 oC’de 

20 dakika inkübe edildi. Sonra kuyucuklara 50 µl stop solüsyonu ilave edilerek hemen 

450 nm’de okundu. Elde edilen absorbans değerleri ile standart grafik çizilerek 

konsantrasyon değerleri hesaplandı (Şekil 3.7). Ölçülen GSH etkinliği homojenat 

örneklerinde ng/mg protein olarak ifade edildi.  

3.2.10. Malondialdehid (MDA) Analizi 

Doku homojenat örneklerindeki MDA düzeyi ticari kit (BLS-8658 Mo ELISA 

Kiti, Bostonchem) kullanılarak yapıldı. Analiz kitte belirtilen prosedüre göre yapıldı. 

y = -0,1513x3 + 2,7975x2 - 2,8817x + 1,0902
R² = 0,9989
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Yöntemin duyarlılığı 5,39 pg/mL’dir. Tespit edilebilir aralığı ise 15,63-1000 

pg/mL’dir. Analize başlamadan önce yıkama solüsyonu, 25 kat sulandırıldı (20 ml 

konsantre yıkama solüsyonu + 480 ml deiyonize su).  

Standartların hazırlanması aşağıdaki şekilde yapıldı: 

- Konsantre standart çözeltisi dahil toplam 7 standart tüpü hazırlandı. 

- Her bir tüpe 500 µl standart sulandırma çözeltisi eklendi. 

- Konsantre standart solüsyonundan (1000 pg/mL) 1. tüpe 500 µl eklendi ve 

karıştırıldı (500 pg/mL). 

- 2. tüpe 1. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (250 pg/mL). 

- 3. tüpe 2. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (125 pg/mL). 

- 4. tüpe 3. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (62,5 pg/mL). 

- 5. tüpe 4. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (31,25 pg/mL).  

- 6.tüpe 5. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (15,63 pg/mL). 

Biotinlenmiş antikor ve streptoavidin-HRP 100 kat sırasıyla biotinlenmiş 

antikor sulandırma ve HRP sulandırma çözeltisi ile seyreltildi.  

 

Şekil 3.8. Malondialdehid (MDA) standart grafiği. 

y = -7,2345x3 + 84,304x2 - 98,014x + 43,364
R² = 0,9974
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Standartlardan (7 standart), blankten ve doku homojenat örneklerinden antikor 

kaplı mikropleyte 50 µl ilave edildi. Kuyucuklara 50 µl biotinle işaretlenmiş konjugat 

solüsyonundan ilave edilerek mikropleytin üstü kapatılıp 37 oC’de 60 dakika inkübe 

edildi. Sonra mikropleytteki içerikler dökülerek yıkama solüsyonuyla 3 kere yıkandı. 

Kuyucuklara 100 µl streptoavidin-HRP ilave edildi. Mikropleytin üstü kapatılıp 37 
oC’de 60 dakika inkübe edildi. Mikropleytteki içerikler dökülerek yıkama 

solüsyonuyla 5 kere yıkandı. Kuyucuklara 90 µl TMB substratı ilave edilerek 37 oC’de 

20 dakika inkübe edildi. Sonra kuyucuklara 50 µl stop solüsyonu ilave edilerek hemen 

450 nm’de okundu. Elde edilen absorbans değerleri ile standart grafik çizilerek 

konsantrasyon değerleri hesaplandı (Şekil 3.8). Ölçülen MDA düzeyi homojenat 

örneklerinde ng/mg protein olarak ifade edildi.  

3.2.11. Nükleer Faktör Eritroid 2 ile İlgili Faktör 2 (Nrf2) Analizi 

Doku homojenat örneklerindeki Nrf2 etkinliği ticari kit (BLS-8104Mo ELISA 

Kiti, Bostonchem) kullanılarak yapıldı. Analiz kitte belirtilen prosedüre göre yapıldı. 

Yöntemin duyarlılığı 5,7 pg/mL’dir. Tespit edilebilir aralığı ise 15,63-1000 pg/mL’dir. 

Analize başlamadan önce yıkama solüsyonu, 25 kat sulandırıldı (20 ml konsantre 

yıkama solüsyonu + 480 ml deiyonize su).  

Standartların hazırlanması aşağıdaki şekilde yapıldı: 

- Konsantre standart çözeltisi dahil toplam 7 standart tüpü hazırlandı. 

- Her bir tüpe 500 µl standart sulandırma çözeltisi eklendi. 

- Konsantre standart solüsyonundan (1000 pg/mL) 1. tüpe 500 µl eklendi ve 

karıştırıldı (500 pg/mL). 

- 2. tüpe 1. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (250 pg/mL). 

- 3. tüpe 2. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (125 pg/mL). 

- 4. tüpe 3. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (62,5 pg/mL). 

- 5. tüpe 4. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (31,25 pg/mL).  

- 6.tüpe 5. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (15,63 pg/mL). 
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Biotinlenmiş antikor ve streptoavidin-HRP 100 kat sırasıyla biotinlenmiş 

antikor sulandırma ve HRP sulandırma çözeltisi ile seyreltildi.  

 

Şekil 3.9. Nükleer Faktör Eritroid 2 ile İlgili Faktör 2 (Nrf2) standart grafiği. 

Standartlardan (7 standart), blankten ve doku homojenat örneklerinden antikor 

kaplı mikropleyte 100 µl ilave edildi. Mikropleytin üstü kapatılıp 37 oC’de 80 dakika 

inkübe edildi. Sonra mikropleytteki içerikler dökülerek yıkama solüsyonuyla 3 kere 

yıkandı. Kuyucuklara 100 µl dilue edilmiş biotinle işaretlenmiş antikor solüsyonundan 

ilave edildi. Mikropleytin üstü kapatılıp 37 oC’de 50 dakika inkübe edildi. 

Mikropleytteki içerikler dökülerek yıkama solüsyonuyla 3 kere yıkandı. Kuyucuklara 

100 µl streptoavidin-HRP ilave edilerek mikropleytin üstü kapatıldı ve 37 oC’de 50 

dakika inkübe edildi. Mikropleytteki içerikler dökülerek yıkama solüsyonuyla 5 kere 

yıkandı. Kuyucuklara 90 µl TMB substratı ilave edilerek 37 oC’de 20 dakika inkübe 

edildi. Sonra kuyucuklara 50 µl stop solüsyonu ilave edilerek hemen 450 nm’de 

okundu. Elde edilen absorbans değerleri ile standart grafik çizilerek konsantrasyon 

değerleri hesaplandı (Şekil 3.9). Ölçülen Nrf2 etkinliği homojenat örneklerinde ng/mg 

protein olarak ifade edildi.  

 

y = 10370x3 + 821,3x2 + 217,9x - 5,6954
R² = 0,9999
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3.2.12. Nükleer Faktör Kappa B2 (NF-κB2) Analizi 

Doku homojenat örneklerindeki NF-κB2 etkinliği ticari kit (BLS-2209Mo 

ELISA Kiti, Bostonchem) kullanılarak yapıldı. Analiz kitte belirtilen prosedüre göre 

yapıldı. Yöntemin duyarlılığı 0,057 ng/mL’dir. Tespit edilebilir aralığı ise 0,16-10 

ng/mL’dir. Analize başlamadan önce yıkama solüsyonu, 25 kat sulandırıldı (20 ml 

konsantre yıkama solüsyonu + 480 ml deiyonize su).  Standartların hazırlanması 

aşağıdaki şekilde yapıldı: 

- Konsantre standart çözeltisi dahil toplam 7 standart tüpü hazırlandı. 

- Her bir tüpe 500 µl standart sulandırma çözeltisi eklendi. 

- Konsantre standart solüsyonundan (10 ng/mL) 1. tüpe 500 µl eklendi ve karıştırıldı 

(5 ng/mL). 

- 2. tüpe 1. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (2,5 ng/mL). 

- 3. tüpe 2. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (1,25 ng/mL). 

- 4. tüpe 3. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (0,63 ng/mL). 

- 5. tüpe 4. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (0,32 ng/mL).  

- 6.tüpe 5. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (0,16 ng/mL). 

 

Şekil 3.10. Nükleer Faktör Kappa B2 (NF-κB2) standart grafiği. 

y = 195,94x3 - 40,443x2 + 7,3113x - 0,1137
R² = 0,9957
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Biotinlenmiş antikor ve streptoavidin-HRP 100 kat sırasıyla biotinlenmiş 

antikor sulandırma ve HRP sulandırma çözeltisi ile seyreltildi.  

Standartlardan (7 standart), blankten ve doku homojenat örneklerinden antikor 

kaplı mikropleyte 100 µl ilave edildi. Mikropleytin üstü kapatılıp 37 oC’de 80 dakika 

inkübe edildi. Sonra mikropleytteki içerikler dökülerek yıkama solüsyonuyla 3 kere 

yıkandı. Kuyucuklara 100 µl dilue edilmiş biotinle işaretlenmiş antikor solüsyonundan 

ilave edildi. Mikropleytin üstü kapatılıp 37 oC’de 50 dakika inkübe edildi. 

Mikropleytteki içerikler dökülerek yıkama solüsyonuyla 3 kere yıkandı. Kuyucuklara 

100 µl streptoavidin-HRP ilave edilerek mikropleytin üstü kapatıldı ve 37 oC’de 50 

dakika inkübe edildi. Mikropleytteki içerikler dökülerek yıkama solüsyonuyla 5 kere 

yıkandı. Kuyucuklara 90 µl TMB substratı ilave edilerek 37 oC’de 20 dakika inkübe 

edildi. Sonra kuyucuklara 50 µl stop solüsyonu ilave edilerek hemen 450 nm’de 

okundu. Elde edilen absorbans değerleri ile standart grafik çizilerek konsantrasyon 

değerleri hesaplandı (Şekil 3.10). Ölçülen NF-κB2 etkinliği homojenat örneklerinde 

ng/mg protein olarak ifade edildi. 

3.2.13. İnterlökin 1 β (IL-1β) Analizi  

Doku homojenat örneklerindeki IL-1β düzeyi ticari kit (BLS-1271Mo ELISA 

Kiti, Bostonchem) kullanılarak yapıldı. Analiz kitte belirtilen prosedüre göre yapıldı. 

Yöntemin duyarlılığı 6,4 pg/mL’dir. Tespit edilebilir aralığı ise 15,63-1000 pg/mL’dir. 

Analize başlamadan önce yıkama solüsyonu, 25 kat sulandırıldı (20 ml konsantre 

yıkama solüsyonu + 480 ml deiyonize su).  

Standartların hazırlanması aşağıdaki şekilde yapıldı: 

- Konsantre standart çözeltisi dahil toplam 7 standart tüpü hazırlandı. 

- Her bir tüpe 500 µl standart sulandırma çözeltisi eklendi. 

- Konsantre standart solüsyonundan (1000 pg/mL) 1. tüpe 500 µl eklendi ve 

karıştırıldı (500 pg/mL). 

- 2. tüpe 1. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (250 pg/mL). 

- 3. tüpe 2. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (125 pg/mL). 
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- 4. tüpe 3. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (62,5 pg/mL). 

- 5. tüpe 4. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (31,25 pg/mL).  

- 6.tüpe 5. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (15,63 pg/mL). 

Biotinlenmiş antikor ve streptoavidin-HRP 100 kat sırasıyla biotinlenmiş 

antikor sulandırma ve HRP sulandırma çözeltisi ile seyreltildi.  

 

Şekil 3.11. İnterlökin 1β (IL-1β) standart grafiği. 

Standartlardan (7 standart), blankten ve doku homojenat örneklerinden antikor 

kaplı mikropleyte 100 µl ilave edildi. Mikropleytin üstü kapatılıp 37 oC’de 80 dakika 

inkübe edildi. Sonra mikropleytteki içerikler dökülerek yıkama solüsyonuyla 3 kere 

yıkandı. Kuyucuklara 100 µl dilue edilmiş biotinle işaretlenmiş antikor solüsyonundan 

ilave edildi. Mikropleytin üstü kapatılıp 37 oC’de 50 dakika inkübe edildi. 

Mikropleytteki içerikler dökülerek yıkama solüsyonuyla 3 kere yıkandı. Kuyucuklara 

100 µl streptoavidin-HRP ilave edilerek mikropleytin üstü kapatıldı ve 37 oC’de 50 

dakika inkübe edildi. Mikropleytteki içerikler dökülerek yıkama solüsyonuyla 5 kere 

yıkandı. Kuyucuklara 90 µl TMB substratı ilave edilerek 37 oC’de 20 dakika inkübe 

edildi. Sonra kuyucuklara 50 µl stop solüsyonu ilave edilerek hemen 450 nm’de 

okundu. Elde edilen absorbans değerleri ile standart grafik çizilerek konsantrasyon 

y = -1347,6x3 + 3978,9x2 - 542,08x + 23,704
R² = 0,9981
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değerleri hesaplandı (Şekil 3.11). Ölçülen IL-1β etkinliği homojenat örneklerinde 

ng/mg protein olarak ifade edildi. 

3.2.14. 8-Hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) Analizi  

Doku homojenat örneklerindeki 8-OHdG düzeyi ticari kit (BLS-7861Ge 

ELISA Kiti, Bostonchem) kullanılarak yapıldı. Analiz kitte belirtilen prosedüre göre 

yapıldı. Yöntemin duyarlılığı 26,29 pg/mL’dir. Tespit edilebilir aralığı ise 93,75-6000 

pg/mL’dir. Analize başlamadan önce yıkama solüsyonu, 25 kat sulandırıldı (20 ml 

konsantre yıkama solüsyonu + 480 ml deiyonize su).  

 

Şekil 3.12. 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) standart grafiği. 

Standartların hazırlanması aşağıdaki şekilde yapıldı: 

- Konsantre standart çözeltisi dahil toplam 7 standart tüpü hazırlandı. 

- Her bir tüpe 500 µl standart sulandırma çözeltisi eklendi. 

- Konsantre standart solüsyonundan (6000 pg/mL) 1. tüpe 500 µl eklendi ve 

karıştırıldı (3000 pg/mL). 

- 2. tüpe 1. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (1500 pg/mL). 

- 3. tüpe 2. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (750 pg/mL). 

- 4. tüpe 3. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (375 pg/mL). 

y = 20,077x3 - 142,87x2 + 686,34x - 592,15
R² = 0,9957
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- 5. tüpe 4. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (187,5 pg/mL).  

- 6.tüpe 5. tüpten 500 µl eklendi ve karıştırıldı (93,75 pg/mL). 

Biotinlenmiş antikor ve streptoavidin-HRP 100 kat sırasıyla biotinlenmiş 

antikor sulandırma ve HRP sulandırma çözeltisi ile seyreltildi. Standartlardan (7 

standart), blankten ve doku homojenat örneklerinden antikor kaplı mikropleyte 50 µl 

ilave edildi. Kuyucuklara 50 µl biotinle işaretlenmiş konjugat solüsyonundan ilave 

edilerek mikropleytin üstü kapatılıp 37 oC’de 60 dakika inkübe edildi. Sonra 

mikropleytteki içerikler dökülerek yıkama solüsyonuyla 3 kere yıkandı. Kuyucuklara 

100 µl streptoavidin-HRP ilave edildi. Mikropleytin üstü kapatılıp 37 oC’de 60 dakika 

inkübe edildi. Mikropleytteki içerikler dökülerek yıkama solüsyonuyla 5 kere yıkandı. 

Kuyucuklara 90 µl TMB substratı ilave edilerek 37 oC’de 20 dakika inkübe edildi. 

Sonra kuyucuklara 50 µl stop solüsyonu ilave edilerek hemen 450 nm’de okundu. Elde 

edilen absorbans değerleri ile standart grafik çizilerek konsantrasyon değerleri 

hesaplandı (Şekil 3.12).  Ölçülen 8-OHdG düzeyi homojenat örneklerinde ng/mg 

protein olarak ifade edildi.  

3.2.15. Dokulardaki Total Protein Yoğunluğu  

Dokulardaki total protein yoğunluğu Gornal ve ark. (1949) bildirdiği Biüret 

metoduna göre yapıldı. Yöntemin prensibi Biüret ayracında bulunan Cu+2 nin 

proteinlerin yapısındaki azot atomları ile mavi renkli kompleks oluşturması ve bu 

kompleksin 540 nm’de absorbansının ölçülmesine dayanmaktadır. Analizde 1 ml 

homojenat üzerine (kör için 1 ml su üzerine) 4 ml Biüret ayıracı (Na-K 

tartarat+CuSO4) karıştırılarak oda sıcaklığında 30 dakika bekletildi ve absorbans 540 

nm’de spektrofotometrede okundu. Dokulardaki total protein miktarı mg/ml olarak 

ifade edildi.  

3.2.16. Histopatoloji Yöntemi 

Araştırmanın histopatolojik değerlendirme aşaması Burdur Mehmet Akif 

Ersoy Üniversitesi Patoloji Anabilim Dalı Laboratuvarlarında gerçekleştirilmiştir. 

