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OZET

SUBAKUT METAFLUMIZON UYGULAMASININ LiPiD PEROKSIDASYON,
AKTIOKSIDAN AKTIiVITE VE DOKULAR UZERINDEKI ETKIiLERININ ERKEK
RATLARDA ARASTIRILMASI

Yapilan tez calismasinda sodyum kanali bloke edici insektisit ¢esidi olan
Metaflumizon (MTF)’un erkek ratlarda lipid peroksidasyon, antioksidan aktivite
diizeyleri, karaciger, bobrek ve beyin dokulari iizerindeki etkilerinin aragtirilmasi
amaclanmistir. Uygulama icin Afyon Kocatepe Universitesi Etik Kurul’undan
49533702/189 sayili onay alinarak baslandi. Calismada 300-350 g 10-12 haftalik
toplam 32 Sprague Dawley erkek rat, her kafesde 8’erli hayvan olacak sekilde
rastgele 6rnekleme yontemiyle 4 gruba ayrildi. Kontrol grubuna fizyolojik su, ikinci
gruba 50 mg/kg MTF, tgilincii gruba 100 mg/kg ve son gruba 200 mg/kg MTF
gastrik gavaj yoluyla oral olarak 28 giin boyunca uygulandi. Calisma sonunda elde
edilen veriler degerlendirildiginde kontrol grubuna gére MTF‘un artan dozlarda
uygulamasinin eritrosit orneklerinde, karaciger, bobrek ve beyin dokularinda
malondialdehit (MDA), siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) seviyelerinin
anlamli derecede (p<0,05) arttigi, glutatyon (GSH) seviyelerinin ise azaldigi
belirlendi. Ek olarak artan dozlarda MTF wuygulamasi ile plazma aspartat
aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), alkalen fosfataz (ALP) , iire,
kreatinin, total protein ve glukoz seviyelerinin anlamli derecede (p<0,05) arttig1
rapor edildi. Bunlara ek olarak MTFsy, MTF100 Ve MTF,q0 gruplarinda karaciger,
bobrek, testis ve beyin dokularinda hasara iliskin histopatolojik degisiklikler ile
hiicre liimiinii gésteren apoptotik bulgularin olustugu belirlenmistir. Tez ¢aligmasi
sonucunda elde edilen bulgulara gore MTF un ratlarda oksidatif stresi indiikledigi ve
karaciger, bobrek ve beyin dokulari iizerinde histopatolojik hasarlar meydana

getirdigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Insektisit, Metaflumizon, Oksidatif stres, Lipid

peroksidasyon, Antioksidan aktivite, Akut toksisite



SUMMARY

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF SUBACUTE METAFLUMISONE
ADMINISTRATION ON LIPID PEROXIDATION, ANTIOXIDANT
ACTIVITY AND TISSUES IN MALE RATS

In the thesis study, it was aimed to investigate the effects of Metaflumizon (MTF), a
sodium channel blocking insecticide, on lipid peroxidation, antioxidant activity
levels, liver, kidney and brain tissues in male rats. The application was started with
the approval numbered 49533702/189 from the Afyon Kocatepe University Ethics
Committee. In the study, a total of 32 Sprague Dawley male rats, 300-350 g, 10-12
weeks old, were randomly divided into 4 groups with 8 animals in each cage.
Physiological water was administered to the control group, 50 mg/kg MTF to the
second group, 100 mg/kg to the third group, and 200 mg/kg MTF to the last group by
gastric gavage for 28 days orally. When the data obtained at the end of the study
were evaluated, compared to the control group, the application of MTF in increasing
doses increased the levels of malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD)
and catalase (CAT) significantly (p<0.05) in erythrocyte samples, liver, kidney and
brain tissues. It was determined that glutathione (GSH) levels decreased. In addition,
it was reported that plasma aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (ALP), urea, creatinine, total protein
and glucose levels increased significantly (p<0.05) with increasing doses of MTF. In
addition, it was determined that histopathological changes related to damage to liver,
kidney, testis and brain tissues and apoptotic findings indicating cell death occurred
in MTFso, MTF100 and MTF, groups. According to the findings obtained as a result
of the thesis study, it was determined that MTF induced oxidative stress in rats and

caused histopathological damage on liver, kidney and brain tissues.

Keywords: Insecticide, Metaflumizone, Oxidative stress, Lipid peroxidation,

Antioxidant activity, Acute toxicity
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1. GIRiS

Gelisen teknoloji ile birlikte canlilar kimyasallara daha fazla maruz kalmaktadir.
Teknolojinin ilerlemesinin birgok alanda faydasi1 oldugu gibi her yil binlerce
kimyasal iiretilip piyasada kullanilmaktadir. Farkli alanlarda iiretilen bu kimyasallara
insanlar dogrudan veya dolayli yollarla maruziyet sonucunda farkli saglik sorunlar

meydana gelmektedir.

Artan niifusla beraber gida ihtiyaclart da dogru orantili olarak artmistir. Beslenme
gereksiniminin karsilanmasi amaciyla tarimda {iretim sirasinda olusan kayiplar1 en
aza indirmek icin kullanilan kimyasallar pestisit olarak adlandirilir (Kim vd.,2017).
Uretimde olusan bu kayiplarm nedeni zararli hasereler, yabanci otlar veya diger
zararlilar olabilmektedir. Pestisitler etki mekanizmalarina gore smiflandirilan
kimyasal ilaglardir. Bocekler iizerinde etkili olanlar insektisit, istenmeyen otlar
tizerinde etkili ilaglar herbisit ve mantarlar {izerinde etkili olanlar ise fungusitler

olarak bilinmektedir (Akdogan vd.,2012).

