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TESEKKUR

Doktora egitimim ve tez caligmamin yiiriitiilmesi sirasinda, destegini benden
hicbir zaman esirgemeyen, bilgi ve tecriibeleriyle her zaman yol gdsteren ve beni
yiireklendiren, giiler yiiziinii ve samimiyetini benden esirgemeyen ve &grencisi
olmaktan her zaman gurur duyacagim ¢ok kiymetli danigman hocam sayin Prof. Dr.
Fatma KOCASARI’ya sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Degerli bilgi, tecriibe ve
destekleri icin, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali Bagkani sayin Prof. Dr.
Asim KART hocama, doktora egitimim boyunca ve tez calismamin uygulama
stirecinde yardimlarin1 esirgemeyen ve ¢alismamiza yapmis oldugu biiyiik
katkilarindan dolay1 degerli hocam Pataloji Anabilim Dali Baskani sayin Prof. Dr.
Ozlem OZMEN’e tesekkiir ederim. Tiim hayatim boyunca yammda en biiyiik
destegim ve doktora egitimim i¢in bana yol gosterici olan annem Dr. Meltem
DERELI’ye, haklarini asla ddeyemeyecegim kiymetli babam Tayfun DERELI’ye,
hayatimin her asamasinda yanimda olan ve beni giiler yiizliyle neselendiren kardesime
cok tesekkiir ederim. Bu hayattaki en biiyilk mucizem, varlifiyla her anim
giizellestiren, lisans ve doktora donemlerimde bana hep destek olan, essiz sevgisiyle
bana gii¢ veren sevgili esim Serkan GARLI’ya sonsuz tesekkiir ediyorum.
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SIMGELER ve KISALTMALAR
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OZET

Farelerde Fipronil ile indiiklenen Oksidatif Stres, Yangi ve Apoptozise Kars1
Malvidinin Koruyucu Etkisi

Bu aragtirmada farelerde fipronil ile indiiklenen oksidatif stres, yangi ve apoptozise karsi
malvidinin koruyucu etkinliginin aragtirilmasi amaclandi. Arastirmada toplam 48 adet CD-1
erkek fare kullanildi. Kontrol, fipronil, malvidin ve malvidin+fipronilin birlikte verildigi grup
olmak iizere toplam 4 grup (n:12) olusturuldu. Kontrol grubuna 14 giin siireyle gavaj ile %0,1
dimetilsiilfoksit (DMSO) iceren %0,9’luk NaCl (5 mg/kg c.a) verildi. Fipronil grubuna 14 giin
stireyle 5 mg/kg/c.a/giin gavajla fipronil, malvidin grubuna 14 giin siireyle 5 mg/kg/c.a/glin
(% 0,9’luk fizyolojik NaCl i¢inde) gavajla malvidin hidrokloriir uygulandi.
Malvidin+fipronilin birlikte verildigi gruba ise ise malvidin hidrokloriir (5 mg/kg/c.a/giin
gavajla), fipronil (5 mg/kg/c.a/glin gavajla) uygulamasindan 2 saat dnce 14 giin siireyle
verildi. Arastirma 15. giinde sonlandirildi ve farelerden kan, karaciger, bobrek ve beyin
ornekleri alindi. Serum Orneklerinde alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat
aminotransferaz (AST) enzim etkinlikleri ile kreatinin ve kan iire azotu (BUN) diizeyleri
analiz edildi. Karaciger, bobrek ve beyin homojenatlarinda siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPX), indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS),
siklooksijenaz-2 (COX-2) ve tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-a) etkinlikleri ile glutatyon
(GSH), malondialdehit (MDA), niikleer faktér kappa B2 (NF-xB2), niikleer transkripsiyon
faktorii eritroid-2 benzeri faktor 2 (Nrf2), interlokin-1p (IL-1PB) ve 8-hidroksideoksiguanozin
(8-OHdG) diizeyleri dlgtldii. Ayrica karaciger, bobrek ve beyin 6rneklerinde histopatolojik ve
immunohistokimyasal incelemeler yapildi. Fipronil verilen grup kontrol grubu ile
karsilastirildiginda serum AST, ALT, kreatinin ve BUN degerlerinde 6nemli diizeyde bir artis
(»<0,05), malvidin+fipronilin birlikte verildigi grupta ise, fipronilin tek basina verildiginde
artan AST, ALT, kreatinin ve BUN degerlerinde 6nemli diizeyde bir diisiis (»<0,05) oldugu
belirlendi. Karaciger, bobrek ve beyin doku homojenatlarinda fipronil verilen grup kontrol
grubu ile karsilastirildiginda MDA, NF-kB, 8-OHdG, TNF-a ve IL-1pB diizeyleri iNOS ve
COX-2 aktivitelerinde 6nemli diizeyde bir artis (»p<0,05); SOD, CAT ve GPx enzimlerinin
etkinligi ile GSH ve Nrf2 diizeylerinde ise onemli bir diisiis (p<0,05) tespit edildi.
Malvidin+fipronilin birlikte verildigi grupta ise, fipronilin tek basina verildigi gruba gore
MDA, NF-«B, 8-OHdG, TNF-a ve IL-1p diizeyleri iNOS ve COX-2 aktivitelerinde 6nemli
diizeyde onemli diizeyde bir disiis (p<0,05); SOD, CAT ve GPx enzimlerinin etkinligi ile
GSH ve Nrf2 diizeylerinde ise dnemli diizeyde bir artis (p<0,05) belirlendi. Ayrica fipronil
uygulanan grupta, kontrol grubuna gore hayvanlarin hem karaciger ve bobrek hem de beyin
dokularmda hayvanlarin dokularinda histopatolojik degisiklikler ile kaspaz-3, kaspaz-9 ve
Bax ekspresyonlarda 6nemli artis (p<0,001), Bcl-2 ekspesyonlarinda ise 6nemli bir diisiis
(p<0,001) tespit edildi. Malvidintfipronilin birlikte verildigi grupta ise dokularda patolojik
lezyonlarda belirgin bir azalma ile kaspaz-3, kaspaz-9 ve Bax ekspresyonlarinda 6nemli diisiis
(»<0,001), Bcl-2 ekspresyonlarinda 6nemli artis (p<<0,001) saptandi. Bu bulgulara bagli olarak
5 mg/kg c.a dozunda uygulanan fipronilin karaciger, bobrek ve beyin hasarina yol agtigi;
malvidin uygulamasinin ise oksidatif stresi, yangiyi, apoptozisi ve doku hasar1 belirteclerini,
histopatolojik degisiklikleri azaltarak karaciger, bobrek ve beyin iizerindeki toksisitesini
onledigi tespit edildi. Sonug olarak malvidinin fipronil ile indiiklenen karaciger, bobrek ve
beyin hasarina karsi antioksidan, antiinflamatuar ve antiapoptik koruyucu bir ajan olarak
kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, Fipronil, Malvidin, Oksidatif Stres, Yang1
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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-a) activities and glutathione
(GSH) levels were analyzed in liver, kidney and brain homogenates, malondialdehyde (MDA),
nuclear factor kappa B2 (NF-kB2), nuclear transcription factor erythroid-2-like factor 2
(Nrf2), interleukin-1f (IL-1B) 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-«kB, 8-OHdG,
TNF-a and IL-1pB 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
malvidint+fipronil was administered together, there was a significant decrease (p<0.05) in
MDA, NF-«B, 8-OHdG, TNF-a and IL-1B 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 malvidintfipronil 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. GIRIS

Pestisidler insan, hayvan, bitki ve cansiz yiizeylerde bulunan veya yasayan pest
(hagerat) adi verilen zararlilarla (bdcekler, kemirgenler, mantarlar ve istenmeyen
zararli otlar) miicadele kapsaminda kullanilan kimyasal bilesiklerdir. Pestisidler,
kimyasal yapilart dolayisiyla tiim canlilar i¢in potansiyel olarak zehirlidir ve giivenli
sekilde kullanilmalar1 gerekmektedir (Kaya, 2014). Pestisit kullaniminda birgok
haserat, piyasadaki organofosfatlara, karbamatlara ve piretroidlere karsi direng
gelistirmistir (Alyokhin ve ark., 2008). Mevcut insektisitlerle yapilan miicadelede
artan dirence kars1 fipronil hem tarimsal hem de kentsel ortamlarda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Bobe ve ark., 1997). Cevrede fipronil, sirasiyla fipronil siilfit,
fipronil stilfon, fipronil amid veya fipronil desiilfinili olusturmak iizere indirgeme,
oksidasyon, hidroliz veya fotolize ugrayabilir. Fipronil amid disindaki bu
metabolitlerin ana bilesige gore daha fazla veya daha az toksik ve kalic1 oldugu rapor
edilmistir (Hainzl ve ark., 1996; Qu ve ark., 2016b; Tingle ve ark., 2003; Weston ve
Lydy, 2013).

Diinya ¢apinda fipronil piring, pamuk, sorgum, misir, tahil taneleri (arpa, yulaf,
cavdar, tritikale ve bugday), mera otu, saman gibi tirlinlerde haserelere kars1 kullanilir.
Ayrica fipronil hamambdcegi, sivrisinek, ¢ekirge, termit, kok kurdu, kene ve pire gibi
genis bocek yelpazesinin hem larva hem de ergin asamalarina etki gosterir
(Gunasekara ve ark., 2007; Tingle ve ark., 2003). Diinyada yaygin ve sik kullaniminin
ardindan fipronilin istenmeyen etkileri giderek daha fazla dikkat c¢ekmektedir
(Hayasaka ve ark., 2012a; Hayasaka ve ark., 2012b; Liu ve ark., 2012). Fipronil suda
yasayan ¢esitli organizmalar i¢in yiiksek toksisite gosterir (Taillebois ve ark., 2015).
Laboratuar kemirgenlerinde akut fipronil toksisitesi (>50 mg/kg viicut agirligi),
titreme, degisen aktivite veya yiirliylis, kambur durus, ajitasyon, ndbetler ve o6liim ile
karakterize edilmis ve dozlamadan yedi saat sonra sinir sistemi islevindeki
degisiklikler kaydedilmistir (Fung ve ark., 2003; Mohamed ve ark., 2004). Insanlarda
kazara fipronil zehirlenmesi vakalar1 da rapor edilmistir ve fipronil zehirlenmesi

kusma, ajitasyon ve nobetlerle karakterize edilmistir (Mohamed ve ark., 2004).



Son yillarda, gelismekte olan iilkeler basta olmak tizere ¢cogu iilkede cesitli
hastaliklarin tedavisinde ila¢ olarak yerel dogal iiriinlerin kullanilma oranlarinda
onemli artiglar goriilmiistiir. Dogal {iriinlere talebin artmasi sebebiyle iiriinlerde
bulunan aktif maddeler aragtirmacilarin ilgi odagi haline gelmistir (Antika ve Dewi,
2020; Fang, 2014). Ozellikle dogal iiriinlerdeki gesitli biyoaktif bilesiklerin canlilar
tizerinde ¢ok yonlii etkileri vardir. Bu biyoaktif bilesiklerin en 6nemlileri arasinda
polifenolik yapida bulunan maddeler yer alir. Polifenolik bilesiklerin 6nemli
tiyelerinden biri  flavonoidlerdir. Antosiyaninler, flavonoidlerin 6nemli alt
gruplarindan biridir ve flavilyum katyonlar1 olusturma kapasiteleri nedeniyle diger
flavonoidlerden ayrilirlar (Harborne, 1998). Antosiyaninlerin énemli bir iiyesi olan
malvidinin antioksidan, yangi ve kanser onleme ile noroprotektif etkileri basta olmak
iizere bircok farmakolojik 6zellikleri bulunmaktadir. Ozellikle son yillarda malvidin
arastirmacilar tarafindan ilgi odagi haline gelmis antosiyaninlerden biridir. Malvidin
kimyasal yapisi dolayisiyla giiglii antioksidan aktivitesinin bulunmasi ve suda
¢Ozlinmesi sonucu biyoyararlaniminin yiiksek olmasi sebebiyle oksidatif strese ve
sonucunda sekillenen bozukluklara karsi koruyucu olarak tercih edilen bir bilesiktir

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

Bu c¢aligmada, farelerde fipronil ile olusturulan karaciger, bobrek ve beyin
hasarma karst malvidinin koruyucu etkisi arastirilarak kullanilabilirliginin ortaya

konmas1 ve literatiire yeni bilgiler kazandirilmas1 amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Pestisidler

Pestisidler insan, hayvan, bitki ve cansiz yiizeylerde bulunan veya yasayan pest
(hagerat) adi verilen zararlilarla (bdcekler, kemirgenler, mantarlar ve istenmeyen
zararl otlar) miicadele kapsaminda kullanilan kimyasal bilesiklerdir. Pestisidler tim
canlilar i¢in potansiyel olarak zehirlidir ve dolayisiyla giivenli sekilde kullanilmalari
gerekmektedir (Kaya, 2014). Pestisid kullamiminda birgok haserat, piyasadaki
organofosfatlara, karbamatlara ve piretroidlere kars1 direng gelistirmistir (Alyokhin ve
ark., 2008). Mevcut insektisidlerle yapilan miicadelede artan dirence kars1 fipronil hem
tarimsal hem de kentsel ortamlarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Gupta ve Anadon,

2018).
2.1.1. Fipronil
2.1.1.1. Fipronilin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri
Fipronil, fenilpirazoller adi verilen yeni bir bdcek ilaci smifinin tyesidir.
Kimyasal ad1 5-amino-1-[2,6-dikloro-4-(triflorometil)fenil]-4-[(triflorometil)siilfinil ]-

1H-pirazol olan fipronil, triflorometilsiilfonil yapisina sahip N-fenilpirazol tiirevi bir

insektisittir (Gupta ve Anadon, 2018) (Sekil 2.1).

N\\ Cl
N, :
Y
F
O~ =
. = NH, Cl
F

Sekil 2.1. Fipronilin kimyasal yapist (Gupta ve Anadon, 2018).



Cevrede fipronil, sirastyla fipronil siilfit, fipronil siilfon, fipronil amid veya
fipronil desiilfinili olusturmak iizere indirgeme, oksidasyon, hidroliz veya fotolize
ugrayabilir. Fipronil amid disindaki bu metabolitlerin ana bilesige gore daha fazla
veya daha az toksik ve kalic1 oldugu rapor edilmistir (Hainzl ve Casida, 1996; Qu ve
ark., 2016b; Tingle ve ark., 2003; Weston ve Lydy, 2013). Diinya ¢apinda fipronil
piring, pamuk, sorgum, ay¢icegi, misir, tahil taneleri (arpa, yulaf, cavdar, tritikale ve
bugday), mera otu, saman gibi lriinlerde hagerelere karsi kullanilir (Gunasekara ve
ark., 2007; Tingle ve ark., 2003). Tiirkiye’de kullanimina izin verilen fipronil ile ilgili
degerler Tablo 2.1°de verilmistir (Tiirk Gida Kodeksi, 2008).

Tablo 2.1. Tiirkiye’de kullanimina izin verilen fipronil ve fipronil siilfon metabolitinin
kabul edilebilir en yiliksek kalint1 limitleri (Tiirk Gida Kodeksi, 2008).

Gida maddesi Maksimum limit (ng/kg)
Aycicegi tohumu 0,005*
Maisir 0,005*

Fipronil hamambdcegi, sivrisinek, ¢ekirge, termitler, kok kurdu, keneler ve
pire gibi genis bocek yelpazesinin hem larva hem de ergin asamalarina etki gosterir
(Gunasekara ve ark., 2007). Ozellikle fipronil, kedi ve kopeklerde Ctenocephalides
(C. canis ve C. felis) soyundaki pireler ve Ixodes (1. ricinus) ve Rhipicephalus (R.
sanguineus) soyundaki keneler ile sigirlarda Rhipicephalus (Boophilus) microplus
kenelerine karsi veteriner ilact olarak da kullanilmaktadir (Beugnet ve ark., 2015;
Bonneau ve ark., 2015; Castro Janer ve ark. 2015). Fipronil iceren c¢esitli ticari
irlinlerin, konutlarda bécek kontrolii, piring ve pamuk iiretimi ile ¢imlendirme dahil
olmak tizere hagerelere karst uygulanmasi diinya ¢apinda popiilerlik kazanmistir

(Beugnet ve ark., 2015).
2.1.1.2. Fipronilin Etki Mekanizmasi

Fipronil, Gama-aminobutirik asit (GABA) kanallar1 iizerine etki gdsterir
(GABAA reseptor antagonistidir) ve GABA-klorlir kanalin1 hedefleyerek normal
noronal akisi bozar. (Gunasekara ve ark., 2007). Hiicre zarinda GABA-GABAA-bagh



klor kanallarini etkiler; kanallarin agilmasini etkileyerek hiicreye klor girigini onler.
Boylece hiicre i¢i ve hiicre dis1 arasindaki gerilim farki azalir; hiicre kolay uyarilabilir
hale gelir. Bu etki sonucu siddetli uyarilar sekillenir. GABA-kloriir kanallar1 hem
omurgalilarin hem de omurgasizlarin merkezi sinir sisteminde eksprese edilmesine
ragmen fipronil, omurgalit GABAA reseptdrlerine gore bocek GABA reseptorleri igin
oldukca yiiksek bir afiniteye ve omurgali GABAC reseptorleri i¢in ¢ok az afiniteye
sahiptir (Stehr ve ark., 2006). Memelilerde GABA tarafindan diizenlenen kloriir
kanallar1 i¢in daha diisiik baglanma afinitesi, bocekler i¢in segiciligi ve glivenlik
araligin1 arttirir (Badgujar ve ark., 2015). Ayrica, glutamatla aktive olan kloriir
kanallar1 da fipronilin hedefi konumundadir (Narahashi ve ark., 2010). GABA
reseptorlerine ek olarak, fipronil omurgasizlar {izerinde omurgalilardan daha etkilidir
clinkii glutamatla aktive olan kloriir kanallar1 bocekler gibi omurgasizlarda bulunur
(Simon-Delso ve ark., 2015). Ayrica glisin reseptdrlerinin fipronil i¢in omurgalilarda
toksisite hedefleri olabilecegi bildirilmektedir. Glisin reseptorii, iyonotropik bir
reseptordiir ve etkilerini kloriir akim1 yoluyla iiretir. Merkezi sinir sisteminde en
yaygin olarak bulunan inhibitor reseptorlerden biri olan glisin reseptorleri, omurilik ve
beyin sapinda inhibitdr nérotransmisyona aracilik etmede kritik roller oynar (Lynch,

2004).

2.1.1.3. Fipronilin Toksisitesi

Diinyada yaygin ve sik kullanimin ardindan fipronilin istenmeyen etkileri
giderek daha fazla dikkat ¢cekmektedir (Hayasaka ve ark., 2012a, Hayasaka ve ark.,
2012b; Liu ve ark., 2012). Fipronil suda yasayan cesitli organizmalar i¢in yiiksek
toksisite gosterir (Taillebois ve ark., 2015). Laboratuar kemirgenlerinde akut fipronil
toksisitesi (>50 mg/kg viicut agirligi), titreme, degisen aktivite veya yiiriiyiis, kambur
durus, ajitasyon, nobetler ve 6liim ile karakterize edilmis ve dozlamadan yedi saat
sonra sinir sistemi islevindeki degisiklikler kaydedilmistir (Fung ve ark., 2003;
Mohamed ve ark., 2004). insanlarda kazara fipronil zehirlenmesi vakalar1 da rapor
edilmistir ve fipronil zehirlenmesi kusma, ajitasyon ve nobetlerle karakterize

edilmistir (Mohamed ve ark., 2004).



Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan Smif I1, nispeten toksik pestisid olarak
sniflandirilmistir. Siganlarda 97 mg/kg akut oral dldiiriicii doz 50 (OD50)'ye ve 2000
mg/kg'dan daha yiiksek dermal OD50'ye sahiptir (WHO, 2010). Fipronil, siganlarin
her iki cinsiyetinde artan tiroid folikiiler hiicre tiimoérlerine baglh olarak C grubu
kanserojen olarak siniflandirilmistir (Gaines, 1969; WHO, 2010). Normal endokrin
sistem fonksiyonunu degistiren ve ciddi iireme etkilerine neden olan fipronil dahil
olmak tizere bazi pestisitlerin erkek iiremesi iizerinde olumsuz etkileri oldugu
kaydedilmistir ve Oldiirlicii olmayan konsantrasyonlarda farelerin iiremesini
etkileyebilecegi one siiriilmiistiir (Bencic ve ark., 2013; Wang ve ark. 2009). Fipronil
memelilerde boceklerden daha diisiik toksisite gosterse de ilacin hedef olmayan
tiirlerde de bobrek, karaciger, tiroid ve lireme organlari iizerinde olumsuz etkilerinin
oldugu bildirilmistir (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 giin siireyle) maruz
kalmasmin ardindan, Onemli karaciger yaglanmasi, nekrozu ve hepatomegali
bildirilmistir (De Oliveira ve ark., 2012). Fipronilin ayrica insan karaciger
mikrozomlarinda testosteronun 6fB-hidroksilasyonunu inhibe ettigi de gosterilmistir
(Tang ve ark., 2004). Bu nedenle, insektisit olarak hayvanlara uygulanmasi ve fipronil
kalintilar1 igeren farkli gida tirlinlerinin tiiketimi yoluyla maruziyetinin uzun vadeli
insan sagligini etkilemesi nedeniyle fipronilin toksisitesine daha fazla dikkat edilmesi

gerekmektedir (Wang ve ark., 2016).

2.1.1.4. Fipronilin Oksidatif Stres, inflamasyon ve Apoptozis Mekanizmalar

Uzerindeki Etkileri

Bir¢ok in vivo ve in vitro deneyde, fipronilin karaciger, beyin, bobrekler ve
testisler dahil olmak iizere bir¢ok organ sisteminde Onemli histopatolojik
degisikliklere neden oldugu gosterilmistir (Khan ve ark., 2015; Lee ve ark., 2011;
Vidau ve ark., 2011; Wang ve ark., 2016).

2.1.1.4.1. Fipronilin Oksidatif Stres Uzerindeki Etkileri

Oksidatif stres, yetersiz antioksidan savunma veya serbest radikallerin asir1

iiretiminin bir sonucu olarak ortaya c¢ikar ve hidroksil radikalleri (OH), siiperoksid



anyonlar (Oy) ve perhidroksi radikalleri (HOO") ile nitrik oksit (NO) iceren reaktif
oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) tarafindan baglatilir (Dasuri ve
ark., 2013; Swomley ve Butterfield, 2015).

Fipronil, ROS olusumuna neden olmakta ve in vivo olarak toksik etkilere yol
acan oksidatif stresi indiikleyebilmektedir. Khan ve ark. (2015), siganlara fipronil (2,5,
5 ve 10 mgkg viicut agirligl) uygulandiginda daha yiiksek fipronil
konsantrasyonlarinin (5 ve 10 mg/kg viicut agirhigl) spermde ROS iiretimini 6nemli
Olclide artirdig1 belirtmislerdir. Ayrica fipronilin in vitro olarak indiikledigi ROS
iretimi tizerine bir¢ok ¢alisma vardir (Lee ve ark., 2011; Vidau ve ark., 2011; Wang
ve ark., 2013; Zhang ve ark., 2015). SH-SYSY hiicrelerine 6 saat boyunca fipronil
(100 puM) uygulanmast sonucunda fipronilin 6nemli miktarda ROS {iretimini
tetikleyebildigi bildirilmistir (Lee ve ark., 2011). Zhang ve ark. (2015), Drosophila S2
hiicrelerine 20, 30, 40 ve 50 pg/mL fipronil uygulandiginda fipronilin konsantrasyona
bagli olarak ROS'ta artisa neden oldugunu vurgulamiglardir. Wang ve ark. (2013),
Spodoptera frugiperda (Sf9) hiicrelerinin 48 saat boyunca fipronile (200 ve 400
ng/mL) maruz birakildiginda fipronilin hiicre i¢i ROS seviyesini onemli Olgiide
arttirdigin1 belirtmislerdir. Vidau ve ark. (2011) ise fipronil toksisitesinin kdkenini
daha ayrintili olarak arastirmak ve ROS olusumunun nedenini ortaya ¢ikarmak icin
izole sican karaciger mitokondrisini ara¢ olarak kullanmiglar, fipronilin
mitokondrideki oksijen tiiketiminde doza baglhi bir artisa neden oldugunu

bildirmislerdir.

Reaktif oksijen tiirleri {retiminin neden oldugu oksidatif stresle
karsilastirildiginda, RNS'nin neden oldugu oksidatif stres nadiren rapor edilmistir.
Hem fipronil (100 uM) hem de fipronil siilfon (3,7 uM) uygulamalarinin, SH-SY5Y
hiicrelerinde NO iiretiminde 6nemli artiglara yol actig1 belgelenmistir ve bu oksidatif
stresin fipronil kaynakli norotoksisitenin ana mekanizmalarindan biri olabilecegini
gostermektedir (Romero ve ark., 2016). Bu nedenle in vivo ve in vitro ¢aligmalar, ROS
veya RNS iiretiminin, fipronilin neden oldugu oksidatif stres ve ilgili toksisitelerde
onemli rol oynadigin1 gostermistir (Khan ve ark., 2015; Lee ve ark., 2011; Vidau ve
ark., 2011; Wang ve ark., 2013; Zhang ve ark., 2015). Ayrica ROS veya RNS iiretimi
fipronil tarafindan doza bagli bir sekilde indiiklenebilmektedir. Mitokondrinin



fipronilin 6nemli bir hedefi olabilecegi ve mitokondriye verilen hasarm fipronilin
neden oldugu toksisite ile yakindan iliskili olabilecegi belirtilmektedir. Ozellikle
fipronilin metaboliti olan fipronil siilfon, oksidatif strese dayali toksisiteden sorumlu
olabilmektedir bu da oksidatif stres ile fipronil metabolitlerinin neden oldugu toksisite
arasindaki iligkinin oldukga yiiksek olmasi gerektigini diisiindiirmektedir (Wang ve
ark., 2016). Fipronilin neden oldugu oksidatif stres, antioksidan savunma sistemini
degistirebilir ve lipidler, DNA ve proteinler gibi hiicresel makromolekiillerin hasar
gormesine yol acabilir. Hiicre 6liimii, 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 oldugu hasar Sekil
2.2'de sematik olarak gosterilmektedir (Wang ve ark., 2016).

Lipid peroksidasyonundaki 6nemli artig, hiicre zar1 lipidlerindeki oksidatif
hasarin sonucudur. Lipid peroksidasyonu, malondialdehit (MDA) ve tiyobarbitiirik
asit reaksiyona giren maddelerdeki (TBARS) degisiklikler izlenerek olg¢iilebilir.
TBARS'!n bir parcas1 olan MDA, lipid peroksidasyonundan kaynaklanan en fazla
miktardaki bireysel aldehittir ve diizeyi lipid oksidasyonunun bir belirtecidir (Zhou ve
ark. 2015). Fipronil, in vivo lipid peroksidasyonunu 6nemli dl¢lide artirabilir. Erkek
farelerde 28 giin boyunca birden fazla organda fipronil kaynakli degisiklikleri aragtiran
caligmalarda, fipronilin (2,5; 5 ve 10 mg/kg viicut agirlig) karaciger, bobrek ve beyin
dokularinda MDA diizeylerini énemli 6l¢iide artirdigi vurgulanmistir (Badgujar ve
ark. 2015; Badgujar ve ark. 2016). Fipronilin antioksidan durum {izerindeki etkilerini
incelemek i¢in, erkek buzagilar 98 giin boyunca fipronile (0,5 mg/kg viicut agirligi)
maruz birakildiginda, kontrole kiyasla eritrositlerde MDA seviyesinde %64,5'lik bir
artis bildirmislerdir (Gill ve Dumka, 2013).
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Sekil 2.2. Fipronilin etki mekanizmasi (Wang ve ark., 2016).

Fipronil uygulanan hiicre hatlarinda da lipid peroksidasyonu goézlenmistir.
PC12 hiicrelerine fipronil (30 ve 50 uM) uygulamasindan sonra fipronilin MDA
seviyelerinde onemli artiglara yol agtigr bildirilmistir (Slotkin ve Seidler, 2010).
Benzer sekilde fipronil, SH-SYS5Y hiicreleri 6 veya 24 saat boyunca fipronile (100
uM) maruz Dbirakildiginda, kontrol hiicreleriyle karsilagtirildiginda MDA
konsantrasyonlarinda énemli bir artisa neden oldugu belirtilmistir (Ki ve ark. 2012;

Romero ve ark. 2016). Ayrica SH-SYS5Y hiicrelerinin fipronilin ana metaboliti olan



fipronil siilfona (3 pM) maruz birakilmasindan sonra fipronilin MDA diizeyini 6nemli
Olciide artirdigr rapor edilmistir (Romero ve ark. 2016). Bu nedenle fipronilin in vivo
ve in vitro oksidatif strese bagli toksisitesinde lipid peroksidasyonunun oldukca
onemli oldugu 6ne siirtilmektedir. Fipronil siilfon ayrica sinir hiicrelerindeki lipidlerde
oksidatif hasara da neden olmaktadir. Ayrica fipronilin neden oldugu lipid

peroksidasyonu doza bagl bir sekilde meydana gelebilmektedir (Wang ve ark., 2016).

Enzimatik antioksidan savunma sistemleri, O>", OH ve hidrojen peroksid
(H202) gibi reaktif oksijen tiirlerinden kaynaklanan hiicre hasarmi korumaktadir.
Glutatyon-S-transferaz (GST), siiperoksid dismutaz (SOD), glutatyon rediiktaz (GR),
glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT) birincil antioksidan enzimlerdir ve hepsi
redoks biyobelirtegleri olarak gorev yapabilmektedir (Yang ve Lee, 2015). En fazla
miktardaki hiicre i¢i antioksidan olan glutatyon (GSH), hiicrelerdeki OH'yi temizleyen
onemli bir kiiclik molekiillii antioksidandir ve hiicrelerin oksidatif hasara karsi
korunmasinda ve gesitli detoksifikasyon mekanizmalarinda rol oynamaktadir (Yadav
ve Mishra, 2013). Glutatyon ayrica GST, GR ve GPx'i igeren bir¢ok temel enzimatik
reaksiyonda bir yardimci substrat olarak gorev yapmaktadir ve GSH seviyesindeki bir

azalma genellikle hiicrelerin oksidanlara tepkisini bozmaktadir (Aydin, 2011).