Çalışma sonunda tüm fareler derin anestezi altında ötenazi edildi. Nekropsi sırasında 
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toplanan karaciğer, böbrek ve beyin dokusu örnekleri solüsyonun içlerine daha iyi 

penetre olması için küçük parçalara ayrılarak %10’luk tamponlu formaldehit 

solüsyonuna atılarak tespit edildi. Solüsyonları her gün değiştirilen örnekler 2 gün 

boyunca formaldehit içinde bekletildi. Sertleşen örnekler bu süre sonunda daha küçük 

parçalara ayrılarak trimleme işlemleri yapıldı ve doku takip kasetleri içerisine 

yerleştirildi. Kasetler içinde 1 gün daha tespit solüsyonuna alınan örnekler gece 

boyunca rutin histolojik doku takibinden geçirilmek için akşam üzeri Leica ASP300S 

model tam otomatik doku takip cihazına (Leica Microsystem, Nussloch, Almanya) 

yerleştirildi. Böylelikle doku örnekleri tüm gece boyunca cihazda rutin doku takip 

prosedüründen geçirildi. Doku takibi için örnekler düşük dereceli alkollerden yüksek 

dereceli alkollere doğru derecesi artan alkol solüsyonlarından geçirilerek dokuda 

bulunan suların alınması gerçekleştirildi. Bu şekilde örneklerin dehidre olmaları 

sağlandı. Bu aşamayı takiben tüm örnekler 2 ayrı ksilol serisinden geçirilerek 

dokulardaki yağların eritilmesi sağlandı. Su ve yağları alınan ve içlerinde boşluklar 

şekillenen bölgelere sıcak parafinin yerleşmesi ve dokuya sertlik kazandırması için 

doku örnekleri 56°C de eritilmiş sıcak parafin içerisine konuldu. Ertesi gün doku takip 

işlemleri tamamlanan doku örnekleri parafin içine gömülerek blokaj aşamaları 

tamamlandı. Blokaj aşaması için doku takip süreci tamamlanmış olan örnekler doku 

takip cihazından çıkarılarak doku gömme cihazına (Leica Histocore Arcadia H) (Leica 

Microsystem, Nussloch, Almanya) transfer edildi ve burada parafine blokajları 

yapıldı. Blokaj işlemleri tamamlanan parafin bloklar doku gömme ünitesinin soğuk 

tablalı bölümüne alındı. Bu alanda 1-2 saat kadar bekletilen blokların parafinin 

tamamen donması ve sertleşmesi sağlandı. Oluşturulan her bir parafin bloktan hem 

Hematoksilen-eozin (HE) boyaması hem de immunohistokimyasal boyamalar 

amacıyla Leica 2155 model rotary mikrotom ile (Leica Microsystem, Nussloch, 

Almanya) 4-5 µm kalınlığında seri kesitler alındı. Sıcak su içinde benmaride açılması 

sağlanan kesitler lamların üzerine alınarak kurutuldu. Hematoksilen-eozin boyaması 

için lamlara çekilen kesitler etüve alınarak 2 saat süreyle 60°C’de bekletildi ve hem 

kesitlerdeki parafinin erimesi hem de tamamen kuruyarak lam üzerine yapışması 

sağlandı. Bu aşamadan sonra kesitlerde bulunması muhtemel olan parafin artıklarının 

tamamen uzaklaştırılması amacıyla tüm preparatlar 30’ar dakikalık sürelerle 3 ayrı 

ksilol serisinde bekletildi. Bu işlemden sonra %100’lük alkollerden başlayarak 
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%70’lik alkollere doğru sırasıyla %100, 96, 90, 80 ve 70’lik alkol serilerinden 

geçirilerek dokulara su verilmesi ve kesitlerin rehidre olması sağlandı. Rehidrasyonları 

tamamlanan kesitler Harris hematoksilen ile 10-15 dakikalık süre ile boyandı ve su ile 

yıkanarak fazla boyalar atıldı. Yıkamanın hemen ardından eozinde 3-5 dakika kadar 

boyandı ve rutin hematoksilen-eozin (HE) boyama prosedürü tamamlandı. Boyamanın 

ardından doku kesitleri sırasıyla %70, 80, 90, 96 ve 100’lük alkollerden geçirilerek 

son olarak tekrar dehidrasyonları sağlandı. Bu işlemin ardından ksilol ile parlatılan 

kesitlerin üzerine entellan damlatılarak lamel kapatıldı ve ışık mikroskobu altında 

incelendi. Beyin, karaciğer ve böbreklerdeki histopatolojik değişiklikler 0-3 arasında 

Tablo 3.4.’te verilen kriterlere göre skorlandı. 

Tablo 3.4. Histopatolojik skorlama kriterleri 

Organ 0 1 2 3 
Beyin Normal Şiddetli hiperemi 

ve mikro 
kanamalar 

Belirgin kanama ve 
nöronlarda 

dejenerasyon 

Şiddetli kanama ve 
nöronal nekrozlar 

Karaciğer Normal <%5 alanda 
yağlanma, hafif 

infiltrasyon 

%6-20 alanda 
yağlanma, orta 

derecede infiltrasyon, 
hücrelerde 

dejenerasyonlar 

>%21alanda 
yağlanma, şiddetli 

infiltrasyonlar, 
nekrotik alanlar 

Böbrek Normal <%5 alanda tubul 
epitellerinde 

dökülme, belirgin 
hiperemi ve hafif 

infiltrasyonlar 

%6-20 alanda tubul 
epitellerinde dökülme, 
mikro kanamalar ve 

orta şiddetle 
infiltrasyonlar 

>%21 alanda tubul 
epitellerinde 

dökülme, şiddetli 
kanamalar ve şiddetli 

infiltrasyonlar 
 

3.2.17. İmmunohistokimya Yöntemi 

İmmunohistokimyasal incelemeler için yukarıda açıklanan işlemlerden 

geçirilerek hazırlanan parafin bloklardan alınan kesitler poli-L-lizinli lamlara 

çekilerek streptoavidin-biotin peroksidaz yöntemiyle boyanmaları sağlandı. 

İmmunohistokimyasal inceleme için caspase-3 (Anti-Caspase-3 p12 antibody 

[EPR16888] (ab179517) (Abcam, Cambridge, UK), caspase-9 (Anti-Caspase-9 p35 

antibody (ab210611) (Abcam, Cambridge, UK), Bax (Rabbit polyclonal Anti-Bax 

antibody (bs0127R)) (Bios Antibody, MA, USA) ve Bcl-2 (Rabbit polyclonal Anti-
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Bcl-2 antibody (bs0032R) (Bios Antibody, MA, USA) primer antikorları kullanıldı. 

Tüm primer antikorlar 1/100 oranında antikor sulandırma solüsyonları ile 

sulandırılarak kullanıldı. İmmunohistokimyasal yöntem için kesitler histopatoloji 

yönteminde açıklandığı şekilde ksilol serileri ile dereceleri azalan alkol serilerinde 

bekletilerek deparafinizasyon ve rehidrasyon aşamaları tamamlandı. Bu aşamaların 

ardından bütün kesitler 10 dakika süreyle distile su içinde bekletildi ve takiben dokular 

içindeki endojen peroksidaz aktivitesini yok etmek için metanol ile %3 oranında 

hazırlanmış hidrojen peroksit solüsyonunda 20 dakika inkübe edildi. Bu işlemin 

ardından boya yoğunluğunu belirginleştirmek için sitrat tampon solüsyonu içinde 

mikrodalga fırında 700’lük ayarda 2 defa 5 dakika süreyle kaynatıldı. Ardından tüm 

kesitler 2 defa 10’ar dakika süreler ile PBS içinde bekletilerek yıkandı. Dokulardaki 

spesifik olmayan bağlanma ve boyanmaları önlemek amacıyla normal serumda 15 

dakikalık süreyle inkübe edildi. Bu aşamadan sonra yıkama işlemi yapılmadan 

serumun fazlası atılarak birer seri kesit primer serumlarla ayrı ayrı inkübe edildi. Bu 

inkübasyonlar +4 °C’de bir gece boyunca buzdolabı içinde bırakılarak gerçekleştirildi. 

Ardından buzdolabından alınan kesitler 2 defa 10’ar dakikalık süreler ile PBS içinde 

yıkandı. Bu aşama da tamamlandıktan sonra kesitler üzerine streptoavidin 

damlatılarak 30 dakika süreyle inkübasyona bırakıldı. İmmunohistokimyasal boyama 

işleminin hiçbir aşamasında kesitlerin kurumasına izin verilmeden işlemler nemli 

kamaralar içinde gerçekleştirildi ve aralarda PBS ile 2 defa 10’ar dakikalık süreler ile 

yıkamaları gerçekleştirildi. Bu aşama tamamlandığında kesitlere biyotinli serum 

damlatılarak 30 dakika süreyle inkübe edildi. Ardından tüm kesitler PBS ile yukarıda 

açıklanan şekilde ve süreler ile yıkama işlemine tabi tutuldu. Daha sonra reaksiyonun 

görünür hale gelmesini sağlamak amacıyla yeni hazırlanan DAB (3,3 

diaminobenzidine) kromojen solüsyonu ile boyamaları yapıldı. Sekonder kit olarak 

Abcam firmasının kullanıma hazır Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB Detection 

Kit –Micropolymer (ab236466) kiti kullanıldı. İmmunohistokimyasal boyama aşaması 

tamamlanan kesitlere Harris hematoksilenle karşıt boyama yapıldı. Böylelikle 

boyanma aşamaları biten kesitler alkollerden geçirilerek dehidre edildi, ksilolden 

geçirilerek parlatıldı ve üzerine entellan damlatılarak lamelle kapatıldı. Bir gün kadar 

kurutulan preparatlar ışık mikroskobunda değerlendirildi. Negatif kontroller için ise 

kesitlere primer antikor aşamasında onların yerine antikor sulandırma sıvıları 
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damlatıldı ve diğer aşamalar anlatıldığı gibi gerçekleştirildi. İmmunohistokimyasal 

olarak pozitif reaksiyon veren hücrelerin sayımları gerçekleştirilerek pozitif hücre 

yüzdesi hesaplandı ve gruplar arasında istatistik olarak değerlendirmeler yapıldı. Bu 

amaçla 40X objektif altında her preparattan rastgele 5’er alan belirlendi ve 20’şer 

hücre sayılarak toplamda 100 hücre sayıldı. İmmunohistokimyasal markırları eksprese 

eden pozitif hücrelerin sayılarının tespiti için Image J 1.48 (National Institutes of 

Health, Bethesda MD) programından yararlanıldı. Sadece belirgin olarak kahverengi 

olan hücreler pozitif kabul edildi. Programda değişik renkler seçilerek fotoğraf 

üzerindeki hücrelere tıklandı ve işaretlemeler yapıldı. Sonuçların fotoğraflanması için 

Olympus CX41 model mikroskop ile morfometrik inceleme ve mikrofotografi için 

Database Manual Cell Sens Life Science Imaging Software System (Olympus 

Corporation, Tokyo, Japan) kullanıldı.  

3.2.18. İstatistiksel Hesaplamalar 

Çalışmadan elde edilen veriler SPSS 22 programı ile değerlendirildi. Sonuçlar 

aritmetik ortalama ± standart hata (SE) ile ifade edildi. Elde edilen verilerin öncelikli 

olarak Shapiro Wilk testi ile parametrik-nonparametrik olup olmadıkları analiz edildi.  

Histopatolojik skorlama verilerinin nonparametrik, diğer tüm verilerin parametrik 

dağılım gösterdiği belirlendi. Biyokimyasal parametreler, antioksidan-oksidatif stres, 

antiinflamatuar-inflamatuar parametreleri ve transkripsiyon faktör düzeylerinin 

istatistiksel analizi One-Way ANOVA ile yapıldı ve gruplar arasındaki farklılıklar 

Tukey testi ile belirlendi. p<0,05 altındaki değerler anlamlı kabul edildi. Histopatolojik 

skorlamalar normal dağılım göstermediği için Kruskal-Wallis testi ve Bonferroni 

düzeltmeli Mann-Whitney U testi kullanıldı ve p<0,05 olan değerler istatistik açıdan 

önemli olarak kabul edildi. İmmunhistokimyasal olarak pozitif hücre yüzdelerinin 

istatistik analizinde gruplar arası farkların belirlenmesinde Duncan testi kullanıldı. 

p<0,05 olan değerler istatistik açıdan önemli olarak kabul edildi.  
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4. BULGULAR 

4.1. Biyokimyasal Parametreler 

 Fipronil verilen grup kontrol grubu ile karşılaştırıldığında serum AST, ALT, 

kreatinin ve BUN değerlerinde önemli düzeyde artış (p<0,05) tespit edildi. Malvidin 

ve fipronilin birlikte verildiği grupta ise fipronilin tek başına verildiğinde artan AST, 

ALT, kreatinin ve BUN değerlerinde önemli düzeyde düşüş (p<0,05) olduğu 

belirlendi. Tek başına malvidin verilen grupta değerler kontrol grubuna benzer 

düzeylerdeydi (Tablo 4.1; Şekil 4.1-4.2). 

 

 

Şekil 4.1. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarının (MLV+FPN) 
karaciğer fonksiyonları üzerine etkileri. Veriler ortalama ± standart hata olarak verilmiştir. 
a, b, c. Farklı harfleri taşıyan gruplar istatistiksel olarak önemlidir (p<0,05).  
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Şekil 4.2. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarının (MLV+FPN) 
böbrek fonksiyonları üzerine etkileri. Veriler ortalama ± standart hata olarak verilmiştir. a, 
b, c. Farklı harfleri taşıyan gruplar istatistiksel olarak önemlidir (p<0,05).  

Tablo 4.1. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarının (MLV+FPN) 
karaciğer ve böbrek fonksiyonları üzerine etkileri. 

 
Parametreler 

Gruplar 
Kontrol MLV  FPN MLV+FPN 

AST (U/L) 56,60±2,52a 66,60±1,63a  165,90±2,64b 76,60±1,57c 
ALT (U/L) 21,30±1,15a 23,70±1,18a  55,70±3,61b 27,80±1,73c 
Kreatinin (mg/dL) 0,22±0,09a 0,24±0,09a  0,46±0,17b 0,31±0,01c 
BUN (mg/dL) 23,30±1,10a 24,10±1,00a  52,90±1,47b 27,50±0,92c 
Veriler ortalama ± standart hata olarak verilmiştir. a, b, c. Aynı satırda farklı harfleri taşıyan 
gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı farkı göstermektedir (p<0,05). 
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4.2. Antioksidan-Oksidatif Stres Parametreleri 

Fipronil verilen grup kontrol grubu ile karşılaştırıldığında karaciğer, böbrek ve 

beyin doku örneklerinde MDA düzeyinde önemli bir artış (p<0,05); SOD, CAT ve 

GPx1 enzim etkinliği ile GSH düzeyinde önemli bir düşüş (p<0,05) tespit edildi. 

Malvidin ve fipronilin birlikte verildiği grupta ise fipronilin tek başına verildiğinde 

artan MDA düzeyinde önemli bir düşüş (p<0,05); SOD, CAT ve GPx1 enzimlerinin 

etkinliği ile GSH düzeyinde ise önemli bir artış (p<0,05) belirlendi. Tek başına 

malvidin verilen grupta değerler kontrol grubuna benzer düzeylerdeydi (Tablo 4.2-4.4; 

Şekil 4.3-4.8).  

 

  
 

 

Şekil 4.3. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarının (MLV+FPN) 
karaciğer dokularında antioksidan enzim etkinlikleri. Veriler ortalama ± standart hata 
olarak verilmiştir. a, b, c, d. Farklı harfleri taşıyan gruplar istatistiksel olarak önemlidir 
(p<0,05).  
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Şekil 4.4. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarının (MLV+FPN) 
karaciğer dokularında oksidatif stres parametreleri. Veriler ortalama ± standart hata olarak 
verilmiştir. a, b, c, d. Farklı harfleri taşıyan gruplar istatistiksel olarak önemlidir (p<0,05).  

Tablo 4.2. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarının (MLV+FPN) 
karaciğer dokularında oksidatif stres parametreleri. 

Parametreler Gruplar 
 Kontrol MLV FPN  MLV+FPN 

SOD  5,28±0,22a 5,27±0,31a          1,78±0,08b 3,79±0,15c 
CAT 46,04±1,12a 45,26±2,03a          24,13±0,89b 32,93±1,77c 
GPx1 498,89±13,06a 499,33±10,97a         204,81±7,39b 336,83±11,08c 
GSH 347,76±4,55a 417,61±4,58b 139,28±5,44c 235,68±6,10d 
MDA 0,20±0,01a 0,24±0,01a          0,63±0,03b 0,33±0,01c 
8-OHdG 2,65±0,09a 2,72±0,08a          6,69±0,14b 4,27±0,12c 

Veriler ortalama ± standart hata olarak verilmiştir. a, b, c, d. Aynı satırda farklı harfleri taşıyan 
gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı farkı göstermektedir (p<0,05).  
SOD: U/mg protein                 CAT: ng/mg protein                  GPx1:ng/mg protein  
GSH: ng/mg protein               MDA: ng/mg protein                  8-OHdG: ng/mg protein 
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Tablo 4.3. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarının (MLV+FPN) 
böbrek dokularında oksidatif stres parametreleri. 