Fipronil hayvanlardaki doku ve organlarin antioksidan durumunu Onemli
Olciide degistirebilmektedir (Wang ve ark., 2016). Kuslar,10 giin boyunca fipronile
maruz birakildiginda fipronilin, erkek kuslarda kirmizi kan hiicrelerindeki SOD
aktivitesini artirma egilimi gosterdigi bildirilmistir (Lopez-Antia ve ark., 2015).
Fipronilin manda malaklarinin antioksidan durumu iizerindeki etkileri de rapor
edilmistir. Gill ve Dumka (2013), fipronilin kan GSH diizeyinde %21,6 oraninda
anlaml bir diisiise yol a¢tigin1 ancak CAT, SOD ve GPx aktiviteleri {izerinde anlamli
bir etkiye neden olmadigi ortaya konmustur. Ayrica fipronilin suda yasayan
hayvanlarda antioksidan enzimleri de degistirdigi bildirilmistir. Sazan yavrularinin 60
giin boyunca fipronile (0,0428 mg/L) maruz birakildig1 calismada karaciger ve
solungactaki SOD aktivitesinin arttig1 belirtilmistir (Gupta ve ark., 2013). Fipronilden
etkilenen antioksidan enzimler in vitro ¢alismalarda nadiren tespit edilmistir. Sf9
hiicrelerinin 48 saat boyunca fipronile (200 ve 400 pg/mL) maruz birakildigi
caligmada, hiicre i¢i GSH seviyesinde ve SOD aktivitesinde kayda deger degisikliklere

10



neden olmadig bildirilmistir (Wang ve ark., 2013). Fipronile in vivo ve in vitro maruz
kalmanin ardindan farkli antioksidan enzimler, fipronile maruz kalmanin dozu ve
siiresi dahil olmak iizere bircok faktore bagl olarak cesitli tepkiler gostermektedir

(Wang ve ark., 2016).

8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG), mitokondri ve niikleer DNA'daki
guanin bazimnin ROS kaynakli 8-hidroksilasyonundan sonra spesifik enzimatik
boliinmeyi takiben oksidatif DNA hasarinin bir iiriiniidiir (Cooke ve ark., 2000).
DNA'da ROS'un neden oldugu yirmi {i¢ oksidatif baz bozulmasindan en yaygin ve
duyarli olan1 8-OHdG’dir. Guanin, DNA'nin bilesenlerinden biridir ve en diisiik
iyonlagma potansiyeline sahiptir. Ayn1 zamanda oksidasyona en yakin olan bilesiktir.
Bu nedenle, ROS’larin hedefi olur. Hidroksil radikali, guaninin 4, 5 ve 8 numarali
karbon atomlariyla tepkimeye girerek DNA hasar iiriinleri olusturur. Bu hasar
tirtinlerinden biri olan 8-OHdG, guaninin 8. karbon atomuna hidroksil radikalinin
saldirmasiyla olusur. 8-OHdG, DNA hasarini tespit etmek icin en yaygin kullanilan
yontemlerden biridir (Kog¢ ve Akgay, 2018). Hasarli DNA onarildiginda, iiretilen 8-
OHdAG daha fazla metabolize edilmeden idrarla atilir. Uriner 8-OHdG, oksidatif
DNA hasarmin ve in vivo toplam sistemik oksidatif stresin hassas bir belirteci olarak

yaygin sekilde kullanilmaktadir (Loft ve ark., 1992).
2.1.1.4.2. Fipronilin Yangi Uzerindeki Etkileri

Oksidatif stres, inflamasyonun gelismesinde ve yayilmasinda kritik bir rol
tistlenmektedir. Oksidanlar, viicuttaki hasarli dokulardan salinan ve endojen tehlike
sinyalleri olarak iglev goren molekiiller arasinda yer almaktadir. Bu tiir molekiiller,
hiicre hasari, doku stresi veya enfeksiyon gibi durumlarda ortaya ¢ikmaktadir. Bu
oksidanlar, 6zellikle Toll benzeri reseptorler (TLR'ler) ve NOD benzeri reseptorler
(NLR'ler) gibi dogustan gelen bagisiklik reseptorleri tarafindan algilanmaktadir. Toll
benzeri reseptorler ve NLR'ler, viicudun bagisiklik sisteminin 6nemli parcalaridir ve
disaridan gelen patojenleri algilamak ve bagisiklik yanitini baglatmak igin
gelismiglerdir. Ancak, bu reseptorler ayni zamanda hasarli hiicrelerden veya doku
hasarindan kaynaklanan endojen tehlike sinyallerini de algilayabilmektedirler.

Oksidanlar, bu reseptorlerin aktivasyonunu tetikleyerek inflamatuar yanitin cesitli
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asamalarint etkilemektedirler. TLR'ler tarafindan tetiklenen yanitlar, oncelikle
transkripsiyon faktorii niikleer faktor kappa B (NF-kB)'nin aktivasyonuyla
iletilmektedir (Lugrin ve ark., 2014). Niikleer faktor kappa B, oksidatif stres ve yangi
gibi ¢esitli biyolojik siirecler arasinda dnemli bir koprii veya kavsak noktasi olarak
kabul edilir. Niikleer faktor kappa B, hiicresel yanitlar1 diizenleyen bir transkripsiyon
faktoriidiir ve ¢esitli uyaranlara tepki vererek bir dizi genin ifadesini diizenleyebilir.
Oksidatif stres, ROS’un agsir1 iiretimi veya hiicredeki antioksidan savunma
mekanizmalarinin azalmasi sonucu hiicrelerdeki dengeyi bozan bir durumdur. Bu
durum, NF-kB'nin aktivasyonuna yol agabilir. Niikleer faktor kappa B’ nin oksidatif
stres tarafindan aktive edilmesi, hiicrelerdeki inflamatuar yanitin tetiklenmesine
katkida bulunmaktadir. Ayrica bakteriyel lipopolisakkaritler gibi pro-inflamatuar
sitokinler veya enfeksiyonlara yanit olarak da NF-kB aktivasyonu ger¢eklesebilir. Bu
durum, bagisiklik sisteminin enfeksiyonlara karsi savunma mekanizmalarini harekete

gecirir ve yangiy1 baslatir (Gloire ve ark., 2006).

Oksidatif stres, norotoksik maddeler ve inflamatuar uyaranlarla iliskili hiicresel
hasarin 6nemli bir nedenidir. Oksidatif stres sirasinda iiretilen ROS inflamatuar yanitla
iliskilidir ve mitojenle aktiflesen protein kinazin (MAPK) yolagmin diizenlenmesi
yoluyla tiimor nekroz faktorii-a (TNF-a) ve interlokin-6 (IL-6) gibi pro-inflamatuar
sitokinlerin iiretimine katkida bulunur (Watanabe ve ark., 2015). Prostaglandinlerin
sentezini katalize eden bir enzim olan siklooksijenaz-2 (COX-2) ise ¢evresel stres ve
proinflamatuar sitokinler gibi c¢esitli uyaranlara aninda yanit veren bir proteindir
(Narita ve ark., 2008). Siklooksijenaz-2 normal fizyolojik kosullar altinda ¢ogu
dokuda neredeyse tespit edilemez ancak COX-2 aktivasyonundan sonra artan
prostaglandin iiretimi ndronlarda toksisiteye neden olabilir. Bu sekilde COX-2,
beyindeki strese verilen noronal tepkide rol oynayabilir (Manabe ve ark., 2004).
p38/MAPK yolagi, proliferasyonu engelleyebilen veya apoptozisi destekleyebilen
oksidatif strese kars1 yanit olarak fosforile edilir (Watanabe ve ark., 2015). Mitojenle
aktiflesen protein kinazin ailesine ait c-Jun N-terminal kinaz (JNK) ve hiicre disi
sinyalle diizenlenen kinaz (ERK), nérotransmiterler, hormonlar, biiyiime faktorleri ve
oksidatif stres gibi cesitli stres tiirleri dahil olmak iizere ¢esitli hiicre dis1 uyaranlara

yanit verir (Gong ve ark., 2015; Kim ve ark., 2015; Liao ve ark., 2015; Romanov ve
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ark., 2015). Mitojenle aktiflesen protein kinazin ailesi tiyeleri, COX-2 ekspresyonunun
ve inflamatuar yanitin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Nieminen ve
ark., 2005). Park ve ark. 2016, fipronilin SH-SYS5Y hiicreleri tizerinde indiikledigi
toksik etkilerin artan inflamatuar stimiilasyonla sonug¢lanip sonug¢lanmadigini
arastirdiklar1 calismalarinda fipronilin toksik etkisinde MAPK yolaklarinin dahil
oldugunu bildirmislerdir. Hiicreleri (0, 30 dakika, 1, 3, 6 ve 12 saat) 100 uM fipronile
maruz birakmislar ve fipronil maruziyetinin konsantrasyona bagl bir sekilde COX-2
ve TNF-a ekspresyonunu 6nemli lgiide artirdigini belirtmislerdir. Boylece SH-SYSY
hiicrelerinde fipronilin indiikledigi apoptotik sinyallemede inflamatuar yanitin rol

oynayabilecegini vurgulamislardir.

2.1.1.4.3. Fipronilin Apoptozis Uzerindeki Etkileri

Hiicre 6liimii, ¢ok hiicreli organizmalarin gelisiminde, doku homeostazisinde
ve biitiinliigiinde 6nemli bir siirectir. Hiicre proliferasyonu ve eliminasyonu, yetiskin
organizmada fizyolojik slireclerin homeostazisini siirdiirmek i¢in gereklidir (Galluzzi
ve ark., 2012). Istenmeyen hiicreler metamorfoz, embriyogenez, patogenez ve ayrica
doku doniistimii siireci sirasinda uzaklastirilir (Trump ve ark., 1997). Hiicre 6liimi
programlanmig hiicre Sliimii ve nekroz olmak {izere iki genis tanimli mekanizmay1
icerir (Fuchs ve Steller, 2011). Belirli sinyallere yanit olusturarak genetik olarak
programlanmis bir hiicre intihar siirecini i¢eren hiicre 6liimiine programlanmis hiicre
Oliimii denir (Gorski ve Marra, 2002). Genellikle programlanmis hiicre 6liimii, hiicre
dis1 ve hiicre i¢i sinyaller tarafindan kontrol edilir. Programlanmis hiicre 6liim, farkli
morfolojik ozelliklere sahip olmasi, doku homeostazisini korumasi ve istenmeyen
hiicreleri ortadan kaldirarak c¢ok hiicreli organizmalarda uygun hiicre sayisini
diizenlemesi nedeniyle hiicre nekrozundan ayrilir (LeBlanc, 2003). Farkli endojen
dokuya 6zgii ajanlar ve eksojen hiicreye zarar veren ajanlar, kritik fizyolojik kosullar
altinda belirli hiicre tipinde programlanmis hiicre 6liimiinii baslatir. Programlanmis
hiicre 6liimiiniin ekzojen aktivasyonlari, cogu hiicre tipi lizerinde etkili olan fiziksel
ajanlan ve enfeksiy0z ajanlar igerir. Fiziksel ajanlar arasinda radyasyon, fiziksel
travma ve kemoterapotik ilaclar bulunurken, enfeksiy6z ajanlar arasinda viriisler ve
bakteriyel toksinler yer alir. Ayrica biiyiime faktorlerinin g¢ekilmesi, bir trofik

hormonun ablasyonu, glukokortikoidlerle tedavi ve matriks ekinin kaybi gibi i¢
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dengesizlikler apoptozu tetikleyebilir (Neuman ve ark., 2001). Her ne kadar cesitli
aragtirma gruplan siklikla programlanmis hiicre 6liimiinii apoptozis ile esitlese de
sonra yapilan calismalar apoptozis mekanizmasinin katilimindan yoksun olan
programlanmis hiicre 6liimiiniin apoptotik olmayan formlarinin da mevcut oldugunu
kanitlamigtir. Bu nedenle programlanmis hiicre 6liimii ve apoptozis hi¢cbir zaman

esanlamli olarak diisiiniilmemelidir (Bredesen ve ark., 2006).

Apoptozis yalnizca hiicre hasar1 veya dis stresin bir sonucu olarak degil ayni
zamanda normal gelisim ve morfogenez sirasinda da meydana gelen, diizenlenmis
Olimiin 6nemli bir mekanizmas1 olarak tanimlanir (Nikoletopoulou ve ark., 2013).
Apoptozis, uygulayici ve diizenleyici molekiillerin farkli gruplar tarafindan siki bir
sekilde diizenlenir. Apoptotik hiicre 6liimiiniin etki mekanizmasi tipik olarak kromatin
materyalinin yogunlasmasi, ¢ekirdekte meydana gelen DNA parcalanmasi, hiicre
biiziilmesi, dinamik membran tagmasi ve hiicre dis1 matrikslere yapisma kaybi ile
karakterize edilir. Ayrica biyokimyasal degisiklikler arasinda; fosfatidilserinin
digsallagsmasi ve kaspaz adi verilen sistein aspartil proteazlarin aktivasyonu hiicre
Oliimiine yol agar (Kerr ve ark., 1972; Nikoletopoulou ve ark., 2013). Apoptozis
mekanizmasi temel olarak apoptozun indiiklenmesinde rol oynayan dissal yol ve igsel
yol olarak adlandirilan iki temel yoldan olusur. Dissal yol, 6liim reseptorleri aracili
yolu ifade ederken i¢sel yol mitokondriyal aracili bir yoldur. Bu apoptotik yollarin her
ikisi de ayn1 terminale (ylirlitme yoluna) yol acabilmektedir (Elmore, 2007; Jan, 2019)
(Sekil 2.3).

Kaspazlar apoptozisin temel baslaticilar1 ve uygulayicilaridir ve iglevleri, farkli
substrat tercihlerine sahip olan yapisiyla ¢ok yakindan iliskilidir. Baz1 kaspazlar, diger
proteinlerle etkilesime izin veren ve sinyal yollarina baglanan, 6lim efektor alani ve
kaspaz toplama alanlar1 gibi belirli bdlgeleri igeren uzun pro-alanlara sahiptir. Oliim
efektor alanm kaspaz-8 ve kaspaz-10'u igerirken kaspaz toplama alanlar1 kaspaz-1,
kaspaz-2, kaspaz-4, kaspaz-5, kaspaz-9, kaspaz-11 ve kaspaz-12'i igerir. Kaspazlar
geleneksel olarak apoptotik sinyallesme basamaklarindaki konumlarina gore baslatici,

efektor veya yiiriitlicii kaspazlar olarak siniflandirilir (Ghavami ve ark., 2009).
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Sekil 2.3. Apoptoz yollar1 (Jan, 2019).

I¢sel yol, esas olarak mitokondriyal aracili apoptotik yola karsilik gelir ve
oksidatif stres, 1s1nlama, sitotoksik ilaglarla tedaviyi igeren cesitli hiicre dis1 ve hiicre
ici stresler tarafindan tetiklenmektedir. B hiicreli lenfoma-2 (Bcl-2) ve Bcel-xL (Bcel-2
aile tiyesi), sitokrom c¢ salinimini 6nleyen anti-apoptotik proteinlerdir (Kim, 2005).
Sitokrom C, apoptotik proteaz aktive edici faktér 1 (Apaf-1) ve prokaspaz-9 ile
birleserek apoptozom iiretir. Apoptozom, kaspaz 9'u tetikleyen ve ardindan hiicrelerin
yikimina yol agan ve apoptozla sonuglanan kaspaz-3 sinyal kaskadinin aktivasyonunu
saglayan yedi kollu halka seklinde ¢ok proteinli bir komplekstir (Yuan ve Akey, 2013).
Hem dissal hem de igsel yollar yiiriitme asamasinda birlesir. Yiiriitme asamasi
apoptozisin son yolunu ifade eder. Kaspaz-8 ve 9 baslatici kaspazlardir; kaspaz-3,
kaspaz-6 ve kaspaz-7, Kaspaz-10, Kaspazla aktiflestirilen DNA (CAD) ve Poli ADP-
riboz polimeraz (PARP) efektor veya uygulayic1 kaspazlar olarak siniflandirilir

(Hengartner, 2000). Kaspazlar ¢ok sayida hedef proteinin boliinmesi yoluyla apoptotik
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hiicre 6liimiinii diizenler. Yol, sitoplazmik endoniikleaz1 daha da aktive eden yiiriitme
kaspazlarinin aktivasyonuyla baslar. Sitoplazmik endoniikleaz, niikleer materyali ve
proteazlar1 pargalar ardindan niikleer ve hiicre iskeleti proteinleri pargalanir. Tiim
yiriitiicii kaspazlar arasinda kaspaz-3 en Onemlisidir ve baglatici kaspazlardan
herhangi biri onu aktive edebilir. Endoniikleaz kaspazla aktiflestirilen DNA, kaspaz-3
tarafindan acikca aktive edilir ve bu da c¢ekirdeklerdeki kromozomal DNA'nin
bozulmasina ve kromatinin yogunlagsmasimna neden olur (Green ve Evan, 2002).
Oksidatif stres, ¢ok sayida biyolojik yanitta ve hiicre sinyal yollarinda énemli bir rol
oynamaktadir. Reaktif oksijen tiirleri iiretimi oksidatif strese neden olmakta ve
dolayisiyla apoptozisle sonuclanmaktadir (Jin ve ark., 2014; Chtourou ve ark., 2015).
Fipronile maruz kalmanin, artan ROS iiretimi ve oksidatif stresin aracilik ettigi farkl
hiicre hatlariin in vitro modellerinde apoptozise neden oldugu belirtilmistir (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 hiicrelerinde 3,13 pM fipronil uygulamasinin ROS
iiretiminde ve apoptozisde 6nemli bir artisa yol actigini bildirmislerdir. SH-SYSY
hiicrelerinde ise 6, 12 ve 24 saat boyunca uygulana fipronil (25, 50, 100 veya 200 uM)
sonrasinda fipronil konsantrasyonu ve zamana bagli bir sekilde hiicre canliliginin
Oonemli dl¢iide azaldig1 vurgulanmistir (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 pg/mL)
uygulamasindan sonra, apoptotik hiicrelerin oraninin doza bagh bir sekilde dnemli
Olclide arttigin1 ve artan sayida S2 hiicresinin kiigiilmeye basladigini bildirmislerdir.
p53 sinyal yolunun, ndronal hiicre 6liimiinde apoptotik sinyallesmeye dahil oldugu
bilinmektedir (Wang ve ark., 2016). SH-SYS5Y hiicrelerine 24 saat boyunca fipronil
(100 uM) uygulanmasi sonucunda fipronilin niikleer p53 birikimine neden oldugu ve
ardindan sitozolik p53 seviyesinin arttigi belirtilmistir (Lee ve ark. 2011). Benzer
sekilde, SH-SYSY hiicrelerinin 24 saat boyunca fipronile (25, 50 ve 100 pM) maruz
birakilmasimnin sonucunda, tiim hiicrelerde p53 aktivitesinin arttigi ve fipronil
konsantrasyonuna bagli bir ortamda sitoplazmik p53 seviyelerinin yani sira p53

niikleer birikiminin artmasina yol actig1 bildirilmistir (Park ve ark. 2016).

Artan ROS iiretiminin, apoptozis sirasinda meydana gelen kritik bir olay olarak

kabul edilen mitokondriyal sitokrom C'nin sitozole salinmasini tetikledigi belirtilmistir
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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, Bel-2 ile iligkili X proteini
(Bax)'nin sitozolden mitokondriye translokasyonunu indiiklerken mitokondride Bcl-2
ekspresyonunu azaltir (Park ve ark. 2016). Kaspaz-3 ve kaspaz-9 gibi kaspaz ailesi
tiyeleri apoptozis i¢in ¢ok Onemlidir ve mitokondriyal olaylara katkida bulunurlar
(Lakhani ve ark., 2006; Das ve ark., 2012). Kaspaz-3, PARP dahil olmak iizere bir¢ok
hiicresel proteini sinirl proteoliz ile parcalayabilmektedir (Ki ve ark., 2012). Ek olarak
kaspaz-3, ROS fiiretimi ile aktive edilebilir ve dolayisiyla hiicre apoptozisini ve
nekrozunu indiikleyebilir (Junn ve Mouradian, 2001). Ayrica Bcl-2 ve Bax gibi Bcl-2
ailesi tiyeleri, mitokondriyal biitiinliiglin ve mitokondri tarafindan baslatilan sitokrom
C salinmiminin ve kaspaz aktivasyonunun ana diizenleyicileridir (Lee ve ark., 2011). Hu
ve ark. (2010), PC12 hiicrelerine fipronil (3,13 uM) uyguladiklari caligmalarinda, ROS
tiretiminde 6nemli bir artisla birlikte Bcl-2 protein ekspresyonunda 6nemli bir diisiis
oldugunu bildirmiglerdir. Ayrica SHSYSY hiicrelerinde fipronil uygulamasinin,
konsantrasyona bagl bir sekilde (25, 50 veya 100 uM), sitokrom C salinimini ve
Bax'in mitokondriyal translokasyonunu 6nemli 6l¢iide arttirdigi kaspaz-3, kaspaz-9 ve
PARP"'m aktivitesini arttirdig1 ve Bel-2 seviyesini diislirdiigii ¢esitli caligmalarla ortaya
konmustur (Ki ve ark., 2012; Lee ve ark., 2011; Park ve ark., 2016). Fipronilin (20,
30, 40 ve 50 uM), S2 hiicrelerinde ROS iiretiminde bir artisa neden oldugu, bunun da
mitokondriyal membran potansiyelinde bir azalma, Bcl-2'nin Drosophila inhibitorii
apoptoz proteini 1 (DIAP1)'de 6nemli bir azalma ve sitokrom C, kaspaz-3 ve kaspaz-
9'da belirgin artisa neden oldugu bildirilmistir (Zhang ve ark. 2015). Bu bulgular
fipronilin, ROS {iretimi tarafindan baglatilan mitokondriyal igsel sinyal yoluyla

apoptozisi tetikledigini gostermektedir (Wang ve ark., 2016).

2.2. Antosiyaninler

Antosiyaninler flavonoidlerin 6nemli alt gruplarindan biridir ve diger
flavonoidlerden flavilyum katyonu olusturma yetenekleri nedeniyle ayrilirlar (Mazza,
2007). Antosiyanin kelimesi Yunanca ¢igekler anlamina gelen ‘anthos’ ve koyu mavi
anlamina gelen ‘kyanos’ kelimelerinden tiiremistir (Horbowicz ve ark., 2008). Baslica
antosiyanin kaynaklar1 yaban mersini, kiraz, ahududu, cilek, siyah kus tiziimii, mor

lizim ve kirmiz1 saraptir (Prior ve Wu, 2006). Antosiyaninler, antosiyanidinler temel
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yapisina sahiptir. Antosiyanidinler (veya aglikonlar), oksijen igeren heterosiklik
halkaya [C] bagli aromatik bir halkadan [A] olusur ve bu da {igiincii bir aromatik
halkaya [B] bir karbon-karbon bagiyla baglanir (Konczak ve Zhang, 2004).
Antosiyanidinler glikozit formunda (bir seker kismina bagli) bulunduklarinda
“antosiyaninler” olarak bilinirler. Bu molekiillerin sergiledigi renk ilk kez 1939'da
Pauling tarafindan aciklanmistir (Mazza, 2007; Wrolstad ve ark., 2005) (Sekil 2.4).
Antosiyaninler i¢cinde en yaygin bulunani siyanidindir ve digerleri ise delfinidin,

petunidin, peonidin, pelargonidin ile malvidindir (Harborne, 1998).
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Sekil 2.4. Flavilyum katyonu ve antosiyaninlerin temel yapisi1 (Mazza, 2007).

Temel antosiyanidin yapist lizerindeki hidroksil ve metoksil gruplarmin
sayisina ve pozisyonuna gore ¢esitli antosiyaninler olugsmaktadir (Prior ve Wu, 2006).
Aralarindaki temel farklar hidroksil gruplarinin sayisi, yapilarma bagh sekerlerin
cesidi ve sayisi, sekere bagl alifatik veya aromatik karboksilatlar ve bu baglarin
pozisyonlaridir (Kong ve ark., 2003). Antosiyaninlerin biyolojik aktiviteleri dnceki
caligmalarda, antioksidan 6zellikleriyle yakindan iliskili olmasina ragmen ¢ogunlukla
B halkas1 hidroksil gruplarina ve konjuge cift bag sistemine atfedilir (N6thlings ve
ark., 2008; Pascual-Teresa ve ark., 2010). Ayrica yapida bulunan hidroksil ile metoksil
gruplar1 antosiyaninin rengini etkiler. Eger hidroksil gruplar1 baskinsa, renk daha
maviye fakat metoksil gruplar1 baskinsa renk daha kirmiziya dogru gider (Heredia ve

ark., 1998; Horbowicz ve ark., 2008; Tena ve ark., 2020) (Sekil 2.5).
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Petunidin Malvidin
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Sekil 2.5. Antosiyaninlerin dogal kaynaklari (Tena ve ark., 2020).

Antosiyaninler iiztimlerde ve saraplarda flavilyum iyonlar1 olarak bulunur.
Flavilyum iyonu sindirim sirasinda artan pH'ta karbinol psédo-baz, kuinoidal-baz veya
kalkona doniisiir ve kana geger. Antosiyanin pigmenti asidik kosullarda kirmizi, alkali
kosullarda mavimsi mor gibi goriinmektedir. Bu renkli pigmentler genellikle ¢igekler,
frenk liziimii, mor renkli meyve ve sebzelerden elde edilir. Antosiyaninler hem suda
hem de organik ¢oziiciilerin (6zellikle alkol) ¢ogunda ¢6ziiniir. Aksine antosiyaninler
apolar organik ¢oziiciilerde ¢6ziinmezler. Ayrica alkali veya notr soliisyonlarda stabil

degildir (Lapidot ve ark., 1999).

2.2.1. Malvidin

2.2.1.1. Malvidinin Kaynaklar1 ve Kimyasal Yapisi

Kimyasal yapis1  3,4°,5,7-tetrahidroksi-3’,5'-dimetoksiflavilyum  3,5,7-

trihidroksi ~ 2-(4-hidroksi-3,5-dimetilfenil)-I-benzopirilyum olan malvidin, O-
metillenmis antosiyanidindir (Khoo ve ark., 2017) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Malvidinin kimyasal yapis1 (Khoo ve ark., 2017).

Malvidin mor bir renge (6zellikle yaz dalgas1 mavisi) sahiptir ve mavi renkli
cigceklerde bol miktarda bulunur. Malvidin ayrica kirmiz1 saraptaki baslica kirmizi
pigmenttir. Olgunlasmis kirmiz1 saraplarda daha koyu tozlu kirmizi olarak goriintir.
Malvidin tiziim tirleri (Vitis vinifera L.), yaban mersini (Vaccinium myrtillus L., V.
corymbosum L.), kirmizi fasiilye (Phaseolus spp.), kamala (Nelumbo nucifera Gaertn.)
ve jucara (Euterpe edulis Mart.) gibi ¢esitli meyve ve sebzelerde bulunur (Zhang ve
ark., 2019) (Sekil 2.7).

Uzim Yaban mersini Fasiilye
Vitis vinifera L.~ Vaccinium myrtillus L. Phaseolus spp.

Kamala Jugara
Nelumbo nucifera Gaertn.  Euterpe edulis Mart

Sekil 2.7. Malvidinin dogal kaynaklar1 (Zhang ve ark., 2019).
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Malvidin, alkole kiyasla suda daha iyi ¢oziiniir (Iosub ve ark., 2015). Suda
¢Oziiniirliigl, artan asilasyon dereceleri ile azalir (Barnard ve ark., 2011). Malvidinin
hafif asidik ve notr soliisyonlar1 karakteristik olarak kirmizi, bazik soliisyonlar1 ise
mavi renktedir. Yiiksek pH kosulunda (pH>7) asillenmis malvidinin
parcalanmasindan siringik asit olusur (Srinivas ve ark., 2011). Malvidinin
pargalanmasi sonucu ortaya ¢ikan siringik asit, Eski Misir icecegi olan ‘shedeh’ igeren
kavanozlarin incelenmesinde ortaya ¢ikmistir (Guasch-Jané ve ark., 2006). Ayrica
Ermenistan'in Areni koyiindeki Areni-1 magarasinda 6.100 yillik bir saraphanede

malvidin i¢eren saraplar 2007 yilinda bulunmustur (Barnard ve ark., 2011).

2.2.1.2. Malvidinin Farmakokinetigi

Antosiyaninler geleneksel olarak bir fitofarmasoétik, istah uyarici, koleretik
ajan olarak ve diger bir¢ok hastaligin tedavisi i¢in kullanilmistir. Bu renkli pigmentler,
giiclii nutrasotik veya farmasotik bilesenlerdir. Biyoyararlanimi yiiksek olan
antosiyaninler, hiicresel lipid peroksidasyonunu etkili bir sekilde onleyerek bircok
hastalik riskini azaltir (Khoo ve ark., 2017). Antosiyaninler arasinda, en ¢ok siyanidin-
3-glukozitin ve malvidin-3-glukozitin (Mv3-glc) biyoyararlanimi1 hakkinda veriler
bulunmaktadir. Kirmiz1 sarap antosiyaninlerinden peonidin glikoziti en yiiksek nispi
biyoyararlanima sahiptir. Bunu siyanidin, malvidin, delfinidin ve petunidin glikozitleri

izlemektedir (Frank ve ark., 2003).

Antosiyaninlerin oral biyoyararlanimi ile ilgili ¢alismalar azdir. Ancak
antosiyaninlerin, Mv3-glc 6rneginde oldugu gibi tiikiiriik proteinleri ile etkilesime
girerek cesitli faktorler aracilifiyla parcalanabilecegi bildirilmistir (Ferrer-Gallego ve
ark., 2015). Yiyecek veya igecek alimi da antosiyanin biyoyararlanimini etkileyebilir.
Ayrica a¢ karna antosiyaninlerle birlikte siit ve siit {irinlerinin tliketilmesi
biyoyararlanimimi azaltmaktadir (Xiao ve ark., 2017). Onemli bir antosiyanin olan
Mv3-glc ile yapilan bir caligmada antosiyaninlerin mideden emildigi tespit edilmistir
(Passamonti ve ark., 2003). Bu bulgu, goniilliilere uygulanan yaban mersini 6zleri ile
yapilan calisma ve ilizim (Vitis vinifera) Oziitlerinin sicanlara dogrudan mideye
(proksimal ve distal olarak baglanmis) verildigi calisma ile dogrulanmistir (Mueller ve

ark., 2017; Vanzo ve ark., 2008). Midede antosiyaninlerlerin emilimi iizerine yapilan
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caligmalar, gecisin biiyiik olasilikla hiicre membranlarinda bir ¢esit aktif tagima ile
saglandigini ancak yapilarinda ¢ok sayida hidroksil grubunun varligindan dolay1 pasif
tasinmanimn miimkiin olmadigmi ortaya koymustur (Smeriglio ve ark., 2016).
Antosiyaninlerin mide mukozasina gegmesi hem organik anyonik membran tasiyici
(bilitranslokaz) hem de glikoz tastyicilari (GLUT) vasitasiyla gerceklesmektedir (Krga
ve Milenkovic, 2019; Passamonti ve ark., 2002). Ayrica insan mide epitel hiicrelerini
(MKN-28, orta derecede farklilasmis adenokarsinom mide hiicreleri) iceren deneysel
modele dayanan calismada Mv3-glc’nin, GLUT1 ve GLUT3 vasitasiyla emildigi
tespit edilmistir. Bu deneysel modelde atropinin (organik katyon tastyici inhibitorii)
ve verapamilin (bir P-glikoprotein inhibitoriil) Mv3-glcnin emilimini artirdig1
belirlenmistir (Oliveira ve ark., 2019). Mide mukozasinda antosiyaninlerin emilimine
de katilabilen bagka tasiyicilar [organik anyon tasiyicilar  (OAT2),
sodyum/monokarboksilat tasiyicilar (SMCT1 ve SMCT2)] tespit edilmistir.
Antosiyaninler mide pH'sinda (1,5-4) glikozit formunda kaldiklart i¢in midede

yikimlanmadig diisiinilmektedir (Fernandes ve ark., 2014).

Antosiyaninler ince bagirsaktan ya sodyuma bagli glukoz kotransporter
(SGLT1), GLUT?2 ve bilitranslokaz tasiyicilar kullanilarak aktif tagima yoluyla ya da
pasif diflizyonla emilir (Figueira ve ark., 2017). Antosiyaninlerin tagima etkinligini ve
biyoyararlanimini belirlemek icin insan epitelyal kolorektal adenokarsinom (Caco-2)
hiicre hatlar1 kullanilarak bagirsak emiliminin arastirildigi bir ¢alismada yaban mersini
Ozleri i¢in ortalama %3-4"liik diistik bir oranla tasindig1 belirlenmistir (Zhang ve ark.,
2014). Ote yandan kirmiz1 iiziim kabugundan ve siyah frenk iiziimii ekstresinden gelen
bazi1 antosiyaninlerin taginmadigi tespit edilmistir. Ayrica, aynt deneysel modelde mor
havug (%44,62) ve patates (%71,8) antosiyaninlerinin ayn1 oranda emilmedigi ve
patatesin biyoyararlaniminin daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Faria ve ark., 2009).
Duodenum, jejunum ve ileumdaki antosiyanin emiliminin antosiyanin yapisina bagl

olarak tek tip olmadig1 belirlenmistir (Fang, 2014; Lila ve ark., 2016).

Antosiyaninlerin emilimi, gidanin ¢esidi ve kimyasal yapisina bagli olarak
degismektedir (Talavéra ve ark., 2004). Bagirsak mikrobiyotasinin antosiyanin
metabolizmasiyla ilgili 6zel bir rolii vardir. Bu durum antibiyotikle tedavi edilen

farelerde digkida artan antosiyanin igeriginin goriilmesi ile belirlenmistir (Esposito ve
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ark., 2015). Bagirsak mikrobiyotas1 bireye Ozgiidiir bu nedenle bu seviyedeki
antosiyanin metabolizmasi degiskenlik gdstermektedir. Bu antosiyaninleri metabolize
eden bakteri tiirleri iizerinde in vitro denemeler ve normal fizyolojik kosullar altinda
antosiyanin digki atilimi {izerine ¢alismalar olusturulmustur ancak bu yonleri tam
olarak aydinlatilamamistir (Bresciani ve ark., 2019; Hanske ve ark., 2013; He ve ark.,

2005).

2.2.1.3. Malvidinin Antioksidan Etkileri

Canli organizmalar fizyolojik fonksiyonlarini devam ettirmek igin redoks
sistemine sahiptir. Organizmalar hayatta kalabilmek icin az miktarda serbest
radikallere ihtiya¢ duyarlar (Nagy, 2001; Droge, 2002). Nitrik oksit ve Oz gibi bazi
serbest radikaller, sinyal verme siireglerinde hiicrelere aracilik eder (Droge, 2002).
Ancak redoks homeostazinda dengesizlik oldugunda oksidatif stres meydana gelir.
Oksidatif stres, kalp damar hastaligi, kanser ve yaslanma gibi kronik dejeneratif

hastaliklarin patogenezinde dnemli rol oynar (Dai ve Mumper, 2010).

Antioksidanlar, serbest radikalleri temizleyen, oksidatif stresi azaltan,
oksitlenebilir materyallerin oksidasyonunu geciktirebilen veya onleyebilen bilesikler
olarak tanimlanabilir. Oksidatif bir dizide antioksidanlar; lokalize oksijen
konsantrasyonlarini azaltarak, ROS/RNS tiirlerini temizleyerek, metal iyonlarin1 HO',
ferri veya ferro demir (Fe**/Fe’) + O, gibi tiirleri olusturmayacak sekilde baglayarak
ve lipid peroksitleri peroksil ve alkoksil radikallerine ayristirarak, peroksitleri alkoller
gibi radikal olmayan iiriinlere doniistiirerek etki gosterirler (Dai ve Mumper, 2010;
Miguel, 2010). Meyve ve sebzelerde bulunan fitokimyasallar oksidatif hasari,

hastaligin ilerlemesini ve kanser gelisimini 6nleyebilir (Miguel, 2011).

Flavylium katyonunun (AH+) benzersiz yapisi, antosiyaninlere belirgin
antioksidan 6zellikler kazandirir (Ali ve ark., 2016; Tena ve ark., 2020). Bu bilesikler
reaktif radikal tiirleri, tek elektron transfer reaksiyonu veya hidrojen atomu transfer
mekanizmas1 yoluyla noétralize edebilir. Tek elektron transfer reaksiyonunda
antioksidan, serbest radikali notralize etmek icin ona bir elektron verirken, hidrojen

atomu transfer mekanizmasinda ise antioksidan serbest radikale bir hidrojen atomu
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vererek radikali stabilize eder. Her iki mekanizma genellikle ayn1 anda meydana gelir
ve reaksiyon mekanizmasi antioksidanin yapisi, ¢oziniirliigl, boliinme katsayisi ve

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

Antosiyanininlerin gii¢lii antioksidatif aktiviteleri bulunur. Antosiyanin
kalkonlar1 ve keto grubunda konjuge ¢ift baga sahip kuinoidal bazlar, serbest
radikalleri temizlemede etkili antioksidanlardir (Bors ve ark., 1990). Ayrica
antosiyanininlerin glikosile edilmis B halka yapis1 antioksidan aktivite i¢in oldukca
onemlidir (Wang ve ark., 1997). Aslinda antosiyanidin, antosiyaninden daha yiiksek
oksijen radikali absorbans kapasitesine sahiptir. Bu durumun sebebi antosiyanin
aglikonunun cok kararsiz ve oldukga reaktif olmasidir (Stintzing ve ark., 2002).
Heterosiklik C halkasinda C-3 pozisyonunda fazladan seker ilavesiyle antosiyanin, tek
bir seker molekiilii bulunan antosiyanidinden daha diisiik antioksidan aktiviteye

sahiptir (Tamura ve Yamagami, 1994).

Lapidot ve ark. (1999), Mv3-glc’nin antioksidan aktivitesini diger
antioksidanlarla karsilastirdiklar1 caligmalarinda; hidrojen peroksit uygulanan
miyoglobinlerde Mv3-glc’nin en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugunu tespit
etmiglerdir. Ayrica Ma ve ark., (2020) in vitro sican aktif karaciger Kupffer T6
hiicrelerinde malvidinin apoptoz iizerindeki etkilerini aragtirmiglardir. Calismada,
yiikksek malvidin konsantrasyonunun apoptozu &nemli Ol¢iide indiikledigi ayrica
kaspaz-3'ii aktive ettigi, MDA diizeylerini artirdig1 bildirilmistir. Arastirmacilar,
yaban mersini antosiyaninlerinden 6zellikle malvidinin 6nemli bir biyoaktif bilesen

oldugunu ve karaciger koruyucu bir nutrasétik oldugunu belirtmislerdir.

Ozet olarak malvidin ve glikozidleri, serbest radikalleri ndtralize etmek icin bir
elektron veya hidrojen atomu vererek giiclii antioksidan aktivite sergiler. Bu etki
sekline ek olarak ROS iiretiminde yer alan enzimleri de inhibe ederler; antioksidan
savunmalarini diizenler veya korur ve zararli bilesikleri parcalayan GPx, CAT ve SOD
gibi antioksidan enzimleri indiiklerler. Genel olarak bu bulgular, malvidin ve
glikozidlerinin oksidatif stresi bloke etme potansiyeline sahip oldugunu ve bunlarin
bir antioksidan madde olarak yararl oldugunu gostermektedir (Merecz-Sadowska ve

ark., 2023).
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2.2.1.4. Malvidinin Antiinflamatuar EtKkileri

Bircok bulagici hastaligin bilinen en 6nemli belirtisi olan yanginin ayni
zamanda bulasici olmayan hastaliklarla da (6rnegin ateroskleroz, osteoartrit gibi)
yakindan baglantili oldugu ¢esitli aragtirmalar sonucunda ortaya konulmustur
(Kashyap ve ark., 2018; Sakai ve ark., 2013; Seo ve Jeon, 2015). Inflamasyon
endotoksinler, ROS seviyelerindeki degisiklikler, viriisler, yag asitleri, hiicresel redoks
durumu, sitokinler, biiylime faktorleri ve kanserojenler gibi farkli uyaranlarla ortaya
cikabilir (Giampieri ve ark., 2018). Fizyolojik kosullarda yangi, dogustan gelen
bagisiklik sisteminin patojenler ile ¢esitli uyaranlara karst koruyucu ve gecici
tepkisidir. Inflamatuar yanitta sitokinler, IL-1B, IL-6 ve TNF-o, gibi proinflamatuar
veya IL-10 gibi antiinflamatuar faktdrler rol oynamaktadirlar. Inflamatuar yanitin
merkezi diizenleyicisi, sitokin ve diger inflamatuar molekiillerin iiretiminden sorumlu
bir transkripsiyon faktorii olan NF-kB’dir (Joseph ve ark., 2014). NF-kB, homo- ve
heterodimerlerden (p65 veya RelA, p50pl105, c-Rel, p52/p100 ve RelB) olusan
transkripsiyonel bir faktordiir. Niikleer faktor kappa B, IkB inhibitér proteini ile
hiicrelerin sitoplazmasinda inaktif olarak tutulur. IkB protein ailesinin yedi iiyesi
tanimlanmistir ve bunlar arasinda IkBa bulunmaktadir. Niikleer faktor kappa B’nin
aktivasyonu iizerine IkBa, IkB kinazlar (IKK) tarafindan fosforile edilir. Bu da NF-
kB'nin DNA'ya baglandig1 ¢ekirdege dogru hizli bir sekilde yer degistirmesine izin
veren [kB'nin proteazom bagimli bozunmasina yol acgar. Etkinlestirilmis en baskin
NF-xB dimeri p65:p50'dir. p65:p50'in ¢ekirdege translokasyonu, sitokinler (TNF-a,
IL-1pB, IL-6) ve indiiklenebilir enzimler (iNOS ve COX-2) gibi birka¢ proinflamatuar

genin transkripsiyonu ile sonu¢lanir (Heininger ve ark., 2000; Yoshimura, 2006).

Siklooksijenaz-2 (COX-2), bir¢ok inflamatuar siirecte rol oynamaktadir. Bazi
antioksidanlar, COX-2 genini diizenleyen sinyal mekanizmalarina miidahale ederek
COX-2 ekspresyonunu inhibe eder. Arastirmalar, malvidin ve glikozidlerinin
arasidonik asiti hedefledigini ortaya koymustur. Arasidonik asitten tiireyen lipid araci
maddeler, COX-2 araciligiyla firetilen prostaglandinler ve lipojenazlar (LOX)
araciligiyla l6kotrienler gibi dnemli antosiyanin hedefleridir. Siklooksijenaz enzimleri,
arasidonik asidin prostanoidlere doniisiimii i¢in gereklidir ve inflamasyonda 6nemli

bir rol oynar. Lipojenazlar, arasidonik asidi bir substrat olarak kullanir ve 5S, 12R,
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12S veya 15S oksijenasyonu olmak iizere dort farkli reaksiyonu katalize eder. Bu
enzimlerin oksijenlenmis substratlar1 biyolojik tepkimeleri baglatir, hiicresel
sinyallemeyi yiizey reseptorleri araciligiyla aktive eder veya giiclii lipid araci

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

Niikleer faktor kappa B, sinyal yolunun, sinoviyal membran inflamasyonu ve
eklem kikirdak yikimiyla iligkilendirilen TNF-a, IL-1B ve IL-6 dahil olmak {izere
cesitli proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu tetikleyerek, inflamatuar yanitlarda
ve osteoartrit (OA) ilerlemesinde 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir. Ayrica NF-xB
sinyal yolu tarafindan indiiklenen proinflamatuar sitokinler, eklem kikirdak yikimi ve
OA progresyonundan sorumlu olan matriks metaloproteinazlarin (MMP'ler) tiretimini
artirabilmektedir (Oeckinghaus ve Ghosh, 2009). Matriks metaloproteinazlar
proteolitik enzimlerdir ve MMP-3, MMP-9 ve MMP-13%1n OA kikirdaktaki
kolajenlerin degradasyonunda 6nemli bir rol oynadig: tespit edilmistir. Dai ve ark.
(2017), sicanlarda monosodyum iyodoasetat ile indiiklenen OA {izerine malvidinin
agr giderici ve antiinflamatuar etkilerini arastirmislardir. Arastirmacilar malvidinin,
kikirdak dokularinda monosodyum iyodoasetat tarafindan indiiklenen IL-1p, IL-6,
TNF-0 ve MMP'lerin artan ekspresyonlarini diigiirdiiglini tespit etmiglerdir. Ayrica
malvidinin in vitro olarak p65’in ¢ekirdege tasinmasini baskilayarak IkBo’dan

bagimsiz bir sekilde NF-kB yolunu inhibe ettigini de bildirmislerdir.

Inflamasyonun diger énemli aracilari, TLR ve MAPK dir (Giampieri ve ark.,
2018). Meyvelerde bulunan antosiyaninlerin bu aracilar1 inhibe etmek suretiyle
antiinflamatuar etki gosterdikleri bildirilmistir. Yapilan c¢alismalarda da yangida
onemli rol oynadiklar tespit edilmistir (Giampieri ve ark., 2018; Jiang ve ark., 2017,
Zhao ve ark., 2013). Yiiksek yagh bir diyet, lipopolisakkaritin bagirsak bariyerinden
emilimini ve gastrointestinal mukozanin ge¢irgenligini artirmaktadir (Manco ve ark.,
2010). Bu baglamda hayvan modellerinde yapilan bir¢ok ¢aligmada gosterildigi gibi
lipopolisakkarit (LPS), zengin yagl diyet ve tip 2 diyabetin neden oldugu obezitenin
baslangicinda dogrudan rol oynayan onemli bir faktér 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 6zelliklerine
iliskin bulgular, oksidatif stresi ve inflamasyonu hafifletme potansiyellerinin olas1
molekiiler mekanizmalarindan kaynaklandigina dair kanitlar sunmaktadir (Merecz-
Sadowska ve ark., 2023) (Sekil 2.8). Malvidin ve glikozidleri iizerine yapilan
arastirmalar, bu molekiillerin serbest radikalleri ve anyonlar1 temizleme gibi cesitli
mekanizmalar aracilifiyla antioksidan olarak islev gorebildigini gostermektedir.
Ayrica, bu molekiillerin niikleer faktor eritroid 2 ile ilgili faktér (Nrf2) yolunu aktive
edebildigi bulunmustur. Bu yol, oksidatif stres duyarl bir bigimde Nrf2'nin normalde
aktin proteini Kelch benzeri ECH’ye bagli protein-1 (Keapl)'e bagli oldugu bir
transkripsiyon faktoriidiir. Ancak ROS'a maruz kalma, Nrf2'nin ubikitin proteaz
yoluyla parcalanmasina yol acar. Bununla birlikte, malvidin ve glikozidleri Nrf2'yi
stabilize ederek, niikleusta birikmesine ve antioksidan yanit elementi (ARE) tarafindan
diizenlenen hedef genleri etkinlestirmesine olanak tanimaktadir. Niikleer faktor
eritroid 2 ile ilgili faktor, GST ve GPx, hemoksijenaz-1 (HO-1), CAT ve SOD gibi
enzimleri arttirarak endojen antioksidan savunmayi diizenlemede 6nemli bir rol oynar.
Keap1-Nrf2 sistemi, antioksidan enzim ekspresyonunu artirarak ROS'un neden oldugu
oksidatif hasara kars1 hiicresel bilesenleri korumaya yardimci olurken, oksidatif stresle
iliskili inflamatuar reaksiyonlara duyarlili§1 azaltmaktadir (Ma ve ark., 2013; Saha ve
ark., 2020). Ayrica, Nrf2, nikotinamid adenin dintikleotit fosfat (NADPH) {iretimine
yol acarak pentoz fosfat yolunun (PPP) aktivasyonunu tesvik eder, bu da indirgenmis
GSH disiilfitten GSH'yi yeniden olusturmak ve hiicresel antioksidan seviyelerini
korumakla iligkilidir. Bu nedenle, Nrf2 indiiksiyon verimliliginin artiritlmasi, malvidin
ve glikozidlerinin antioksidan etkinligi i¢cin homeostatik mekanizmalar saglamaktadir

(Tribble ve Jones, 1990).

27



malvidin
—ii malvidin-3-glikozid
""" malvidin-3-galaktozid

malvidin-3-arabinozid @
malvidin-3,5-diglikozid

o @
/1 @ SN

NTVGVGVNOVNGVNGR
iNOS
IL-1
IL6 —» YANGI
TNF-a
*RE COX-2
* SOD
CAT
GPx
HO-1

Sekil 2.8. Malvidin ve glikozidlerinin antiinflamatuar ve antioksidan mekanizmalari
(Merecz-Sadowska ve ark., 2023).

Uziim (Vitis vinifera L.) fenolik asitler, stilbenler (resveratrol), antosiyaninler
ve proantosiyanidinler olmak {izere fitokimyasallar acgisindan zengin bir meyvedir
(Afrin ve ark., 2016; Zunino ve ark., 2014). Uziimiin ve farkli 6ziitiiniin LPS kaynakli
strese karsi etkinligi, farkl in vitro ve in vivo modellerde arastirilmistir (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). Uziim ¢ekirdegi prosiyanidin 6ziitii (GSPE), RAW
makrofajlarinda LPS ile indiiklenen inflamatuar stresi, proinflamatuar sitokin
ekspresyonunu, NO {iretimini, NF-kB ve MAPK sinyal yolu aktivasyonunu etkili bir
sekilde engelledigi vurgulanmistir (Bak ve ark., 2013). Makrofajlarda ve mikroglia
hiicrelerinde GSPE, LPS kaynakli strese karsi koruyucu etki gosterdigi ve LPS'nin
neden oldugu TLR-4 aktivasyonunu azalttig1 tespit edilmistir (Kim ve ark., 2018).
Benzer sonuglar, LPS ile indiiklenen sigan Kupffer hiicrelerinde ve insan yumurtalik
kanseri hiicrelerinde GSPE’nin, protein kinaz B (AKT)/NF-xB ve MAPK/ERK
yolaklarini engelledigi vurgulanmistir (Jiang ve ark., 2017; Zhao ve ark., 2013). Ayrica
yapilan baska calismalarda siganlara c¢esitli dozlarda uygulanan GSPE’nin, iNOS
ekspresyonu ile yangisal sitokin iiretimini inhibe ederek LPS kaynakli yangiy1 etkili
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bir sekilde azalttig1 belirtilmistir (Gil-Cardoso ve ark., 2019; Pallares ve ark., 2013).
Decendit ve ark. (2013), saflastirilmis tiziimden elde edilen bilesik olan malvidin-3-O-
B glukozitinin (MalPg), hiicrelerin hayatta kalma, proliferasyon ve makrofajlarin
aktivasyonunu inhibe etme yeteneklerini hem in vitro hem de in vivo olarak
arastirmiglardir. Arastirmacilar insan periferal kan mononiikleer hiicreleri (PBMC)
tizerine uyguladiklar1 MalBg’nin, aktif makrofajlardan TNFa, IL-1, IL-6 ile NO
saliverilmesini azalttigini bildirmislerdir. Ayrica sican artrit modelinde MalBg’nin
makrofajlarin inflamatuar yanitini da inhibe ettigini aragtirmislardir. Malg’nin, hem
terapotik hem de Onleyici seviyelerde artrit modelinde penge skorlarini ve yangiyi
onemli 6l¢iide azalttigini belirtmislerdir. Bu veriler dogrultusunda MalBg'nin, in vitro

ve in vivo olarak gii¢lii bir antiinflamatuar ajan oldugunu bildirilmistir.

Yaban mersini (Vaccinium myrtillus L. ve Vaccinium corymbosum L.),
Ericaceae ailesine ait olan ve yiizyillardir halk hekimliginde kullanilan, zor biiyiiyen,
keskin tadi olan bir meyvedir. Avrupa ve Kuzey Amerika'da bulunmus ve ¢esitli
patofizyolojik kosullar iizerinde koruyucu etkilere sahip olan antosiyaninlerin ve
fenolik bilesiklerin kaynagi olarak kapsamli bir sekilde ¢alisilmaktadir (Afrin ve ark.,
2016). Buna ragmen bugiine kadar bu meyvenin LPS aracili inflamatuar durumlarda
roliinii aragtiran ¢ok az ¢alisma vardir. Yaban mersini 6zlerinin fare modellerinde, NO
iretimini azaltarak ve yangiy1 baskilayarak, LPS'nin neden oldugu karaciger ve goz
hasarlarii onledigi bildirilmistir (Reyes-Farias ve ark., 2015; Xie ve ark., 2011).
Ayrica LPS uygulanan sican modelinde yaban mersini takviyesinin, renal glomeriiler
filtrasyon hizim1 artirdigi, damar direncini ve ROS iiretimini diisiirdigi tespit
edilmistir (Nair ve ark., 2014). Yapilan baska bir calismada Nrf2 ve Nrf2 nakavt
farelerinden izole edilen kemik iliginden hazirlanan makrofajlarda yaban mersini
antosiyanin Oziitlerinin NO {iretimini ve iNOS, COX-2, TNF-a ekspresyonlarini
onemli Olcilide azalttig1 belirlenmistir (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).

Vaskiiler inflamatuar yanitlar, ateroskleroz ve kanser dahil bir¢ok hastalikta rol
oynayan endotel bozukluklarin temelidir. Malvidinin (1,10,50 ve 100 uM) endotel
hiicrelerinde inflamatuar yaniti diizenleme iizerindeki etkilerinin ve molekiiler

mekanizmalariin arastirildigt ¢alismada TNF-0, monosit kemotaktik protein-1
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(MCP-1), hiicreler aras1 adhezyon molekiilii-1 (ICAM-1) ve vaskiiler hiicre adezyon
protein molekiiliinii ve mRNA diizeylerini 6nemli 6l¢iide artirdigi bildirilmistir. Buna
karsin malvidin uygulamasi, TNF-a ile indiiklenen MCP-1, ICAM-1 ve VCAM-1
artislarin1  konsantrasyona bagli bir sekilde inhibe ettigi belirtilmistir. Ayrica
malvidinin inhibitér kappa B alfa'nin (IkBa) bozulmasmni ve p65'in nikleer
translokasyonunu inhibe ederek antiinflamatuar etki gosterdigi tespit edilmistir
(Huang ve ark., 2014). Huang ve ark. (2018), Vaccinium ashei' de bulunan malvidin
ve glikozidlerinin (Mv3-glc ve malvidin-3-galaktozid) TNF-o uygulanan endotel
hiicreleri iizerindeki koruyucu etkilerini arastirmiglardir. Arastirmacilar malvidin ve
malvidin glikozidlerinin monosit kemotaktik protein-1, hiicreler arasi yapigma
molekiilii-1, vaskiiler hiicre yapisma molekiilii-1 ve anjiyotensin I-doniistiiriici enzim
ekspresyonlarin1 inhibe ettigini belirtmislerdir. Ayrica Bastin ve ark. (2020),
malvidinin periferik kan mononiikleer hiicresi iizerinde LPS’nin neden oldugu
inflamatuar reaksiyonlar1 6nlemedeki etkisini arastirmislardir. Arastirmacilar LPS ile
indiiklenen PBMC’lerde malvidin 6n uygulamasinin IL-6, TNF-a, IL-1B, COX-2 ve
mRNA ekspresyonlarini 6nemli Ol¢iide azalttigini bildirmislerdir. Ayrica LPS
kaynakli yangiya kars1 malvidinin, NO ve MDA diizeylerinde diisiise, SOD ve GPx

aktivitelerinde artisa yol acarak koruyucu etki gosterdigini vurgulamislardir.

2.2.1.5. Malvidinin Antikanserojen Etkileri

Kanser, tan1 ve tedavide modern terapdtik ilerlemelere ragmen diinya ¢apinda
en Onde gelen Olim nedeni olmaya devam etmektedir. Hem gelismis hem de
gelismekte olan iilkelerde kanser goriilme sikliginin siirekli artmakta oldugu
bildirilmistir (Antika ve Dewi, 2020). Kanser, kontrolsiiz hiicre cogalmasi, morfolojik
hiicre transformasyonu, apoptozun diizenlenmesi, invazyon, anjiyogenez ve metastaz
stireclerini iceren bir hastaliktir (Bhui ve ark., 2009). Kanser goriilme siklig1 teshis
araclarinda, tedavi yontemlerinde ve kanser farkindalik programlarinda ilerleme
kaydedilse bile siirekli artmaya devam etmektedir. Akciger, meme ve kolorektal
kanserler en yaygin goriilen kanser tiirleridir (Ferlay ve ark., 2015). Cerrahi operasyon,
radyasyon tedavisi, immiinoterapi, kemoterapi ve hedefe yonelik tedavi gibi farkl
yontemler kanserle miicadelede kullanilmaktadir (Kashyap ve ark., 2019). Bu tedavi

yontemleri kanser hiicrelerini yok ederken saglikli hiicrelere zarar vermekte ve canli
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viicudunda ciddi yan etkilere neden olmaktadir. Bu olumsuz etki nedeniyle kanserin
onlenmesi ve hastaligin tedavisi sirasinda tedavinin sebep oldugu yan etkilerin en aza
indirilmesi i¢in ¢esitli antioksidan maddelerin kullanimi yayginlasmistir (Giindogdu

ve Akbulut, 2019).

Kanser aragtirmalarindaki gelismeler, apoptozun gergeklestirilmesi yoluyla
kanser hiicrelerinin kacis davranigini durduran yeni ilaglarin gelistirilmesine
odaklanmaktadir. Bu baglamda, mevcut ilaglarin kombinasyonu ile yeni apoptotik
indiikleyiciler veya duyarlilastiricilar kullanilmistir. Apoptozu tetikleyen yollardaki
kusurlar sonucta neoplastik hiicrelerin ¢ogalmasina yol agabilir. Apoptoz direnci,
sonucta timor olusumuna yol acan anormal hiicre ¢ogalmasini uyarir ve aktif kanser
tedavisinin Oniinde Onemli bir engel olusturur (Plati ve ark. 2011). Kanser
hiicrelerinde apoptozun indiiklenmesi ve normal hiicrelerin es zamanli 6liimiiniin
sinirlandirilmasi, kanser tedavisinin temel amacidir (Gerl ve Vaux, 2005). Bazi
proteinlerin hiicrede pro- ve anti-apoptotik aktivite gosterdigi arastirilmistir ve bu
proteinlerin orani hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Benzer sekilde kanser gen terapisi veya immiinoterapide kanser apoptozunun
indiiklenmesi ana yaklagimlar arasindadir. Apoptotik indiikleyici, araci veya yiiriitiicii
gen, endojen karsiliginin eksikligini tersine ¢evirmek i¢in rutin olarak kanser
hiicrelerine dahil edilir. Kemoterapiye yanit olarak apoptozu tetikleyen olaylar
dizisinin ve apoptoz siirecinin islevsizliginin anlasilmasi, kansere karsi molekiiler
hedefli spesifik tedavilerin gelistirilmesine yonelik yeni, etkili terapotik yaklasima

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

Arastirmacilar antosiyaninlerin kanser hiicrelerinde antioksidan enzim
aktivitesini arttirirsa bunun kanser hiicreleri i¢in koruyucu bir etki olup olmayacagini
veya apoptozu Onleyip engellemeyecegini ve dolayisiyla viicut i¢in olumsuz bir etki
olup olmayacagini belirlemenin 6nemli olacagini diisiinmiislerdir (Bagchi ve ark.,
2004; Huang ve ark., 2006; Nagase ve ark., 1998). Antosiyanin oOziitleri anti-
anjiyojenik etkileri ve ¢oklu kanser hiicresi tiplerinde istilay1 inhibe etme yetenekleri
acisindan degerlendirilmistir. Antosiyaninler, endotel hiicreleri, insan oral skuamoz
hiicre karsinomu ve fare epidermal JB6 hiicreleri kullanilarak arastirilmistir (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 hiicrelerine siyah
ahududulardan elde ettikleri antosiyaninleri uygulamislar ve fosfoinosit 3-kinaz
(PI3K)/Akt/AP-1 yolaginin inhibisyonu yoluyla vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
(VEGF) ekspresyonunun azaldigini bildirmislerdir. Baska bir calismada da hidrojen
peroksit (H202) ve TNF-a ile indiiklenen epidermal keratinositlerde antosiyaninlerin,
VEGF ekspresyonunu inhibe ederek anjiyogenezi baskiladigi ve endotel hiicrelerinde
VEGF ve VEGF reseptor ekspresyonunu azaltarak etki gosterdigi tespit edilmistir
(Nagase ve ark., 1998). Boateng ve ark. (2007), siganlarda azoksimetan ile kolon
kanserini indiiklemisler, daha sonra toplam diyetlerinin %35'ine yaban mersini
uygulamislardir ve siganlarin karacigerlerinde GST aktivitesinde artis oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica Reen ve ark. (2006), sicanlarin yemlerine %5 ve %10
kurutulmus siyah ahududu ilave ettikleri benzer bir calismada GST aktivitesinde
Onemli bir artig tespit etmislerdir. Antioksidan enzimlerin aktivitelerindeki artig
hiicreleri apoptozdan korumaktadir (Prior ve Wu, 2006; Shih ve ark., 2007). Shih ve
ark. (2007), 50 umol/L diizeyinde 10 farkli antosiyaninin GST, GR, GPx aktiviteleri
ile apoptoz iizerindeki etkilerini incelemislerdir. Arastirmacilar tiim antosiyaninlerin
GST, GR, GPx aktivitelerini artirdiklarin1 ve apoptozu azalttifint belirtmislerdir.
Yaban mersini antosiyaninlerinden malvidinin in vitro olarak kolon kanseri modelinde
arastirilmis ve malvidinin GST, GR ve GPx aktivitelerini kullanilan doza bagl olarak
artirdigr tespit edilmistir (Prior ve Wu, 2006). Kolorektal karsinom, tiim diinyada en
sik saptanan kanserlerden biridir. Terap6tik ve cerrahi miidahalelerdeki ilerlemelere
ragmen daha giivenli ve daha etkili terapdtik modellerin arastirilmasina ihtiyag¢ vardir
(Bagchi ve ark., 2004). Xu ve ark. (2018), malvidinin insan kolorektal HCT-116
kanserine ve FR-2 normal insan hiicre hatlarina karsi antikanser aktivitesini
degerlendirmislerdir. Arastirmacilar, malvidinin, normal insan FR-2 hiicre hattina
karst 65 uM'lik maksimum inhibisyon konsantrasyonuna (ICso) kiyasla kolorektal
kanser HCT-116 hiicre hattina karst 15 pM'lik bir ICso sergiledigini ortaya
koymuslardir. Malvidinin, koloni olusumunu 6nemli 6l¢iide inhibe ettigini ve HTC-
116 hiicrelerinde apoptozu tetikledigini bildirmislerdir. Malvidinin kolorektal kanser
hiicrelerine karst o6nemli bir antikanser aktivite sergiledigini ve kanser

kemoterapisinde 6nemli bir 6ncii molekiil oldugunu belirtmislerdir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Geregler
3.1.1. Kullanilan Hayvan Materyali

Arastirma Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Rektorliigii Hayvan
Deneyleri  Yerel Etik Kurulu'nun (16.03.2022/868-20.12.2023/1233) onay1
dogrultusunda gerceklestirildi. Arastirmada hayvan materyali olarak kullanilan fareler
Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Deneysel
Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Arastirmada yaklagik 25-30 g agirliginda 10-12
haftalik CD-1 cinsi erkek fare kullanildi. Farelere maddeler uygulanmadan 1 hafta
once ortama adaptasyonlar1 saglandi. Bu arastirmada kontrol, fipronil, malvidin ve
malvidin ile fipronilin birlikte verildigi olmak {izere toplam 4 grup olusturuldu. Her
bir grupta 12 adet olmak iizere toplam 48 adet erkek fare kullanildi (Tablo 3.1).
Gruplarin belirlenmesinde Basit Rasgele Ornekleme Yontemi ile Tek Korlii Deneme
(Single Blind) Yontemi kullanildi. G-Power 3.1.9.7. program ile gii¢ analizi yapild;
alfa=0.05, gli¢=0.80, etki biiyiikliigi=0.5 ve grup sayisi=4 degerleri i¢in gerekli olan
toplam Orneklem sayis1 48 olarak bulundu. Hayvanlar 12 saat 1sik/karanlik siklusu
ayarlanabilir odalarda uygun nem (%355-65 nem) ve sicaklik (21-23 °C) kosullarinda
bakildi. Tiim hayvanlara ad libitum pelet yem ve su verildi. Deneme siiresi boyunca
hayvanlara %24 ham protein, %6,19 ham seliiloz ve 3.100 kcal’kg metabolik enerji

iceren fare pelet yemi kullanildi.