Parametreler Gruplar 
 Kontrol MLV FPN  MLV+FPN 

SOD  3,76±0,20a 3,65±0,23a 1,58±0,11b 2,75±0,17c 
CAT 35,26±1,05a 32,95±2,11a 18,35±0,78b 23,74±1,06c 
GPx1 326,14±6,62a 319,95±4,80a          143,58±4,67b 240,88±8,38c 
GSH 218,84±1,73a 275,02±3,98b          85,56±3,85c 173,45±3,79d 
MDA 0,34±0,02a 0,40±0,04a          0,96±0,05b 0,55±0,01c 
8-OHdG 2,53±0,11a 2,74±0,13a          5,54±0,11b 3,65±0,08c 

Veriler ortalama ± standart hata olarak verilmiştir. a, b, c, d. Aynı satırda farklı harfleri taşıyan 
gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı farkı göstermektedir (p<0,05).  
SOD: U/mg protein                 CAT: ng/mg protein                  GPx1:ng/mg protein  
GSH: ng/mg protein               MDA: ng/mg protein                  8-OHdG: ng/mg protein 
 
 

  
 

 
 

Şekil 4.5. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarının (MLV+FPN) 
böbrek dokularında antioksidan enzim etkinlikleri. Veriler ortalama ± standart hata olarak 
verilmiştir. a, b, c. Farklı harfleri taşıyan gruplar istatistiksel olarak önemlidir (p<0,05). 
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Şekil 4.6. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarının (MLV+FPN) 
böbrek dokularında oksidatif stres parametreleri. Veriler ortalama ± standart hata olarak 
verilmiştir. a, b, c, d. Farklı harfleri taşıyan gruplar istatistiksel olarak önemlidir (p<0,05).  

Tablo 4.4. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarının (MLV+FPN) 
beyin dokularında oksidatif stres parametreleri. 

Parametreler Gruplar 
 Kontrol MLV FPN  MLV+FPN 

SOD  0,55±0,02a 0,54±0,01a 0,23±0,01b 0,35±0,01c 
CAT 10,83±0,36a 10,30±0,20a 2,92±0,15b 7,84±0,12c 
GPx1 12,51±0,57a 13,49±0,80a 7,96±0,29b 10,32±0,15c 
GSH 188,33±1,69a 232,13±1,70b 81,63±4,80c 156,69±7,34d 
MDA 4,56±0,15a 4,76±0,09a 7,55±0,13b 5,83±0,08c 
8-OHdG 10,70±0,43a 11,03±0,69a 21,89±1,52b 15,60±0,36c 

Veriler ortalama ± standart hata olarak verilmiştir. a, b, c, d. Aynı satırda farklı harfleri taşıyan 
gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı farkı göstermektedir (p<0,05).  
SOD: U/mg protein                 CAT: ng/mg protein                  GPx1:ng/mg protein  
GSH: ng/mg protein               MDA: ng/mg protein                  8-OHdG: ng/mg protein 
 



65 
 

  

 
 
Şekil 4.7. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarının (MLV+FPN) beyin 
dokularında antioksidan enzim etkinlikleri. Veriler ortalama ± standart hata olarak 
verilmiştir. a, b, c. Farklı harfleri taşıyan gruplar istatistiksel olarak önemlidir (p<0,05). 
 

  

 
Şekil 4.8. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarının (MLV+FPN) beyin 
dokularında oksidatif stres parametreleri. Veriler ortalama ± standart hata olarak 
verilmiştir. a, b, c, d. Farklı harfleri taşıyan gruplar istatistiksel olarak önemlidir (p<0,05). 
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4.3. Antiinflamatuar-İnflamatuar Parametreler ve Transkripsiyon Faktör 
Düzeyleri 

 Fipronil verilen grup kontrol grubu ile karşılaştırıldığında karaciğer, böbrek ve 

beyin doku örneklerinde NF-κB2, IL-1β, TNF-α düzeyleri ile iNOS2, COX-2 

etkinliklerinde önemli bir artış (p<0,05); Nrf2 düzeyinde ise önemli bir düşüş (p<0,05) 

tespit edildi. Malvidin ve fipronilin birlikte verildiği grupta ise fipronilin tek başına 

verildiğinde artan NF-κB2, IL-1β, TNF-α düzeyleri ile iNOS2, COX-2 etkinliklerinde 

önemli bir düşüş (p<0,05); Nrf2 düzeyinde ise önemli bir artış (p<0,05) belirlendi. Tek 

başına malvidin verilen grupta değerler Nrf2 dışında kontrol grubuna benzer 

düzeylerdeydi (Tablo 4.5-4.7; Şekil 4.9-4.14). 

Tablo 4.5. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarının (MLV+FPN) 
karaciğer dokularındaki yangısal parametreler ve transkripsiyon faktör düzeyleri. 

Parametreler Gruplar 
 Kontrol MLV FPN  MLV+FPN 

NF-κB2 105,98±4,11a 101,60±2,96a         179,97±5,89b 126,83±3,44c 
Nrf2 54,98±2,49a 95,54±4,92b 26,35±1,46c 76,64±3,38d 
IL-1β 10,28±0,60a 10,99±0,73a 27,94±1,36b 17,04±0,87c 
TNF-α 9,98±0,53a 10,28±0,58a 24,56±1,18b 16,74±1,01c 
iNOS2 74,87±2,03a 74,93±5,84a 130,97±3,68b 104,62±2,70c 
COX-2 524,55±5,25a 539,99±7,06a          841,72±5,99b 622,43±7,16c 

Veriler ortalama ± standart hata olarak verilmiştir. a, b, c, d. Aynı satırda farklı harfleri taşıyan 
gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı farkı göstermektedir (p<0,05).  
NF-κB2: ng/mg protein           Nrf2: ng/mg protein                   IL-1β: ng/mg protein                     
TNF-α: ng/mg protein             iNOS2: ng/mg protein               COX-2: ng/mg protein 
 

  

Şekil 4.9. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarının (MLV+FPN) 
karaciğer dokularındaki transkripsiyon faktör düzeyleri. Veriler ortalama ± standart hata 
olarak verilmiştir. a, b, c, d. Farklı harfleri taşıyan gruplar istatistiksel olarak önemlidir 
(p<0,05). 



67 
 

  

  

Şekil 4.10. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarının (MLV+FPN) 
karaciğer dokularındaki yangısal parametreler. Veriler ortalama ± standart hata olarak 
verilmiştir. a, b, c, d. Farklı harfleri taşıyan gruplar istatistiksel olarak önemlidir (p<0,05). 

Tablo 4.6. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarının (MLV+FPN) 
böbrek dokularındaki yangısal parametreler ve transkripsiyon faktör düzeyleri. 

Parametreler Gruplar 
 Kontrol MLV FPN  MLV+FPN 

NF-κB2 46,87±2,76a  49,56±3,04a 132,56±6,70b 89,37±4,17c 
Nrf2 23,66±0,97a  43,97±3,25b 14,55±0,86c 33,42±1,13d 
IL-1β 12,34±0,58a 11,60±0,97a 27,93±1,03b 16,82±0,71c 
TNF-α 4,49±0,34a 4,03±0,29a 11,77±0,83b 7,82±0,34c 
iNOS2 43,01±2,33a 44,05±2,26b 90,55±4,72c 76,67±1,65d 
COX-2 216,86±1,96a 219,66±0,89a          371,67±7,12b 270,93±5,80c 

Veriler ortalama ± standart hata olarak verilmiştir. a, b, c, d. Aynı satırda farklı harfleri taşıyan 
gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı farkı göstermektedir (p<0,05).  
NF-κB2: ng/mg protein           Nrf2: ng/mg protein                   IL-1β: ng/mg protein                     
TNF-α: ng/mg protein             iNOS2: ng/mg protein               COX-2: ng/mg protein 
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Şekil 4.11. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarının (MLV+FPN) 
böbrek dokularındaki transkripsiyon faktör düzeyleri. Veriler ortalama ± standart hata 
olarak verilmiştir. a, b, c, d. Aynı satırda farklı harfleri taşıyan gruplar istatistiksel olarak 
önemlidir (p<0,05).  

    

  

Şekil 4.12. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarının (MLV+FPN) 
böbrek dokularındaki yangısal parametreler. Veriler ortalama ± standart hata olarak 
verilmiştir. a, b, c, d. Aynı satırda farklı harfleri taşıyan gruplar istatistiksel olarak önemlidir 
(p<0,05).  
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Şekil 4.13. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarının (MLV+FPN) 
beyin dokularındaki transkripsiyon faktör düzeyleri. Veriler ortalama ± standart hata 
olarak verilmiştir. a, b, c, d. Aynı satırda farklı harfleri taşıyan gruplar istatistiksel olarak 
önemlidir (p<0,05). 

 

   

  

Şekil 4.14. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarının (MLV+FPN) 
beyin dokularındaki yangısal parametreler. Veriler ortalama ± standart hata olarak 
verilmiştir. a, b, c, d. Aynı satırda farklı harfleri taşıyan gruplar istatistiksel olarak önemlidir 
(p<0,05). 
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Tablo 4.7. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarının (MLV+FPN) 
beyin dokularındaki yangısal parametreler. 

Parametreler Gruplar 
 Kontrol MLV FPN  MLV+FPN 

NF-κB2 11,40±0,63a  12,03±0,75a 25,52±1,23b 15,67±0,91c 
Nrf2 4,03±0,17a  10,94±-0,59b 2,54±0,13c 6,93±0,38d 
IL-1β 9,94±0,68a 10,31±0,47a 27,65±0,63b 16,55±0,84c 
TNF-α 0,72±0,06a 0,76±0,05a 2,62±0,07b 1,35±0,06c 
iNOS2 19,99±1,04a 20,07±0,93a 55,01±3,20b 34,17±1,26c 
COX-2 148,12±2,31a 147,72±4,77a         277,79±5,60b 205,40±3,51c 

Veriler ortalama ± standart hata olarak verilmiştir. a, b, c, d. Aynı satırda farklı harfleri taşıyan 
gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı farkı göstermektedir (p<0,05).  
NF-κB2: ng/mg protein           Nrf2: ng/mg protein                   IL-1β: ng/mg protein                     
TNF-α: ng/mg protein             iNOS2: ng/mg protein               COX-2: ng/mg protein 
 

4.4. Histopatolojik Bulgular 

Gruplara göre karaciğerlerin histopatolojik incelemesinde kontrol grubundaki 

farelerde normal doku histolojik görünümü saptandı. Fipronil grubundaki farelerin 

karaciğerlerinde şiddetli hiperemi, yer yer kanama odakları, hafif şiddette ve 

çoğunluğunu lenfositlerin oluşturduğu yangısal hücre infiltrasyonları, Kupffer 

hücrelerinde proliferasyon, hepatositlerde yağlanma (steatozis) ve dejenerasyonların 

bulunduğu dikkati çekti. Bu gruptaki iki farede bazı hepatositlerde nekrozlar görüldü. 

Malvidinin, malvidin ve fipronilin beraber verildiği gruptaki patolojik bulguların 

önemli ölçüde azaldığı dikkati çekti. Sadece malvidin uygulanan grupta patolojik 

bulgu saptanmadı (Şekil 4.15). Histopatolojik skorların istatistik analiz bulguları Tablo 

4.8.’de verilmiştir.  

Böbrek kesitleri incelendiğinde kontrol grubundaki farelerin normal 

görünümde böbrekleri olduğu gözlendi. Fipronil grubunda ise böbreklerde şiddetli 

hiperemi, yer yer değişik şiddette kanamalar, tubul epitellerinde dökülmeler ve değişik 

şiddette yangısal hücre infiltrasyonları dikkati çekti. Malvidin uygulamaları 

böbreklerdeki fipronil nedeniyle oluşan patolojik bulguları önemli ölçüde azaltmıştı. 

Tek başına malvidin uygulamalarının böbreklerde patolojik bir bulguya sebep 

olmadığı saptandı (Şekil 4.16). Histopatolojik skorların istatistik analiz bulguları 

Tablo 4.8.’de verilmiştir. 
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Beyin, beyincik ve hipokampüslerin histopatolojik incelemesinde kontrol 

grubu farelerde normal doku histolojileri dikkati çekti. Fipronil grubunda ise 

damarlarda şiddetli hiperemi, belirgin ödem, yer yer değişik şiddetlerde kanamalar ile 

nöronlarda dejeneratif değişiklikler ve bazı alanlarda nekrotik hücreler dikkati çekti. 

Malvidin uygulamalarının beyinde şekillenen patolojik bulguları önemli ölçüde 

azalttığı saptandı. Malvidinin tek başına uygulamasının herhangi bir lezyona sebep 

olmadığı gözlendi (Şekil 4.17-4.19). Histopatolojik skorların istatistik analiz bulguları 

Tablo 4.8’de verilmiştir. 

Tablo 4.8. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarının (MLV+FPN) 
karaciğer, böbrek, beyin, beyincik ve hipokampüs dokularında histopatoloji 
skorlarının istatistiksel analizi. 

Dokular Gruplar 
Kontrol MLV FPN MLV+ FPN p değeri 

Karaciğer 0,00±0,00a 0,00±0,00a  1,44±0,52b 0,66±0,50c <0,001 
Böbrek 0,00±0,00a 0,00±0,00a 1,55±0,52b 0,44±0,17c <0,001 
Beyin 0,00±0,00a 0,00±0,00a 1,33±0,50b 0,33±0,16a <0,001 
Beyincik 0,00±0,00a 0,00±0,00a 1,44±0,52b 0,44±0,24a <0,001 
Hipokampüs 0,00±0,00a 0,00±0,00a 0,44±0,17b 0,22±0,14ab <0,05 

Veriler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. a, b, ab, c. Aynı satırda farklı harfleri 
taşıyan gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı farkı göstermektedir (p<0,001).  
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Şekil 4.15. Araştırma gruplarının karaciğer dokularına ait histopatolojik görünümleri. 
(A) Kontrol grubunda normal görünümde karaciğer histolojik yapısı. (B) Fipronil 
(FPN) grubunda hepatosit sitoplazmalarında steatozis (oklar) ve hepatositlerde 
dejenerasyon (ok başları). (C) Malvidin+Fipronil (MLV+FPN) grubunda patolojik 
bulgularda önemli ölçüde azalma. (D) Malvidin (MLV) grubunda normal karaciğer 
mikroskobik görüntüsü, HE, Barlar=50µm. 
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Şekil 4.16. Araştırma gruplarının böbrek dokularına ait histopatolojik görünümleri. 
(A) Kontrol grubunda normal böbrek histolojisi. (B) Fipronil (FPN) grubunda bir 
farenin böbreğinde şiddetli kanama (oklar) ve hafif yangısal hücre infiltrasyonları (ok 
başı). (C) Malvidin+Fipronil (MLV+FPN) grubunda patolojik bulgularda önemli 
ölçüde azalma. (D) Malvidin (MLV) grubunda normal böbrek histolojisi, HE, 
Barlar=50µm. 
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Şekil 4.17. Araştırma gruplarının beyin dokularına ait histopatolojik görünümleri. (A) 
Kontrol grubunda normal beyin histolojik görüntüsü. (B) Fipronil (FPN) grubunda bir 
farenin beyninde şiddetli kanama (ok). (C) Malvidin+Fipronil (MLV+ FPN) grubunda 
patolojik bulgularda belirgin şekilde azalma. (D) Malvidin (MLV) grubunda normal 
görünümde beyin, HE, Barlar=50µm. 
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Şekil 4.18. Araştırma gruplarının beyincik dokularına ait histopatolojik görünümleri. 
(A) Kontrol grubunda normal beyincik yapısı. (B) Fipronil (FPN) grubunda bir farenin 
beyinciğinde iki alanda belirgin kanama odakları (oklar). (C) Malvidin+Fipronil 
(MLV+FPN) grubunda patolojik bulgularda önemli ölçüde azalma. (D) Malvidin 
(MLV) grubunda normal görünümde beyincik histolojisi, HE, Barlar=50µm. 
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Şekil 4.19. Araştırma gruplarının hipokampüs dokularına ait histopatolojik 
görünümleri. (A) Kontrol grubunda normal hipokapüs histolojik yapısı. (B) Fipronil 
(FPN) grubunda perivasküler alanlarda belirgin kalınlaşma ile karakterize ödem 
tablosu (ok başı) ve nöronlarda büzüşme ile karakterize dejeneratif değişiklikler 
(oklar). (C) Malvidin+Fipronil (MLV+FPN) grubunda lezyonlarda önemli ölçüde 
azalma. (D) Malvidin (MLV) grubunda normal hipokampüs mikroskobik görüntüsü, 
HE, Barlar=50µm. 
 

4.5. İmmunohistokimyasal Bulgular 

4.5.1. Kaspaz-3 İmmunohistokimyasal Bulguları 

Kaspaz-3 ekspresyonlarının gruplar arasındaki karşılaştırmaları yapıldığında 

beyin, karaciğer ve böbrek kesitlerinde kontrol grubunda negatif veya hafif 

ekspresyonlar gözlenirken fipronil uygulamasının tüm organlarda ekspresyonları 

belirgin şekilde arttırdığı dikkati çekti. Malvidin uygulamalarının fipronilin arttırdığı 

ekspresyonları azalttığı ve bazı hayvanlarda ise tamamen negatifleştirdiği gözlendi. 



77 
 

Malvidin tek başına uygulandığında ekspresyonları azalttığı tespit edildi (Şekil 4.20-

4.24). İmmunohistokimyasal olarak pozitif hücre yüzdesinin istatistik analiz bulguları 

Tablo 4.9.’da verilmiştir. 