Tablo 3.1. Arastirmada kullanilan hayvan gruplarina verilen maddeler ve verildigi
giinler (n:12).

Deney Gruplar1  Verilen maddeler-Verildigi giinler

Kontrol % 0,1’lik DMSO igeren fizyolojik NaCl gavajla -14 giin

FPN 5 mg/kg/c.a/giin fipronil gavajla -14 giin

MLV 5 mg/kg/c.a/giin malvidin hidrokloriir (% 0,1’lik DMSO igeren
fizyolojik NaCl i¢inde ¢6zdiirtildii) gavajla -14 giin

MLV+FPN Malvidin hidrokloriir (5 mg/kg/c.a/glin gavajla), fipronil (5
mg/kg/c.a/glin gavajla) uygulamasindan 2 saat 6nce verildi -14
giin

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) yaptiklar1 aragtirmalardan yararlanilarak belirlendi. Proje
onerisinde fipronilin 10 mg/kg c.a dozunda kullanilacag belirtilmisti fakat yapilan 6n
calisma sonucunda hayvanlar iizerinde asir1 toksik etkiden/6liimden dolayi literatiir
bilgileri dogrultusunda doz degisikligi yapilmistir. Malvidin %0, 1’lik dimetil siilfoksit
(DMSO) igeren fizyolojik NaCl i¢inde ¢ozdiiriilmiistlir. Fipronil i¢in ticari preparat
kullanilmistir. Calisma 15. giinde sonlandirildi. Hayvanlarin tamami ketamin (90
mg/kg periton i¢i) ve ksilazin (10 mg/kg periton i¢i) ile anesteziye alinarak kalpten
kan alma islemi gergeklestirildi ve hayvanlar anestezi altindayken servikal dislokasyon

yontemi ile 6tenazi edildi. Kan ve doku (karaciger, bobrek ve beyin) 6rnekleri alindi.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

Arastirmada kullanilan cihaz ve gerecler Tablo 3.2°de, kimyasallar da Tablo

3.3’te verilmistir.

Tablo 3.2. Arastirmada kullanilan cihaz ve geregler.

Kullanilan Cihaz/Gere¢ Marka ve Kodu

ELISA okuyucu
Hassas terazi
Homojenizator
Isik mikroskobu
Kamera

Magnetik karigtirict
Mikrotom
Otoanalizor
Ototeknikon

pH metre
Sogutmali santrifiij
Vorteks

ELx800-Biotek
Shimadzu-BX 4200H
IKA-T18 digital ULTRA TURRAX
Olympus-CX21
Olymus-DP26
IKA-RH Basic 2
Leica-2155 rotary
GesanChem-200
Leica-SP300S
Metrohm-704
Eppendorf-5810R
Yellowline-TTS2
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Tablo 3.3. Arastirmada kullanilan kimyasal maddeler.

Kullanilan Kimyasallar Marka ve Kodu
8-hidroksideoksiguanozin ELISA kiti BLS-7861Ge-Bostonchem
Bakar siilfat Aldrich-451657

Dimetil siilfoksit 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
Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz 2 ELISA kiti BLS-1504Mo-Bostonchem
Interlokin 1 B ELISA kiti BLS-1271Mo-Bostonchem
Katalaz ELISA kiti BLS-6301Mo-Bostonchem
Ketamin Vetaketam

Ksilazin Vetaxyl

Malondialdehid ELISA kiti BLS-8658Mo-Bostonchem
Malvidin Cayman-19752

Niikleer Faktor Kappa B2 ELISA kiti BLS-2209Mo-Bostonchem
Niikleer Faktor Eritroid 2 ile ilgili Faktor-2 ELISA kiti BLS-8104Mo-Bostonchem
Potasyum sodyum tartarat Merck 108087

Potasyum dihidrojen fosfat Merck 104873
Siklooksijenaz 2 ELISA kiti BLS-7630Mo-Bostonchem
Sodyum kloriir Merck-106400

Sodyum hidroksit Merck 106482

Sodyum bikarbonat Merck-1613655

Stiperoksit dismutaz ELISA kiti BLS-8749Mo-Bostonchem
Timor nekroz faktor oo ELISA kiti BLS-1387Mo-Bostonchem

3.2. Yontemler

3.2.1. Kan ve Doku Analizleri

Kanlar direkt olarak tiiplere alind1 ve 4000 devirde 10 dakika santrifiij edilerek;

serum AST, ALT, kreatinin ve BUN degerleri otoanalizor ile 6lgtldii.

3.2.2. Karaciger, Bobrek ve Beyin Dokularimin Homojenizasyonu ve

Homojenatin Hazirlanmasi

Dokular 6ncelikli olarak % 0,9’luk tuzlu su ile yikandi. Sonra dokular kitlerde
belirtilen 0,01 M pH: 7.4 fosfat tampon ¢6zeltisi (1 g doku/9 ml PBS, 1:10 sulandirild1)
ile homojenize edildi. Homojenat daha sonra 15000 devirde 45 dakika (4°C) santrifiij
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edilerek siipernatantlar elde edildi. Ornekler analizleri yapilincaya kadar -20 °C’de

saklandi.

Doku homojenat 6rneklerinde SOD, CAT, GPx1, iNOS2, COX-2 ve TNF-a
etkinligi ile GSH, MDA, Nrf2, NF-xB2, IL-1pB ve 8-OHdG diizeyleri dl¢iildii.

3.2.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Analizi

Doku homojenat drneklerindeki SOD etkinligi ticari kit (BLS-8749Mo ELISA
Kiti, Bostonchem) kullanilarak yapildi. Analiz kitte belirtilen prosediire gore yapildi.
Yontemin duyarhiligr 1,39 U/L’dir. Tespit edilebilir aralig1 ise 3,13-200 U/L’dir.
Analize baglamadan 6nce yikama soliisyonu, 25 kat sulandirildi (20 ml konsantre

yikama soliisyonu + 480 ml deiyonize su).

Standartlarin hazirlanmasi asagidaki sekilde yapildi:

- Diliisyon i¢in toplamda 7 tiip kullanildu.

- Her bir tiipe 500 pl standart sulandirma ¢ozeltisi eklendi.

- Konsantre standart soliisyonundan (200 U/L) 1. tiipe 500 ul eklendi ve karistirildi
(100 U/L).

- 2.tiipe 1. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (50 U/L).

- 3. tlipe 2. tipten 500 pul eklendi ve karistirildi (25 U/L).

- 4. tiipe 3. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (12,5 U/L).

- 5. tiipe 4. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (6,25 U/L).

- 6.tiipe 5. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (3,13 U/L).
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Sekil 3.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) standart grafigi.

Biotinlenmis antikor ve streptoavidin-HRP 100 kat sirasiyla biotinlenmis
antikor sulandirma ve HRP sulandirma ¢ozeltisi ile seyreltildi. Standartlardan (7
standart), blankten ve doku homojenat 6rneklerinden antikor kapli mikropleyte 100 ul
ilave edildi. Mikropleytin tstii kapatilip 37 °C’de 80 dakika inkiibe edildi. Sonra
mikropleytteki icerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 3 kere yikandi. 100 pl dilue
edilmis biotinle isaretlenmis antikor soliisyonundan ilave edildi. Mikropleytin {istii
kapatilip 37 °C’de 50 dakika inkiibe edildi. Mikropleytteki i¢erikler dokiilerek yikama
sollisyonuyla 3 kere yikandi. Kuyucuklara 100 pl streptoavidin-HRP ilave edilerek
mikropleytin istii kapatildi ve 37 °C’de 50 dakika inkiibe edildi. Mikropleytteki
icerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 5 kere yikandi. Kuyucuklara 90 pul TMB
substrati ilave edilerek 37 °C’de 20 dakika inkiibe edildi. Sonra kuyucuklara 50 pul stop
soliisyonu ilave edilerek hemen 450 nm’de okundu. Elde edilen absorbans degerleri
ile standart grafik ¢izilerek konsantrasyon degerleri hesapland1 (Sekil 3.1). Olgiilen
SOD etkinligi homojenat 6rneklerinde U/mg protein olarak ifade edildi.

3.2.4. Katalaz (CAT) Analizi

Doku homojenat 6rneklerindeki CAT etkinligi ticari kit (BLS-6301Mo ELISA
Kiti, Bostonchem) kullanilarak yapildi. Analiz kitte belirtilen prosediire gore yapildu.
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Y 6ntemin duyarliligi 25,7 pg/mL’dir. Tespit edilebilir aralig1 ise 62,5-4000 pg/mL’dir.
Analize baglamadan once yikama soliisyonu, 25 kat sulandirildi (20 ml konsantre

yikama soliisyonu + 480 ml deiyonize su).

Standartlarin hazirlanmasi asagidaki sekilde yapildi:

- Diliisyon i¢in toplamda 7 tiip kullanildi.

- Her bir tiipe 500 pl standart sulandirma ¢ozeltisi eklendi.

- Konsantre standart soliisyonundan (4000 pg/mL) 1. tiipe 500 pl eklendi ve
karigtirildi (2000 pg/mL).

- 2. tiipe 1. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (1000 pg/mL).

- 3. tiipe 2. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (500 pg/mL).

- 4. tiipe 3. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (250 pg/mL).

- 5. tlipe 4. tlipten 500 pl eklendi ve karistirildi (125 pg/mL).

- O.tiipe 5. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (62,5 pg/mL).

Biotinlenmis antikor ve streptoavidin-HRP 100 kat sirasiyla biotinlenmis

antikor sulandirma ve HRP sulandirma ¢6zeltisi ile seyreltildi.

Standartlardan (7 standart), blankten ve doku homojenat 6rneklerinden antikor
kapli mikropleyte 100 pl ilave edildi. Mikropleytin iistii kapatilip 37 °C’de 80 dakika
inkiibe edildi. Sonra mikropleytteki icerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 3 kere
yikandi. 100 pl dilue edilmis biotinle isaretlenmis antikor soliisyonundan ilave edildi.
Mikropleytin iistii kapatilip 37 °C’de 50 dakika inkiibe edildi. Mikropleytteki igerikler
dokiilerek yikama soliisyonuyla 3 kere yikandi. Kuyucuklara 100 pl streptoavidin-
HRP ilave edilerek mikropleytin iistii kapatildi ve 37 °C’de 50 dakika inkiibe edildi.
Mikropleytteki icerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 5 kere yikandi. Kuyucuklara
90 ul TMB substrati ilave edilerek 37 °C’de 20 dakika inkiibe edildi. Sonra
kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu ilave edilerek hemen 450 nm’de okundu. Elde edilen
absorbans degerleri ile standart grafik cizilerek konsantrasyon degerleri hesaplandi
(Sekil 3.2). Olgiilen CAT etkinligi homojenat 6rneklerinde ng/mg protein olarak ifade
edildi.
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Sekil 3.2. Katalaz (CAT) standart grafigi.

3.2.5. Glutatyon Peroksidaz 1 (GPx1) Analizi

Doku homojenat 6rneklerindeki GPx1 etkinligi ticari kit (BLS-2688Mo ELISA
Kiti, Bostonchem) kullanilarak yapildi. Analiz kitte belirtilen prosediire gore yapildi.
Yontemin duyarliligi 0,132 ng/ml’dir. Tespit edilebilir aralig1 ise 0,32-20 ng/ml’dir.
Analize baglamadan 6nce yikama soliisyonu, 25 kat sulandirildi (20 ml konsantre

yikama soliisyonu + 480 ml deiyonize su).

Standartlarin hazirlanmasi asagidaki sekilde yapildi:

- Konsantre standart ¢ozeltisi dahil toplam 7 standart tiipti hazirlandi.

- Her bir tiipe 500 pl standart sulandirma ¢ozeltisi eklendi.

- Konsantre standart soliisyonundan (20 ng/ml) 1. tiipe 500 ul eklendi ve karigtirildi
(10 ng/ml).

- 2. tiipe 1. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (5 ng/ml).

- 3. tiipe 2. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (2,5 ng/ml).

- 4. tiipe 3. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (1,25 ng/ml).

- 5. tlipe 4. tlipten 500 pul eklendi ve karistirildi (0,63 ng/ml).

- O.tiipe 5. tiipten 500 pl eklendi ve karistirild (0,32 ng/ml).
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Biotinlenmis antikor ve streptoavidin-HRP 100 kat sirasiyla biotinlenmis

antikor sulandirma ve HRP sulandirma ¢ozeltisi ile seyreltildi.
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Sekil 3.3. Glutatyon peroksidaz 1 (GPx1) standart grafigi.

Standartlardan (7 standart), blankten ve doku homojenat 6rneklerinden antikor
kapli mikropleyte 100 pl ilave edildi. Mikropleytin iistii kapatilip 37 °C’de 80 dakika
inkiibe edildi. Sonra mikropleytteki icerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 3 kere
yikandi. Kuyucuklara 100 pl dilue edilmis biotinle isaretlenmis antikor soliisyonundan
ilave edildi. Mikropleytin tisti kapatilip 37 °C’de 50 dakika inkiibe edildi.
Mikropleytteki igerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 3 kere yikandi. Kuyucuklara
100 pl streptoavidin-HRP ilave edilerek mikropleytin tistii kapatildi ve 37 °C’de 50
dakika inkiibe edildi. Mikropleytteki icerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 5 kere
yikandi. Kuyucuklara 90 pl TMB substrati ilave edilerek 37 °C’de 20 dakika inkiibe
edildi. Sonra kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu ilave edilerek hemen 450 nm’de
okundu. Elde edilen absorbans degerleri ile standart grafik ¢izilerek konsantrasyon
degerleri hesapland1 (Sekil 3.3). Olgiilen GPx1 etkinligi homojenat &rneklerinde
ng/mg protein olarak ifade edildi.
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3.2.6. indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz 2 (iNOS2) Analizi

Doku homojenat Orneklerindeki iNOS2 etkinligi ticari kit (BLS-1504Mo
ELISA Kiti, Bostonchem) kullanilarak yapildi. Analiz kitte belirtilen prosediire gore
yapildi. Yontemin duyarhiligi 0,116 ng/mL’dir. Tespit edilebilir aralig1 ise 0,32-20
ng/mL’dir. Analize baglamadan 6nce yikama soliisyonu, 25 kat sulandirildi (20 ml

konsantre yikama soliisyonu + 480 ml deiyonize su).

Standartlarin hazirlanmasi asagidaki sekilde yapildi:

- Konsantre standart ¢ozeltisi dahil toplam 7 standart tiipii hazirlandi.

- Her bir tiipe 500 pl standart sulandirma ¢ozeltisi eklendi.

- Konsantre standart soliisyonundan (20 ng/mL) 1. tiipe 500 pl eklendi ve karistirildi
(10 ng/mL).

- 2.tiipe 1. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (5 ng/mL).

- 3. tlipe 2. tlipten 500 pul eklendi ve karistirildi (2,5 ng/mL).

- 4. tiipe 3. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (1,25 ng/mL).

- 5. tiipe 4. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (0,63 ng/mL).

- 6.tlipe 5. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (0,32 ng/mL).

Biotinlenmis antikor ve streptoavidin-HRP 100 kat sirasiyla biotinlenmis

antikor sulandirma ve HRP sulandirma ¢ozeltisi ile seyreltildi.

Standartlardan (7 standart), blankten ve doku homojenat 6rneklerinden antikor
kapli mikropleyte 100 pl ilave edildi. Mikropleytin {istii kapatilip 37 °C’de 80 dakika
inkiibe edildi. Sonra mikropleytteki icerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 3 kere
yikandi. Kuyucuklara 100 pl dilue edilmis biotinle isaretlenmis antikor soliisyonundan
ilave edildi. Mikropleytin tisti kapatilip 37 °C’de 50 dakika inkiibe edildi.
Mikropleytteki icerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 3 kere yikandi. Kuyucuklara
100 pl streptoavidin-HRP ilave edilerek mikropleytin tistii kapatildi ve 37 °C’de 50
dakika inkiibe edildi. Mikropleytteki igerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 5 kere
yikandi. Kuyucuklara 90 pl TMB substrati ilave edilerek 37 °C’de 20 dakika inkiibe

edildi. Sonra kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu ilave edilerek hemen 450 nm’de
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okundu. Elde edilen absorbans degerleri ile standart grafik ¢izilerek konsantrasyon
degerleri hesaplandi (Sekil 3.4). Olgiilen iNOS2 etkinligi homojenat &rneklerinde

ng/mg protein olarak ifade edildi.
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Sekil 3.4. Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz 2 (iNOS2) standart grafigi.

3.2.7. Siklooksijenaz 2 (COX-2) Analizi

Doku homojenat Orneklerindeki COX-2 etkinligi ticari kit (BLS-7630Mo
ELISA Kiti, Bostonchem) kullanilarak yapildi. Analiz kitte belirtilen prosediire gore
yapildi. Yontemin duyarliligr 0,114 ng/mL’dir. Tespit edilebilir aralig1 ise 0,32-20
ng/mL’dir. Analize baslamadan 6nce yikama soliisyonu, 25 kat sulandirildi (20 ml

konsantre yikama soliisyonu + 480 ml deiyonize su).
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Sekil 3.5. Siklooksijenaz 2 (COX-2) standart grafigi.

Standartlardan (7 standart), blankten ve doku homojenat 6rneklerinden antikor
kapli mikropleyte 100 pl ilave edildi. Mikropleytin {istii kapatilip 37 °C’de 80 dakika
inkiibe edildi. Sonra mikropleytteki icerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 3 kere
yikandi. Kuyucuklara 100 pl dilue edilmis biotinle isaretlenmis antikor soliisyonundan
ilave edildi. Mikropleytin {sti kapatilip 37 °C’de 50 dakika inkiibe edildi.
Mikropleytteki icerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 3 kere yikandi. Kuyucuklara
100 pl streptoavidin-HRP ilave edilerek mikropleytin iistii kapatildi ve 37 °C’de 50
dakika inkiibe edildi. Mikropleytteki igerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 5 kere
yikandi. Kuyucuklara 90 ul TMB substrati ilave edilerek 37 °C’de 20 dakika inkiibe
edildi. Sonra kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu ilave edilerek hemen 450 nm’de
okundu. Elde edilen absorbans degerleri ile standart grafik cizilerek konsantrasyon
degerleri hesapland1 (Sekil 3.5). Olgiilen COX-2 etkinligi homojenat drneklerinde
ng/mg protein olarak ifade edildi.

3.2.8. Tiimor Nekroz Faktor a (TNF-a) Analizi

Doku homojenat orneklerindeki TNF-a etkinligi ticari kit (BLS-1387Mo
ELISA Kiti, Bostonchem) kullanilarak yapildi. Analiz kitte belirtilen prosediire gore
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yapildi. Yontemin duyarlilign 6,1 pg/mL’dir. Tespit edilebilir araligr ise 15,63-1000
pg/mL’dir.

Analize baslamadan once yikama soliisyonu, 25 kat sulandirildi (20 ml

konsantre yikama soliisyonu + 480 ml deiyonize su).

Standartlarin hazirlanmasi agsagidaki sekilde yapildi:

- Konsantre standart ¢ozeltisi dahil toplam 7 standart tiipii hazirlandi.

- Her bir tiipe 500 pl standart sulandirma ¢ozeltisi eklendi.

- Konsantre standart soliisyonundan (1000 pg/mL) 1. tiipe 500 pl eklendi ve
karigtirildi (500 pg/mL).

- 2. tiipe 1. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (250 pg/mL).

- 3. tiipe 2. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildl (125 pg/mL).

- 4. tiipe 3. tlipten 500 pl eklendi ve karistirildi (62,5 pg/mL).

- 5. tlipe 4. tlipten 500 pul eklendi ve karistirildi (31,25 pg/mL).

- O.tiipe 5. tiipten 500 pl eklendi ve karigtirildi (15,63 pg/mL).

Biotinlenmis antikor ve streptoavidin-HRP 100 kat sirasiyla biotinlenmis

antikor sulandirma ve HRP sulandirma ¢6zeltisi ile seyreltildi.
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Sekil 3.6. Tiimor nekroz faktor-o (TNF-a) standart grafigi.
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Standartlardan (7 standart), blankten ve doku homojenat 6rneklerinden antikor
kapli mikropleyte 100 pl ilave edildi. Mikropleytin iistii kapatilip 37 °C’de 80 dakika
inkiibe edildi. Sonra mikropleytteki icerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 3 kere
yikandi. Kuyucuklara 100 pl dilue edilmis biotinle isaretlenmis antikor soliisyonundan
ilave edildi. Mikropleytin {stii kapatilip 37 °C’de 50 dakika inkiibe edildi.
Mikropleytteki igerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 3 kere yikandi. Kuyucuklara
100 pl streptoavidin-HRP ilave edilerek mikropleytin iistii kapatildi ve 37 °C’de 50
dakika inkiibe edildi. Mikropleytteki icerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 5 kere
yikandi. Kuyucuklara 90 ul TMB substrati ilave edilerek 37 °C’de 20 dakika inkiibe
edildi. Sonra kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu ilave edilerek hemen 450 nm’de
okundu. Elde edilen absorbans degerleri ile standart grafik cizilerek konsantrasyon
degerleri hesaplandi1 (Sekil 3.6). Olgiilen TNF-a etkinligi homojenat drneklerinde
ng/mg protein olarak ifade edildi.

3.2.9. Glutatyon (GSH) Analizi

Doku homojenat 6rneklerindeki GSH etkinligi ticari kit (BLS-8571Mo ELISA
Kiti, Bostonchem) kullanilarak yapildi. Analiz kitte belirtilen prosediire gore yapildi.
Yontemin duyarliligi 0,48 ng/mL’dir. Tespit edilebilir arali1 ise 1,57-100 ng/mL’dir.
Analize baglamadan 6nce yikama soliisyonu, 25 kat sulandirildi (20 ml konsantre

yikama soliisyonu + 480 ml deiyonize su).

Standartlarin hazirlanmasi asagidaki sekilde yapildi:

- Konsantre standart ¢ozeltisi dahil toplam 7 standart tiipti hazirlandi.

- Her bir tiipe 500 pl standart sulandirma ¢ozeltisi eklendi.

- Konsantre standart soliisyonundan (100 ng/mL) 1. tiipe 500 ul eklendi ve
karistirildi (50 ng/mL).

- 2. tlipe 1. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (25 ng/mL).

- 3. tiipe 2. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (12,5 ng/mL).

- 4. tiipe 3. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (6,25 ng/mL).

- 5. tiipe 4. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (3,13 ng/mL).

- O.tiipe 5. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (1,57 ng/mL).
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Biotinlenmis antikor ve streptoavidin-HRP 100 kat sirasiyla biotinlenmis

antikor sulandirma ve HRP sulandirma ¢ozeltisi ile seyreltildi.
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Sekil 3.7. Glutatyon (GSH) standart grafigi.

Standartlardan (7 standart), blankten ve doku homojenat 6rneklerinden antikor
kapli mikropleyte 50 pl ilave edildi. Kuyucuklara 50 pl biotinle igsaretlenmis konjugat
soliisyonundan ilave edilerek mikropleytin iistii kapatilip 37 °C’de 60 dakika inkiibe
edildi. Sonra mikropleytteki igerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 3 kere yikandi.
Kuyucuklara 100 pl streptoavidin-HRP ilave edildi. Mikropleytin iistii kapatilip 37
°C’de 60 dakika inkiibe edildi. Mikropleytteki igerikler dokiilerek yikama
soliisyonuyla 5 kere yikandi. Kuyucuklara 90 ul TMB substrati ilave edilerek 37 °C’de
20 dakika inkiibe edildi. Sonra kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu ilave edilerek hemen
450 nm’de okundu. Elde edilen absorbans degerleri ile standart grafik cizilerek
konsantrasyon degerleri hesapland1 (Sekil 3.7). Olgiilen GSH etkinligi homojenat

orneklerinde ng/mg protein olarak ifade edildi.
3.2.10. Malondialdehid (MDA) Analizi

Doku homojenat 6rneklerindeki MDA diizeyi ticari kit (BLS-8658 Mo ELISA
Kiti, Bostonchem) kullanilarak yapildi. Analiz kitte belirtilen prosediire gore yapildi.
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Yontemin duyarliligi 5,39 pg/mL’dir. Tespit edilebilir araligi ise 15,63-1000
pg/mL’dir. Analize baglamadan 6nce yikama soliisyonu, 25 kat sulandirild1 (20 ml

konsantre yikama soliisyonu + 480 ml deiyonize su).

Standartlarin hazirlanmasi asagidaki sekilde yapildi:

- Konsantre standart ¢ozeltisi dahil toplam 7 standart tiipii hazirlandi.

- Her bir tiipe 500 pl standart sulandirma ¢ozeltisi eklendi.

- Konsantre standart soliisyonundan (1000 pg/mL) 1. tiipe 500 pl eklendi ve
karistirildi (500 pg/mL).

- 2. tiipe 1. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (250 pg/mL).

- 3. tiipe 2. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (125 pg/mL).

- 4. tiipe 3. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (62,5 pg/mL).

- 5. tlipe 4. tlipten 500 pul eklendi ve karistirildi (31,25 pg/mL).

- O.tiipe 5. tiipten 500 pl eklendi ve karigtirildi (15,63 pg/mL).

Biotinlenmis antikor ve streptoavidin-HRP 100 kat sirasiyla biotinlenmis

antikor sulandirma ve HRP sulandirma ¢6zeltisi ile seyreltildi.

1200
y =-7,2345x3 + 84,304x2 - 98,014x + 43,364
1000 R2=0,9974 e .
800

600

Absorbans

400

200

0 2 4 6 8
MDA standart konsantrasyonlar1 pg/ml

Sekil 3.8. Malondialdehid (MDA) standart grafigi.
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Standartlardan (7 standart), blankten ve doku homojenat 6rneklerinden antikor
kapli mikropleyte 50 pl ilave edildi. Kuyucuklara 50 pl biotinle igsaretlenmis konjugat
soliisyonundan ilave edilerek mikropleytin iistli kapatilip 37 °C’de 60 dakika inkiibe
edildi. Sonra mikropleytteki igerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 3 kere yikandi.
Kuyucuklara 100 pl streptoavidin-HRP ilave edildi. Mikropleytin iistii kapatilip 37
°C’de 60 dakika inkiibe edildi. Mikropleytteki igerikler dokiilerek yikama
sollisyonuyla 5 kere yikandi. Kuyucuklara 90 ul TMB substrati ilave edilerek 37 °C’de
20 dakika inkiibe edildi. Sonra kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu ilave edilerek hemen
450 nm’de okundu. Elde edilen absorbans degerleri ile standart grafik ¢izilerek
konsantrasyon degerleri hesapland1 (Sekil 3.8). Olgiilen MDA diizeyi homojenat

orneklerinde ng/mg protein olarak ifade edildi.

3.2.11. Niikleer Faktor Eritroid 2 ile Tlgili Faktor 2 (Nrf2) Analizi

Doku homojenat 6rneklerindeki Nrf2 etkinligi ticari kit (BLS-8104Mo ELISA
Kiti, Bostonchem) kullanilarak yapildi. Analiz kitte belirtilen prosediire gore yapildi.
Yontemin duyarliligi 5,7 pg/mL’dir. Tespit edilebilir araligi ise 15,63-1000 pg/mL°dir.
Analize baglamadan 6nce yikama sollisyonu, 25 kat sulandirildi (20 ml konsantre

yikama soliisyonu + 480 ml deiyonize su).

Standartlarin hazirlanmasi agagidaki sekilde yapildi:

- Konsantre standart ¢ozeltisi dahil toplam 7 standart tiipii hazirlandi.

- Her bir tiipe 500 pl standart sulandirma ¢ozeltisi eklendi.

- Konsantre standart soliisyonundan (1000 pg/mL) 1. tiipe 500 ul eklendi ve
karigtirildi (500 pg/mL).

- 2. tiipe 1. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (250 pg/mL).

- 3. tlipe 2. tipten 500 pul eklendi ve karistirildi (125 pg/mL).

- 4. tiipe 3. tlipten 500 pul eklendi ve karistirildi (62,5 pg/mL).

- 5. tlipe 4. tiipten 500 pul eklendi ve karistirildt (31,25 pg/mL).

- 6.tlipe 5. tiipten 500 pl eklendi ve kanistirildi (15,63 pg/mL).
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Biotinlenmis antikor ve streptoavidin-HRP 100 kat sirasiyla biotinlenmis

antikor sulandirma ve HRP sulandirma ¢ozeltisi ile seyreltildi.
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Sekil 3.9. Niikleer Faktor Eritroid 2 ile Tlgili Faktor 2 (Nrf2) standart grafigi.