 

Şekil 4.20. Araştırma gruplarının karaciğer dokularına ait kaspaz-3 ekspresyonlarının 
immunohistokimyasal görünümleri. (A) Kontrol grubunda bir farede negatif 
ekspresyon. (B) Fipronil (FPN) grubunda bir farenin karaciğerinde belirgin şekilde 
artmış ekspresyonlar (oklar). (C) Malvidin+Fipronil (MLV+FPN) grubunda 
hepatositlerde negatif ekspresyon. (D) Malvidin (MLV) grubunda hepatositlerde 
negatif ekspresyon, Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu, Barlar= 50µm. 
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Şekil 4.21. Araştırma gruplarının böbrek dokularına ait kaspaz-3 ekspresyonlarının 
immunohistokimyasal görünümleri. (A) Kontrol grubunda negatif ekspresyon. (B) 
Fipronil (FPN) grubunda belirgin şekilde artmış ekspresyonlar (oklar). (C) 
Malvidin+Fipronil (MLV+FPN) grubunda negatif ekspresyonlar. (D) Malvidin 
(MLV) grubunda negatif ekspresyon, Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu, 
Barlar= 50µm. 
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Şekil 4.22. Araştırma gruplarının beyin dokularına ait kaspaz-3 ekspresyonlarının 
immunohistokimyasal görünümleri. (A) Kontrol grubunda nöronlarda negatif kaspaz-
3 ekspresyonları. (B) Fipronil (FPN) grubunda belirgin ekspresyonlar (oklar). (C) 
Malvidin+Fipronil (MLV+FPN) grubunda negatif ekspresyonlar. (D) Malvidin 
(MLV) grubunda negatif ekspresyonlar, Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu, 
Barlar= 50µm. 
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Şekil 4.23. Araştırma gruplarının beyincik dokularına ait kaspaz-3 ekspresyonlarının 
immunohistokimyasal görünümleri. (A) Kontrol grubunda nöronlarda negatif kaspas-
3 ekspresyonları. (B) Fipronil (FPN) grubunda Purkinje hücrelerinde ve diğer 
nöronlarda belirgin ekspresyonlar (oklar). (C) Malvidin+Fipronil (MLV+FPN) 
grubunda negatif ekspresyonlar. (D) Malvidin (MLV) grubunda negatif ekspresyonlar, 
Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu, Barlar= 50µm. 
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Şekil 4.24. Araştırma gruplarının hipokampüs dokularına ait kaspaz-3 
ekspresyonlarının immunohistokimyasal görünümleri. (A) Kontrol grubundaki bir 
farenin nöronlarda negatif ekspresyonlar. (B) Fipronil grubundaki nöronlarda artmış 
ekspresyonlar (oklar). (C) Malvidin+Fipronil (MLV+FPN) grubunda negatif 
ekspresyonlar. (D) Malvidin (MLV) grubunda negatif ekspresyonlar, Streptavidin 
Biyotin Peroksidaz Metodu, Barlar= 50µm. 
 

Tablo 4.9. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarının (MLV+FPN) 
dokulardaki kaspaz-3 immunopozitif hücre sayılarının istatistiksel analizi. 

Dokular Gruplar 
Kontrol MLV    FPN MLV+ FPN p değeri 

Karaciğer 1,33±1,11a 0,62±0,32a  20,11±3,33b 1,66±0,62a <0,001 
Böbrek 0,77±0,36a 1,12±0,63a  22,77±2,94b 3,22±3,19a <0,001 
Beyin 1,55±0,66a 0,62±0,32a 20,44±2,06b 2,11±0,78a <0,001 
Beyincik 1,66±0,68a 1,12±0,47a 20,44±2,06b 2,00±2,00a <0,001 
Hipokampüs 0,55±0,29a 0,25±0,16a 6,33±2,50b 1,33±0,50a <0,001 

Veriler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. a, b. Aynı satırda farklı harfleri taşıyan 
gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı farkı göstermektedir (p<0,001).  
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4.5.2. Kaspaz-9 İmmunohistokimyasal Bulguları 

Kaspas-9 ekspresyonlarının gruplar arasındaki immunoreaksiyonları 

değerlendirildiğinde kontrol grubundaki farelerde organlarda negatif veya çok hafif 

ekspresyonlar dikkati çekti. Fipronil uygulamaları ekspresyonların belirgin şekilde 

artmasına sebep oldu. Malvidin tedavileri ekspresyonların azaltılmasında oldukça 

etkili bulundu. Malvidinin tek başına verildiği gruptaki organlarda ekspresyonlarda 

artma gözlenmedi (Şekil 4.25-4.29). İmmunohistokimyasal olarak pozitif hücre 

yüzdesinin istatistik analiz bulguları Tablo 4.10.’da verilmiştir.  

 

Şekil 4.25. Araştırma gruplarının karaciğer dokularına ait kaspaz-9 ekspresyonlarının 
immunohistokimyasal görünümleri. (A) Kontrol grubunda negatif ekspresyon. (B) 
Fipronil (FPN) grubunda belirgin şekilde artmış ekspresyonlar (oklar). (C) 
Malvidin+Fipronil (MLV+FPN) grubunda hepatositlerde negatif ekspresyon. (D) 
Malvidin (MLV) grubunda hepatositlerde negatif ekspresyon, Streptavidin Biyotin 
Peroksidaz Metodu, Barlar= 50µm. 
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Şekil 4.26. Araştırma gruplarının böbrek dokularına ait kaspaz-9 ekspresyonlarının 
immunohistokimyasal görünümleri. (A) Kontrol grubunda negatif ekspresyon. (B) 
Fipronil (FPN) grubunda belirgin şekilde artmış ekspresyonlar (oklar). (C) 
Malvidin+Fipronil (MLV+FPN) grubunda negatif ekspresyonlar. (D) Malvidin 
(MLV) grubunda negatif ekspresyon, Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu, 
Barlar= 50µm. 
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Şekil 4.27. Araştırma gruplarının beyin dokularına ait kaspaz-9 ekspresyonlarının 
immunohistokimyasal görünümleri. (A) Kontrol grubunda nöronlarda negatif kaspaz-
9 ekspresyonları. (B) Fipronil (FPN) grubunda belirgin ekspresyonlar (oklar). (C) 
Malvidin+Fipronil (MLV+FPN) grubunda negatif ekspresyonlar. (D) Malvidin 
(MLV) grubunda negatif ekspresyonlar, Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu, 
Barlar= 50µm. 
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Şekil 4.28. Araştırma gruplarının beyincik dokularına ait kaspaz-9 ekspresyonlarının 
immunohistokimyasal görünümleri. (A) Kontrol grubunda nöronlarda negatif kaspas-
9 ekspresyonları. (B) Fipronil (FPN) grubunda Purkinje hücrelerinde artmış 
ekspresyonlar (oklar). (C) Malvidin+Fipronil (MLV+FPN) grubunda azalmış 
ekspresyonlar. (D) Malvidin (MLV) grubunda negatif ekspresyonlar, Streptavidin 
Biyotin Peroksidaz Metodu, Barlar= 50µm. 
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Şekil 4.29. Araştırma gruplarının hipokampüsdokularına ait kaspaz-9 
ekspresyonlarının immunohistokimyasal görünümleri. (A) Kontrol grubunda 
nöronlarda negatif ekspresyonlar. (B) Fipronil (FPN) grubundaki nöronlarda artmış 
ekspresyonlar (oklar). (C) Malvidin+Fipronil (MLV+FPN) grubunda negatif 
ekspresyonlar. (D) Malvidin (MLV) grubunda negatif ekspresyonlar, Streptavidin 
Biyotin Peroksidaz Metodu, Barlar= 50µm. 
 
 
Tablo 4.10. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarının (MLV+FPN) 
dokulardaki kaspaz-9 immunopozitif hücre sayılarının istatistiksel analizi. 

 
Dokular 

Gruplar 
Kontrol MLV  FPN MLV+ FPN p değeri 

Karaciğer 1,11±0,61a 0,87±0,44a  16,22±1,30b 1,00±0,57a <0,001 
Böbrek 1,11±0,56a 0,25±0,16a  22,66±3,27b 1,33±0,66a <0,001 
Beyin 1,11±0,51a 0,37±0,26a  15,44±1,33b 1,11±0,56a <0,001 
Beyincik 0,77±0,40a 0,50±0,26a  9,55±1,01b 0,77±0,40a <0,001 
Hipokampüs 1,22±0,43a 0,25±0,70a  7,11±0,47b 1,44±0,62a <0,001 

Veriler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. a, b. Aynı satırda farklı harfleri taşıyan 
gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı farkı göstermektedir. 
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4.5.3. Bcl-2 İmmunohistokimyasal Bulguları 

Anti-apoptotik özellikteki Bcl-2 primer antikoru ile immunohistokimyasal 

olarak boyanan beyin korteksi, beyincik, hipokampüs, karaciğer ve böbrek kesitlerinin 

incelenmesinde kontrol grubunda belirgin olan ekspresyonların fipronil grubundaki 

farelerin organlarında belirgin şekilde azaldığı dikkati çekti. Malvidin uygulamasının 

ise malvidin ve fipronilin beraber uygulandığı grupta ekspresyonları belirgin şekilde 

arttırdığı gözlendi. Malvidinin tek başına uygulandığı grupta da Bcl-2 

ekspresyonlarında artışa sebep olduğu görüldü (Şekil 4.30-4.34). 

İmmunohistokimyasal olarak pozitif hücre yüzdesinin istatistik analiz bulguları Tablo 

4.11.’de verilmiştir.  

 

Şekil 4.30. Araştırma gruplarının karaciğer dokularına ait Bcl-2 ekspresyonlarının 
immunohistokimyasal görünümleri. (A) Kontrol grubunda hepatositlerde belirgin 
ekspresyonlar (oklar). (B) Fipronil (FPN) grubunda negatif ekspresyon. (C) 
Malvidin+Fipronil (MLV+ FPN) grubunda hepatositlerde artmış ekspresyonlar 
(oklar). (D) Malvidin (MLV) grubunda hepatositlerde belirgin ekspresyonlar (oklar), 
Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu, Barlar= 50µm. 
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Şekil 4.31. Araştırma gruplarının böbrek dokularına ait Bcl-2 ekspresyonlarının 
immunohistokimyasal görünümleri. (A) Kontrol grubunda özellikle böbrek tubul 
epitellerinde belirgin ekspresyonlar (oklar). (B) Fipronil (FPN) grubunda negatif 
ekspresyon. (C) Malvidin+Fipronil (MLV+ FPN) grubunda tubul epitellerinde 
belirgin olmak üzere artmış ekspresyonlar (oklar). (D) Malvidin (MLV) grubunda 
tubullerde belirgin ekspresyonlar (oklar), Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu, 
Barlar= 50µm. 
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Şekil 4.32. Araştırma gruplarının beyin dokularına ait Bcl-2 ekspresyonlarının 
immunohistokimyasal görünümleri. (A) Kontrol grubunda nöronlarda orta düzeyde 
ekspresyonlar (oklar). (B) Fipronil (FPN) grubunda negatif ekspresyonlar. (C) 
Malvidin+Fipronil (MLV+ FPN) grubunda artmış ekspresyonlar (oklar). (D) Malvidin 
(MLV) grubunda orta düzeyde ekspresyonlar (oklar), Streptavidin Biyotin Peroksidaz 
Metodu, Barlar= 50µm. 
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Şekil 4.33. Araştırma gruplarının beyincik dokularına ait Bcl-2 ekspresyonlarının 
immunohistokimyasal görünümleri. (A) Kontrol grubunda beyinciğin Purkinje 
hücrelerinde belirgin ekspresyonlar (oklar). (B) Fipronil (FPN) grubunda belirgin 
derecede azalmış ekspresyonlar. (C) Malvidin+Fipronil (MLV+ FPN) grubunda 
Purkinje hücrelerinde artmış ekspresyonlar (oklar). (D) Malvidin (MLV) grubunda 
Purkinje hücrelerinde orta düzeyde ekspresyonlar (oklar), Streptavidin Biyotin 
Peroksidaz Metodu, Barlar= 50µm. 
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Şekil 4.34. Araştırma gruplarının hipokampüs dokularına ait Bcl-2 ekspresyonlarının 
immunohistokimyasal görünümleri. (A) Kontrol grubunda nöronlarda orta şiddette 
ekspresyonlar (ok). (B) Fipronil (FPN) grubunda negatif ekspresyonlar. (C) 
Malvidin+Fipronil (MLV+ FPN) grubunda nöronlarda artmış ekspresyonlar (ok). (D) 
Malvidin (MLV) grubunda nöronlarda orta düzeyde ekspresyonlar (ok), Streptavidin 
Biyotin Peroksidaz Metodu, Barlar= 50µm. 
 
 

Tablo 4.11. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarının (MLV+FPN) 
dokulardaki Bcl-2 immunopozitif hücre sayılarının istatistiksel analizi. 

 
Dokular 

 Gruplar 
Kontrol MLV FPN MLV+ FPN p değeri 

Karaciğer 16,00±3,20a 19,00±3,20b 1,77±0,66c  8,88±0,78d <0,001 
Böbrek 20,66±1,73a 27,00±1,41a 2,77±2,68b 13,44±2,60c <0,001 
Beyin 15,88±1,76a 20,50±1,51b 1,66±1,11c 9,88±1,05d <0,001 
Beyincik 20,55±1,23a 24,75±1,98b 10,44±1,50c 15,66±3,08d <0,001 
Hipokampüs 9,33±0,86a 15,00±1,92b 0,33±0,16c 8,55±1,23a <0,001 

Veriler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. a, b, c, d. Aynı satırda farklı harfleri 
taşıyan gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı farkı göstermektedir. 
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4.5.4. Bax İmmunohistokimyasal Bulguları 

Gruplara göre beyin korteksi, beyincik, hipokampüs, karaciğer ve böbreklerin 

Bax immunoekspresyonları incelendiğinde kontrol grubundaki farelerde çok hafif 

veya negatif olan ekspresyonların Fipronil grubunda belirgin şekilde arttığı saptandı. 

Malvidin uygulamasının malvidin ve fipronilin beraber verildiği grupta ekspresyonları 

belirgin şekilde arttırdığı gözlendi. Malvidin grubundaki farelerde Bax 

ekspresyonlarının çoğunlukla negatif olduğu dikkati çekti (Şekil 4.35-4.39). 

İmmunohistokimyasal olarak pozitif hücre yüzdesinin istatistik analiz bulguları Tablo 

4.12.’de verilmiştir. 

 

Şekil 4.35. Araştırma gruplarının karaciğer dokularına ait Bax ekspresyonlarının 
immunohistokimyasal görünümleri. (A) Kontrol grubunda karaciğerde negatif 
ekspresyon. (B) Fipronil (FPN) grubunda bir farenin karaciğerinde belirgin şekilde 
artmış ekspresyonlar (oklar). (C) Malvidin+Fipronil (MLV+ FPN) grubunda 
hepatositlerde belirgin şekilde azalmış ekspresyon. (D) Malvidin (MLV) grubunda 
hepatositlerde negatif ekspresyon, Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu, Barlar= 
50µm. 
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Şekil 4.36. Araştırma gruplarının böbrek dokularına ait Bax ekspresyonlarının 
immunohistokimyasal görünümleri. (A) Kontrol grubunda negatif ekspresyon. (B) 
Fipronil (FPN) grubunda belirgin şekilde artmış ekspresyonlar (oklar). (C) 
Malvidin+Fipronil (MLV+FPN) grubunda negatif ekspresyonlar. (D) Malvidin 
(MLV) grubunda negatif ekspresyon, Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu, 
Barlar= 50µm. 
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Şekil 4.37. Araştırma gruplarının beyin dokularına ait Bax ekspresyonlarının 
immunohistokimyasal görünümleri. (A) Kontrol grubunda nöronlarda negatif Bax 
ekspresyonları. (B) Fipronil (FPN) grubunda belirgin ekspresyonlar (oklar). (C) 
Malvidin+Fipronil (MLV+FPN) grubunda negatif ekspresyonlar. (D) Malvidin 
(MLV) grubunda negatif ekspresyonlar, Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu, 
Barlar= 50µm. 
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Şekil 4.38. Araştırma gruplarının beyincik dokularına ait Bax ekspresyonlarının 
immunohistokimyasal görünümleri. (A) Kontrol grubunda nöronlarda negatif Bax 
ekspresyonları. (B) Fipronil (FPN) grubunda Purkinje hücrelerinde ve diğer 
nöronlarda belirgin ekspresyonlar (oklar). (C) Malvidin+Fipronil (MLV+FPN) 
grubunda negatif ekspresyonlar. (D) Malvidin (MLV) grubunda negatif ekspresyonlar, 
Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu, Barlar= 50µm. 
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Şekil 4.39. Araştırma gruplarının hipokampüs dokularına ait Bax ekspresyonlarının 
immunohistokimyasal görünümleri. (A) Kontrol grubunda nöronlarda negatif Bax 
ekspresyonları. (B) Fipronil (FPN) grubunda nöronlarda artmış ekspresyonlar (ok). (C) 
Malvidin+Fipronil (MLV+FPN) grubunda negatif ekspresyonlar. (D) Malvidin 
(MLV) grubunda negatif ekspresyonlar, Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu, 
Barlar= 50µm. 
 

Tablo 4.12. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarının (MLV+FPN) 
dokulardaki Bax immunopozitif hücre sayılarının istatistiksel analizi. 

 
Dokular 

Gruplar 
Kontrol    MLV    FPN MLV+ FPN p değeri 

Karaciğer 1,66±0,57a 0,50±0,32a  26,88±2,36b 2,00±0,70a <0,001 
Böbrek 1,55±0,78a 0,50±0,26a  31,00±1,80b 2,11±0,91a <0,001 
Beyin 1,22±0,54a 1,88±0,67a 19,11±1,45b 1,00±0,42a <0,001 
Beyincik 1,00±0,44a 0,50±0,26a 20,55±2,92b 1,55±0,52a <0,001 
Hipokampüs 1,00±0,32a 0,75±0,31a 7,77±2,33b 0,55±0,24a <0,001 

Veriler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. a, b. Aynı satırda farklı harfleri taşıyan 
gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı farkı göstermektedir (p<0,001). 



97 
 

5. TARTIŞMA 

Fipronil, tarım ve veterinerlik faaliyetlerinde yaygın olarak kullanılan bir 

fenilpirazol insektisittir (Tingle ve ark., 2003). İnsanlarda toksisite, üretici tarafından 

önerilen dozun aşılması veya uygun olmayan kullanım nedeniyle meydana gelebilir 

(Anadon ve Gupta, 2012). Ayrıca fipronil tarımda kullanıldığında biyobirikim 

etkisine sahiptir; dolayısıyla besin zinciri yoluyla hayvanları ve insanları 

etkilemektedir (Qin ve ark. 2015). Fipronil hakkındaki halk sağlığı endişeleri, 

sıçanlarda tiroid kanserini belgeleyen raporlar sonrasında artmıştır (Hurley ve ark., 

1998). Fipronil uygulandıktan sonra hızla metabolize olur ve özellikle yağ dokusu 

ve beyinde önemli miktarda metabolitlerin bir hafta boyunca kalıcılığını sürdürdüğü 

görülmüştür (Woodward, 2012). Fipronil, memeliler için orta derecede toksiktir ve 

sırasıyla sıçanlarda ve farelerde ağızdan öldürücü doz (ÖD50) değerleri 97 ve 95 

mg/kg c.a’dır (EPA, 1996).  Bu çalışmada, farelerde 5 mg/kg c.a 14 gün boyunca 

ağızdan verilen fipronilin hepatotoksisitesi, nefrotoksisitesi ve nörotoksisitesi 

araştırılmıştır. 

Son yıllarda, gelişmekte olan ülkeler başta olmak üzere çoğu ülkede çeşitli 

hastalıkların tedavisinde ilaç olarak yerel doğal ürünlerin kullanılma oranlarında 

önemli artışlar görülmüştür. Doğal ürünlere talebin artması sebebiyle ürünlerde 

bulunan aktif maddeler araştırmacıların ilgi odağı haline gelmiştir (Antika ve Dewi, 

2020; Fang, 2014). Özellikle doğal ürünlerdeki çeşitli biyoaktif bileşiklerin canlılar 

üzerinde çok yönlü etkileri vardır. Bu biyoaktif bileşiklerin en önemlileri arasında 

polifenolik yapıda bulunan maddeler yer alır. Polifenolik bileşiklerin önemli 

üyelerinden biri flavonoidlerdir. Antosiyaninler, flavonoidlerin önemli alt 

gruplarından biridir ve flavilyum katyonları oluşturma kapasiteleri nedeniyle diğer 

flavonoidlerden ayrılırlar (Harborne, 1998). Antosiyaninlerin önemli bir üyesi olan 

malvidinin antioksidan, yangı ve kanser önleme ile nöroprotektif etkileri başta olmak 

üzere birçok farmakolojik özellikleri bulunmaktadır ve bu özellikler in vitro ve in 

vivo olarak çeşitli araştırmalarla ortaya konulmuştur (Dai ve ark., 2017; Decendit ve 

ark., 2013; Fagundes ve ark., 2021; Sakthivel ve ark., 2020; Wei ve ark., 2017).  
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Karaciğer, böbrek ve beyin fipronilin ana hedef organlarıdır (Abdel- Daim ve 

ark., 2018; Abd Eldaim ve ark., 2020; Abou-Zeid ve ark., 2021; Awad ve ark., 2021; 

Badgujar ve ark., 2015; Badgujar ve ark., 2016). Bu çalışmada fipronil ile indüklenen 

karaciğer, böbrek ve beyin hasarına karşı malvidinin koruyucu etkinliğinin 

araştırılması amaçlanmıştır. Farelere 14 gün boyunca ağızdan 5 mg/kg c.a verilen 

fipronilin oksidan/antioksidan dengeyi önemli ölçüde değiştirdiği belirlenmiştir. 

Çalışmamızda karaciğer, böbrek ve beyin dokularında fipronil verilen grupta, kontrol 

grubuna göre SOD, CAT ve GPx enzim etkinlikleri ile GSH düzeylerinde önemli bir 

düşüş (p<0,05); MDA düzeyinde ise önemli bir artış (p<0,05) tespit edilmiştir. 

Endojen antioksidan sistem, hücrelerin ROS'un zararlı etkilerine karşı savunmasında 

önemli bir rol oynamaktadır. Bu sistem, hücresel sağlığı sürdürmek ve oksidatif 

strese karşı direnç sağlamak için gereklidir (Boussabbeh ve ark., 2016a). Hücrelerde 

ROS'un zararlı etkilerine karşı ilk savunma hattını SOD oluşturmaktadır. Bu enzim, 

süperoksit radikali (O2
.-) oksijen ve hidrojen peroksit (H2O2) gibi daha az zararlı 

maddelere kataliz yaparak ROS'u etkisiz hale getirir (Jayashree ve ark., 2017). 

Hidrojen peroksit, O2.- göre daha az zararlı bir serbest radikaldir; CAT veya GPx 

enziminin varlığında suya ve moleküler oksijene dönüştürülür. Bu enzimler, 

hücrelerin oksidatif strese karşı savunmasında önemli rol oynar (Glaser ve Stopper, 

2012; Olsvik ve ark., 2005). Glutatyon, hücresel antioksidan savunmada önemli rol 

oynayan bir tripeptit olan sistein, glutamin ve glisinden oluşan bir düşük molekül 

ağırlıklı tiyol grubu içeren bir bileşiktir. Redoks homeostazının sürdürülmesinde 

büyük öneme sahiptir ve serbest radikallerle reaksiyona girerek okside olur, böylece 

oksitlendiğinde glutatyon disülfit (GSSG) ve diğer disülfitlere dönüşür (Miller ve 

Schmidt, 2020). Doymamış yağ asitlerinin yükseltgenmesi sonucu oluşan MDA, 

lipid peroksidasyonun bir göstergesidir (Wang ve ark., 2018). Oksidatif stres, 

fipronilin toksik etkilerinin oluşmasında anahtar rol oynamaktadır. Fipronil, hücresel 

oksidan/antioksidan dengesini bozarak, nükleik asitler, lipidler ve proteinler dahil 

olmak üzere hücresel makromoleküllere zarar vererek hücresel oksidatif hasara yol 

açmaktadır (Salminen ve Paul, 2014). Ayrıca fipronilin mitokondriyal solunum 

zinciri ve kalsiyum homeostazını baskılaması, oksidatif ve nitrozatif stresin yanı sıra 

nükleik asitler ve proteinlere zarar vererek karaciğer, böbrek ve beyin gibi hayati 

organlar üzerinde toksik etkiler yarattığı bildirilmiştir (Gupta ve Anadon, 2018). 
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Fipronilin omurgalılar üzerindeki nörotoksik, hepatotoksik, nefrotoksik etkilerinin 

ROS oluşumu sonucu meydana geldiği in vivo olarak çeşitli araştırmalarla ortaya 

konulmuştur (Abdel- Daim ve ark., 2018; Abd Eldaim ve ark., 2020; Abou-Zeid ve 

ark., 2021; Awad ve ark., 2021; Badgujar ve ark., 2015; Badgujar ve ark., 2016; Bakr 

ve ark., 2022; Bal ve ark., 2022; El-Ballal ve ark., 2019; Elgawish ve ark., 2019; 

Elshony ve ark., 2021; Hossam El Din ve ark., 2022; Khalaf ve ark., 2020; Sakr ve 

ark., 2022; Sayed ve ark., 2019). Abdel- Daim ve ark. (2018), oksidatif hasarı 

ağızdan 28 gün boyunca 10 mg/kg dozda fipronil ile indükledikleri çalışmada, 

sıçanlarda fipronilin MDA seviyelerini önemli ölçüde (p<0,05) yükselttiğini böbrek, 

beyin ve karaciğerde GSH düzeylerini, SOD, CAT ve GPx enzimlerinin aktivitelerini 

önemli ölçüde (p<0,05) azalttığını belirtmişlerdir. Abd Eldaim ve ark. (2020), 

yaptıkları başka bir araştırmada sıçanlara 4,85 mg/kg dozunda oral olarak 6 hafta 

boyunca fipronil uygulamışlar; hepatik ve renal dokularda MDA seviyesinde artış ile 

GSH ve CAT aktivitelerinde önemli ölçüde (p<0,05) düşüş tespit etmişlerdir. Abou-

Zeid ve ark. (2021), sıçanlara 28 gün boyunca fipronil (9,7 mg/kg, oral) uyguladıkları 

çalışmada karaciğer ve böbrekte histomorfolojik değişikliklerle birlikte hepatorenal 

toksik etkilere neden olduğunu belirtmişlerdir. Ayrıca karaciğer, beyin ve böbrekte 

GSH seviyesi (p≤0,05) ile SOD ve CAT aktivitelerinde (p≤0,05) düşüş ile birlikte 

MDA seviyesinde (p≤0,05) artış tespit etmişlerdir. Awad ve ark. (2021) ise 45 gün 

boyunca ağızdan 10 mg/kg dozda fipronil uyguladıkları sıçanlarda MDA düzeyinin 

önemli ölçüde (p≤0,05) arttığını bildirmişlerdir. Badgujar ve ark.  (2015), fareleri 28 

gün boyunca farklı dozlarda fipronile oral olarak sırasıyla 2,5; 5 ve 10 mg/kg dozda 

maruz bıraktıkları çalışmada özellikle artan dozlarda hem böbrek hem de beyin 

dokularında lipid peroksidasyonunda önemli bir (p<0,05) artış ile SOD ve CAT 

etkinliği ile GSH düzeylerinde önemli ölçüde (p<0,05) düşüşe neden olduğunu 

vurgulamışlardır. Badgujar ve ark.  (2016), aynı metodla yaptıkları başka bir 

çalışmada da, karaciğer dokusunda lipid peroksidasyonunda artışa (p<0,05); SOD, 

CAT ve GST etkinliğinde (p<0,01) ve GSH düzeylerinde önemli derecede (p<0,01) 

azalmaya neden olduğunu bildirmişlerdir. Bakr ve ark. (2022), sıçanlarda fipronil 

(13,277 mg/kg, oral, 28 gün boyunca) ile indükledikleri beyin hasarında MDA ile 

enzimatik antioksidan aktivitelerinde (SOD, CAT ve GPx) önemli bir (p<0,05) artış 

tespit etmişlerdir. Bal ve ark. (2022), 7 gün boyunca farelerde 25 mg/kg fipronil 
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uygulamasının karaciğer dokusunda LPO aktivitesinde önemli (p<0,05) artışa, SOD 

ve CAT aktivitelerinde ise düşüşe (p<0,05) neden olduğunu saptamışlardır. El-Ballal 

ve ark. (2019), sıçanlara 9,7 mg/kg dozda oral olarak haftada 3 defa olacak şekilde 8 

hafta boyunca fipronil uygulamışlar, karaciğer ve böbrek dokularındaki MDA 

düzeyinde önemli bir artış (p<0,05) ile GSH düzeyi ve CAT aktivitesinde önemli bir 

düşüş (p<0,05) görüldüğünü belirtmişlerdir. Elgawish ve ark. (2019), sıçanlara 6 

hafta boyunca 9,7 mg/kg ağızdan fipronil uyguladıkları çalışmalarında karaciğer 

homojenatında ölçtükleri fipronil uygulanan grubun MDA seviyelerinde önemli bir 

artış (p<0,0001) olduğunu vurgulamışlardır. Elshony ve ark. (2021), sıçanlarda 28 

gün boyunca fipronil (5 mg/kg, oral) uygulayarak oluşturdukları nöronal 

disfonksiyonda MDA seviyelerinde artma ile SOD ve GPx aktivitelerinde önemli bir 

(p≤0,05) azalma olduğunu bildirmişlerdir. Hossam El Din ve ark. (2022), sıçanlara 

farklı dozlarda (3,31 mg/kg c.a ve 6,68 mg/kg c.a 28 gün boyunca) fipronil 

uygulamasının karaciğer ve böbrekteki MDA ile lipid peroksidasyonunu önemli 

ölçüde (p<0,05) artırdığını, GSH düzeyi ve CAT ile SOD etkinliklerini önemli bir 

şekilde (p<0,05) azalttığını belirtmişlerdir. Khalaf ve ark. (2020), sıçanlarda fipronil 

(10,5 mg/kg) ile indükledikleri böbrek ve karaciğer hasarında MDA seviyesinde 

yükselme (p≤0,05), SOD ve CAT aktiviteleri ve GSH seviyelerinde ise belirgin 

şekilde (p≤0,05) düşüş bildirmişlerdir. Sakr ve ark. (2022), sıçanlara 90 gün boyunca 

ağızdan fipronil (4,8 mg/kg/c.a.) uyguladıkları çalışmalarında böbrek dokusundaki 

oksidatif stres biyobelirteçlerini incelemişler, MDA ve GSH seviyelerinde artış CAT 

ile GPx aktivitelerinde düşüş (p<0,001) şekillendiğini tespit etmişlerdir. Sayed ve 

ark. (2019), fipronil (13,277 mg/kg, oral) ile sıçanlarda subakut toksisite 

oluşturdukları çalışmada fipronilin karaciğer MDA seviyeleri ve SOD, CAT, GPx 

enzimatik aktivitelerini önemli ölçüde (p<0,05) artırdığını vurgulamışlardır. Seif ve 

ark. (2021), sıçanlara fipronil periton içi olarak (10 mg/kg/c.a.) uyguladıkları 

çalışmada hepatik oksidatif stres belirteçlerinden MDA seviyelerinde önemli bir artış 

(p<0,05) ile SOD ve CAT aktivitelerinde önemli bir düşüş (p<0,05) görüldüğünü 

belirtmişlerdir. Bu araştırmada da diğer araştırmalara benzer şekilde fipronil 

dokularda MDA düzeylerinde artışa neden olarak lipid peroksidasyona yol açtığı, 

antioksidan savunma sistemini etkileyerek (GSH düzeyi ile SOD, CAT, GPx 

etkinliğinde düşüş) oksidatif hasara neden olduğu tespit edilmiştir. Bu çalışmada 
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malvidin+fipronilin birlikte verildiği grupta fipronilin tek başına verildiği gruba göre 

GSH düzeyi ile SOD, CAT, GPx etkinliğinde önemli artış (p<0,05); MDA düzeyinde 

ise önemli bir düşüş (p<0,05) belirlenmiştir. Farklı ajanlarla indüklenen oksidatif 

hasara karşı malvidinin koruyucu olarak kullanıldığı çalışmalar bulunmaktadır. Daha 

önce yapılan in vivo araştırmalar bu çalışmanın bulgularını desteklemektedir (Wei 

ve ark., 2017; Zheng ve ark., 2021). Wei ve ark. (2017), malvidinin (100 ve 200 

mg/kg, oral), izoproterenol ile uyarılan kardiyak nekroz modelinde CAT, SOD ve 

GPx aktivitelerini arttırdığını ve lipid peroksidasyonu azalttığını vurgulamışlardır. 

Zheng ve ark. (2021), oksidatif hasar oluşturdukları farelerde 35 gün boyunca farklı 

malvidin formlarını içeren kompozisyon (50 mg/kg c.a) uygulamasının SOD, GPx, 

CAT aktivitelerini önemli ölçüde (p<0,01) arttırdığını, serum ve karaciğerdeki MDA 

seviyelerini önemli ölçüde (p<0,01) azalttığını tespit etmişlerdir. 

8-Hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG) DNA oksidatif biyolojik belirtecidir 

ve DNA'daki guanin bazının hidroksil radikalleri tarafından 8-hidroksilasyonu 

sonucunda oluşur (Thompson ve ark., 1999; Xu ve ark., 2004). Bu çalışmada daha 

önce yapılan araştırmalara benzer şekilde fipronilin 8-OHdG seviyelerinde önemli 

bir artışa (p<0,05) yol açtığı tespit edilmiştir (Hossam El Din ve ark., 2022; Uçar ve 

ark., 2020; Uçar ve ark., 2022). Uçar ve ark. (2020), farklı dozlarda fipronil 

uygulamasının (0,05; 0,1 ve 0,2 mg/L) gökkuşağı alabalığı (Oncorhynchus mykiss) 

8-OHdG seviyelerini (p<0,05) artırdığını belirtmişlerdir. Uçar ve ark. (2022), 

fipronilin farklı konsantrasyonlarının (0,05; 0,1 ve 0,2 mg/L) gökkuşağı alabalığı 

(Oncorhynchus mykiss) beyin dokusu üzerinde neden olduğu etkileri araştırdıkları 

diğer bir çalışmalarında ise konsantrasyona bağlı olarak 8-OHdG seviyesinde önemli 

bir artış (p<0,05) tespit etmişlerdir. Hossam El Din ve ark. (2022), sıçanlara 28 gün 

boyunca farklı dozlarda (3,31 mg/kg c.a ve 6,68 mg/kg c.a) fipronil uygulamasının 

8-OHdG seviyelerinde önemli bir artışa (p<0,05) neden olduğunu bildirmişlerdir. 