Standartlardan (7 standart), blankten ve doku homojenat 6rneklerinden antikor
kapli mikropleyte 100 pl ilave edildi. Mikropleytin iistii kapatilip 37 °C’de 80 dakika
inkiibe edildi. Sonra mikropleytteki icerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 3 kere
yikandi. Kuyucuklara 100 pl dilue edilmis biotinle isaretlenmis antikor soliisyonundan
ilave edildi. Mikropleytin tisti kapatilip 37 °C’de 50 dakika inkiibe edildi.
Mikropleytteki igerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 3 kere yikandi. Kuyucuklara
100 ul streptoavidin-HRP ilave edilerek mikropleytin tistii kapatildi ve 37 °C’de 50
dakika inkiibe edildi. Mikropleytteki icerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 5 kere
yikandi. Kuyucuklara 90 pl TMB substrati ilave edilerek 37 °C’de 20 dakika inkiibe
edildi. Sonra kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu ilave edilerek hemen 450 nm’de
okundu. Elde edilen absorbans degerleri ile standart grafik ¢izilerek konsantrasyon
degerleri hesaplandi (Sekil 3.9). Olgiilen Nrf2 etkinligi homojenat 6rneklerinde ng/mg

protein olarak ifade edildi.
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3.2.12. Niikleer Faktor Kappa B2 (NF-kB2) Analizi

Doku homojenat drneklerindeki NF-kB2 etkinligi ticari kit (BLS-2209Mo
ELISA Kiti, Bostonchem) kullanilarak yapildi. Analiz kitte belirtilen prosediire gore
yapildi. Yontemin duyarhiligr 0,057 ng/mL’dir. Tespit edilebilir araligi ise 0,16-10
ng/mL’dir. Analize baslamadan 6nce yikama soliisyonu, 25 kat sulandirildi (20 ml
konsantre yikama soliisyonu + 480 ml deiyonize su). Standartlarin hazirlanmasi

asagidaki sekilde yapildi:

- Konsantre standart ¢ozeltisi dahil toplam 7 standart tiipli hazirlandi.

- Her bir tiipe 500 pl standart sulandirma ¢ozeltisi eklendi.

- Konsantre standart soliisyonundan (10 ng/mL) 1. tiipe 500 pl eklendi ve karistirildi
(5 ng/mL).

- 2.tiipe 1. tiipten 500 pl eklendi ve karistirild (2,5 ng/mL).

- 3. tiipe 2. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (1,25 ng/mL).

- 4. tiipe 3. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (0,63 ng/mL).

- 5. tiipe 4. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (0,32 ng/mL).

- O6.tiipe 5. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (0,16 ng/mL).

12
y = 195,94x3 - 40,443x2 + 7,3113x - 0,1137
10 R2=0,9957 .
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Sekil 3.10. Niikleer Faktor Kappa B2 (NF-kB2) standart grafigi.
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Biotinlenmis antikor ve streptoavidin-HRP 100 kat sirasiyla biotinlenmis

antikor sulandirma ve HRP sulandirma ¢ozeltisi ile seyreltildi.

Standartlardan (7 standart), blankten ve doku homojenat 6rneklerinden antikor
kapli mikropleyte 100 pl ilave edildi. Mikropleytin {istii kapatilip 37 °C’de 80 dakika
inkiibe edildi. Sonra mikropleytteki icerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 3 kere
yikandi. Kuyucuklara 100 pl dilue edilmis biotinle isaretlenmis antikor soliisyonundan
ilave edildi. Mikropleytin tisti kapatilip 37 °C’de 50 dakika inkiibe edildi.
Mikropleytteki icerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 3 kere yikandi. Kuyucuklara
100 pl streptoavidin-HRP ilave edilerek mikropleytin tistii kapatildi ve 37 °C’de 50
dakika inkiibe edildi. Mikropleytteki igerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 5 kere
yikandi. Kuyucuklara 90 pl TMB substrati ilave edilerek 37 °C’de 20 dakika inkiibe
edildi. Sonra kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu ilave edilerek hemen 450 nm’de
okundu. Elde edilen absorbans degerleri ile standart grafik ¢izilerek konsantrasyon
degerleri hesapland: (Sekil 3.10). Olgiilen NF-xB2 etkinligi homojenat drneklerinde
ng/mg protein olarak ifade edildi.

3.2.13. interlokin 1 p (IL-1B) Analizi

Doku homojenat 6rneklerindeki IL-1p diizeyi ticari kit (BLS-1271Mo ELISA
Kiti, Bostonchem) kullanilarak yapildi. Analiz kitte belirtilen prosediire gore yapildi.
Y 6ntemin duyarliligi 6,4 pg/mL’dir. Tespit edilebilir araligi ise 15,63-1000 pg/mL’dir.
Analize baglamadan 6nce yikama sollisyonu, 25 kat sulandirildi (20 ml konsantre

yikama soliisyonu + 480 ml deiyonize su).

Standartlarin hazirlanmasi agsagidaki sekilde yapildi:

- Konsantre standart ¢ozeltisi dahil toplam 7 standart tiipii hazirlandi.

- Her bir tiipe 500 pl standart sulandirma ¢ozeltisi eklendi.

- Konsantre standart soliisyonundan (1000 pg/mL) 1. tiipe 500 pl eklendi ve
karigtirild1 (500 pg/mL).

- 2. tiipe 1. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (250 pg/mL).

3. tlipe 2. tlipten 500 pl eklendi ve karistirildi (125 pg/mL).
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- 4. tilipe 3. tlipten 500 pl eklendi ve karistirild (62,5 pg/mL).
- 5. tlipe 4. tlipten 500 pl eklendi ve karistirildi (31,25 pg/mL).
- O.tiipe 5. tiipten 500 pl eklendi ve karigtirildi (15,63 pg/mL).

Biotinlenmis antikor ve streptoavidin-HRP 100 kat sirasiyla biotinlenmis

antikor sulandirma ve HRP sulandirma ¢6zeltisi ile seyreltildi.
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Sekil 3.11. interlokin 1B (IL-1p) standart grafigi.

Standartlardan (7 standart), blankten ve doku homojenat 6rneklerinden antikor
kapli mikropleyte 100 pl ilave edildi. Mikropleytin {istii kapatilip 37 °C’de 80 dakika
inkiibe edildi. Sonra mikropleytteki icerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 3 kere
yikandi. Kuyucuklara 100 pl dilue edilmis biotinle isaretlenmis antikor soliisyonundan
ilave edildi. Mikropleytin {sti kapatilip 37 °C’de 50 dakika inkiibe edildi.
Mikropleytteki icerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 3 kere yikandi. Kuyucuklara
100 pl streptoavidin-HRP ilave edilerek mikropleytin iistii kapatildi ve 37 °C’de 50
dakika inkiibe edildi. Mikropleytteki igerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 5 kere
yikandi. Kuyucuklara 90 pl TMB substrati ilave edilerek 37 °C’de 20 dakika inkiibe
edildi. Sonra kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu ilave edilerek hemen 450 nm’de

okundu. Elde edilen absorbans degerleri ile standart grafik cizilerek konsantrasyon
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degerleri hesaplandi (Sekil 3.11). Olgiilen IL-1p etkinligi homojenat &rneklerinde
ng/mg protein olarak ifade edildi.

3.2.14. 8-Hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) Analizi

Doku homojenat Orneklerindeki 8-OHdG diizeyi ticari kit (BLS-7861Ge
ELISA Kiti, Bostonchem) kullanilarak yapildi. Analiz kitte belirtilen prosediire gore
yapildi. Yontemin duyarliligi 26,29 pg/mL’dir. Tespit edilebilir aralig1 ise 93,75-6000
pg/mL’dir. Analize baglamadan 6nce yikama soliisyonu, 25 kat sulandirildi (20 ml

konsantre yikama soliisyonu + 480 ml deiyonize su).

7000 20,077x3 - 142,87x2 + 686,34x - 592,15
6000 R®=0,9957 »
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8-OHdG standart konsantrasyonlar1 pg/ml
Sekil 3.12. 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) standart grafigi.

Standartlarin hazirlanmasi agsagidaki sekilde yapildi:

- Konsantre standart ¢ozeltisi dahil toplam 7 standart tiipii hazirlandi.

- Her bir tiipe 500 pl standart sulandirma ¢ozeltisi eklendi.

- Konsantre standart soliisyonundan (6000 pg/mL) 1. tiipe 500 ul eklendi ve
karistirildi (3000 pg/mL).

2. tiipe 1. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (1500 pg/mL).

3. tlipe 2. tlipten 500 pl eklendi ve karistirildi (750 pg/mL).

4. tiipe 3. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (375 pg/mL).
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- 5. tlipe 4. tiipten 500 pul eklendi ve karistirildi (187,5 pg/mL).
- O.tiipe 5. tiipten 500 pl eklendi ve karigtirildi (93,75 pg/mL).

Biotinlenmis antikor ve streptoavidin-HRP 100 kat sirasiyla biotinlenmis
antikor sulandirma ve HRP sulandirma ¢ozeltisi ile seyreltildi. Standartlardan (7
standart), blankten ve doku homojenat 6rneklerinden antikor kapli mikropleyte 50 pl
ilave edildi. Kuyucuklara 50 pl biotinle isaretlenmis konjugat soliisyonundan ilave
edilerek mikropleytin {istii kapatilip 37 °C’de 60 dakika inkiibe edildi. Sonra
mikropleytteki icerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 3 kere yikandi. Kuyucuklara
100 pl streptoavidin-HRP ilave edildi. Mikropleytin iistii kapatilip 37 °C’de 60 dakika
inkiibe edildi. Mikropleytteki igerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 5 kere yikandi.
Kuyucuklara 90 ul TMB substrati ilave edilerek 37 °C’de 20 dakika inkiibe edildi.
Sonra kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu ilave edilerek hemen 450 nm’de okundu. Elde
edilen absorbans degerleri ile standart grafik cizilerek konsantrasyon degerleri
hesapland1 (Sekil 3.12). Olgiilen 8-OHdG diizeyi homojenat érneklerinde ng/mg

protein olarak ifade edildi.

3.2.15. Dokulardaki Total Protein Yogunlugu

Dokulardaki total protein yogunlugu Gornal ve ark. (1949) bildirdigi Bitiret
metoduna gore yapildi. Yontemin prensibi Biiiret ayracinda bulunan Cu™? nin
proteinlerin yapisindaki azot atomlari ile mavi renkli kompleks olusturmasi ve bu
kompleksin 540 nm’de absorbansinin Olgiilmesine dayanmaktadir. Analizde 1 ml
homojenat iizerine (kér i¢in 1 ml su iizerine) 4 ml Biliret ayirac1 (Na-K
tartarat+CuSQOs) karistirilarak oda sicakliginda 30 dakika bekletildi ve absorbans 540
nm’de spektrofotometrede okundu. Dokulardaki total protein miktar1 mg/ml olarak

ifade edildi.

3.2.16. Histopatoloji Yontemi

Aragtirmanin histopatolojik degerlendirme asamasi Burdur Mehmet Akif
Ersoy Universitesi Patoloji Anabilim Dali Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

Calisma sonunda tiim fareler derin anestezi altinda 6tenazi edildi. Nekropsi sirasinda
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toplanan karaciger, bobrek ve beyin dokusu ornekleri soliisyonun iglerine daha iyi
penetre olmasi i¢in kiicliik parcalara ayrilarak %10’luk tamponlu formaldehit
sollisyonuna atilarak tespit edildi. Soliisyonlar1 her giin degistirilen 6rnekler 2 giin
boyunca formaldehit icinde bekletildi. Sertlesen drnekler bu siire sonunda daha kiiciik
pargalara ayrilarak trimleme islemleri yapildi ve doku takip kasetleri igerisine
yerlestirildi. Kasetler icinde 1 giin daha tespit soliisyonuna alinan ornekler gece
boyunca rutin histolojik doku takibinden geg¢irilmek i¢in aksam iizeri Leica ASP300S
model tam otomatik doku takip cihazina (Leica Microsystem, Nussloch, Almanya)
yerlestirildi. Boylelikle doku 6rnekleri tim gece boyunca cihazda rutin doku takip
prosediiriinden gegcirildi. Doku takibi i¢in 6rnekler diisiik dereceli alkollerden yiiksek
dereceli alkollere dogru derecesi artan alkol soliisyonlarindan gegirilerek dokuda
bulunan sularin alinmasi1 gergeklestirildi. Bu sekilde orneklerin dehidre olmalar
saglandi. Bu asamayi takiben tiim Ornekler 2 ayr1 ksilol serisinden gegirilerek
dokulardaki yaglarin eritilmesi saglandi. Su ve yaglar1 alinan ve iclerinde bosluklar
sekillenen bolgelere sicak parafinin yerlesmesi ve dokuya sertlik kazandirmasi i¢in
doku 6rnekleri 56°C de eritilmis sicak parafin igerisine konuldu. Ertesi giin doku takip
islemleri tamamlanan doku Ornekleri parafin icine gomiilerek blokaj asamalari
tamamlandi. Blokaj asamasi i¢in doku takip siireci tamamlanmig olan 6rnekler doku
takip cihazindan ¢ikarilarak doku gomme cihazina (Leica Histocore Arcadia H) (Leica
Microsystem, Nussloch, Almanya) transfer edildi ve burada parafine blokajlari
yapildi. Blokaj islemleri tamamlanan parafin bloklar doku gémme iinitesinin soguk
tablali boliimiine alindi. Bu alanda 1-2 saat kadar bekletilen bloklarin parafinin
tamamen donmasi ve sertlesmesi saglandi. Olusturulan her bir parafin bloktan hem
Hematoksilen-eozin (HE) boyamasi hem de immunohistokimyasal boyamalar
amaciyla Leica 2155 model rotary mikrotom ile (Leica Microsystem, Nussloch,
Almanya) 4-5 um kalinliginda seri kesitler alindi. Sicak su iginde benmaride agilmasi
saglanan kesitler lamlarin {izerine alinarak kurutuldu. Hematoksilen-eozin boyamasi
icin lamlara ¢ekilen kesitler etiive alinarak 2 saat siireyle 60°C’de bekletildi ve hem
kesitlerdeki parafinin erimesi hem de tamamen kuruyarak lam {izerine yapigmasi
saglandi. Bu asamadan sonra kesitlerde bulunmasi1 muhtemel olan parafin artiklarinin
tamamen uzaklastirilmas1 amaciyla tiim preparatlar 30’ar dakikalik siirelerle 3 ayri

ksilol serisinde bekletildi. Bu islemden sonra %100°liik alkollerden baslayarak
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%70’lik alkollere dogru sirasiyla %100, 96, 90, 80 ve 70’lik alkol serilerinden
gecirilerek dokulara su verilmesi ve kesitlerin rehidre olmasi saglandi. Rehidrasyonlari
tamamlanan kesitler Harris hematoksilen ile 10-15 dakikalik siire ile boyandi ve su ile
yikanarak fazla boyalar atildi. Yikamanin hemen ardindan eozinde 3-5 dakika kadar
boyand ve rutin hematoksilen-eozin (HE) boyama prosediirii tamamlandi. Boyamanin
ardindan doku kesitleri sirasiyla %70, 80, 90, 96 ve 100’liikk alkollerden gegirilerek
son olarak tekrar dehidrasyonlar1 saglandi. Bu islemin ardindan ksilol ile parlatilan
kesitlerin iizerine entellan damlatilarak lamel kapatildi ve 151k mikroskobu altinda
incelendi. Beyin, karaciger ve bobreklerdeki histopatolojik degisiklikler 0-3 arasinda

Tablo 3.4.’te verilen kriterlere gore skorlandi.

Tablo 3.4. Histopatolojik skorlama kriterleri

Organ 0 1 2 3
Beyin Normal  Siddetli hiperemi Belirgin kanama ve Siddetli kanama ve
ve mikro noronlarda noronal nekrozlar
kanamalar dejenerasyon
Karaciger Normal <%5 alanda %6-20 alanda >%21alanda
yaglanma, hafif yaglanma, orta yaglanma, siddetli
infiltrasyon derecede infiltrasyon, infiltrasyonlar,
hiicrelerde nekrotik alanlar
dejenerasyonlar
Bobrek Normal <%?5 alanda tubul %6-20 alanda tubul >%21 alanda tubul
epitellerinde epitellerinde dokiilme, epitellerinde
dokiilme, belirgin ~ mikro kanamalar ve dokiilme, siddetli
hiperemi ve hafif orta siddetle kanamalar ve siddetli
infiltrasyonlar infiltrasyonlar infiltrasyonlar

3.2.17. immunohistokimya Yontemi

Immunohistokimyasal incelemeler igin yukarida agiklanan islemlerden
gecirilerek hazirlanan parafin bloklardan alinan kesitler poli-L-lizinli lamlara
cekilerek streptoavidin-biotin peroksidaz yOntemiyle boyanmalar1 saglandi.
Immunohistokimyasal inceleme icin caspase-3 (Anti-Caspase-3 pl2 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 antikorlar1 kullanildu.
Tiim primer antikorlar 1/100 oraninda antikor sulandirma soliisyonlar: ile
sulandirilarak kullanildi. Immunohistokimyasal ydntem igin kesitler histopatoloji
yonteminde agiklandigi sekilde ksilol serileri ile dereceleri azalan alkol serilerinde
bekletilerek deparafinizasyon ve rehidrasyon asamalari tamamlandi. Bu asamalarin
ardindan biitiin kesitler 10 dakika siireyle distile su i¢inde bekletildi ve takiben dokular
icindeki endojen peroksidaz aktivitesini yok etmek i¢in metanol ile %3 oraninda
hazirlanmig hidrojen peroksit soliisyonunda 20 dakika inkiibe edildi. Bu islemin
ardindan boya yogunlugunu belirginlestirmek icin sitrat tampon soliisyonu i¢inde
mikrodalga firinda 700°1iik ayarda 2 defa 5 dakika siireyle kaynatildi. Ardindan tim
kesitler 2 defa 10’ar dakika siireler ile PBS i¢inde bekletilerek yikandi. Dokulardaki
spesifik olmayan baglanma ve boyanmalar1 onlemek amaciyla normal serumda 15
dakikalik siireyle inkiibe edildi. Bu asamadan sonra yikama islemi yapilmadan
serumun fazlasi atilarak birer seri kesit primer serumlarla ayr1 ayri inkiibe edildi. Bu
inkiibasyonlar +4 °C’de bir gece boyunca buzdolabi i¢inde birakilarak gergeklestirildi.
Ardindan buzdolabindan alinan kesitler 2 defa 10’ar dakikalik siireler ile PBS i¢inde
yikandi. Bu asama da tamamlandiktan sonra kesitler iizerine streptoavidin
damlatilarak 30 dakika siireyle inkiibasyona birakildi. Immunohistokimyasal boyama
isleminin hi¢bir asamasinda kesitlerin kurumasina izin verilmeden iglemler nemli
kamaralar i¢inde gergeklestirildi ve aralarda PBS ile 2 defa 10’ar dakikalik siireler ile
yikamalar1 gergeklestirildi. Bu asama tamamlandiginda kesitlere biyotinli serum
damlatilarak 30 dakika siireyle inkiibe edildi. Ardindan tiim kesitler PBS ile yukarida
aciklanan sekilde ve siireler ile yikama islemine tabi tutuldu. Daha sonra reaksiyonun
gorliiniir hale gelmesini saglamak amaciyla yeni hazirlanan DAB (3,3
diaminobenzidine) kromojen soliisyonu ile boyamalar1 yapildi. Sekonder kit olarak
Abcam firmasimin kullanima hazir Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB Detection
Kit -Micropolymer (ab236466) kiti kullanild1. Immunohistokimyasal boyama asamasi
tamamlanan kesitlere Harris hematoksilenle karsit boyama yapildi. Bdylelikle
boyanma asamalar1 biten kesitler alkollerden gecirilerek dehidre edildi, ksilolden
gecirilerek parlatildi ve lizerine entellan damlatilarak lamelle kapatildi. Bir giin kadar
kurutulan preparatlar 151k mikroskobunda degerlendirildi. Negatif kontroller i¢in ise

kesitlere primer antikor asamasinda onlarin yerine antikor sulandirma sivilari
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damlatild: ve diger asamalar anlatildig1 gibi gergeklestirildi. Immunohistokimyasal
olarak pozitif reaksiyon veren hiicrelerin sayimlar1 gerceklestirilerek pozitif hiicre
yiizdesi hesaplandi ve gruplar arasinda istatistik olarak degerlendirmeler yapildi. Bu
amacla 40X objektif altinda her preparattan rastgele 5’er alan belirlendi ve 20’ser
hiicre sayilarak toplamda 100 hiicre say1ldi. Immunohistokimyasal markirlari eksprese
eden pozitif hiicrelerin sayilarinin tespiti i¢cin Image J 1.48 (National Institutes of
Health, Bethesda MD) programindan yararlanildi. Sadece belirgin olarak kahverengi
olan hiicreler pozitif kabul edildi. Programda degisik renkler secilerek fotograf
tizerindeki hiicrelere tikland1 ve isaretlemeler yapildi. Sonuglarin fotograflanmasi i¢in
Olympus CX41 model mikroskop ile morfometrik inceleme ve mikrofotografi i¢in
Database Manual Cell Sens Life Science Imaging Software System (Olympus
Corporation, Tokyo, Japan) kullanildi.

3.2.18. istatistiksel Hesaplamalar

Calismadan elde edilen veriler SPSS 22 programu ile degerlendirildi. Sonuglar
aritmetik ortalama + standart hata (SE) ile ifade edildi. Elde edilen verilerin 6ncelikli
olarak Shapiro Wilk testi ile parametrik-nonparametrik olup olmadiklari analiz edildi.
Histopatolojik skorlama verilerinin nonparametrik, diger tiim verilerin parametrik
dagilim gosterdigi belirlendi. Biyokimyasal parametreler, antioksidan-oksidatif stres,
antiinflamatuar-inflamatuar parametreleri ve transkripsiyon faktdr diizeylerinin
istatistiksel analizi One-Way ANOVA ile yapild1 ve gruplar arasindaki farkliliklar
Tukey testi ile belirlendi. p<0,05 altindaki degerler anlamli kabul edildi. Histopatolojik
skorlamalar normal dagilim gostermedigi i¢in Kruskal-Wallis testi ve Bonferroni
diizeltmeli Mann-Whitney U testi kullanildi ve p<0,05 olan degerler istatistik agidan
onemli olarak kabul edildi. Immunhistokimyasal olarak pozitif hiicre yiizdelerinin
istatistik analizinde gruplar arasi farklarin belirlenmesinde Duncan testi kullanildi.

p<0,05 olan degerler istatistik agidan 6nemli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Parametreler

Fipronil verilen grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda serum AST, ALT,
kreatinin ve BUN degerlerinde 6nemli diizeyde artis (»<0,05) tespit edildi. Malvidin
ve fipronilin birlikte verildigi grupta ise fipronilin tek basina verildiginde artan AST,
ALT, kreatinin ve BUN degerlerinde 6nemli diizeyde diisiis (p<0,05) oldugu
belirlendi. Tek basina malvidin verilen grupta degerler kontrol grubuna benzer

diizeylerdeydi (Tablo 4.1; Sekil 4.1-4.2).
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Sekil 4.1. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarinin (MLV+FPN)
karaciger fonksiyonlar1 lizerine etkileri. Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir.
a, b, c. Farkli harfleri tagtyan gruplar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).
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Sekil 4.2. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarmin (MLV+FPN)
bobrek fonksiyonlari iizerine etkileri. Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir. a,
b, c. Farkli harfleri tasiyan gruplar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).

Tablo 4.1. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarinin (MLV+FPN)
karaciger ve bobrek fonksiyonlar1 lizerine etkileri.

Gruplar
Parametreler Kontrol MLV FPN MLV+FPN
AST (U/L) 56,60+2,52*  66,60+1,63% 165,90+2,64°  76,60+1,57¢
ALT (U/L) 21,30+1,15*  23,70+1,18° 55,70£3,61°  27,80+1,73¢

Kreatinin (mg/dL) 0,22+0,09? 0,24+0,09° 0,46+0,17° 0,31+0,01°¢
BUN (mg/dL) 23,30+1,10°  24,10+1,00° 52,90£1,47°  27,50+0,92¢

Veriler ortalama =+ standart hata olarak verilmistir. a, b, ¢c. Ayn1 satirda farkli harfleri tasiyan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml farki géstermektedir (p<0,05).
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4.2. Antioksidan-Oksidatif Stres Parametreleri

Fipronil verilen grup kontrol grubu ile karsilagtirildiginda karaciger, bobrek ve
beyin doku 6rneklerinde MDA diizeyinde 6nemli bir artis (p<0,05); SOD, CAT ve
GPx1 enzim etkinligi ile GSH diizeyinde 6nemli bir diisiis (p<0,05) tespit edildi.
Malvidin ve fipronilin birlikte verildigi grupta ise fipronilin tek basina verildiginde
artan MDA diizeyinde 6nemli bir diisiis (»p<0,05); SOD, CAT ve GPx1 enzimlerinin
etkinligi ile GSH diizeyinde ise onemli bir artis (p<0,05) belirlendi. Tek basina
malvidin verilen grupta degerler kontrol grubuna benzer diizeylerdeydi (Tablo 4.2-4.4;
Sekil 4.3-4.8).

£000
a = 00 2
_ 60 £ -
E T g -
% L £
8
o 40 E‘
£ E ap b
= o
3 b g
000
g 200 i 5'
7]
1000
000 00
i MLV BRI Kortrol MLV FPN MLVAFPN
60000
a a
I
£ o —+
£ mm
o
E mm el
- "1.‘1 f‘fii‘
2 b s
- ottt
% 20000 AN
o A AN
g Y
100.00 AR
]
0o 4ttt
Kontrol MLV FPN MLV+FPN

Sekil 4.3. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarinin (MLV+FPN)
karaciger dokularinda antioksidan enzim etkinlikleri. Veriler ortalama #+ standart hata
olarak verilmistir. a, b, ¢, d. Farkli harfleri tasiyan gruplar istatistiksel olarak 6nemlidir
(»<0,05).
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Sekil 4.4. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarinin (MLV+FPN)
karaciger dokularinda oksidatif stres parametreleri. Veriler ortalama * standart hata olarak
verilmistir. a, b, ¢, d. Farkli harfleri tagiyan gruplar istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05).

Tablo 4.2. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarinin (MLV+FPN)
karaciger dokularinda oksidatif stres parametreleri.

Parametreler Gruplar

Kontrol MLV FPN MLV+FPN
SOD 5,28+0,22° 5,27+0,312 1,78+0,08" 3,79+0,15¢
CAT 46,041,122 45.26+2,03* 24,13+0,89°  32,93+1,77°
GPx1 498,89+13,06 499.33+10,97*  204,81+7,39° 336,83+11,08°
GSH 347,76+4,55° 417,61+4,58° 139,28+5,44°  235,68+6,10¢
MDA 0,20+0,01% 0,24+0,012 0,63+0,03° 0,33+0,01¢
8-OHdG  2,65+0,09* 2,72+0,08° 6,69+0,14° 4,27+0,12¢

Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir. a, b, ¢, d. Ayni satirda farkli harfleri tasiyan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml farki gostermektedir (»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 kombinasyonlarinin (MLV+FPN)
bobrek dokularinda oksidatif stres parametreleri.

Parametreler Gruplar

Kontrol MLV FPN MLV+FPN
SOD 3,76+0,20° 3,65+0,23% 1,58+0,11° 2,75+0,17¢
CAT 35,26+1,05° 32,9542.112 18,35+0,78>  23,74+1,06°
GPx1 326,14+6,62° 319,95+4,80% 143,58+4,67° 240,88+8,38°
GSH 218,84+1,732 275,02+3,98° 85,56+3,85¢  173,45+3,79¢
MDA 0,34+0,022 0,400,042 0,96:+0,05° 0,55+0,01¢
8-OHdG  2,53+0,112 2,74+0,13% 5,5440,11° 3,65+0,08¢

Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir. a, b, ¢, d. Ayni satirda farkli harfleri tasiyan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml farki gostermektedir (»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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Sekil 4.5. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarinin (MLV+FPN)
bobrek dokularinda antioksidan enzim etkinlikleri. Veriler ortalama + standart hata olarak
verilmistir. a, b, ¢. Farkli harfleri tagiyan gruplar istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05).
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Sekil 4.6. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarmin (MLV+FPN)
bobrek dokularinda oksidatif stres parametreleri. Veriler ortalama =+ standart hata olarak
verilmistir. a, b, ¢, d. Farkli harfleri tagiyan gruplar istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05).

Tablo 4.4. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarinin (MLV+FPN)
beyin dokularinda oksidatif stres parametreleri.

Parametreler Gruplar

Kontrol MLV FPN MLV+FPN
SOD 0,55+0,02° 0,54+0,01° 0,23+0,01° 0,35+0,01¢
CAT 10,83+0,36° 10,30:£0,20? 2,92+0,15" 7,84+0,12¢
GPx1 12,51+0,572 13,49+0,80? 7,96+0,29° 10,32+0,15¢
GSH 188,33+1,69? 232.13+1,70° 81,63+4,80°  156,69+7,34¢
MDA 4,56+0,15 4,76+0,09° 7,55+0,13° 5,83+0,08¢
8-OHdG  10,70+0,432 11,03+0,69* 21,89+1,52°  15,60+0,36°

Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir. a, b, ¢, d. Ayni satirda farkli harfleri tasiyan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml farki gostermektedir (»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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Sekil 4.7. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarinin (MLV+FPN) beyin
dokularinda antioksidan enzim etkinlikleri. Veriler ortalama + standart hata olarak
verilmistir. a, b, ¢. Farklr harfleri tagiyan gruplar istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05).
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Sekil 4.8. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarinin (MLV+FPN) beyin
dokularinda oksidatif stres parametreleri. Veriler ortalama + standart hata olarak
verilmistir. a, b, ¢, d. Farkli harfleri tagiyan gruplar istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05).
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4.3. Antiinflamatuar-inflamatuar Parametreler ve Transkripsiyon Faktor
Diizeyleri

Fipronil verilen grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda karaciger, bobrek ve
beyin doku Orneklerinde NF-xB2, IL-1B, TNF-o diizeyleri ile iNOS2, COX-2
etkinliklerinde 6nemli bir artis (p<0,05); Nrf2 diizeyinde ise 6nemli bir diisiis (p<0,05)
tespit edildi. Malvidin ve fipronilin birlikte verildigi grupta ise fipronilin tek basina
verildiginde artan NF-xB2, IL-1B, TNF-a diizeyleri ile iNOS2, COX-2 etkinliklerinde
Onemli bir diisiis (p<0,05); Nrf2 diizeyinde ise 6nemli bir artis (»p<0,05) belirlendi. Tek
basina malvidin verilen grupta degerler Nrf2 disinda kontrol grubuna benzer

diizeylerdeydi (Tablo 4.5-4.7; Sekil 4.9-4.14).

Tablo 4.5. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarinin (MLV+FPN)
karaciger dokularindaki yangisal parametreler ve transkripsiyon faktor diizeyleri.

Parametreler Gruplar

Kontrol MLV FPN MLV+FPN
NF-xB2 105,98+4,11° 101,60+2,96° 179,97+5,89°  126,83+3,44°
Nrf2 54,98+2,49% 95,54+4,92° 26,35+1,46°  76,64+3,38¢
IL-1P 10,28+0,60? 10,99+0,73% 27,94+1,36°  17,04+0,87¢
TNF-a 9,98+0,53? 10,28+0,58* 24,56+1,18°  16,74+1,01°
iNOS2 74,87+2,03% 74,93+5,84% 130,97+3,68°  104,62+2,70°
COX-2 524,55+5,25° 539,99+7,06° 841,72+5,99°  622,43+7,16°

Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir. a, b, ¢, d. Ayni satirda farkli harfleri tasiyan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml farki gostermektedir (»p<0,05).

NF-kB2: ng/mg protein Nrf2: ng/mg protein IL-1B: ng/mg protein
TNF-o: ng/mg protein iNOS2: ng/mg protein COX-2: ng/mg protein
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Sekil 4.9. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarinin (MLV+FPN)
karaciger dokularindaki transkripsiyon faktor diizeyleri. Veriler ortalama + standart hata
olarak verilmistir. a, b, ¢, d. Farkli harfleri tasiyan gruplar istatistiksel olarak 6nemlidir
(p<0,05).
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Sekil 4.10. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarinin (MLV+FPN)
karaciger dokularindaki yangisal parametreler. Veriler ortalama + standart hata olarak
verilmistir. a, b, ¢, d. Farkli harfleri tagiyan gruplar istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05).

Tablo 4.6. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarinin (MLV+FPN)

bobrek dokularindaki yangisal parametreler ve transkripsiyon faktor diizeyleri.

Parametreler Gruplar

Kontrol MLV FPN MLV+FPN
NF-«kB2 46,87+2,76° 49,56+3,04* 132,56+6,70°  89,37+4,17°
Nrf2 23,66+0,972 43,97+3,25b 14,55+0,86°  33,42+1,134
IL-1pB 12,3440,582 11,60+0,97° 27,93+1,03*  16,8240,71¢
TNF-a 4,49+0,342 4,03+0,29° 11,77+0,83Y  7,8240,34°
iNOS2 43,0142,332 44.,05+2,26° 90,55+4,72°  76,67+1,654
COX-2 216,86+1,96° 219,66+0,89* 371,67+7,12°  270,93+5,80°

Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir. a, b, ¢, d. Ayni satirda farkli harfleri tasiyan

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml farki gostermektedir (p<0,05).
IL-1B: ng/mg protein

COX-2: ng/mg protein

NF-kB2: ng/mg protein
TNF-o: ng/mg protein

Nrf2: ng/mg protein
iNOS2: ng/mg protein
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Sekil 4.11. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarinin (MLV+FPN)
bobrek dokularindaki transkripsiyon faktor diizeyleri. Veriler ortalama + standart hata
olarak verilmistir. a, b, ¢, d. Aym satirda farkli harfleri tasiyan gruplar istatistiksel olarak

onemlidir (p<0,05).
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Sekil 4.12. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarinin (MLV+FPN)
bobrek dokularindaki yangisal parametreler. Veriler ortalama + standart hata olarak
verilmistir. a, b, ¢, d. Ayn1 satirda farkli harfleri tagiyan gruplar istatistiksel olarak 6nemlidir

(p<0,05).
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Sekil 4.13. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarinin (MLV+FPN)
beyin dokularindaki transkripsiyon faktor diizeyleri. Veriler ortalama + standart hata
olarak verilmistir. a, b, ¢, d. Aymi satirda farkli harfleri tasiyan gruplar istatistiksel olarak
onemlidir (p<0,05).
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Sekil 4.14. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarinin (MLV+FPN)
beyin dokularindaki yangisal parametreler. Veriler ortalama + standart hata olarak
verilmistir. a, b, ¢, d. Ayn1 satirda farkli harfleri tastyan gruplar istatistiksel olarak énemlidir
(p<0,05).
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Tablo 4.7. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarinin (MLV+FPN)
beyin dokularindaki yangisal parametreler.

Parametreler Gruplar

Kontrol MLV FPN MLV+FPN
NF-xB2 11,40+0,63% 12,03+0,752 25,52+1,23>  15,67+0,91°
Nrf2 4,03+0,17* 10,94+-0,59° 2,54+0,13¢ 6,93+0,38¢
IL-1B 9,94+0,68* 10,31+0,472 27,65+0,63°  16,55+0,84°
TNF-a 0,72+0,06* 0,76+0,05% 2,62+0,07° 1,35+0,06°
iINOS2 19,99+1,04% 20,07+0,932 55,0143,20°  34,17+1,26°
COX-2 148,124+2,312 147,72+4,77* 277,79+5,60° 205,40+3,51°

Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir. a, b, ¢, d. Ayni satirda farkli harfleri tasiyan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml farki gostermektedir (»p<0,05).

NF-kB2: ng/mg protein Nrf2: ng/mg protein IL-1B: ng/mg protein
TNF-o: ng/mg protein iNOS2: ng/mg protein COX-2: ng/mg protein

4.4. Histopatolojik Bulgular

Gruplara gore karacigerlerin histopatolojik incelemesinde kontrol grubundaki
farelerde normal doku histolojik goriinlimii saptandi. Fipronil grubundaki farelerin
karacigerlerinde siddetli hiperemi, yer yer kanama odaklari, hafif siddette ve
cogunlugunu lenfositlerin olusturdugu yangisal hiicre infiltrasyonlari, Kupffer
hiicrelerinde proliferasyon, hepatositlerde yaglanma (steatozis) ve dejenerasyonlarin
bulundugu dikkati ¢ekti. Bu gruptaki iki farede baz1 hepatositlerde nekrozlar goriildii.
Malvidinin, malvidin ve fipronilin beraber verildigi gruptaki patolojik bulgularin
onemli Ol¢iide azaldigr dikkati ¢ekti. Sadece malvidin uygulanan grupta patolojik
bulgu saptanmadi (Sekil 4.15). Histopatolojik skorlarin istatistik analiz bulgulari1 Tablo

4.8.’de verilmistir.

Bobrek kesitleri incelendiginde kontrol grubundaki farelerin normal
goriiniimde bobrekleri oldugu gozlendi. Fipronil grubunda ise bobreklerde siddetli
hiperemi, yer yer degisik siddette kanamalar, tubul epitellerinde dokiilmeler ve degisik
siddette yangisal hiicre infiltrasyonlar1 dikkati c¢ekti. Malvidin uygulamalar
bobreklerdeki fipronil nedeniyle olusan patolojik bulgular1 6nemli dl¢iide azaltmist.
Tek basmma malvidin uygulamalarinin bobreklerde patolojik bir bulguya sebep
olmadig1 saptandi (Sekil 4.16). Histopatolojik skorlarin istatistik analiz bulgular
Tablo 4.8.’de verilmistir.
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Beyin, beyincik ve hipokampiislerin histopatolojik incelemesinde kontrol
grubu farelerde normal doku histolojileri dikkati cekti. Fipronil grubunda ise
damarlarda siddetli hiperemi, belirgin 6dem, yer yer degisik siddetlerde kanamalar ile
noronlarda dejeneratif degisiklikler ve bazi alanlarda nekrotik hiicreler dikkati gekti.
Malvidin uygulamalarmin beyinde sekillenen patolojik bulgulart 6nemli o&lgiide
azalttig1 saptandi. Malvidinin tek basina uygulamasinin herhangi bir lezyona sebep
olmadig1 gozlendi (Sekil 4.17-4.19). Histopatolojik skorlarin istatistik analiz bulgulari
Tablo 4.8’de verilmistir.

Tablo 4.8. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarinin (MLV+FPN)
karaciger, bobrek, beyin, beyincik ve hipokampiis dokularinda histopatoloji
skorlarinin istatistiksel analizi.

Dokular Gruplar

Kontrol MLV FPN MLV+FPN  p degeri
Karaciger 0,00£0,00°  0,00+0,00°  1,44+0,52°  0,66+0,50°  <0,001
Bobrek 0,00+£0,00*  0,00+0,00*  1,55+0,52°  0,44+0,17° <0,001
Beyin 0,00£0,00°  0,00+0,00°  1,33+0,50° 0,33+0,16*  <0,001
Beyincik 0,00£0,00°  0,00+0,00°  1,44+0,52° 0,44+£0,24*  <0,001
Hipokampiis  0,00£0,00°  0,00+0,00°  0,44+0,17°  0,22+0,14% <0,05

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. a, b, ab, c. Ayni satirda farkli harfleri
tagtyan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml farki gostermektedir (p<<0,001).
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Sekil 4.15. Arastirma gruplariin karaciger dokularina ait histopatolojik goriiniimleri.
(A) Kontrol grubunda normal goriiniimde karaciger histolojik yapisi. (B) Fipronil
(FPN) grubunda hepatosit sitoplazmalarinda steatozis (oklar) ve hepatositlerde
dejenerasyon (ok baslari). (C) Malvidint+Fipronil (MLV+FPN) grubunda patolojik
bulgularda 6énemli 6l¢iide azalma. (D) Malvidin (MLV) grubunda normal karaciger
mikroskobik goriintiisii, HE, Barlar=50pm.
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Sekil 4.16. Arastirma gruplarinin bobrek dokularina ait histopatolojik goriiniimleri.
(A) Kontrol grubunda normal bobrek histolojisi. (B) Fipronil (FPN) grubunda bir
farenin bobreginde siddetli kanama (oklar) ve hafif yangisal hiicre infiltrasyonlar1 (ok
bas1). (C) Malvidin+Fipronil (MLV+FPN) grubunda patolojik bulgularda onemli
Olciide azalma. (D) Malvidin (MLV) grubunda normal bobrek histolojisi, HE,
Barlar=50pm.
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Sekil 4.17. Arastirma gruplarinin beyin dokularia ait histopatolojik goriiniimleri. (A)
Kontrol grubunda normal beyin histolojik goriintiisii. (B) Fipronil (FPN) grubunda bir
farenin beyninde siddetli kanama (ok). (C) Malvidin+Fipronil (MLV+ FPN) grubunda
patolojik bulgularda belirgin sekilde azalma. (D) Malvidin (MLV) grubunda normal
goriiniimde beyin, HE, Barlar=50pm.
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Sekil 4.18. Arastirma gruplariin beyincik dokularina ait histopatolojik goriiniimleri.
(A) Kontrol grubunda normal beyincik yapist. (B) Fipronil (FPN) grubunda bir farenin
beyinciginde iki alanda belirgin kanama odaklar1 (oklar). (C) Malvidin+Fipronil
(MLV+FPN) grubunda patolojik bulgularda 6nemli 6l¢iide azalma. (D) Malvidin
(MLV) grubunda normal goriiniimde beyincik histolojisi, HE, Barlar=50pm.
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Sekil 4.19. Arastirma gruplarinin  hipokampiis dokularina ait histopatolojik
goriiniimleri. (A) Kontrol grubunda normal hipokapiis histolojik yapisi. (B) Fipronil
(FPN) grubunda perivaskiiler alanlarda belirgin kalinlasma ile karakterize 6dem
tablosu (ok basi) ve nodronlarda biiziisme ile karakterize dejeneratif degisiklikler
(oklar). (C) Malvidint+Fipronil (MLV+FPN) grubunda lezyonlarda 6nemli &lgiide
azalma. (D) Malvidin (MLV) grubunda normal hipokampiis mikroskobik goriintiisii,
HE, Barlar=50pm.

4.5. Iimmunohistokimyasal Bulgular
4.5.1. Kaspaz-3 Immunohistokimyasal Bulgulari

Kaspaz-3 ekspresyonlariin gruplar arasindaki karsilastirmalar1 yapildiginda
beyin, karaciger ve bobrek kesitlerinde kontrol grubunda negatif veya hafif
ekspresyonlar gozlenirken fipronil uygulamasinin tiim organlarda ekspresyonlari
belirgin sekilde arttirdigi dikkati ¢ekti. Malvidin uygulamalarinin fipronilin arttirdigi

ekspresyonlar1 azalttig1 ve bazi hayvanlarda ise tamamen negatiflestirdigi gozlendi.
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Malvidin tek basina uygulandiginda ekspresyonlari azalttigi tespit edildi (Sekil 4.20-
4.24). Iimmunohistokimyasal olarak pozitif hiicre yiizdesinin istatistik analiz bulgulari

Tablo 4.9.’da verilmistir.

Sekil 4.20. Arastirma gruplarinin karaciger dokularina ait kaspaz-3 ekspresyonlarinin
immunohistokimyasal goriintimleri. (A) Kontrol grubunda bir farede negatif
ekspresyon. (B) Fipronil (FPN) grubunda bir farenin karacigerinde belirgin sekilde
artmis ekspresyonlar (oklar). (C) Malvidin+Fipronil (MLV+FPN) grubunda
hepatositlerde negatif ekspresyon. (D) Malvidin (MLV) grubunda hepatositlerde
negatif ekspresyon, Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu, Barlar= 50um.
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Sekil 4.21. Arastirma gruplarinin bobrek dokularina ait kaspaz-3 ekspresyonlarinin
immunohistokimyasal goriiniimleri. (A) Kontrol grubunda negatif ekspresyon. (B)
Fipronil (FPN) grubunda belirgin sekilde artmis ekspresyonlar (oklar). (C)
Malvidin+Fipronil (MLV+FPN) grubunda negatif ekspresyonlar. (D) Malvidin
(MLV) grubunda negatif ekspresyon, Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu,
Barlar= 50pum.
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Sekil 4.22. Arastirma gruplarinin beyin dokularina ait kaspaz-3 ekspresyonlarinin
immunohistokimyasal goriiniimleri. (A) Kontrol grubunda néronlarda negatif kaspaz-
3 ekspresyonlari. (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= 50um.
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Sekil 4.23. Arastirma gruplarinin beyincik dokularina ait kaspaz-3 ekspresyonlarinin
immunohistokimyasal goriiniimleri. (A) Kontrol grubunda néronlarda negatif kaspas-
3 ekspresyonlari. (B) Fipronil (FPN) grubunda Purkinje hiicrelerinde ve diger
noronlarda belirgin ekspresyonlar (oklar). (C) Malvidint+Fipronil (MLV+FPN)
grubunda negatif ekspresyonlar. (D) Malvidin (MLV) grubunda negatif ekspresyonlar,
Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu, Barlar= 50pum.
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Sekil 4.24.

Arastirma

—

gruplarinin  hipokampiis

~

dokularina ait

kaspaz-3

ekspresyonlarinin immunohistokimyasal goriiniimleri. (A) Kontrol grubundaki bir
farenin noronlarda negatif ekspresyonlar. (B) Fipronil grubundaki néronlarda artmis
ekspresyonlar (oklar). (C) MalvidintFipronil (MLV+FPN) grubunda negatif
ekspresyonlar. (D) Malvidin (MLV) grubunda negatif ekspresyonlar, Streptavidin
Biyotin Peroksidaz Metodu, Barlar= 50um.

Tablo 4.9. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarinin (MLV+FPN)
dokulardaki kaspaz-3 immunopozitif hiicre sayilarinin istatistiksel analizi.

Dokular Gruplar

Kontrol MLV FPN MLV+ FPN p degeri
Karaciger 1,33+1,11°  0,62+0,32*  20,11£3,33° 1,66+0,62°  <0,001
Bobrek 0,77+0,36*  1,12+0,63*  22,77+2,94° 3224319  <0,001
Beyin 1,55+£0,66°  0,62+0,32*  20,44+2,06° 2,11+0,78%  <0,001
Beyincik 1,66+0,68°  1,12+0,47*°  20,44+2,06° 2,00£2,00°  <0,001
Hipokampiis ~ 0,55+0,29°  0,25+0,16*  6,33+2,50°  1,33+£0,50*  <0,001

Veriler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. a, b. Ayn1 satirda farkli harfleri tasiyan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml farki gostermektedir (p<<0,001).
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4.5.2. Kaspaz-9 immunohistokimyasal Bulgular1

Kaspas-9 ekspresyonlarinin  gruplar arasindaki immunoreaksiyonlari
degerlendirildiginde kontrol grubundaki farelerde organlarda negatif veya ¢ok hafif
ekspresyonlar dikkati ¢ekti. Fipronil uygulamalari ekspresyonlarin belirgin sekilde
artmasina sebep oldu. Malvidin tedavileri ekspresyonlarin azaltilmasinda oldukca
etkili bulundu. Malvidinin tek basma verildigi gruptaki organlarda ekspresyonlarda
artma gozlenmedi (Sekil 4.25-4.29). Immunohistokimyasal olarak pozitif hiicre

yiizdesinin istatistik analiz bulgular1 Tablo 4.10.’da verilmistir.

Sekil 4.25. Arastirma gruplarinin karaciger dokularina ait kaspaz-9 ekspresyonlarinin
immunohistokimyasal goriiniimleri. (A) Kontrol grubunda negatif ekspresyon. (B)
Fipronil (FPN) grubunda belirgin sekilde artmis ekspresyonlar (oklar). (C)
Malvidin+Fipronil (MLV+FPN) grubunda hepatositlerde negatif ekspresyon. (D)
Malvidin (MLV) grubunda hepatositlerde negatif ekspresyon, Streptavidin Biyotin
Peroksidaz Metodu, Barlar= 50um.
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Sekil 4.26. Arastirma gruplarinin bobrek dokularina ait kaspaz-9 ekspresyonlarinin
immunohistokimyasal goriiniimleri. (A) Kontrol grubunda negatif ekspresyon. (B)
Fipronil (FPN) grubunda belirgin sekilde artmis ekspresyonlar (oklar). (C)
Malvidint+Fipronil (MLV+FPN) grubunda negatif ekspresyonlar. (D) Malvidin
(MLV) grubunda negatif ekspresyon, Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu,
Barlar= 50pm.
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Sekil 4.27. Arastirma gruplarinin beyin dokularina ait kaspaz-9 ekspresyonlarinin
immunohistokimyasal goriiniimleri. (A) Kontrol grubunda néronlarda negatif kaspaz-
9 ekspresyonlari. (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= 50um.

84



Sekil 4.28. Arastirma gruplarimin beyincik dokularina ait kaspaz-9 ekspresyonlarinin
immunohistokimyasal goriiniimleri. (A) Kontrol grubunda noronlarda negatif kaspas-
9 ekspresyonlari. (B) Fipronil (FPN) grubunda Purkinje hiicrelerinde artmis
ekspresyonlar (oklar). (C) Malvidin+Fipronil (MLV+FPN) grubunda azalmis
ekspresyonlar. (D) Malvidin (MLV) grubunda negatif ekspresyonlar, Streptavidin
Biyotin Peroksidaz Metodu, Barlar= 50um.
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Sekil
ekspresyonlarinin
ndronlarda negatif ekspresyonlar. (B) Fipronil (FPN) grubundaki néronlarda artmis
ekspresyonlar (oklar). (C) Malvidint+Fipronil (MLV+FPN) grubunda negatif
ekspresyonlar. (D) Malvidin (MLV) grubunda negatif ekspresyonlar, Streptavidin
Biyotin Peroksidaz Metodu, Barlar= 50um.

4.29. Arastirma gruplarimin  hipokampiisdokularma ait  kaspaz-9

immunohistokimyasal goriiniimleri. (A) Kontrol grubunda

Tablo 4.10. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarinin (MLV+FPN)
dokulardaki kaspaz-9 immunopozitif hiicre sayilarinin istatistiksel analizi.

Gruplar
Dokular Kontrol MLV FPN MLV+FPN  p degeri
Karaciger 1,1140,61*  0,87+0,44*  16,22+1,30* 1,00+0,57*  <0,001
Bobrek 1,11£0,56°  0,25+0,16°  22,66+3,27° 1,33£0,66*  <0,001
Beyin 1,1140,51*  0,3740,26*  15,44+1,33" 1,11+0,56*  <0,001
Beyincik 0,77+0,40°  0,50+0,26*  9,55+1,01°  0,77+0,40*  <0,001
Hipokampiis  1,22+0,43*  0,25+0,70*°  7,11+0,47°  1,44+0,62° <0,001

Veriler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. a, b. Ayn1 satirda farkli harfleri tagiyan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml farki gostermektedir.

86



4.5.3. Bcl-2 Immunohistokimyasal Bulgulari

Anti-apoptotik 6zellikteki Bcl-2 primer antikoru ile immunohistokimyasal
olarak boyanan beyin korteksi, beyincik, hipokampiis, karaciger ve bobrek kesitlerinin
incelenmesinde kontrol grubunda belirgin olan ekspresyonlarin fipronil grubundaki
farelerin organlarinda belirgin sekilde azaldig: dikkati ¢ekti. Malvidin uygulamasinin
ise malvidin ve fipronilin beraber uygulandig1 grupta ekspresyonlart belirgin sekilde
arttirdigit  gozlendi. Malvidinin tek basmma uygulandigi grupta da Bcl-2
ekspresyonlarinda  artisa  sebep  oldugu  gorildi  (Sekil  4.30-4.34).

Immunohistokimyasal olarak pozitif hiicre yiizdesinin istatistik analiz bulgular1 Tablo

4.11.de verilmistir.

5 ' : o e—— Ky Yoy {84! B

Sekil 4.30. Arastirma gruplarinin karaciger dokularina ait Bcl-2 ekspresyonlarinin
immunohistokimyasal goriiniimleri. (A) Kontrol grubunda hepatositlerde belirgin
ekspresyonlar (oklar). (B) Fipronil (FPN) grubunda negatif ekspresyon. (C)
Malvidin+Fipronil (MLV+ FPN) grubunda hepatositlerde artmis ekspresyonlar
(oklar). (D) Malvidin (MLV) grubunda hepatositlerde belirgin ekspresyonlar (oklar),
Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu, Barlar= 50pm.

87



Sekil 4.31. Arastirma gruplarmim bdbrek dokularina ait Bcl-2 ekspresyonlariin
immunohistokimyasal goriintimleri. (A) Kontrol grubunda 6zellikle bobrek tubul
epitellerinde belirgin ekspresyonlar (oklar). (B) Fipronil (FPN) grubunda negatif
ekspresyon. (C) Malvidin+Fipronil (MLV+ FPN) grubunda tubul epitellerinde
belirgin olmak iizere artmis ekspresyonlar (oklar). (D) Malvidin (MLV) grubunda
tubullerde belirgin ekspresyonlar (oklar), Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu,
Barlar= 50pum.
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Sekil 4.32. Arastirma gruplarmin beyin dokularmna ait Bel-2 ekspresyonlarinin
immunohistokimyasal goriiniimleri. (A) Kontrol grubunda néronlarda orta diizeyde
ekspresyonlar (oklar). (B) Fipronil (FPN) grubunda negatif ekspresyonlar. (C)
Malvidin+Fipronil (MLV+ FPN) grubunda artmis ekspresyonlar (oklar). (D) Malvidin
(MLV) grubunda orta diizeyde ekspresyonlar (oklar), Streptavidin Biyotin Peroksidaz
Metodu, Barlar= 50pm.
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Sekil 4.33. Arastirma gruplariin beyincik dokularina ait Bcl-2 ekspresyonlarinin
immunohistokimyasal goriiniimleri. (A) Kontrol grubunda beyincigin Purkinje
hiicrelerinde belirgin ekspresyonlar (oklar). (B) Fipronil (FPN) grubunda belirgin
derecede azalmis ekspresyonlar. (C) Malvidin+Fipronil (MLV+ FPN) grubunda
Purkinje hiicrelerinde artmis ekspresyonlar (oklar). (D) Malvidin (MLV) grubunda
Purkinje hiicrelerinde orta diizeyde ekspresyonlar (oklar), Streptavidin Biyotin
Peroksidaz Metodu, Barlar= 50um.
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Sekil 4.34. Arastirma gruplarinin hipokampiis dokularina ait Bcl-2 ekspresyonlarinin
immunohistokimyasal goriiniimleri. (A) Kontrol grubunda noronlarda orta siddette
ekspresyonlar (ok). (B) Fipronil (FPN) grubunda negatif ekspresyonlar. (C)
Malvidin+Fipronil (MLV+ FPN) grubunda néronlarda artmis ekspresyonlar (ok). (D)
Malvidin (MLV) grubunda néronlarda orta diizeyde ekspresyonlar (ok), Streptavidin
Biyotin Peroksidaz Metodu, Barlar= 50um.

Tablo 4.11. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarinin (MLV+FPN)
dokulardaki Bcl-2 immunopozitif hiicre sayilarinin istatistiksel analizi.

Gruplar
Dokular Kontrol MLV FPN MLV+ FPN  p degeri
Karaciger 16,00+3,20°  19,00+3,20° 1,77+0,66°  8,88+0,78¢  <0,001
Bobrek 20,66+1,73* 27,00+1,41* 2,77+2,68°  13,44+2,60° <0,001
Beyin 15,88+1,76* 20,50+1,51° 1,66+1,11°  9,88+1,05¢ <0,001
Beyincik 20,55+1,23%  24,75+1,98° 10,44+1,50° 15,66+3,08¢ <0,001

Hipokampiis ~ 9,33+0,86°  15,00£1,92° 0,33+0,16°  8,55+1,23*  <0,001

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. a, b, ¢, d. Aym satirda farkli harfleri
tagiyan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farki gostermektedir.
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4.5.4. Bax Inmunohistokimyasal Bulgulari

Gruplara gore beyin korteksi, beyincik, hipokampiis, karaciger ve bobreklerin
Bax immunoekspresyonlar1 incelendiginde kontrol grubundaki farelerde ¢ok hafif
veya negatif olan ekspresyonlarin Fipronil grubunda belirgin sekilde arttigi saptandi.
Malvidin uygulamasinin malvidin ve fipronilin beraber verildigi grupta ekspresyonlari
belirgin sekilde arttirdigi gozlendi. Malvidin grubundaki farelerde Bax
ekspresyonlarinin  ¢ogunlukla negatif oldugu dikkati c¢ekti (Sekil 4.35-4.39).
Immunohistokimyasal olarak pozitif hiicre yiizdesinin istatistik analiz bulgular1 Tablo

4.12.”de verilmistir.

Sekil 4.35. Arastirma gruplarinin karaciger dokularina ait Bax ekspresyonlarinin
immunohistokimyasal goriiniimleri. (A) Kontrol grubunda karacigerde negatif
ekspresyon. (B) Fipronil (FPN) grubunda bir farenin karacigerinde belirgin sekilde
artmis ekspresyonlar (oklar). (C) Malvidint+Fipronil (MLV+ FPN) grubunda
hepatositlerde belirgin sekilde azalmis ekspresyon. (D) Malvidin (MLV) grubunda
hepatositlerde negatif ekspresyon, Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu, Barlar=
S50pm.
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Sekil 4.36. Arastirma gruplarimin bobrek dokularina ait Bax ekspresyonlarinin
immunohistokimyasal goriiniimleri. (A) Kontrol grubunda negatif ekspresyon. (B)
Fipronil (FPN) grubunda belirgin sekilde artmis ekspresyonlar (oklar). (C)
Malvidin+Fipronil (MLV+FPN) grubunda negatif ekspresyonlar. (D) Malvidin
(MLV) grubunda negatif ekspresyon, Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu,
Barlar= 50pum.
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Sekil 4.37. Arasgtirma gruplarinin beyin dokularma ait Bax ekspresyonlarinin
immunohistokimyasal goriiniimleri. (A) Kontrol grubunda noronlarda negatif Bax
ekspresyonlari. (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= 50um.
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Sekil 4.38. Arastirma gruplarinin beyincik dokularma ait Bax ekspresyonlarinin
immunohistokimyasal goriiniimleri. (A) Kontrol grubunda noronlarda negatif Bax
ekspresyonlari. (B) Fipronil (FPN) grubunda Purkinje hiicrelerinde ve diger
ndronlarda belirgin ekspresyonlar (oklar). (C) Malvidint+Fipronil (MLV+FPN)
grubunda negatif ekspresyonlar. (D) Malvidin (MLV) grubunda negatif ekspresyonlar,
Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu, Barlar= 50pm.

95



Sekil 4.39. Arastirma gruplarinin hipokampiis dokularina ait Bax ekspresyonlarinin
immunohistokimyasal goriiniimleri. (A) Kontrol grubunda noronlarda negatif Bax
ekspresyonlari. (B) Fipronil (FPN) grubunda néronlarda artmis ekspresyonlar (ok). (C)
Malvidin+Fipronil (MLV+FPN) grubunda negatif ekspresyonlar. (D) Malvidin
(MLV) grubunda negatif ekspresyonlar, Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu,
Barlar= 50pum.

Tablo 4.12. Fipronil (FPN), malvidin (MLV) ve kombinasyonlarinin (MLV+FPN)
dokulardaki Bax immunopozitif hiicre sayilarinin istatistiksel analizi.

Gruplar
Dokular Kontrol MLV FPN MLV+ FPN  p degeri
Karaciger 1,66£0,57°  0,50+0,32*  26,88+2,36° 2,00£0,70*  <0,001
Bobrek 1,55+0,78*  0,50+0,26*  31,00+1,80° 2,11+0,91* <0,001
Beyin 1,22+0,54*  1,88+0,67*°  19,11£1,45° 1,00£0,42*  <0,001
Beyincik 1,00£0,44®  0,50+0,26*  20,55+2,92° 1,55+0,52*  <0,001

Hipokampiis  1,00£0,32®  0,75+0,31* 7,7742,33°  0,5540,24°  <0,001

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. a, b. Aym satirda farkli harfleri tagiyan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farki gostermektedir (p<0,001).
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5. TARTISMA

Fipronil, tarim ve veterinerlik faaliyetlerinde yaygin olarak kullanilan bir
fenilpirazol insektisittir (Tingle ve ark., 2003). insanlarda toksisite, iiretici tarafindan
Onerilen dozun asilmasi veya uygun olmayan kullanim nedeniyle meydana gelebilir
(Anadon ve Gupta, 2012). Ayrica fipronil tarimda kullanildiginda biyobirikim
etkisine sahiptir; dolayistyla besin zinciri yoluyla hayvanlart ve insanlari
etkilemektedir (Qin ve ark. 2015). Fipronil hakkindaki halk sagligi endiseleri,
siganlarda tiroid kanserini belgeleyen raporlar sonrasinda artmistir (Hurley ve ark.,
1998). Fipronil uygulandiktan sonra hizla metabolize olur ve 6zellikle yag dokusu
ve beyinde 6nemli miktarda metabolitlerin bir hafta boyunca kaliciligini siirdiirdiigii
gorilmiistiir (Woodward, 2012). Fipronil, memeliler i¢in orta derecede toksiktir ve
sirastyla siganlarda ve farelerde agizdan oldiiriicii doz (ODso) degerleri 97 ve 95
mg/kg c.a’dir (EPA, 1996). Bu calismada, farelerde 5 mg/kg c.a 14 giin boyunca
agizdan verilen fipronilin hepatotoksisitesi, nefrotoksisitesi ve ndrotoksisitesi

arastirilmistir.