Malvidinin güçlü antioksidan yapısı nedeniyle 8-OHdG seviyelerinde düşüşe yol 

açabileceği düşünülmektedir. Ramirez-Tortosa ve ark. (2001), sıçanları 2 ay boyunca 

%26 oranında malvidin-3-glikozid içeren antosiyanin bakımından zengin bir ekstrakt 

içeren rasyonla beslemişler ve karaciğerde 8-OHdG seviyelerinde önemli bir azalma 

(p<0,001) olduğunu vurgulamışlardır. Bu çalışmada fipronilin 8-OHdG 
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seviyelerinde neden olduğu artışlarda malvidin uygulaması ile önemli bir düşüş 

(p<0,05) tespit edilmiştir; fakat literatür taraması sonucu bu bulgularla ilgili başka 

araştırmalara rastlanılmamıştır. 

Nükleer transkripsiyon faktörü eritroid-2 benzeri faktör 2, redoks 

homeostazının düzenlenmesinde ve birçok hücre koruyucu protein ve antioksidan 

genin ekspresyonunda önemli bir rol oynar (Bellezza ve ark., 2018; Zhang ve ark., 

2013). Antioksidan yanıt elemanı tarafından düzenlenen enzimler arasında SOD2, 

CAT, GPx, heme oksijenaz-1 (HO-1) ve GST gibi önemli enzimler bulunur (Itoh ve 

ark., 1997; Jaiswal, 2004). Nükleer transkripsiyon faktörü eritroid-2 benzeri faktör 2 

ARE ile etkileşime girerek bu enzimlerin ekspresyonunu artırır, bu da hücrelerin 

serbest radikallerle mücadele etmelerine yardımcı olur. Bazal koşullar altında Nrf2, 

sistein açısından zengin baskılayıcı bir protein olan Kelch benzeri ECH'e bağlı 

protein-1 (Keap1) ile sitozolde etkisiz halde tutulur. Ancak, hücreler oksidatif stresle 

karşı karşıya kaldığında veya diğer uyarıcılara maruz kaldığında, Keap1-Nrf2 

bağlantısı bozulur ve Nrf2 nükleusa geçer. Nükleusa geçen Nrf2, ARE'yi 

hedefleyerek antioksidan yanıt genlerinin ekspresyonunu artırır. Ayrıca Nrf2'nin 

yangıyı önleyici potansiyeli vardır ve yangıya neden olan sitokinlerin ve inflamatuar 

moleküllerin üretimini azaltır, bu da hücresel yangının kontrol altına alınmasına 

yardımcı olur (Zhang ve ark., 2013). Fipronil sitotoksisitesinin altında yatan en 

önemli nedenler arasında ROS'un aşırı üretimi ve hücrelerde redoks dengesinin 

bozulmasıdır. Hücrelerde ROS'un aşırı üretimi sonucu lipid peroksidasyon, protein 

oksidasyonu ve DNA hasarı meydana gelir (Wasef ve ark., 2021). Hücrelerdeki 

redoks dengesinin ve faz II detoksifikasyonunun ana düzenleyicisi olması sebebiyle 

Nrf2 fipronil toksisitesinden en çok etkilenen parametrelerden biridir (Loboda ve 

ark., 2016). Bu çalışmada daha önce yapılan araştırmalara benzer şekilde fipronilin 

Nrf2 düzeyini azalttığı (p<0,05) tespit edilmiştir (Kavitha ve ark., 2013; Sakr ve ark., 

2022).  Sakr ve ark. (2022), sıçanlarda fipronil (4,8 mg/kg/c.a. ağızdan 90 gün 

boyunca) ile nefrotoksisite oluşturdukları çalışmalarında fipronil uygulamasının 

redoks dengesizliği ve yapısal hasara neden olarak Nrf2 düzeylerinde önemli bir 

(p≤0,05) azalmaya neden olduğunu bildirmişlerdir. Malvidinin öne çıkan 

özelliklerinden biri, Nrf2/Keap 1 sinyalini aktive etmesi ve oksidatif stresi 
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düzenlemek için sitoprotektif enzimleri yukarı regüle etmesidir (Kavitha ve ark., 

2013). Bu araştırmada malvidin uygulamasının fipronilin azalttığı Nrf2 düzeylerinde 

önemli bir artışa (p<0,05) sebep olduğu tespit edilmiştir. Daha önce yapılan 

araştırmalar da bu bulguları desteklemektedir (Fan ve ark., 2022; Wei ve ark., 2017). 

Wei ve ark. (2017), malvidin (100 ve 200 mg/kg, oral) uygulamasının, izoproterenol 

ile uyarılan kardiyak nekrozda Nrf2'nin nükleer translokasyonunu teşvik ettiğini 

vurgulamışlardır. Fan ve ark., (2022), farelerde LPS ile indüklenen akut karaciğer 

hasarında çeşitli dozlarda (5, 10 20 mg/kg/c.a.) malvidin uygulamasının Nrf2 protein 

ekspresyonunu önemli ölçüde (p<0,001) artırdığını ve malvidinin koruyucu etkisinin 

Nrf2 sinyal yolunu aktivasyonundan kaynaklandığını bildirmişlerdir.  

Nükleer faktör kappa B tüm canlılarda her hücrenin sitoplazmasında inaktif 

halde bulunmaktadır ve organizmanın kendini savunmada kullandığı ana unsurlardan 

biri olarak kabul edilmektedir. Nükleer faktör kappa B aktif hale geldiğinde 

bağışıklık ve yangısal yanıtlar, apoptoz, anjiyogenez, hücre döngüsü, hücre 

adezyonunda rol oynayan 400'den fazla genin ekspresyonunu düzenler. Ayrıca NF-

κB bakteriyel ve viral enfeksiyonlar ile otoimmun (bağışıklık-yangısal) hastalıklar 

ve kanser gibi birçok hastalığın fizyopatolojisinde anahtar rol oynamaktadır 

(Strickland ve Ghosh, 2006). Yangısal süreçler birçok hastalığın ayırt edici 

özelliğidir ve NF-κB, yangının başlamasında ve ilerlemesinde önemli bir rol oynayan 

yanıtların odak noktasıdır (Senftleben ve ark., 2001). Nükleer faktör kappa B'nin 

uyarılmasıyla yangı öncüsü (IL-1β, TNF-α gibi) ve anti apoptotik hedef genlerin 

transkripsiyonu tetiklenir (Barnes ve Karin, 1997). Çeşitli pro-inflamatuar ve 

sitotoksik sitokin genleri NF-κB tarafından aktive edilmiştir. Bu nedenle, oksidatif 

stresin karaciğer hasarına neden olabileceği olası mekanizmalardan biri NF-κB 

aktivasyonudur (May ve Ghosh, 1997). Fipronilin metabolizması sonucu üretilen 

ROS’ların indüklediği doku hasarına bağlı olarak NF-κB aktivasyonu artmaktadır. 

Fipronilin bu parametreler üzerine yaptığı değişiklikler ile ilgili çalışmalar 

bulunmaktadır (Elgawish ve ark., 2018; Sakr ve ark., 2022; Seif ve ark., 2021). 

Elgawish ve ark. (2019), fipronilin sıçanların karaciğeri üzerindeki etkilerini 

inceledikleri çalışmalarında fipronili 9,7 mg/kg 6 hafta boyunca ağızdan 

uygulamışlar ve NF-κB’nin ekspresyonlarında önemli bir artış (p<0,0001) 
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görüldüğünü ve NF-κB'nin uyarılması yoluyla karaciğer hasarı oluştuğunu 

bildirmişlerdir. Seif ve ark. (2021), sıçanlara periton içi olarak 10 mg/kg/c.a dozda 

fipronil uyguladıkları çalışmada, NF-κB düzeyinin önemli ölçüde yükseldiğini 

belirtmişlerdir. Sakr ve ark. (2022), fipronili 4,8 mg/kg/c.a dozunda ağızdan 90 gün 

boyunca sıçanlara uyguladıkları çalışmalarında NF-κB immün ekspresyonunda 

önemli bir artış (p≤0,001) olduğunu vurgulamışlardır. Bu araştırmada diğer 

çalşmalara benzer şekilde fipronil verilen grupta dokularda kontrol grubuna göre NF-

κB düzeylerinde önemli bir artış (p<0,05) tespit edilmiştir (Dai ve ark. 2017; Paixao 

ve ark., 2012). Malvidin ve glikozitleri, inflamatuar yanıtın düzenlenmesinde çok 

önemli bir rol oynayan NF-κB yolu üzerinde inhibe edici etkiler göstermiştir. 

Malvidinin in vivo olarak NF-κB düzeyleri ile ilgili herhangi bir araştırmaya 

rastlanılmamıştır ve daha önce yapılan in vitro araştırmalarla bu araştırmanın 

bulguları paralellik göstermektedir (Dai ve ark. 2017; Paixao ve ark., 2012). Dai ve 

ark. (2017), sıçanlarda monosodyum iyodoasetat ile indüklenen osteoartrit üzerine 

malvidinin ağrı giderici ve antiinflamatuar etkilerini araştırdıkları çalışmalarında 

malvidinin in vitro olarak p65’in çekirdeğe taşınmasını baskılayarak IĸBα’dan 

bağımsız bir şekilde NF-ĸB yolunu inhibe ettiğini belirtmişlerdir. Paixao ve ark. 

(2012), peroksinitritin neden olduğu sığır arteriyel endotel hücrelerindeki apoptotik 

etkilere karşı malvidin-3-glikozidinin (25 μM) etkilerini araştırdıkları çalışmalarında 

malvidin-3-glikozidinin NF-ĸB aktivasyonunun inhibisyonu yoluyla iNOS 

ekspresyonu/NO biyosentezi, COX-2 ekspresyonu ve IL-6 üretimi gibi pro-

inflamatuar aracıları baskıladığını bildirmişlerdir. 

Sitokinler proinflamatuar (TNF-α, IL-1β), antiinflamatuar (IL-10) ve pro-

fibrotik sitokinler (IL-13, dönüştürücü büyüme faktörü-β) olarak ayrılır. Özellikle 

monositler ve makrofajlar tarafından üretilen TNF-α, çeşitli otoimmün hastalıkların 

patogenezinde önemli rol oynayan bir tür proinflamatuar sitokin olarak bilinir. 

Protein yapıdaki bu molekül, 212 aminoasidin bir araya gelmesiyle oluşan bir 

glikoproteindir (Carvalho-Tavares ve ark., 2000). Tümör nekroz faktör α'nın aşırı 

ekspresyonu, fagositik hücreler (nötrofiller ve makrofajlar) tarafından artan ROS 

üretimi yoluyla redoks durumunda dengesizliğe yol açabilir (Glosli ve ark., 2002). 

Ayrıca TNF-α artışına bağlı olarak, vasküler adezyon molekülü (VCAM-1) ve hücre 
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içi adezyon molekülü (ICAM-1) gibi moleküllerin ekspresyonu artmakta bu da 

aktive nötrofillerin infiltrasyonunun artmasına ve karaciğer dokusuna daha fazla 

zarar verilmesine yol açmaktadır (Atsuta ve ark., 1997). Makrofajların, in vivo olarak 

otoantikor veya antijene spesifik T hücresinden türetilen lenfokinler tarafından 

aktive edildikten sonra TNF-α, IL-1 ve iNOS aracılı NO oluşumunun ana kaynağını 

temsil etmeleri nedeniyle, inflamatuar yanıtın inhibisyonu için ana hedeftirler. Bu 

çalışmada fipronil TNF-α ve IL-1β seviyelerinde önemli artışa (p<0,05) yol açtığı 

belirlenmiştir. Fipronil ROS üretimi yoluyla TNF-α ve IL-1β gibi proinflamatuar 

sitokinlerin aşırı ekspresyonuna neden olduğu düşünmektedir ve daha önce yapılan 

çalışmalarda bunu desteklemektedir (Awad ve ark., 2021; Bal ve ark., 2022; 

Elgawish ve ark., 2019; Farrah ve ark., 2018; Seif ve ark., 2021; Selim ve Elsayed, 

2023). Bal ve ark. (2022), 7 gün boyunca farelerde 25 mg/kg fipronil uygulamasının, 

inflamatuar sitokinlerde (TNF-α, IL-1β, IL-10) önemli artışa neden olduğunu 

saptamışlardır. Awad ve ark. (2021), ise 45 gün boyunca ağızdan 10 mg/kg dozda 

fipronil uyguladıkları sıçanlarda TNF-α'nın regülasyonunun önemli ölçüde arttığını 

bildirmişler. Seif ve ark. (2021), sıçanlara fipronil (10 mg/kg/c.a periton içi) 

uyguladıkları çalışmada fipronil ile indüklenen gruplarda TNF-α, IL-6 ve IL-1β 

mRNA/protein seviyelerinde önemli bir (p<0,05) artış olduğunu belirtmişlerdir. 

Elgawish ve ark. (2019), sıçanlara fipronil (9,7 mg/kg 6 hafta boyunca ağızdan) 

uyguladıkları çalışmada fipronil uygulanan gruplardaki karaciğer homojenatlarında 

TNF-α ve IL-6 seviyelerinin (p<0,0001) diğer gruplara göre daha yüksek olduğunu 

vurgulamışlardır. Farrah ve ark. (2018), 15 gün boyunca 15 mg/kg/c.a. dozunda 

ağızdan fipronil uyguladıkları çalışmalarında TNF-α ve IL-1β düzeylerinde önemli 

artışlar (p>0,05) olduğunu vurgulamışlardır. Selim ve Elsayed (2023), çalışmalarında 

ise 30 gün boyunca 9,7 mg/kg/c.a. dozunda ağızdan fipronil uygulamışlar ve oral 

mukozal doku örneklerinde TNF-α ve IL-1β seviyelerinde önemli artışlar (p≤0,05) 

bildirmişlerdir. Malvidinin TNF-α ve IL-1β ekspresyonları üzerine etkilerinin 

araştırıldığı çalışmalar bulunmaktadır (Dai ve ark., 2017; Decendit ve ark., 2013; 

Fagundes ve ark., 2021; Fan ve ark., 2022; Sakthivel ve ark., 2020; Shi ve ark., 2023). 

Bu çalışmada da daha önce yapılan araştımalara paralel olarak malvidin 

uygulamasının fipronilin artırmış olduğu TNF-α ve IL-1β seviyelerini azalttığı tespit 

edilmiştir. Dai ve ark. (2017), sıçanlarda monosodyum iyodoasetat ile indüklenen 
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osteoartrit üzerine malvidinin ağrı giderici ve antiinflamatuar etkilerini 

araştırmışlardır. Araştırmacılar malvidinin, kıkırdak dokularında monosodyum 

iyodoasetat tarafından indüklenen IL-1β, IL-6, TNF-α’nın artan ekspresyonlarını 

düşürdüğünü (p<0,05) belirtmişlerdir. Decendit ve ark. (2013), saflaştırılmış 

üzümden elde edilen bileşik olan malvidin-3-O-β glukozitinin insan periferal kan 

mononükleer hücrelerinin hayatta kalma, proliferasyon ve makrofajların 

aktivasyonunu inhibe etme yeteneklerini araştırdıkları çalışmalarında malvidin-3-O-

β glukozitinin aktif makrofajlardan TNF-α ve IL-1β salıverilmesini azalttığını 

(p<0,0042) bildirmişlerdir. Fagundes ve ark. (2021), peptik ülser tedavisi için 

malvidinin koruyucu ve iyileştirici potansiyelini farelerde araştırdıkları 

çalışmalarında non-streoidal antiinflamatuar ilaçlar (NSAİİ'ler) indükleri ülser 

modelinde malvidin (5 mg/kg oral) uygulamasının gastrik ülser oluşumunu 

önlediğini, TNF-α ve IL-6'nın ekspresyonlarını azalttığını (p<0,05) fakat IL-1β 

ekspresyonunu etkilemediğini vurgulamışlardır. Fan ve ark., (2022), farelerde LPS 

ile indükledikleri karaciğer hasarında farklı dozlarda (5, 10 20 mg/kg/c.a) malvidin 

uygulamasının karaciğerdeki pro-inflamatuar sitokinlerin (TNF-α, IL-1β) mRNA 

seviyelerini önemli ölçüde (p<0,001) azalttığını belirtmişlerdir. Sakthivel ve ark. 

(2020), malvidinin antikanser aktivitesini inceledikleri çalışmalarında Dalton 

lenfoma asidi (DLA) (1.5 x 106 hücre/hayvan) kaynaklı katı ve asit tümörlü fare 

modelinde tümörün indüklendiği günden itibaren ardışık 10 gün boyunca malvidin 

(5 mg/kg canlı ağırlık ve 10 mg/kg canlı ağırlık) uygulamışlardır. Malvidinin 

kanserin önlenmesi için moleküler hedefler olarak hizmet eden TNF-α ve IL-6 gibi 

sitokin seviyelerini azalttığını (p<0,05) vurgulamışlardır. Shi ve ark. (2023), farelere 

5 gün boyunca olarak malvidin (20 mg/kg/c.a. periton içi) uyguladıkları 

çalışmalarında malvidin ön uygulamasının dalak dokusunda IL-1β ve TNF-α'nın 

mRNA ekspresyon seviyelerinin önemli ölçüde (p<0,001) azaldığını tespit 

etmişlerdir. 