Son yillarda, gelismekte olan iilkeler basta olmak tizere ¢ogu tilkede cesitli
hastaliklarin tedavisinde ila¢ olarak yerel dogal {iriinlerin kullanilma oranlarinda
onemli artiglar goriilmiistiir. Dogal iiriinlere talebin artmasi sebebiyle {irlinlerde
bulunan aktif maddeler arastirmacilarin ilgi odagi haline gelmistir (Antika ve Dewi,
2020; Fang, 2014). Ozellikle dogal iiriinlerdeki gesitli biyoaktif bilesiklerin canlilar
tizerinde ¢ok yonlii etkileri vardir. Bu biyoaktif bilesiklerin en onemlileri arasinda
polifenolik yapida bulunan maddeler yer alir. Polifenolik bilesiklerin 6nemli
tiyelerinden biri flavonoidlerdir. Antosiyaninler, flavonoidlerin 6nemli alt
gruplarindan biridir ve flavilyum katyonlar1 olusturma kapasiteleri nedeniyle diger
flavonoidlerden ayrilirlar (Harborne, 1998). Antosiyaninlerin 6nemli bir iiyesi olan
malvidinin antioksidan, yangi ve kanser dnleme ile ndroprotektif etkileri basta olmak
tizere bir¢ok farmakolojik 6zellikleri bulunmaktadir ve bu 6zellikler in vitro ve in
vivo olarak ¢esitli aragtirmalarla ortaya konulmustur (Dai ve ark., 2017; Decendit ve

ark., 2013; Fagundes ve ark., 2021; Sakthivel ve ark., 2020; Wei ve ark., 2017).
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Karaciger, bobrek ve beyin fipronilin ana hedef organlaridir (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 ¢calismada fipronil ile indiiklenen
karaciger, bobrek ve beyin hasarina karst malvidinin koruyucu etkinliginin
arastirilmasi amaglanmistir. Farelere 14 giin boyunca agizdan 5 mg/kg c.a verilen
fipronilin oksidan/antioksidan dengeyi onemli Olciide degistirdigi belirlenmistir.
Calismamizda karaciger, bobrek ve beyin dokularinda fipronil verilen grupta, kontrol
grubuna gore SOD, CAT ve GPx enzim etkinlikleri ile GSH diizeylerinde 6nemli bir
diisiis (p<0,05); MDA diizeyinde ise 6nemli bir artig (p<0,05) tespit edilmistir.
Endojen antioksidan sistem, hiicrelerin ROS'un zararl etkilerine karsi savunmasinda
onemli bir rol oynamaktadir. Bu sistem, hiicresel sagligi siirdiirmek ve oksidatif
strese kars1 direng saglamak i¢in gereklidir (Boussabbeh ve ark., 2016a). Hiicrelerde
ROS'un zararl etkilerine kars1 ilk savunma hattin1t SOD olusturmaktadir. Bu enzim,
stiperoksit radikali (O>") oksijen ve hidrojen peroksit (H20O:) gibi daha az zararl
maddelere kataliz yaparak ROS'u etkisiz hale getirir (Jayashree ve ark., 2017).
Hidrojen peroksit, O2.- gore daha az zararli bir serbest radikaldir; CAT veya GPx
enziminin varliginda suya ve molekiiler oksijene doniistiiriiliir. Bu enzimler,
hiicrelerin oksidatif strese karst savunmasinda dnemli rol oynar (Glaser ve Stopper,
2012; Olsvik ve ark., 2005). Glutatyon, hiicresel antioksidan savunmada 6nemli rol
oynayan bir tripeptit olan sistein, glutamin ve glisinden olusan bir diisiik molekiil
agirlikli tiyol grubu iceren bir bilesiktir. Redoks homeostazinin siirdiiriilmesinde
biiyiik 6neme sahiptir ve serbest radikallerle reaksiyona girerek okside olur, boylece
oksitlendiginde glutatyon disiilfit (GSSG) ve diger disiilfitlere doniisiir (Miller ve
Schmidt, 2020). Doymamis yag asitlerinin ylikseltgenmesi sonucu olusan MDA,
lipid peroksidasyonun bir gostergesidir (Wang ve ark., 2018). Oksidatif stres,
fipronilin toksik etkilerinin olusmasinda anahtar rol oynamaktadir. Fipronil, hiicresel
oksidan/antioksidan dengesini bozarak, niikleik asitler, lipidler ve proteinler dahil
olmak tizere hiicresel makromolekiillere zarar vererek hiicresel oksidatif hasara yol
acmaktadir (Salminen ve Paul, 2014). Ayrica fipronilin mitokondriyal solunum
zinciri ve kalsiyum homeostazini baskilamasi, oksidatif ve nitrozatif stresin yani sira
niikleik asitler ve proteinlere zarar vererek karaciger, bobrek ve beyin gibi hayati

organlar iizerinde toksik etkiler yarattigi bildirilmistir (Gupta ve Anadon, 2018).

98



Fipronilin omurgalilar iizerindeki norotoksik, hepatotoksik, nefrotoksik etkilerinin
ROS olusumu sonucu meydana geldigi in vivo olarak cesitli aragtirmalarla ortaya
konulmustur (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 hasari
agizdan 28 giin boyunca 10 mg/kg dozda fipronil ile indiikledikleri ¢alismada,
sicanlarda fipronilin MDA seviyelerini 6nemli 6l¢iide (p<0,05) yiikselttigini bobrek,
beyin ve karacigerde GSH diizeylerini, SOD, CAT ve GPx enzimlerinin aktivitelerini
onemli Olgiide (p<0,05) azalttigimi belirtmislerdir. Abd Eldaim ve ark. (2020),
yaptiklar1 bagka bir arastirmada si¢anlara 4,85 mg/kg dozunda oral olarak 6 hafta
boyunca fipronil uygulamiglar; hepatik ve renal dokularda MDA seviyesinde artis ile
GSH ve CAT aktivitelerinde 6nemli 6l¢iide (p<0,05) diisiis tespit etmislerdir. Abou-
Zeid ve ark. (2021), siganlara 28 giin boyunca fipronil (9,7 mg/kg, oral) uyguladiklar
caligmada karaciger ve bobrekte histomorfolojik degisikliklerle birlikte hepatorenal
toksik etkilere neden oldugunu belirtmislerdir. Ayrica karaciger, beyin ve bobrekte
GSH seviyesi (p<0,05) ile SOD ve CAT aktivitelerinde (p<0,05) diisiis ile birlikte
MDA seviyesinde (p<0,05) artis tespit etmislerdir. Awad ve ark. (2021) ise 45 giin
boyunca agizdan 10 mg/kg dozda fipronil uyguladiklari siganlarda MDA diizeyinin
onemli 6lctide (p<0,05) arttigin1 bildirmislerdir. Badgujar ve ark. (2015), fareleri 28
giin boyunca farkli dozlarda fipronile oral olarak sirasiyla 2,5; 5 ve 10 mg/kg dozda
maruz biraktiklart ¢caligmada Ozellikle artan dozlarda hem bdbrek hem de beyin
dokularinda lipid peroksidasyonunda 6nemli bir (p<0,05) artis ile SOD ve CAT
etkinligi ile GSH diizeylerinde onemli 6l¢iide (p<0,05) diislise neden oldugunu
vurgulamiglardir. Badgujar ve ark. (2016), ayn1 metodla yaptiklar1 baska bir
calismada da, karaciger dokusunda lipid peroksidasyonunda artisa (»p<0,05); SOD,
CAT ve GST etkinliginde (p<0,01) ve GSH diizeylerinde 6nemli derecede (p<0,01)
azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir. Bakr ve ark. (2022), sicanlarda fipronil
(13,277 mg/kg, oral, 28 giin boyunca) ile indiikledikleri beyin hasarinda MDA ile
enzimatik antioksidan aktivitelerinde (SOD, CAT ve GPx) 6nemli bir (»p<0,05) artis
tespit etmislerdir. Bal ve ark. (2022), 7 gilin boyunca farelerde 25 mg/kg fipronil
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uygulamasinin karaciger dokusunda LPO aktivitesinde énemli (p<0,05) artisa, SOD
ve CAT aktivitelerinde ise diisiise (p<0,05) neden oldugunu saptamislardir. El-Ballal
ve ark. (2019), sicanlara 9,7 mg/kg dozda oral olarak haftada 3 defa olacak sekilde 8
hafta boyunca fipronil uygulamislar, karaciger ve bobrek dokularindaki MDA
diizeyinde 6nemli bir artis (p<0,05) ile GSH diizeyi ve CAT aktivitesinde dnemli bir
diisiis (p<0,05) goriildiglinii belirtmislerdir. Elgawish ve ark. (2019), sicanlara 6
hafta boyunca 9,7 mg/kg agizdan fipronil uyguladiklar1 ¢aligmalarinda karaciger
homojenatinda 6l¢tiikleri fipronil uygulanan grubun MDA seviyelerinde 6nemli bir
artis (»p<0,0001) oldugunu vurgulamislardir. Elshony ve ark. (2021), siganlarda 28
giin boyunca fipronil (5 mg/kg, oral) uygulayarak olusturduklart noronal
disfonksiyonda MDA seviyelerinde artma ile SOD ve GPx aktivitelerinde 6nemli bir
(»<0,05) azalma oldugunu bildirmislerdir. Hossam EI Din ve ark. (2022), si¢anlara
farkl1 dozlarda (3,31 mg/kg c.a ve 6,68 mgkg c.a 28 giin boyunca) fipronil
uygulamasinin karaciger ve bobrekteki MDA ile lipid peroksidasyonunu 6nemli
Olclide (p<0,05) artirdigini, GSH diizeyi ve CAT ile SOD etkinliklerini 6nemli bir
sekilde (p<0,05) azalttigini belirtmislerdir. Khalaf ve ark. (2020), si¢anlarda fipronil
(10,5 mg/kg) ile indiikledikleri bobrek ve karaciger hasarinda MDA seviyesinde
yiikselme (p<0,05), SOD ve CAT aktiviteleri ve GSH seviyelerinde ise belirgin
sekilde (p<0,05) diisiis bildirmislerdir. Sakr ve ark. (2022), siganlara 90 giin boyunca
agizdan fipronil (4,8 mg/kg/c.a.) uyguladiklar1 ¢aligmalarinda bobrek dokusundaki
oksidatif stres biyobelirteglerini incelemisler, MDA ve GSH seviyelerinde artis CAT
ile GPx aktivitelerinde diisiis (»<0,001) sekillendigini tespit etmislerdir. Sayed ve
ark. (2019), fipronil (13,277 mg/kg, oral) ile sicanlarda subakut toksisite
olusturduklar1 ¢alismada fipronilin karaciger MDA seviyeleri ve SOD, CAT, GPx
enzimatik aktivitelerini 6nemli dl¢iide (p<0,05) artirdigin1 vurgulamiglardir. Seif ve
ark. (2021), sicanlara fipronil periton i¢i olarak (10 mg/kg/c.a.) uyguladiklar
calismada hepatik oksidatif stres belirte¢lerinden MDA seviyelerinde 6nemli bir artig
(»<0,05) ile SOD ve CAT aktivitelerinde dnemli bir diisiis (»<0,05) goriildiigiinii
belirtmislerdir. Bu arastirmada da diger arastirmalara benzer sekilde fipronil
dokularda MDA diizeylerinde artisa neden olarak lipid peroksidasyona yol agtigi,
antioksidan savunma sistemini etkileyerek (GSH diizeyi ile SOD, CAT, GPx
etkinliginde diisiis) oksidatif hasara neden oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada
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malvidin+fipronilin birlikte verildigi grupta fipronilin tek basina verildigi gruba goére
GSH diizeyi ile SOD, CAT, GPx etkinliginde 6nemli artis (p<0,05); MDA diizeyinde
ise onemli bir diislis (p<0,05) belirlenmistir. Farkli ajanlarla indiiklenen oksidatif
hasara kars1 malvidinin koruyucu olarak kullanildigi calismalar bulunmaktadir. Daha
once yapilan in vivo aragtirmalar bu ¢aligmanin bulgularimi desteklemektedir (Wei
ve ark., 2017; Zheng ve ark., 2021). Wei ve ark. (2017), malvidinin (100 ve 200
mg/kg, oral), izoproterenol ile uyarilan kardiyak nekroz modelinde CAT, SOD ve
GPx aktivitelerini arttirdigini ve lipid peroksidasyonu azalttigini vurgulamiglardir.
Zheng ve ark. (2021), oksidatif hasar olusturduklar: farelerde 35 giin boyunca farkl
malvidin formlarini igeren kompozisyon (50 mg/kg c.a) uygulamasinin SOD, GPx,
CAT aktivitelerini 6nemli 6l¢iide (p<0,01) arttirdigini, serum ve karacigerdeki MDA

seviyelerini 6nemli dl¢iide (p<0,01) azalttigini tespit etmislerdir.

8-Hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG) DNA oksidatif biyolojik belirtecidir
ve DNA'daki guanin bazinin hidroksil radikalleri tarafindan 8-hidroksilasyonu
sonucunda olusur (Thompson ve ark., 1999; Xu ve ark., 2004). Bu ¢alismada daha
Once yapilan arastirmalara benzer sekilde fipronilin 8-OHdAG seviyelerinde 6nemli
bir artisa (p<0,05) yol actig1 tespit edilmistir (Hossam El Din ve ark., 2022; Ucar ve
ark., 2020; Ucar ve ark., 2022). Ucar ve ark. (2020), farkli dozlarda fipronil
uygulamasinin (0,05; 0,1 ve 0,2 mg/L) gokkusag1 alabalig1 (Oncorhynchus mykiss)
8-OHdG seviyelerini (p<0,05) artirdigin1 belirtmislerdir. Ugar ve ark. (2022),
fipronilin farkli konsantrasyonlarinin (0,05; 0,1 ve 0,2 mg/L) gokkusag1 alabalig
(Oncorhynchus mykiss) beyin dokusu tizerinde neden oldugu etkileri arastirdiklari
diger bir caligmalarinda ise konsantrasyona bagli olarak 8-OHdG seviyesinde dnemli
bir artis (p<0,05) tespit etmislerdir. Hossam El Din ve ark. (2022), sicanlara 28 giin
boyunca farkli dozlarda (3,31 mg/kg c.a ve 6,68 mg/kg c.a) fipronil uygulamasinin
8-OHdG seviyelerinde énemli bir artisa (p<0,05) neden oldugunu bildirmislerdir.
Malvidinin gii¢lii antioksidan yapisi nedeniyle 8-OHdG seviyelerinde diisiise yol
acabilecegi diisliniilmektedir. Ramirez-Tortosa ve ark. (2001), siganlar1 2 ay boyunca
%26 oraninda malvidin-3-glikozid i¢ceren antosiyanin bakimindan zengin bir ekstrakt
iceren rasyonla beslemisler ve karacigerde 8-OHdG seviyelerinde 6nemli bir azalma

(»<0,001) oldugunu vurgulamiglardir. Bu c¢alismada fipronilin 8-OHdG
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seviyelerinde neden oldugu artiglarda malvidin uygulamasi ile énemli bir diisiis
(»<0,05) tespit edilmistir; fakat literatiir taramas1 sonucu bu bulgularla ilgili baska

arastirmalara rastlanilmamustir.

Niikleer transkripsiyon faktorii eritroid-2 benzeri faktor 2, redoks
homeostazinin diizenlenmesinde ve bir¢ok hiicre koruyucu protein ve antioksidan
genin ekspresyonunda 6nemli bir rol oynar (Bellezza ve ark., 2018; Zhang ve ark.,
2013). Antioksidan yanit elemani tarafindan diizenlenen enzimler arasinda SOD2,
CAT, GPx, heme oksijenaz-1 (HO-1) ve GST gibi 6nemli enzimler bulunur (Itoh ve
ark., 1997; Jaiswal, 2004). Niikleer transkripsiyon faktorii eritroid-2 benzeri faktor 2
ARE ile etkilesime girerek bu enzimlerin ekspresyonunu artirir, bu da hiicrelerin
serbest radikallerle miicadele etmelerine yardime1 olur. Bazal kosullar altinda Nrf2,
sistein agisindan zengin baskilayic1 bir protein olan Kelch benzeri ECH'e bagl
protein-1 (Keapl) ile sitozolde etkisiz halde tutulur. Ancak, hiicreler oksidatif stresle
kars1 karsiya kaldiginda veya diger uyaricilara maruz kaldiginda, Keapl-Nrf2
baglantis1 bozulur ve Nrf2 niikleusa gecer. Niikleusa gecen Nrf2, ARE'yi
hedefleyerek antioksidan yanit genlerinin ekspresyonunu artirir. Ayrica Nrf2'nin
yangiy1 Onleyici potansiyeli vardir ve yangiya neden olan sitokinlerin ve inflamatuar
molekiillerin tiretimini azaltir, bu da hiicresel yanginin kontrol altina alinmasina
yardimct olur (Zhang ve ark., 2013). Fipronil sitotoksisitesinin altinda yatan en
onemli nedenler arasinda ROS'un asir1 liretimi ve hiicrelerde redoks dengesinin
bozulmasidir. Hiicrelerde ROS'un asir1 iiretimi sonucu lipid peroksidasyon, protein
oksidasyonu ve DNA hasari meydana gelir (Wasef ve ark., 2021). Hiicrelerdeki
redoks dengesinin ve faz II detoksifikasyonunun ana diizenleyicisi olmasi sebebiyle
Nrf2 fipronil toksisitesinden en c¢ok etkilenen parametrelerden biridir (Loboda ve
ark., 2016). Bu ¢alismada daha 6nce yapilan arastirmalara benzer sekilde fipronilin
Nrf2 diizeyini azalttig1 (p<0,05) tespit edilmistir (Kavitha ve ark., 2013; Sakr ve ark.,
2022). Sakr ve ark. (2022), siganlarda fipronil (4,8 mg/kg/c.a. agizdan 90 giin
boyunca) ile nefrotoksisite olusturduklar1 ¢alismalarinda fipronil uygulamasimin
redoks dengesizligi ve yapisal hasara neden olarak Nrf2 diizeylerinde 6nemli bir
(p<0,05) azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir. Malvidinin 6ne ¢ikan

Ozelliklerinden biri, Nrf2/Keap 1 sinyalini aktive etmesi ve oksidatif stresi

102



diizenlemek i¢in sitoprotektif enzimleri yukar regiile etmesidir (Kavitha ve ark.,
2013). Bu arastirmada malvidin uygulamasinin fipronilin azalttig1 Nrf2 diizeylerinde
onemli bir artisa (p<0,05) sebep oldugu tespit edilmistir. Daha Once yapilan
arastirmalar da bu bulgular1 desteklemektedir (Fan ve ark., 2022; Wei ve ark., 2017).
Wei ve ark. (2017), malvidin (100 ve 200 mg/kg, oral) uygulamasinin, izoproterenol
ile uyarilan kardiyak nekrozda Nrf2'nin niikleer translokasyonunu tesvik ettigini
vurgulamiglardir. Fan ve ark., (2022), farelerde LPS ile indiiklenen akut karaciger
hasarinda gesitli dozlarda (5, 10 20 mg/kg/c.a.) malvidin uygulamasinin Nrf2 protein
ekspresyonunu 6nemli 6l¢iide (p<0,001) artirdigini ve malvidinin koruyucu etkisinin

Nrf2 sinyal yolunu aktivasyonundan kaynaklandigini bildirmislerdir.

Niikleer faktor kappa B tiim canlilarda her hiicrenin sitoplazmasinda inaktif
halde bulunmaktadir ve organizmanin kendini savunmada kullandig1 ana unsurlardan
biri olarak kabul edilmektedir. Niikleer faktor kappa B aktif hale geldiginde
bagisiklik ve yangisal yamitlar, apoptoz, anjiyogenez, hiicre dongiisli, hiicre
adezyonunda rol oynayan 400'den fazla genin ekspresyonunu diizenler. Ayrica NF-
kB bakteriyel ve viral enfeksiyonlar ile otoimmun (bagisiklik-yangisal) hastaliklar
ve kanser gibi bir¢cok hastalifin fizyopatolojisinde anahtar rol oynamaktadir
(Strickland ve Ghosh, 2006). Yangisal siiregler birgok hastaligin ayirt edici
ozelligidir ve NF-kB, yanginin baslamasinda ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynayan
yanitlarin odak noktasidir (Senftleben ve ark., 2001). Niikleer faktér kappa B'nin
uyarilmasiyla yangi onciisii (IL-1B, TNF-a gibi) ve anti apoptotik hedef genlerin
transkripsiyonu tetiklenir (Barnes ve Karin, 1997). Cesitli pro-inflamatuar ve
sitotoksik sitokin genleri NF-kB tarafindan aktive edilmistir. Bu nedenle, oksidatif
stresin karaciger hasarina neden olabilecegi olasi mekanizmalardan biri NF-xB
aktivasyonudur (May ve Ghosh, 1997). Fipronilin metabolizmasi1 sonucu firetilen
ROS’larin indiikledigi doku hasarina bagli olarak NF-«kB aktivasyonu artmaktadir.
Fipronilin bu parametreler iizerine yaptigi degisiklikler ile ilgili caligmalar
bulunmaktadir (Elgawish ve ark., 2018; Sakr ve ark., 2022; Seif ve ark., 2021).
Elgawish ve ark. (2019), fipronilin siganlarin karacigeri {izerindeki etkilerini
inceledikleri c¢alismalarinda fipronili 9,7 mg/kg 6 hafta boyunca agizdan
uygulamiglar ve NF-kB’nin ekspresyonlarinda o6nemli bir artis (p<0,0001)
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goriildiigiinli ve NF-kB'nin uyarilmasit yoluyla karaciger hasar1 olustugunu
bildirmislerdir. Seif ve ark. (2021), sicanlara periton i¢i olarak 10 mg/kg/c.a dozda
fipronil uyguladiklar1 ¢alismada, NF-xB diizeyinin 6nemli olgiide yiikseldigini
belirtmislerdir. Sakr ve ark. (2022), fipronili 4,8 mg/kg/c.a dozunda agizdan 90 giin
boyunca si¢anlara uyguladiklari caligmalarinda NF-xB immiin ekspresyonunda
onemli bir artig (p<0,001) oldugunu vurgulamislardir. Bu aragtirmada diger
calgmalara benzer sekilde fipronil verilen grupta dokularda kontrol grubuna gére NF-
kB diizeylerinde 6nemli bir artis (»<0,05) tespit edilmistir (Dai ve ark. 2017; Paixao
ve ark., 2012). Malvidin ve glikozitleri, inflamatuar yanitin diizenlenmesinde ¢ok
onemli bir rol oynayan NF-kB yolu iizerinde inhibe edici etkiler gdstermistir.
Malvidinin in vivo olarak NF-kB diizeyleri ile ilgili herhangi bir arastirmaya
rastlanilmamistir ve daha Once yapilan in vitro arastirmalarla bu arastirmanin
bulgular1 paralellik gostermektedir (Dai ve ark. 2017; Paixao ve ark., 2012). Dai ve
ark. (2017), sicanlarda monosodyum iyodoasetat ile indiiklenen osteoartrit {izerine
malvidinin agr1 giderici ve antiinflamatuar etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda
malvidinin in vitro olarak p65’in ¢ekirdege tasinmasini baskilayarak IxkBo’dan
bagimsiz bir sekilde NF-kB yolunu inhibe ettigini belirtmislerdir. Paixao ve ark.
(2012), peroksinitritin neden oldugu sigir arteriyel endotel hiicrelerindeki apoptotik
etkilere karst malvidin-3-glikozidinin (25 pM) etkilerini arastirdiklart ¢alismalarinda
malvidin-3-glikozidinin NF-xkB aktivasyonunun inhibisyonu yoluyla iNOS
ekspresyonu/NO biyosentezi, COX-2 ekspresyonu ve IL-6 iiretimi gibi pro-

inflamatuar aracilar1 baskiladigini bildirmislerdir.

Sitokinler proinflamatuar (TNF-o, IL-1f), antiinflamatuar (IL-10) ve pro-
fibrotik sitokinler (IL-13, déniistiiriicii biiylime faktorii-p) olarak ayrilir. Ozellikle
monositler ve makrofajlar tarafindan iiretilen TNF-a, ¢esitli otoimmiin hastaliklarin
patogenezinde onemli rol oynayan bir tiir proinflamatuar sitokin olarak bilinir.
Protein yapidaki bu molekiil, 212 aminoasidin bir araya gelmesiyle olusan bir
glikoproteindir (Carvalho-Tavares ve ark., 2000). Tiimor nekroz faktor a'nin asiri
ekspresyonu, fagositik hiicreler (notrofiller ve makrofajlar) tarafindan artan ROS
tiretimi yoluyla redoks durumunda dengesizlige yol agabilir (Glosli ve ark., 2002).

Ayrica TNF-a artigina bagli olarak, vaskiiler adezyon molekiilii (VCAM-1) ve hiicre
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ici adezyon molekiilii (ICAM-1) gibi molekiillerin ekspresyonu artmakta bu da
aktive notrofillerin infiltrasyonunun artmasina ve karaciger dokusuna daha fazla
zarar verilmesine yol agmaktadir (Atsuta ve ark., 1997). Makrofajlarin, in vivo olarak
otoantikor veya antijene spesifik T hiicresinden tiiretilen lenfokinler tarafindan
aktive edildikten sonra TNF-a, IL-1 ve iNOS aracili NO olusumunun ana kaynagin
temsil etmeleri nedeniyle, inflamatuar yanitin inhibisyonu i¢in ana hedeftirler. Bu
caligmada fipronil TNF-a ve IL-1P seviyelerinde dnemli artisa (p<0,05) yol agtig
belirlenmistir. Fipronil ROS iiretimi yoluyla TNF-a ve IL-1p gibi proinflamatuar
sitokinlerin asir1 ekspresyonuna neden oldugu diisiinmektedir ve daha dnce yapilan
caligmalarda 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 giin boyunca farelerde 25 mg/kg fipronil uygulamasinin,
inflamatuar sitokinlerde (TNF-o, IL-1B, IL-10) 6nemli artisa neden oldugunu
saptamiglardir. Awad ve ark. (2021), ise 45 giin boyunca agizdan 10 mg/kg dozda
fipronil uyguladiklar1 siganlarda TNF-a'nin regiilasyonunun énemli 6lgiide arttigini
bildirmigler. Seif ve ark. (2021), sicanlara fipronil (10 mg/kg/c.a periton ici)
uyguladiklar1 ¢alismada fipronil ile indiiklenen gruplarda TNF-a, IL-6 ve IL-1f
mRNA/protein seviyelerinde dnemli bir (p<0,05) artis oldugunu belirtmiglerdir.
Elgawish ve ark. (2019), siganlara fipronil (9,7 mg/kg 6 hafta boyunca agizdan)
uyguladiklar1 ¢caligmada fipronil uygulanan gruplardaki karaciger homojenatlarinda
TNF-a ve IL-6 seviyelerinin (p<0,0001) diger gruplara gore daha yiliksek oldugunu
vurgulamiglardir. Farrah ve ark. (2018), 15 giin boyunca 15 mg/kg/c.a. dozunda
agizdan fipronil uyguladiklari ¢aligmalarinda TNF-a ve IL-1 diizeylerinde 6nemli
artislar (p>0,05) oldugunu vurgulamislardir. Selim ve Elsayed (2023), ¢alismalarinda
ise 30 giin boyunca 9,7 mg/kg/c.a. dozunda agizdan fipronil uygulamislar ve oral
mukozal doku 6rneklerinde TNF-a ve IL-1f seviyelerinde 6nemli artislar (p<0,05)
bildirmislerdir. Malvidinin TNF-a ve IL-1B ekspresyonlar1 iizerine etkilerinin
arastirildigl ¢alismalar bulunmaktadir (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 c¢aligmada da daha Once yapilan arastimalara paralel olarak malvidin
uygulamasinin fipronilin artirmig oldugu TNF-a ve IL-1f seviyelerini azalttig1 tespit

edilmistir. Dai ve ark. (2017), siganlarda monosodyum iyodoasetat ile indiiklenen
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osteoartrit lizerine malvidinin agr1 giderici ve antiinflamatuar etkilerini
arastirmiglardir. Arastirmacilar malvidinin, kikirdak dokularinda monosodyum
iyodoasetat tarafindan indiiklenen IL-1B, IL-6, TNF-o’nin artan ekspresyonlarini
diisiirdiigiinii  (p<0,05) belirtmislerdir. Decendit ve ark. (2013), saflastirilmis
tiziimden elde edilen bilesik olan malvidin-3-O-f glukozitinin insan periferal kan
mononiikleer hiicrelerinin hayatta kalma, proliferasyon ve makrofajlarin
aktivasyonunu inhibe etme yeteneklerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda malvidin-3-O-
B glukozitinin aktif makrofajlardan TNF-a ve IL-1B saliverilmesini azalttigini
(»<0,0042) bildirmiglerdir. Fagundes ve ark. (2021), peptik iilser tedavisi i¢in
malvidinin  koruyucu ve iyilestirici potansiyelini farelerde arastirdiklar
calismalarinda non-streoidal antiinflamatuar ilaglar (NSAIl'ler) indiikleri iilser
modelinde malvidin (5 mg/kg oral) uygulamasinin gastrik iilser olusumunu
onledigini, TNF-a ve IL-6'min ekspresyonlarini azalttigim (p<0,05) fakat IL-1P3
ekspresyonunu etkilemedigini vurgulamislardir. Fan ve ark., (2022), farelerde LPS
ile indiikledikleri karaciger hasarinda farkli dozlarda (5, 10 20 mg/kg/c.a) malvidin
uygulamasinin karacigerdeki pro-inflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-1f) mRNA
seviyelerini 6nemli 6l¢iide (p<0,001) azalttigin1 belirtmislerdir. Sakthivel ve ark.
(2020), malvidinin antikanser aktivitesini inceledikleri g¢aligmalarinda Dalton
lenfoma asidi (DLA) (1.5 x 106 hiicre/hayvan) kaynakli kat1 ve asit timorlii fare
modelinde tiimoriin indiiklendigi giinden itibaren ardisik 10 giin boyunca malvidin
(5 mg/kg canh agirlik ve 10 mg/kg canli agirlik) uygulamiglardir. Malvidinin
kanserin 6nlenmesi i¢in molekiiler hedefler olarak hizmet eden TNF-a ve IL-6 gibi
sitokin seviyelerini azalttigini (»p<0,05) vurgulamiglardir. Shi ve ark. (2023), farelere
5 glin boyunca olarak malvidin (20 mg/kg/c.a. periton ic¢i) uyguladiklari
caligmalarinda malvidin 6n uygulamasinin dalak dokusunda IL-1 ve TNF-a'nin
mRNA ekspresyon seviyelerinin 6nemli Ol¢iide (p<0,001) azaldigin1 tespit

etmislerdir.

Nitrik oksit sentetaz enzimi kinetik Ozelliklerine goére yapisal ve
indiiklenebilir olmak {iizere ikiye ayrilmaktadir (Palmer ve ark., 1987). Bu enzim
ozellikle makrofajlar ve damar endotel hiicrelerinde sentezlenmektedir (Korhonen ve

ark., 2005). Bu ¢alismada daha 6nce yapilan aragtirmalara benzer sekilde fipronil
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iNOS etkinliginde 6nemli artisa (p<<0,05) yol actig1 belirlenmistir (Awad ve ark.,
2021; Selim ve Elsayed, 2023). Selim ve Elsayed (2023), ¢alismalarinda ise 30 giin
boyunca 9,7 mg/kg/c.a dozunda agizdan fipronil uygulamislar ve oral mukozal doku
orneklerinde iNOS etkinliginde 6nemli artis (p<0,05) bildirmislerdir. Awad ve ark.
(2021), ise 45 giin boyunca agizdan 10 mg/kg dozda fipronil uyguladiklari siganlarda
beyin néronal dokularinda iNOS’a kars1 dnemli 6l¢iide artan immiinoreaktivite tespit
etmisglerdir. Bu calismada da daha 6nce yapilan arastimalara paralel olarak malvidin
uygulamasinin fipronilin artirmis oldugu iNOS’u 6nemli diizeyde (p<0,05) tespit
edilmistir (Sakthivel ve ark., 2020; Shi ve ark., 2023). Sakthivel ve ark. (2020),
malvidinin antikanser aktivitesini inceledikleri calismalarinda immiinohistokimyasal
olarak iNOS ekspresyonunu azalttigini (p<0,05) vurgulamislardir. Shi ve ark. (2023)
da farelere 5 giin boyunca olarak malvidin (20 mg/kg/c.a. periton i¢i) uyguladiklari
caligmalarinda malvidin 6n uygulamasinin dalak dokusunda iNOS mRNA

ekspresyon seviyelerinin 6nemli dl¢iide (p<0,001) azaldigini tespit etmisglerdir.

Siklooksijenaz, arasidonik asitten prostaglandinlerin sentezlenmesinde
anahtar rol oynayan bir enzimdir. Bu enzimin COX-1 ve COX-2 olarak bilinen, iki
formu bulunmaktadir. Bu enzimin her iki izoformu da aragidonik asiti
prostaglandinlere doniistiirse de bunlarin viicuttaki dagilimlart ve saglik ya da
hastalik durumundaki rolleri arasinda Onemli farkliliklar vardir. Bu Onemli
farkliliklarin  temelinde COX-1 ve COX-2 genlerinin diizenlenmesindeki
degisiklikler yatmaktadir. Enzimin yapisal formu olan COX-1 viicutta eksprese edilir
ve normal mide mukozasini korumak, bobrek kan akisini etkilemek ve trombosit
agregasyonunu tesvik ederek kanmn pihtilasmasina yardimci olmak gibi belirli
homeostatik iglevleri saglamaktadir. Buna karsilik, indiiklenebilir form olan COX-2,
inflamatuar ve diger fizyolojik uyaranlara ve biiylime faktorlerine yanit olarak
eksprese edilir, agriya aracilik eden ve inflamatuar siireci destekleyen
prostaglandinlerin {iretiminde rol oynar (Simon, 1999). Aninda yanit veren bir
protein olan COX-2, ¢evresel toksik maddeler ve proinflamatuar sitokinler dahil
olmak iizere ¢esitli uyaranlara yanit olarak iiretilir (Narita ve ark., 2008). Ustelik
COX-2'nin sadece inflamasyonda degil ayn1 zamanda hiicre proliferasyonunu ve

farklilagsmasini, apoptozu, anjiyogenezi ve metastazi etkileyen karsinojenezde de rol
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oynadig diisiiniilmektedir (Williams ve ark., 1999). Oksidatif stres, ksenobiyotikler
ve inflamatuar uyaranlarla iliskili hiicresel hasarin ana nedenidir. Ayrica ROS,
inflamatuar yanit1 indiikler ve COX-2 ekspresyonuna aracilik eder (Barbieri ve ark.,
2003). Fipronilin metabolizmas1 sonucu iiretilen ROS’larin indiikledigi doku
hasarma bagli olarak COX-2 ekspresyonu artmaktadir. Bu ¢alismada daha once
yapilan arastirmalara benzer sekilde fipronilin COX-2 enzim etkinligini 6nemli
diizeyde (p<0,05) artirdig1 tespit edilmistir (Abd Eldaim ve ark., 2020; Wasef ve
ark., 2021). Abd Eldaim ve ark. (2020), si¢anlara 4,85 mg/kg dozunda oral olarak 6
hafta boyunca fipronil uygulamasinin hepatik ve renal dokularda COX-2'nin protein
ekspresyonlarini 6nemli 6l¢iide arttirdigini vurgulamislardir. Wasef ve ark. (2021),
sicanlarda fipronil (5 mg/kg agizdan 28 giin boyunca) ile indiikledikleri
hepatotoksisite ve lipogenezi arastirdiklar1 caligmalarinda fipronil uygulamasimin
hepatik siniizoidlerin endotelyal hiicrelerinde COX-2 reaksiyonlarinin arttigini
(p<0,05) bildirmislerdir. Bu ¢alismada daha 6nce Fagundes ve ark. (2021) tarafindan
yapilan ¢aligmaya benzer sekilde COX-2 seviyelerinde malvidin uygulamasinin
onemli bir diisis (p<0,05) saglandig1 goriilmiistir. Fagundes ve ark. (2021)
yaptiklar1 arastirmalarinda, ¢esitli ajanlarla indiiklenen mide iilseri modellerinde
malvidinin ilserin iyilesmesini hizlandirdigit ve COX-2'nin gen ekspresyonlarini
diistirdligii belirtilmistir. Malvidinin giiglii antiinflamatuar yapist nedeniyle COX-2

seviyelerinde diisiise yol acabilecegi diistintilmektedir.

Fipronil gibi cesitli ksenobiyotiklerin yol actigt organ hasarlarina,
biyokimyasal belirteclerin diizeyleri tespit edilerek tanm1 konulmaktadir. Karaciger
hasarinda serum ALT ve AST enzim etkinliklerinde artislar (Pondugula ve ark., 2021);
bobrek hasarinda ise kreatinin ve lire diizeylerinde artislar meydana gelir (Wang ve
ark., 2021). Serumda ALT ve AST enzim etkinlikleri, iire ve kreatinin fiprolinin
metabolizmasi sonucu iretilen ROS’larin indiikledigi doku hasarmma bagl artan
parametrelerdir. Fipronilin bu parametreler iizerine yaptigr degisiklikler ile ilgili
calismalar bulunmaktadir (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), sicanlara 9,7 mg/kg c.a (haftada
3 defa 8 hafta boyunca, oral), Khalaf ve ark. (2020), sicanlara 10,5 mg/kg c.a (30 giin
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boyunca, oral), Bal ve ark. (2022) farelere 25 mg/kg c.a (7 giin boyunca, oral),
Badgujar ve ark. (2016) farelere 28 giin boyunca farkli dozlarda fipronile oral olarak
sirastyla 2,5, 5 ve 10 mg/kg c.a., Abou-Zeid ve ark. (2021), sicanlara 9,7 mg/kg c.a.
(28 giin boyunca, oral), Seif ve ark., (2021) sicanlara periton i¢i olarak 10 mg/kg/c.a.,
Abd Eldaim ve ark. (2020), siganlara 4,85 mg/kg c.a. (6 hafta boyunca, oral) dozda
fipronil uygulamiglar, serum ALT ve AST enzimlerinin etkinliginde dnemli artig
oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢alismada da diger ¢alismalara (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 sekilde fipronil
uygulanan grupta kontrol grubu ile karsilagtirldiginda serum ALT ve AST
degerlerinde onemli diizeyde bir artis oldugu belirlenmistir. Ayrica bu calismada
fipronil uygulanan grupta kontrol grubuna gore kreatinin, BUN degerlerinde 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)’nin yaptiklar1 ¢alismaya
benzer sekilde onemli diizeyde bir artis oldugu tespit edilmistir. Sakthivel ve ark.
(2020), malvidinin antikanser aktivitesini inceledikleri ¢alismalarinda Dalton lenfoma
asidi (DLA) (1.5 x 106 hiicre/hayvan) kaynakli kat1 ve asit tiimorlii fare modelinde
tiimdriin indiiklendigi giinden itibaren ardisik 10 giin boyunca malvidin (5 mg/kg c.a.
ve 10 mg/kg c.a.) uyguladiklar1 ¢alismada tiimdr ilerlemesinin etkiledigi AST ve ALT
karaciger enzimlerinin seviyelerinde 6nemli bir diisiis (»<0,01) tespit etmislerdir. Zou
ve ark. (2021), ise sicanlarda tip 2 diyabet modeli olusturduklar1 ¢alismalarinda 12
hafta boyunca giinliik 100 mg/kg c.a. oral malvidin uygulamasinin serum ALT ve AST
seviyelerinde 6nemli bir diisiise (»<0,001) neden oldugunu vurgulamiglardir. Bagka
bir ¢alismada ise farelerde LPS ile indiiklenen akut karaciger hasarinda malvidin artan
dozlarda uygulamasmin (5, 10 ve 20 mg/kg c.a.) ALT ve AST seviyelerini 6nemli
o6l¢iide azalttig1 (p<0,01) ve malvidinin karaciger fonksiyonunu modiile etmede 6nemli
bir rol oynadig bildirilmistir (Fan ve ark., 2022). Emadi ve ark. (2020), renal iskemik
reperfiizyon modeli olusturduklar1 siganlara 21 giin stireyle malvidin (100 mg/kg c.a.,
oral) uygulamiglar ve malvidin uygulamasiin plazma BUN ile kreatinin fraksiyonel
atiliminda diisiise neden oldugunu bildirmislerdir. Bu arastirmada da diger

arastirmacilarin bulgularina paralel olarak malvidin uygulamasinin fipronilin artirdig1
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degerleri (AST, ALT, kreatinin ve BUN) normal diizeylere getirdigi tespit edilmistir
(Emadi ve ark., 2020; Fan ve ark., 2022; Sakthivel ve ark., 2020; Zou ve ark., 2021).

Histopatolojik incelemeler sonucunda tek basina fipronil uygulanan grupta,
karacigerde siddetli hiperemi, yer yer kanama odaklari, hafif siddette ve
cogunlugunu lenfositlerin olusturdugu yangisal hiicre infiltrasyonlari, Kupffer
hiicrelerinde proliferasyon, hepatositlerde yaglanma (steatozis) ve dejenerasyonlarin
bulundugu dikkati ¢cekmistir. Bobrek dokusunda da siddetli hiperemi, yer yer degisik
siddette kanamalar, tubul epitellerinde dokiilmeler ve degisik siddette yangisal hiicre
infiltrasyonlar1 saptanmistir. Beyin, beyincik ve hipokampiislerin histopatolojik
incelemesinde ise damarlarda siddetli hiperemi, belirgin ddem, yer yer degisik
siddetlerde kanamalar ile noronlarda dejeneratif degisiklikler ve bazi alanlarda
nekrotik hiicreler dikkati ¢ekmistir. Fipronille yapilan baska in vivo ¢alismalarda,
bizim bulgularimiza benzer histopatolojik bulgular tespit edilmistir (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), siganlara 9,7 mg/kg dozda oral olarak haftada 3 defa
olacak sekilde 8 hafta boyunca fipronil uyguladiklari ¢aligmada, fipronil
uygulamasinin merkezi damar ¢evresinde hepatositlerin hidropik dejenerasyonunu
indiikledigini bildirmislerdir. Khalaf ve ark. (2020), siganlarda fipronil (10,5 mg/kg)
ile indiikledikleri bobrek ve karaciger hasarinit degerlendirmis, dilate santral veni
cevreleyen hepatositlerde yaglanma ve vakuoler dejenerasyon, safra kanalinda
konjesyon, dilatasyon ile birlikte 6dem ve kortikal tiibiillerin astar epitelinde
vakuolar dejenerasyon tespit etmislerdir. Elshony ve ark. (2021), sicanlarda 28 giin
boyunca fipronil (5 mg/kg, oral) uygulayarak olusturduklari néronal disfonksiyonda
fipronil grubunda siddetli vaskiiler konjesyon, perivaskiiler lenfositik hiicre
infiltrasyonlar1, néronal nekroz ve satellitoz goriildiigiinii belirtmislerdir. Sayed ve
ark. (2019), fipronil (13,277 mg/kg, oral) ile sicanlarda subakut toksisite
olusturduklart ¢alismada portal ven boyunca konjesyon, inflamatuar hiicre
infiltrasyonu ve daha az miktarda fibrozis tespit etmislerdir. Bal ve ark. (2022), 7 giin
boyunca farelerde 25 mg/kg fipronil uygulamasinin karaciger dokusunda mikro-

steatoz, hepatosit hipertrofisi, nekroz, dejenerasyon ve dilate siniizoidler
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goriildiigiinii bildirmislerdir. Bakr ve ark. (2022), sicanlarda fipronil (13,277 mg/kg,
oral, 28 gilin boyunca) ile indiikledikleri beyin hasarinda fipronil grubunda
hipokampustaki subikulum néronlarinda hiicre i¢i vakuolizasyon ve serebellum kan
damarlarinda konjesyon belirlemislerdir. Badgujar ve ark. (2015), fareleri 28 giin
boyunca farkli dozlarda fipronile oral olarak sirasiyla 2,5, 5 ve 10 mg/kg dozda
maruz biraktiklart ¢alismada 2,5 mg/kg doz uygulamasinda bobrekte dejenere
alanlar, 5 mg/kg dozda kortiko-mediiller bolgede siddetli koagiilatif nekroz ve 10
mg/kg dozda tubuler epitel hiicrelerinin nekrozu ile birlikte siddetli dejenerasyon
tespit etmislerdir. Ayn1 ¢aligmada yiiksek doz fipronil (10 mg/kg) uygulanan
farelerin serebral korteksinde piramidal hiicre tabakasinin dejenerasyonu ve
ayrilmasiyla birlikte molekiiler tabakada siddetli vakuolasyon ile beyinciginde
graniiler tabakada kii¢iik eozinofilik kirmiz1 hiicrelerle karakterize néron nekrozu,
gri maddede vakuolasyon ve Nissl maddesinin kaybiyla Purkinje hiicre tabakasinda
dejenerasyon goriildiigiinii bildirmislerdir. Badgujar ve ark. (2016), ayn1 metodla
olusturduklar1 c¢alismada karaciger dokusunda; fipronilin 2,5 mg/kg dozda
uygulandig1 grupta karacigerde konjestif alanlar ve hepatositlerde hafif nekroz, 5
mg/kg dozda uygulandig1 grupta vakuoler degisikliklerle birlikte merkezi damar
cevresinde dejeneratif ve nekrotik degisiklikler, 10 mg/kg dozda uygulandig grupta
ise hepatositlerin nekrozuna yol agan ciddi dejeneratif degisiklikler tespit etmislerdir.
Awad ve ark. (2021) ise 45 giin boyunca agizdan 10 mg/kg dozda fipronil
uyguladiklar1 sicanlarin beyin dokularinda; hipokampiiste piramidal tabakada
diizensizlik, hiicre kayb1 alanlar1 ve dejenerasyonun farkli asamalarinda néronlar ve
buna ek olarak polimorfik yogun glia hiicresi infiltrasyonu ile vakuolar bosluklar,
serebellumda Purkinje hiicre kaybi1 alanlari, kaudat putamende perivaskiiler
infiltrasyonlarla birlikte vaskiiler konjesyon goriildiigiinii bildirmislerdir. Abou-Zeid
ve ark. (2021), sicanlara 28 giin boyunca fipronil (9,7 mg/kg, oral) uyguladiklar
calismada karaciger santral vende inflamatuar hiicre infiltrasyonu ile konjesyon,
hepatositlerde balonlagsma dejenerasyonuyla ile birlikte inflamatuar hiicrelerin
infiltre ettigi koagiilatif nekroz alanlar1 ve bobrekte Bowman boslugunun artmasiyla
glomeriilerde kiigiilme, glomertillerde ve interstisyel dokuda konjesyon, glomeriiler
hiicrelerde ve bobrek tubul epitelinde piknotik ¢ekirdekli nekroz, bobrek tubul

epitelinde liimenlerinin tikanmasiyla sisme, periglomeriiler 6dem ve interstisyel
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dokuda inflamatuar hiicre infiltrasyonu tespit etmislerdir. Abd Eldaim ve ark. (2020),
sicanlara 4,85 mg/kg dozunda oral olarak 6 hafta boyunca fipronil uyguladiklar
caligmada hepatik dokuda fokal siniizoidal konjesyonla iliskili hepatositlerin belirgin
balonlasmasi ile renal dokuda mononiikleer infiltratlar tarafindan yogun bir sekilde
infiltre edilen renal tubuler epitel hiicrelerinin fokal nekrozu goriildiiglini
belirtmislerdir. Bu ¢alismada malvidin uygulamasinin karaciger, bobrek ve beyinde
fipronilin neden oldugu patolojik bulgularda belirgin sekilde iyilesme sagladig
gorilmiistiir. Bu bulgular malvidin ile ilgili daha 6nce karaciger {lizerinde yapilan
diger arastirmalarla (Fan ve ark., 2022; Sakthivel ve ark., 2020; Zou ve ark., 2021)
paralellik gostermektedir. Fan ve ark., (2022), farelerde LPS ile indiiklenen akut
karaciger hasarinda histopatolojik olarak LPS grubunda belirsiz niikleoplazmali1 kotii
tanimlanmis hepatositler ve artmis inflamatuar hiicreleri {izerinde malvidin
uygulamasinin olumlu etki gdsterdigini vurgulamislardir. Sakthivel ve ark. (2020),
malvidinin antikanser aktivitesini inceledikleri ¢alismada farelerde hepatotoksisiteye
neden olan tiimoér modelinin olusturdugu hasara kars1 malvidin uygulanan (5 ve 10
mg/kg c.a.) farelerde hafif degismis lobiiler polimorfik vezikiiler cekirdekler,
multilokiile dev hiicreler, fokal sentrilobiiler nekroz, tikanmis ve dilate olmus santral
ven tespit etmislerdir. Zou ve ark., (2021), sicanlarda tip 2 diyabet modeli
olusturduklart ¢aligmalarinda malvidin (100 mg/kg c.a., oral) uygulamasinin
karaciger patolojik degisikliklerini hafiflettigini ve hepatik notral lipitleri azalttigin
bildirmiglerdir. Malvidin uygulamasmin kalp ve dalak iizerinde neden oldugu
degisikliklerin  incelendigi  diger c¢aligmalarda ise olumlu sonuglarla
karsilasilagilmistir (Shi ve ark., 2023; Wei ve ark., 2017). Shi ve ark. (2023), farelere
5 giin boyunca intraperitoneal olarak malvidin (20 mg/kg) uyguladiklar
caligmalarinda malvidin 6n uygulamasmin dalak sepsisinde LPS ile indiiklenen
histopatolojik hasar1 hafiflettigini tespit etmislerdir. Wei ve ark. (2017) ise
malvidinin (100 ve 200 mg/kg, oral), izoproterenol ile uyarilan kardiyak nekrozda
histopatolojik degisiklikleri ve hasarli mitokondriyi énemli 6lgiide iyilestirdigini
bildirmigler. Yapilan literatiir taramasi sonucu ¢alismamizda alinan diger dokularla

(bobrek ve beyin) ilgili histopatolojik olarak bagka bir calismaya rastlanilmamustir.
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Fipronilin ayrica oOnemli bir apoptozis indiikleyicisi oldugu da
diisiiniilmektedir. Apoptozis, hayvanlarda gelisim ve yetiskinlik donemlerinde
gereksinim duyulan her yasam asamasi i¢in esastir. Bunun yaninda hiicreler,
hastaliklarin veya zararli ajanlarin etkileri altinda oldugunda veya bagisiklik
tepkilerinde koruyucu bir mekanizma olarak ortaya ¢ikabilirler. Apoptozis,
organizmanin ¢esitli dokularinda ve hiicrelerinde siirekli olarak meydana gelir ve
yasam boyunca devam eder. Boylece, hiicre 6liimii (apoptozis) ve yeniden yapim
(mitoz), bu dokularda doku homeostazini siirdiirmek i¢in dinamik bir denge olusturur
(Richardson ve Kumar, 2002). Apoptozis, genellikle iki ana yol olarak bilinen digsal
(0lim reseptoriine bagimli) ve igsel (mitokondriye bagimli) yollar araciligiyla
tetiklenebilir (Martin ve Baehrecke, 2004). igsel yol, endojen ve ekzojen faktorlere
yanit olarak mitokondri dis zarmin gegirgen hale gelmesi ile baslar, ardindan
sitokrom C'nin salinmasi ve kaspazlarin aktivasyonu gerceklesir ve bu da hiicre
Olimiine yol acgar (Guidolin ve ark., 2014). Fipronile maruz kalma, insanlarda ve
hayvanlarda, ROS iiretimi yoluyla apoptozisle sonuclanan ndronal hiicre hasari
olustarmak da dahil olmak tizere olumsuz saglik sonuclariyla baglantilidir. Fipronilin
neden oldugu bu olumsuz sonuglar in vivo olarak c¢esitli arastirmalarla ortaya
konulmustur (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), siganlara 28 giin boyunca fipronil (9,7 mg/kg, oral)
uyguladiklar1 calismada karaciger, beyin ve bobrekte kaspaz-3 gen ekspresyonunda
Oonemli bir artig (p<0,05) bildirmislerdir. Abd Eldaim ve ark. (2020), si¢anlara 4,85
mg/kg dozunda oral olarak 6 hafta boyunca fipronil uygulamasinin hepatik ve renal
dokularda kaspaz-3 immiin reaktivitesinde énemli bir artis kaydedildigini (pozitif
hiicrelerin ytizdeleri 3,40 + 0,40 ve 2,60 + 0,50) vurgulamiglardir. Awad ve ark.
(2021) ise 45 giin boyunca agizdan 10 mg/kg dozda fipronil uyguladiklari siganlarda
beyin ndronal dokularinda kaspaz-3'e karst Onemli Olgiide (p<0,05) artan
immiinoreaktivite tespit etmislerdir. Bakr ve ark. (2022), sicanlarda fipronil (13,277
mg/kg, oral, 28 giin) ile indiikledikleri beyin hasarinda kaspaz-3 mRNA gen
ekspresyonunun 6nemli dl¢iide (p<0,0001) arttigini belirtmislerdir. Elshony ve ark.
(2021), siganlarda 28 giin boyunca fipronil (5 mg/kg, oral) ile noronal hasar
olusturduklar1 ¢alismada norona 6zgli kaspaz-3 ekspresyonunda artis (p < 0.05)
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oldugunu bildirmislerdir. Khalaf ve ark. (2020), siganlarda fipronil (10,5 mg/kg) ile
indiikledikleri bobrek ve karaciger hasarinda kaspaz-3 geninin karaciger ve bobrek
dokularinda kontrole kiyasla 4 kattan fazla eksprese edildigini belirtmislerdir. Sayed
ve ark. (2019), fipronil (13,277 mg/kg, oral) ile sicanlarda subakut toksisite
olusturduklari ¢alismada fipronilin karacigerde kaspaz-3 gen ekspresyonunda dnemli

bir artis (p<0,05) oldugunu bildirmislerdir.

Fipronilin pro-apoptik ve anti-apoptik gen ekspresyonlarinda neden oldugu
olumsuz sonuglar in vivo olarak ¢esitli arastirmalarla ortaya konulmustur (Abou-Zeid
ve ark., 2021; Bakr ve ark., 2022; Elshony ve ark., 2021; Sayed ve ark., 2019). Abou-
Zeid ve ark. (2021), siganlara 28 giin boyunca fipronil (9,7 mg/kg, oral) uyguladiklar
caligmada karaciger, beyin ve bobrekte Bcl-2 gen ekspresyonunun (p<0,05)
azaldigimi bildirmislerdir. Bakr ve ark. (2022), sicanlarda fipronil (13,277 mg/kg,
oral, 28 giin) ile indiikledikleri beyin hasarinda beyin pro-apoptotik (Bax) mRNA
gen ekspresyonunun 6nemli dl¢lide (p<0,0001) arttigini1 ancak anti-apoptotik (Bcl-2)
mRNA genlerinin ise ekspresyonunun azaldigini (p<0,0001) belirtmislerdir. Elshony
ve ark. (2021), siganlarda 28 giin boyunca fipronil (5 mg/kg, oral) ile ndronal hasari
olusturduklar1 c¢alismada ndrona ozgii Bcl-2 ekspresyonunda diisiis (p<0,05)
oldugunu bildirmislerdir. Sayed ve ark. (2019), fipronil (13,277 mg/kg, oral) ile
sicanlarda subakut toksisite olusturduklar1 ¢alismada fipronilin karacigerde pro-
apoptotik (Bax) gen ekspresyonunda énemli bir artis (p<0,05) ve anti-apoptotik (Bcl-
2) mRNA gen ekspresyonunda ise onemli bir diisiise (»<0,05) neden oldugunu
bildirmislerdir. Bu ¢aligmada fipronilin apoptozis yoluyla neden oldugu olumsuz
sonuglarda malvidin uygulamasi ile iyilesme saglandigl ve bu iyilesmenin in vivo
olarak cesitli arastirmalarla paralellik gosterdigi ortaya konulmustur (Fagundes ve
ark. 2021; Fan ve ark., 2022; Wang ve ark. 2018). Fagundes ve ark. (2021), peptik
tilser tedavisi i¢in malvidinin koruyucu ve iyilestirici potansiyelini farelerde etanol,
NSAIll'ler, iskemik reperfiizyon, asetik asit ve ¢oklu ila¢ kullanimiyla uyarilan
duodenal iilser ile indiiklenen mide iilseri modellerinde arastirmislardir. Malvidin
aktivitesinin mekanizmasini arastirmak i¢in oksidatif ve inflamatuar genlerin
ekspresyon seviyelerini 6lgmiislerdir. Aragtirmacilar malvidinin (5 mg/kg oral)

etanol, non-steroid anti inflamatuar ilaglar ile gastrik {ilser olusumunu 6nledigini ve
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6 giinliik iskemik reperfiizyondan sonra dokuyu onardigini ve asetik asit kaynakli
ilserin 1iyilesmesini hizlandirdigini, kaspaz-3 gen ekspresyonlarini azalttigini
bildirmiglerdir. Fan ve ark. (2022), farelerde LPS ile olusturduklar1 akut karaciger
hasarinda karaciger dokusundan aldiklar1 6rneklerde LPS grubunda belirgin sekilde
artan kaspaz 3, kaspaz 9 ve sitokrom C'nin salinimimin malvidin uygulamasi ile
engellenerek bu uygulamanin faydali etki gdsterdigini tespit etmislerdir. Wang ve
ark. (2018), HepG2 hiicreleri enjekte edilen farelerde gelisen tiimdrlerin
immiinohistokimyal analizi sonucunda, farelere 4 hafta boyunca 40 ve 80 mg/kg
dozunda gavaj ile malvidin-3-galaktozid (M3G) uygulamasinin bdliinmiis kaspaz-3
ekspresyonunu belirgin sekilde (p<0,05) artirdigini M3G'nin tlimor hiicrelerinin
proliferasyonunu etkili bir sekilde baskilayabildigini ve apoptozisi tetikleyebildigini
bildirmislerdir.

Malvidinin yangi ve apoptozisi Onleyici etkileri giiclii antioksidan etkisine
atfedilmektedir. Malvidin yapisinda A halkasinda 2, B halkasinda 1 ve C halkasinda
1 hidroksil grubu ile C halkasinda 2 metoksi grubu bulunmaktadir. Yapisinda
bulunan hidroksil ve metil gruplar serbest radikalleri temizlemede oldukg¢a etkilidir.
Ayrica glikosile edilmis B halkasi da antioksidan etkinlik i¢cin olduk¢a Snemlidir
(Wang ve ark., 1997).
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6. SONUC ve ONERILER

Fipronil, tarim ve veterinerlik faaliyetlerinde yaygin olarak kullanilan
insektisidler arasinda yer almaktadir (Tingle ve ark., 2003). Insan ve hayvanlardaki
toksisite, onerilen dozun asilmasi veya uygun olmayan kullanim nedeniyle meydana
gelmektedir (Anadon ve Gupta, 2012). Ayrica fipronil tarimda kullanildiginda
biyobirikim etkisine sahiptir; dolayisiyla besin zinciri yoluyla hayvanlari ve insanlari
etkilemektedir (Qin ve ark. 2015). Fipronil hakkindaki halk sagligi endiseleri,
siganlarda tiroid kanserini belgeleyen raporlar sonrasinda artmistir (Hurley ve ark.,
1998). Boceklere segici toksisitesine ragmen fipronilin baslica metabolitleri olan
fipronil siilfon ve fipronil disiilfinilin memeli GABA-kapili kloriir kanallarinda
boceklere gore daha yiiksek etkinlige sahiptir. Bu durum, bu metabolitlerin, ana
bilesige gore bocekler ve hedef olmayan organizmalar i¢in potansiyel bir tehlike

olusturabilecegini gostermektedir (Das ve ark., 2006).

Son yillarda, gelismekte olan iilkeler basta olmak {izere ¢ogu iilkede cesitli
hastaliklarin tedavisinde ila¢ olarak yerel dogal iirlinlerin kullanilma oranlarinda
onemli artiglar goriilmiistiir (Antika ve Dewi, 2020; Fang, 2014). Ozellikle dogal
iriinlerdeki cesitli biyoaktif bilesiklerin canlilar {izerinde ¢ok yonlii etkileri vardir.
Bu biyoaktif bilesiklerin en 6nemlileri arasinda polifenolik yapida bulunan maddeler
yer alir. Polifenolik bilesiklerin 6nemli {yelerinden biri flavonoidlerdir.
Antosiyaninler, flavonoidlerin 6nemli alt gruplarindan biridir ve flavilyum
katyonlar1 olusturma kapasiteleri nedeniyle diger flavonoidlerden ayrilirlar
(Harborne, 1998). Antosiyaninlerin 6nemli bir {iyesi olan malvidinin antioksidan,
yang1 ve kanser dnleme ile ndroprotektif etkileri sebebiyle umut verici bir ajan olarak
ortaya ¢ikmistir. Ozellikle son yillarda malvidin arastirmacilar tarafindan ilgi odagi
haline gelmis antosiyaninlerden biridir. Malvidin kimyasal yapis1 dolayisiyla giiclii
antioksidan aktivitesinin bulunmasi ve suda ¢dziinmesi sonucu biyoyararlaniminin
yiiksek olmasi sebebiyle oksidatif strese ve sonucunda sekillenen bozukluklara kars1
koruyucu olarak tercih edilen bir bilesiktir (Decendit ve ark, 2013; Fagundes ve ark.,
2021).
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Bu arastirma bulgulara bagh olarak, 5 mg/kg c.a dozunda uygulanan
fipronilin ROS’larin indiikledigi doku hasari sonucunda lipid peroksidasyona,
antioksidan savunma siteminin etkinliginde/diizeyinde azalmaya, prositokinlerin
seviyelerinde artmaya, yangisal enzimlerin etkinliginde artisa yol agtig1
belirlenmistir. Ayrica fipronilin histopatolojik degisikliklere ve apoptoza (kaspaz-3,
kaspaz-9 ve Bax ekspresyonlarinda artisa, Bel-2 ekspresyonunda ise diisiise) neden
oldugu tespit edilmistir. Diger taraftan 5 mg/kg c.a malvidin 6n uygulamasinin
fipronilin yol actig1 biyokimyasal, toksikolojik ve histopatolojik degisikleri onledigi
tespit edilmistir. Sonug olarak, malvidinin fipronil ile indiiklenen karaciger, bobrek
ve beyin hasarlaria kars1 antioksidan, antiinflamatuar ve antiapoptotik bir ajan

olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmstir.
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