Nitrik oksit sentetaz enzimi kinetik özelliklerine göre yapısal ve 

indüklenebilir olmak üzere ikiye ayrılmaktadır (Palmer ve ark., 1987).  Bu enzim 

özellikle makrofajlar ve damar endotel hücrelerinde sentezlenmektedir (Korhonen ve 

ark., 2005). Bu çalışmada daha önce yapılan araştırmalara benzer şekilde fipronil 
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iNOS etkinliğinde önemli artışa (p<0,05) yol açtığı belirlenmiştir (Awad ve ark., 

2021; Selim ve Elsayed, 2023). Selim ve Elsayed (2023), çalışmalarında ise 30 gün 

boyunca 9,7 mg/kg/c.a dozunda ağızdan fipronil uygulamışlar ve oral mukozal doku 

örneklerinde iNOS etkinliğinde önemli artış (p≤0,05) bildirmişlerdir. Awad ve ark. 

(2021), ise 45 gün boyunca ağızdan 10 mg/kg dozda fipronil uyguladıkları sıçanlarda 

beyin nöronal dokularında iNOS’a karşı önemli ölçüde artan immünoreaktivite tespit 

etmişlerdir. Bu çalışmada da daha önce yapılan araştımalara paralel olarak malvidin 

uygulamasının fipronilin artırmış olduğu iNOS’u önemli düzeyde (p<0,05) tespit 

edilmiştir (Sakthivel ve ark., 2020; Shi ve ark., 2023). Sakthivel ve ark. (2020), 

malvidinin antikanser aktivitesini inceledikleri çalışmalarında immünohistokimyasal 

olarak iNOS ekspresyonunu azalttığını (p<0,05) vurgulamışlardır. Shi ve ark. (2023) 

da farelere 5 gün boyunca olarak malvidin (20 mg/kg/c.a. periton içi) uyguladıkları 

çalışmalarında malvidin ön uygulamasının dalak dokusunda iNOS mRNA 

ekspresyon seviyelerinin önemli ölçüde (p<0,001) azaldığını tespit etmişlerdir. 

  Siklooksijenaz, araşidonik asitten prostaglandinlerin sentezlenmesinde 

anahtar rol oynayan bir enzimdir. Bu enzimin COX-1 ve COX-2 olarak bilinen, iki 

formu bulunmaktadır. Bu enzimin her iki izoformu da araşidonik asiti 

prostaglandinlere dönüştürse de bunların vücuttaki dağılımları ve sağlık ya da 

hastalık durumundaki rolleri arasında önemli farklılıklar vardır. Bu önemli 

farklılıkların temelinde COX-1 ve COX-2 genlerinin düzenlenmesindeki 

değişiklikler yatmaktadır. Enzimin yapısal formu olan COX-1 vücutta eksprese edilir 

ve normal mide mukozasını korumak, böbrek kan akışını etkilemek ve trombosit 

agregasyonunu teşvik ederek kanın pıhtılaşmasına yardımcı olmak gibi belirli 

homeostatik işlevleri sağlamaktadır. Buna karşılık, indüklenebilir form olan COX-2, 

inflamatuar ve diğer fizyolojik uyaranlara ve büyüme faktörlerine yanıt olarak 

eksprese edilir, ağrıya aracılık eden ve inflamatuar süreci destekleyen 

prostaglandinlerin üretiminde rol oynar (Simon, 1999). Anında yanıt veren bir 

protein olan COX-2, çevresel toksik maddeler ve proinflamatuar sitokinler dahil 

olmak üzere çeşitli uyaranlara yanıt olarak üretilir (Narita ve ark., 2008). Üstelik 

COX-2'nin sadece inflamasyonda değil aynı zamanda hücre proliferasyonunu ve 

farklılaşmasını, apoptozu, anjiyogenezi ve metastazı etkileyen karsinojenezde de rol 
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oynadığı düşünülmektedir (Williams ve ark., 1999). Oksidatif stres, ksenobiyotikler 

ve inflamatuar uyaranlarla ilişkili hücresel hasarın ana nedenidir. Ayrıca ROS, 

inflamatuar yanıtı indükler ve COX-2 ekspresyonuna aracılık eder (Barbieri ve ark., 

2003). Fipronilin metabolizması sonucu üretilen ROS’ların indüklediği doku 

hasarına bağlı olarak COX-2 ekspresyonu artmaktadır. Bu çalışmada daha önce 

yapılan araştırmalara benzer şekilde fipronilin COX-2 enzim etkinliğini önemli 

düzeyde (p<0,05) artırdığı tespit edilmiştir (Abd Eldaim ve ark., 2020; Wasef ve 

ark., 2021). Abd Eldaim ve ark. (2020), sıçanlara 4,85 mg/kg dozunda oral olarak 6 

hafta boyunca fipronil uygulamasının hepatik ve renal dokularda COX-2'nin protein 

ekspresyonlarını önemli ölçüde arttırdığını vurgulamışlardır. Wasef ve ark. (2021), 

sıçanlarda fipronil (5 mg/kg ağızdan 28 gün boyunca) ile indükledikleri 

hepatotoksisite ve lipogenezi araştırdıkları çalışmalarında fipronil uygulamasının 

hepatik sinüzoidlerin endotelyal hücrelerinde COX-2 reaksiyonlarının arttığını 

(p≤ 0,05) bildirmişlerdir. Bu çalışmada daha önce Fagundes ve ark. (2021) tarafından 

yapılan çalışmaya benzer şekilde COX-2 seviyelerinde malvidin uygulamasının 

önemli bir düşüş (p<0,05) sağlandığı görülmüştür. Fagundes ve ark. (2021) 

yaptıkları araştırmalarında, çeşitli ajanlarla indüklenen mide ülseri modellerinde 

malvidinin ülserin iyileşmesini hızlandırdığı ve COX-2'nin gen ekspresyonlarını 

düşürdüğü belirtilmiştir. Malvidinin güçlü antiinflamatuar yapısı nedeniyle COX-2 

seviyelerinde düşüşe yol açabileceği düşünülmektedir.  

Fipronil gibi çeşitli ksenobiyotiklerin yol açtığı organ hasarlarına, 

biyokimyasal belirteçlerin düzeyleri tespit edilerek tanı konulmaktadır. Karaciğer 

hasarında serum ALT ve AST enzim etkinliklerinde artışlar (Pondugula ve ark., 2021); 

böbrek hasarında ise kreatinin ve üre düzeylerinde artışlar meydana gelir (Wang ve 

ark., 2021). Serumda ALT ve AST enzim etkinlikleri, üre ve kreatinin fiprolinin 

metabolizması sonucu üretilen ROS’ların indüklediği doku hasarına bağlı artan 

parametrelerdir. Fipronilin bu parametreler üzerine yaptığı değişiklikler ile ilgili 

çalışmalar bulunmaktadır (Abd Eldaim ve ark., 2020; Abou-Zeid ve ark., 2021; 

Badgujar ve ark., 2015; Badgujar ve ark., 2016; Bal ve ark., 2022; El-Ballal ve ark., 

2019; Khalaf ve ark., 2020). El-Ballal ve ark. (2019), sıçanlara 9,7 mg/kg c.a (haftada 

3 defa 8 hafta boyunca, oral), Khalaf ve ark. (2020), sıçanlara 10,5 mg/kg c.a (30 gün 
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boyunca, oral), Bal ve ark. (2022) farelere 25 mg/kg c.a (7 gün boyunca, oral), 

Badgujar ve ark.  (2016) farelere 28 gün boyunca farklı dozlarda fipronile oral olarak 

sırasıyla 2,5, 5 ve 10 mg/kg c.a., Abou-Zeid ve ark. (2021), sıçanlara 9,7 mg/kg c.a. 

(28 gün boyunca, oral), Seif ve ark., (2021) sıçanlara periton içi olarak 10 mg/kg/c.a., 

Abd Eldaim ve ark. (2020), sıçanlara 4,85 mg/kg c.a. (6 hafta boyunca, oral) dozda 

fipronil uygulamışlar, serum ALT ve AST enzimlerinin etkinliğinde önemli artış 

olduğunu tespit etmişlerdir. Bu çalışmada da diğer çalışmalara (Abd Eldaim ve ark., 

2020; Abou-Zeid ve ark., 2021; Badgujar ve ark., 2015; Badgujar ve ark., 2016; Bal 

ve ark., 2022; El-Ballal ve ark., 2019; Khalaf ve ark., 2020) benzer şekilde fipronil 

uygulanan grupta kontrol grubu ile karşılaştırıldığında serum ALT ve AST 

değerlerinde önemli düzeyde bir artış olduğu belirlenmiştir. Ayrıca bu çalışmada 

fipronil uygulanan grupta kontrol grubuna göre kreatinin, BUN değerlerinde El-Ballal 

ve ark. (2019), Badgujar ve ark. (2015), Khalaf ve ark. (2020), Abd Eldaim ve ark. 

(2020), Abou-Zeid ve ark. (2021) ve Sakr ve ark. (2022)’nın yaptıkları çalışmaya 

benzer şekilde önemli düzeyde bir artış olduğu tespit edilmiştir. Sakthivel ve ark. 

(2020), malvidinin antikanser aktivitesini inceledikleri çalışmalarında Dalton lenfoma 

asidi (DLA) (1.5 x 106 hücre/hayvan) kaynaklı katı ve asit tümörlü fare modelinde 

tümörün indüklendiği günden itibaren ardışık 10 gün boyunca malvidin (5 mg/kg c.a. 

ve 10 mg/kg c.a.) uyguladıkları çalışmada tümör ilerlemesinin etkilediği AST ve ALT 

karaciğer enzimlerinin seviyelerinde önemli bir düşüş (p<0,01) tespit etmişlerdir. Zou 

ve ark. (2021), ise sıçanlarda tip 2 diyabet modeli oluşturdukları çalışmalarında 12 

hafta boyunca günlük 100 mg/kg c.a. oral malvidin uygulamasının serum ALT ve AST 

seviyelerinde önemli bir düşüşe (p<0,001) neden olduğunu vurgulamışlardır. Başka 

bir çalışmada ise farelerde LPS ile indüklenen akut karaciğer hasarında malvidin artan 

dozlarda uygulamasının (5, 10 ve 20 mg/kg c.a.) ALT ve AST seviyelerini önemli 

ölçüde azalttığı (p<0,01) ve malvidinin karaciğer fonksiyonunu modüle etmede önemli 

bir rol oynadığı bildirilmiştir (Fan ve ark., 2022). Emadi ve ark. (2020), renal iskemik 

reperfüzyon modeli oluşturdukları sıçanlara 21 gün süreyle malvidin (100 mg/kg c.a., 

oral) uygulamışlar ve malvidin uygulamasının plazma BUN ile kreatinin fraksiyonel 

atılımında düşüşe neden olduğunu bildirmişlerdir. Bu araştırmada da diğer 

araştırmacıların bulgularına paralel olarak malvidin uygulamasının fipronilin artırdığı 
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değerleri (AST, ALT, kreatinin ve BUN) normal düzeylere getirdiği tespit edilmiştir 

(Emadi ve ark., 2020; Fan ve ark., 2022; Sakthivel ve ark., 2020; Zou ve ark., 2021).  

Histopatolojik incelemeler sonucunda tek başına fipronil uygulanan grupta, 

karaciğerde şiddetli hiperemi, yer yer kanama odakları, hafif şiddette ve 

çoğunluğunu lenfositlerin oluşturduğu yangısal hücre infiltrasyonları, Kupffer 

hücrelerinde proliferasyon, hepatositlerde yağlanma (steatozis) ve dejenerasyonların 

bulunduğu dikkati çekmiştir. Böbrek dokusunda da şiddetli hiperemi, yer yer değişik 

şiddette kanamalar, tubul epitellerinde dökülmeler ve değişik şiddette yangısal hücre 

infiltrasyonları saptanmıştır. Beyin, beyincik ve hipokampüslerin histopatolojik 

incelemesinde ise damarlarda şiddetli hiperemi, belirgin ödem, yer yer değişik 

şiddetlerde kanamalar ile nöronlarda dejeneratif değişiklikler ve bazı alanlarda 

nekrotik hücreler dikkati çekmiştir. Fipronille yapılan başka in vivo çalışmalarda, 

bizim bulgularımıza benzer histopatolojik bulgular tespit edilmiştir (Abdel- Daim ve 

ark., 2018; Abd Eldaim ve ark., 2020; Abou-Zeid ve ark., 2021; Awad ve ark., 2021; 

Badgujar ve ark., 2015; Badgujar ve ark., 2016; Bakr ve ark., 2022; Bal ve ark., 2022; 

El-Ballal ve ark., 2019; Elshony ve ark., 2021; Khalaf ve ark., 2020; Sayed ve ark., 

2019). El-Ballal ve ark. (2019), sıçanlara 9,7 mg/kg dozda oral olarak haftada 3 defa 

olacak şekilde 8 hafta boyunca fipronil uyguladıkları çalışmada, fipronil 

uygulamasının merkezi damar çevresinde hepatositlerin hidropik dejenerasyonunu 

indüklediğini bildirmişlerdir. Khalaf ve ark. (2020), sıçanlarda fipronil (10,5 mg/kg) 

ile indükledikleri böbrek ve karaciğer hasarını değerlendirmiş, dilate santral veni 

çevreleyen hepatositlerde yağlanma ve vakuoler dejenerasyon, safra kanalında 

konjesyon, dilatasyon ile birlikte ödem ve kortikal tübüllerin astar epitelinde 

vakuolar dejenerasyon tespit etmişlerdir. Elshony ve ark. (2021), sıçanlarda 28 gün 

boyunca fipronil (5 mg/kg, oral) uygulayarak oluşturdukları nöronal disfonksiyonda 

fipronil grubunda şiddetli vasküler konjesyon, perivasküler lenfositik hücre 

infiltrasyonları, nöronal nekroz ve satellitoz görüldüğünü belirtmişlerdir. Sayed ve 

ark. (2019), fipronil (13,277 mg/kg, oral) ile sıçanlarda subakut toksisite 

oluşturdukları çalışmada portal ven boyunca konjesyon, inflamatuar hücre 

infiltrasyonu ve daha az miktarda fibrozis tespit etmişlerdir. Bal ve ark. (2022), 7 gün 

boyunca farelerde 25 mg/kg fipronil uygulamasının karaciğer dokusunda mikro-

steatoz, hepatosit hipertrofisi, nekroz, dejenerasyon ve dilate sinüzoidler 
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görüldüğünü bildirmişlerdir. Bakr ve ark. (2022), sıçanlarda fipronil (13,277 mg/kg, 

oral, 28 gün boyunca) ile indükledikleri beyin hasarında fipronil grubunda 

hipokampustaki subikulum nöronlarında hücre içi vakuolizasyon ve serebellum kan 

damarlarında konjesyon belirlemişlerdir. Badgujar ve ark. (2015), fareleri 28 gün 

boyunca farklı dozlarda fipronile oral olarak sırasıyla 2,5, 5 ve 10 mg/kg dozda 

maruz bıraktıkları çalışmada 2,5 mg/kg doz uygulamasında böbrekte dejenere 

alanlar, 5 mg/kg dozda kortiko-medüller bölgede şiddetli koagülatif nekroz ve 10 

mg/kg dozda tubuler epitel hücrelerinin nekrozu ile birlikte şiddetli dejenerasyon 

tespit etmişlerdir. Aynı çalışmada yüksek doz fipronil (10 mg/kg) uygulanan 

farelerin serebral korteksinde piramidal hücre tabakasının dejenerasyonu ve 

ayrılmasıyla birlikte moleküler tabakada şiddetli vakuolasyon ile beyinciğinde 

granüler tabakada küçük eozinofilik kırmızı hücrelerle karakterize nöron nekrozu, 

gri maddede vakuolasyon ve Nissl maddesinin kaybıyla Purkinje hücre tabakasında 

dejenerasyon görüldüğünü bildirmişlerdir. Badgujar ve ark. (2016), aynı metodla 

oluşturdukları çalışmada karaciğer dokusunda; fipronilin 2,5 mg/kg dozda 

uygulandığı grupta karaciğerde konjestif alanlar ve hepatositlerde hafif nekroz, 5 

mg/kg dozda uygulandığı grupta vakuoler değişikliklerle birlikte merkezi damar 

çevresinde dejeneratif ve nekrotik değişiklikler, 10 mg/kg dozda uygulandığı grupta 

ise hepatositlerin nekrozuna yol açan ciddi dejeneratif değişiklikler tespit etmişlerdir. 

Awad ve ark. (2021) ise 45 gün boyunca ağızdan 10 mg/kg dozda fipronil 

uyguladıkları sıçanların beyin dokularında; hipokampüste piramidal tabakada 

düzensizlik, hücre kaybı alanları ve dejenerasyonun farklı aşamalarında nöronlar ve 

buna ek olarak polimorfik yoğun glia hücresi infiltrasyonu ile vakuolar boşluklar, 

serebellumda Purkinje hücre kaybı alanları, kaudat putamende perivasküler 

infiltrasyonlarla birlikte vasküler konjesyon görüldüğünü bildirmişlerdir. Abou-Zeid 

ve ark. (2021), sıçanlara 28 gün boyunca fipronil (9,7 mg/kg, oral) uyguladıkları 

çalışmada karaciğer santral vende inflamatuar hücre infiltrasyonu ile konjesyon, 

hepatositlerde balonlaşma dejenerasyonuyla ile birlikte inflamatuar hücrelerin 

infiltre ettiği koagülatif nekroz alanları ve böbrekte  Bowman boşluğunun artmasıyla 

glomerülerde küçülme, glomerüllerde ve interstisyel dokuda konjesyon, glomerüler 

hücrelerde ve böbrek tubul epitelinde piknotik çekirdekli nekroz, böbrek tubul 

epitelinde lümenlerinin tıkanmasıyla şişme, periglomerüler ödem ve interstisyel 
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dokuda inflamatuar hücre infiltrasyonu tespit etmişlerdir. Abd Eldaim ve ark. (2020), 

sıçanlara 4,85 mg/kg dozunda oral olarak 6 hafta boyunca fipronil uyguladıkları 

çalışmada hepatik dokuda fokal sinüzoidal konjesyonla ilişkili hepatositlerin belirgin 

balonlaşması ile renal dokuda mononükleer infiltratlar tarafından yoğun bir şekilde 

infiltre edilen renal tubuler epitel hücrelerinin fokal nekrozu görüldüğünü 

belirtmişlerdir. Bu çalışmada malvidin uygulamasının karaciğer, böbrek ve beyinde 

fipronilin neden olduğu patolojik bulgularda belirgin şekilde iyileşme sağladığı 

görülmüştür. Bu bulgular malvidin ile ilgili daha önce karaciğer üzerinde yapılan 

diğer araştırmalarla (Fan ve ark., 2022; Sakthivel ve ark., 2020; Zou ve ark., 2021) 

paralellik göstermektedir. Fan ve ark., (2022), farelerde LPS ile indüklenen akut 

karaciğer hasarında histopatolojik olarak LPS grubunda belirsiz nükleoplazmalı kötü 

tanımlanmış hepatositler ve artmış inflamatuar hücreleri üzerinde malvidin 

uygulamasının olumlu etki gösterdiğini vurgulamışlardır. Sakthivel ve ark. (2020), 

malvidinin antikanser aktivitesini inceledikleri çalışmada farelerde hepatotoksisiteye 

neden olan tümör modelinin oluşturduğu hasara karşı malvidin uygulanan (5 ve 10 

mg/kg c.a.) farelerde hafif değişmiş lobüler polimorfik veziküler çekirdekler, 

multiloküle dev hücreler, fokal sentrilobüler nekroz, tıkanmış ve dilate olmuş santral 

ven tespit etmişlerdir. Zou ve ark., (2021), sıçanlarda tip 2 diyabet modeli 

oluşturdukları çalışmalarında malvidin (100 mg/kg c.a., oral) uygulamasının 

karaciğer patolojik değişikliklerini hafiflettiğini ve hepatik nötral lipitleri azalttığını 

bildirmişlerdir. Malvidin uygulamasının kalp ve dalak üzerinde neden olduğu 

değişikliklerin incelendiği diğer çalışmalarda ise olumlu sonuçlarla 

karşılaşılaşılmıştır (Shi ve ark., 2023; Wei ve ark., 2017). Shi ve ark. (2023), farelere 

5 gün boyunca intraperitoneal olarak malvidin (20 mg/kg) uyguladıkları 

çalışmalarında malvidin ön uygulamasının dalak sepsisinde LPS ile indüklenen 

histopatolojik hasarı hafiflettiğini tespit etmişlerdir. Wei ve ark. (2017) ise 

malvidinin (100 ve 200 mg/kg, oral), izoproterenol ile uyarılan kardiyak nekrozda 

histopatolojik değişiklikleri ve hasarlı mitokondriyi önemli ölçüde iyileştirdiğini 

bildirmişler. Yapılan literatür taraması sonucu çalışmamızda alınan diğer dokularla 

(böbrek ve beyin) ilgili histopatolojik olarak başka bir çalışmaya rastlanılmamıştır.  
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Fipronilin ayrıca önemli bir apoptozis indükleyicisi olduğu da 

düşünülmektedir. Apoptozis, hayvanlarda gelişim ve yetişkinlik dönemlerinde 

gereksinim duyulan her yaşam aşaması için esastır. Bunun yanında hücreler, 

hastalıkların veya zararlı ajanların etkileri altında olduğunda veya bağışıklık 

tepkilerinde koruyucu bir mekanizma olarak ortaya çıkabilirler. Apoptozis, 

organizmanın çeşitli dokularında ve hücrelerinde sürekli olarak meydana gelir ve 

yaşam boyunca devam eder. Böylece, hücre ölümü (apoptozis) ve yeniden yapım 

(mitoz), bu dokularda doku homeostazını sürdürmek için dinamik bir denge oluşturur 

(Richardson ve Kumar, 2002). Apoptozis, genellikle iki ana yol olarak bilinen dışsal 

(ölüm reseptörüne bağımlı) ve içsel (mitokondriye bağımlı) yollar aracılığıyla 

tetiklenebilir (Martin ve Baehrecke, 2004). İçsel yol, endojen ve ekzojen faktörlere 

yanıt olarak mitokondri dış zarının geçirgen hale gelmesi ile başlar, ardından 

sitokrom C'nin salınması ve kaspazların aktivasyonu gerçekleşir ve bu da hücre 

ölümüne yol açar (Guidolin ve ark., 2014). Fipronile maruz kalma, insanlarda ve 

hayvanlarda, ROS üretimi yoluyla apoptozisle sonuçlanan nöronal hücre hasarı 

oluştarmak da dahil olmak üzere olumsuz sağlık sonuçlarıyla bağlantılıdır. Fipronilin 

neden olduğu bu olumsuz sonuçlar in vivo olarak çeşitli araştırmalarla ortaya 

konulmuştur (Abou-Zeid ve ark., 2021; Abd Eldaim ve ark., 2020; Awad ve ark., 

2021; Bakr ve ark., 2022; Elshony ve ark., 2021; Khalaf ve ark., 2020; Sayed ve ark., 

2019). Abou-Zeid ve ark. (2021), sıçanlara 28 gün boyunca fipronil (9,7 mg/kg, oral) 

uyguladıkları çalışmada karaciğer, beyin ve böbrekte kaspaz-3 gen ekspresyonunda 

önemli bir artış (p≤0,05) bildirmişlerdir. Abd Eldaim ve ark. (2020), sıçanlara 4,85 

mg/kg dozunda oral olarak 6 hafta boyunca fipronil uygulamasının hepatik ve renal 

dokularda kaspaz-3 immün reaktivitesinde önemli bir artış kaydedildiğini (pozitif 

hücrelerin yüzdeleri 3,40 ± 0,40 ve 2,60 ± 0,50) vurgulamışlardır. Awad ve ark. 

(2021) ise 45 gün boyunca ağızdan 10 mg/kg dozda fipronil uyguladıkları sıçanlarda 

beyin nöronal dokularında kaspaz-3'e karşı önemli ölçüde (p≤0,05) artan 

immünoreaktivite tespit etmişlerdir. Bakr ve ark. (2022), sıçanlarda fipronil (13,277 

mg/kg, oral, 28 gün) ile indükledikleri beyin hasarında kaspaz-3 mRNA gen 

ekspresyonunun önemli ölçüde (p<0,0001) arttığını belirtmişlerdir. Elshony ve ark. 

(2021), sıçanlarda 28 gün boyunca fipronil (5 mg/kg, oral) ile nöronal hasarı 

oluşturdukları çalışmada nörona özgü kaspaz-3 ekspresyonunda artış (p ≤ 0.05) 
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olduğunu bildirmişlerdir. Khalaf ve ark. (2020), sıçanlarda fipronil (10,5 mg/kg) ile 

indükledikleri böbrek ve karaciğer hasarında kaspaz-3 geninin karaciğer ve böbrek 

dokularında kontrole kıyasla 4 kattan fazla eksprese edildiğini belirtmişlerdir. Sayed 

ve ark. (2019), fipronil (13,277 mg/kg, oral) ile sıçanlarda subakut toksisite 

oluşturdukları çalışmada fipronilin karaciğerde kaspaz-3 gen ekspresyonunda önemli 

bir artış (p<0,05) olduğunu bildirmişlerdir.  

Fipronilin pro-apoptik ve anti-apoptik gen ekspresyonlarında neden olduğu 

olumsuz sonuçlar in vivo olarak çeşitli araştırmalarla ortaya konulmuştur (Abou-Zeid 

ve ark., 2021; Bakr ve ark., 2022; Elshony ve ark., 2021; Sayed ve ark., 2019). Abou-

Zeid ve ark. (2021), sıçanlara 28 gün boyunca fipronil (9,7 mg/kg, oral) uyguladıkları 

çalışmada karaciğer, beyin ve böbrekte Bcl-2 gen ekspresyonunun (p≤0,05) 

azaldığını bildirmişlerdir. Bakr ve ark. (2022), sıçanlarda fipronil (13,277 mg/kg, 

oral, 28 gün) ile indükledikleri beyin hasarında beyin pro-apoptotik (Bax) mRNA 

gen ekspresyonunun önemli ölçüde (p<0,0001) arttığını ancak anti-apoptotik (Bcl-2) 

mRNA genlerinin ise ekspresyonunun azaldığını (p<0,0001) belirtmişlerdir. Elshony 

ve ark. (2021), sıçanlarda 28 gün boyunca fipronil (5 mg/kg, oral) ile nöronal hasarı 

oluşturdukları çalışmada nörona özgü Bcl-2 ekspresyonunda düşüş (p≤0,05) 

olduğunu bildirmişlerdir. Sayed ve ark. (2019), fipronil (13,277 mg/kg, oral) ile 

sıçanlarda subakut toksisite oluşturdukları çalışmada fipronilin karaciğerde pro-

apoptotik (Bax) gen ekspresyonunda önemli bir artış (p<0,05) ve anti-apoptotik (Bcl-

2) mRNA gen ekspresyonunda ise önemli bir düşüşe (p<0,05) neden olduğunu 

bildirmişlerdir. Bu çalışmada fipronilin apoptozis yoluyla neden olduğu olumsuz 

sonuçlarda malvidin uygulaması ile iyileşme sağlandığı ve bu iyileşmenin in vivo 

olarak çeşitli araştırmalarla paralellik gösterdiği ortaya konulmuştur (Fagundes ve 

ark. 2021; Fan ve ark., 2022; Wang ve ark. 2018). Fagundes ve ark. (2021), peptik 

ülser tedavisi için malvidinin koruyucu ve iyileştirici potansiyelini farelerde etanol, 

NSAİİ'ler, iskemik reperfüzyon, asetik asit ve çoklu ilaç kullanımıyla uyarılan 

duodenal ülser ile indüklenen mide ülseri modellerinde araştırmışlardır. Malvidin 

aktivitesinin mekanizmasını araştırmak için oksidatif ve inflamatuar genlerin 

ekspresyon seviyelerini ölçmüşlerdir. Araştırmacılar malvidinin (5 mg/kg oral) 

etanol, non-steroid anti inflamatuar ilaçlar ile gastrik ülser oluşumunu önlediğini ve 



115 
 

6 günlük iskemik reperfüzyondan sonra dokuyu onardığını ve asetik asit kaynaklı 

ülserin iyileşmesini hızlandırdığını, kaspaz-3 gen ekspresyonlarını azalttığını 

bildirmişlerdir. Fan ve ark. (2022), farelerde LPS ile oluşturdukları akut karaciğer 

hasarında karaciğer dokusundan aldıkları örneklerde LPS grubunda belirgin şekilde 

artan kaspaz 3, kaspaz 9 ve sitokrom C'nin salınımının malvidin uygulaması ile 

engellenerek bu uygulamanın faydalı etki gösterdiğini tespit etmişlerdir. Wang ve 

ark. (2018), HepG2 hücreleri enjekte edilen farelerde gelişen tümörlerin 

immünohistokimyal analizi sonucunda, farelere 4 hafta boyunca 40 ve 80 mg/kg 

dozunda gavaj ile malvidin-3-galaktozid (M3G) uygulamasının bölünmüş kaspaz-3 

ekspresyonunu belirgin şekilde (p<0,05) artırdığını M3G'nin tümör hücrelerinin 

proliferasyonunu etkili bir şekilde baskılayabildiğini ve apoptozisi tetikleyebildiğini 

bildirmişlerdir.  

Malvidinin yangı ve apoptozisi önleyici etkileri güçlü antioksidan etkisine 

atfedilmektedir. Malvidin yapısında A halkasında 2, B halkasında 1 ve C halkasında 

1 hidroksil grubu ile C halkasında 2 metoksi grubu bulunmaktadır.  Yapısında 

bulunan hidroksil ve metil grupları serbest radikalleri temizlemede oldukça etkilidir. 

Ayrıca glikosile edilmiş B halkası da antioksidan etkinlik için oldukça önemlidir 

(Wang ve ark., 1997).  

 

 

 

 

 

 

 



116 
 

6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Fipronil, tarım ve veterinerlik faaliyetlerinde yaygın olarak kullanılan 

insektisidler arasında yer almaktadır (Tingle ve ark., 2003). İnsan ve hayvanlardaki 

toksisite, önerilen dozun aşılması veya uygun olmayan kullanım nedeniyle meydana 

gelmektedir (Anadon ve Gupta, 2012). Ayrıca fipronil tarımda kullanıldığında 

biyobirikim etkisine sahiptir; dolayısıyla besin zinciri yoluyla hayvanları ve insanları 

etkilemektedir (Qin ve ark. 2015). Fipronil hakkındaki halk sağlığı endişeleri, 

sıçanlarda tiroid kanserini belgeleyen raporlar sonrasında artmıştır (Hurley ve ark., 

1998). Böceklere seçici toksisitesine rağmen fipronilin başlıca metabolitleri olan 

fipronil sülfon ve fipronil disülfinilin memeli GABA-kapılı klorür kanallarında 

böceklere göre daha yüksek etkinliğe sahiptir. Bu durum, bu metabolitlerin, ana 

bileşiğe göre böcekler ve hedef olmayan organizmalar için potansiyel bir tehlike 

oluşturabileceğini göstermektedir (Das ve ark., 2006).  

Son yıllarda, gelişmekte olan ülkeler başta olmak üzere çoğu ülkede çeşitli 

hastalıkların tedavisinde ilaç olarak yerel doğal ürünlerin kullanılma oranlarında 

önemli artışlar görülmüştür (Antika ve Dewi, 2020; Fang, 2014). Özellikle doğal 

ürünlerdeki çeşitli biyoaktif bileşiklerin canlılar üzerinde çok yönlü etkileri vardır. 

Bu biyoaktif bileşiklerin en önemlileri arasında polifenolik yapıda bulunan maddeler 

yer alır. Polifenolik bileşiklerin önemli üyelerinden biri flavonoidlerdir. 

Antosiyaninler, flavonoidlerin önemli alt gruplarından biridir ve flavilyum 

katyonları oluşturma kapasiteleri nedeniyle diğer flavonoidlerden ayrılırlar 

(Harborne, 1998). Antosiyaninlerin önemli bir üyesi olan malvidinin antioksidan, 

yangı ve kanser önleme ile nöroprotektif etkileri sebebiyle umut verici bir ajan olarak 

ortaya çıkmıştır. Özellikle son yıllarda malvidin araştırmacılar tarafından ilgi odağı 

haline gelmiş antosiyaninlerden biridir. Malvidin kimyasal yapısı dolayısıyla güçlü 

antioksidan aktivitesinin bulunması ve suda çözünmesi sonucu biyoyararlanımının 

yüksek olması sebebiyle oksidatif strese ve sonucunda şekillenen bozukluklara karşı 

koruyucu olarak tercih edilen bir bileşiktir (Decendit ve ark, 2013; Fagundes ve ark., 

2021).  
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Bu araştırma bulgulara bağlı olarak, 5 mg/kg c.a dozunda uygulanan 

fipronilin ROS’ların indüklediği doku hasarı sonucunda lipid peroksidasyona, 

antioksidan savunma siteminin etkinliğinde/düzeyinde azalmaya, prositokinlerin 

seviyelerinde artmaya, yangısal enzimlerin etkinliğinde artışa yol açtığı 

belirlenmiştir. Ayrıca fipronilin histopatolojik değişikliklere ve apoptoza (kaspaz-3, 

kaspaz-9 ve Bax ekspresyonlarında artışa, Bcl-2 ekspresyonunda ise düşüşe) neden 

olduğu tespit edilmiştir. Diğer taraftan 5 mg/kg c.a malvidin ön uygulamasının 

fipronilin yol açtığı biyokimyasal, toksikolojik ve histopatolojik değişikleri önlediği 

tespit edilmiştir. Sonuç olarak, malvidinin fipronil ile indüklenen karaciğer, böbrek 

ve beyin hasarlarına karşı antioksidan, antiinflamatuar ve antiapoptotik bir ajan 

olarak kullanılabileceği sonucuna varılmıştır. 
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