Zararl1 bocekler tarafindan tarim da olusan triin hasarlarini en aza indirmek, insanlar
ve evcil hayvanlar tizerinde toksik metabolit {ireten canlilar1 kontrol altina almak i¢in
insektisitler yaygm olarak kullamlmaktadir (Mossa vd.,2018). Insektisitler hedef
organizmalar {lizerinde 6ldiirticii 6zellige sahip olmalarina karsin bilingsiz ve yiiksek
dozlar da kullanim sonucu hedef olmayan organizmalar iizerinde de olumsuz
sonuglar meydana getirdikleri birgok calisma sonucunda belirlenmistir (Hanazato.,

2001; Alavanja vd., 2004; Braak vd., 2018).

Yapilan tez calismasinda bir insektisit ¢esidi olan Metaflumizonun Wistar-albino

ratlar tizerindeki subakut uygulanmasi sonucunda etkilerinin aragtirillmasi amaglandi.



1.1 Literatiir Bilgi

Pestisitler diinya genelinde insanlar tarafindan evlerde, isyerlerinde veya tarimda
siklikla kullanilmaktadir. Evlerde veya isyerlerinde haserelerle miicadelede tarimda
ise iiretim, depolama ve hasat zamani zararli boceklere karsi yaygin olarak tercih
edilen bocek oldiiriiciilere insanlar da maruz kalmaktadir (Vidyasagar vd.,2004).
Gelismis tilkelerde siklikla kullanilan pestisitler, omurgalilar iizerinde farkli olumsuz

etkilere neden olmakla beraber genel de ndrotoksik ajanlar olarak bilinmektedirler

(Gupta vd.,2019; Berny, 2007).

1850’lerden Once arsenik ve borik asit gibi inorganik yapidaki bocek ilaglarinin
kullanim1 yaygin ve etkili sonuglar olustururken zaman igin de gelisen sanayi ile
kimyasal {iretim faaliyetlerinin artmasi sonucunda 1930’larda sentetik bdcek
oldiiriicti ilaglar kesfedilmeye baslandi (Casida, 2009). Miiller tarafindan 1939’da
DDT’nin bocek oldiiriicii aktivitesi tespit edildi. Klorlanmis insektisit tiiriiniin kesfi
1940-1970 yillar1 arasinda biiyiik bir ilgiyle karsilandi. 1970 yilindan sonra birgok
iilkede klorlanmis insektisit kullanimi 6nemli Olc¢lide azalmaya baslanmasinin
ardindan canlilar iizerinde kalici ve zararli etkilerinin daha az oldugu diisiiniilen
organikfosforlu insektisitlerin tiretimi yayginlasti (Le Goff ve Giraudo.,2019).

Pestisitler de diger ksenobiyotikler gibi viicutta bir takim enzimatik olaylara
katilmaktadir. Enzimatik olaylar, kimyasal degisimin tiirline gére 4 ana grupta
siniflandirilirlar.  Bunlar; oksidasyon, rediiksiyon, kopma ve konjugasyon
asamalarindan olugmaktadir. Bunlardan ilk igili faz I asamasi olarak bilinirken,
konjugasyon faz II asamasmi olusturmaktadir. Pestisitler, faz 1 asamasinda
karacigerde sitokrom P450 monooksijenazlar tarafindan oksidasyona ugrayarak
biyolojik yar1 dmrii kisa olan polar bilesiklere donlismektedir. Faz Il asamasinda ise
degisime ugrayan pestisitler sudaki polariteleri yliksek olan glukuronik aside ya da
glutatyon (GSH)’na konjuge olmaktadir. Pestisit biyotransformasyonu sonucunda
biyoaktivasyona ugrayan pestisit metabolitleri doku makromolekiillerine (DNA,
protein) kovalent olarak baglanarak biyolojik yar1 dmiirlerini artirirlar. Yari: dmiirleri

artan pestisit metabolitleri DNA gibi onemli hiicresel makromolekiillere ya da



norolojik Onemi olan esterazlara baglanmasiyla onkojenik ya da ndorotoksik

anormalliklere sebep olmaktadirlar (Kurutas ve Kiling, 2003).

Son yillarda, insanlar hizla gelisen teknoloji sayesinde genis spektrumlu cesitli
kimyasal maddelere maruz kalmaktadir. Bu kimyasal madde gruplarindan birisi de

pestisitlerdir.

Pestisitlerin etki bigimleri tiire 6zgili olmadigindan dolayi, ¢esitli yollar aracilig ile
(6rn. yiyecek ve igme suyunda kalintilar tarzinda) maruz kalinmasi durumunda bu
kimyasal maddelerle iliskili canli organizmalar {izerinde riskler ortaya ¢ikmaktadir
(Abdollahi, vd., 2004). Bu tiir tehlikeler arasinda cilt ve goz tahrisi, bas agrisi, bas
donmesi ve mide bulantis1 gibi kisa siireli etkilerden bagka; kanser, astim ve diyabet
gibi kalici birgok kronik bozukluklara da neden olduklar1 bilinmektedir. (Kim
vd.,2017). Pestisitlere maruzuziyet dermal, agiz, goz ve solunum yollar1 olmak tizere
dort temel yol ile karsimiza ¢ikmaktadir (Lushchak vd.,2018). Pestisitlerle
zehirlenme durumlarina en yiiksek oranda agiz yoluyla; en diisiik olarakta dermal
maruziyetle karsi karsiya kalinabildigi belirlenmistir. Ugucu bilesenlerinin varligi
nedeniyle, solunum maruziyeti potansiyeli de yiiksek oldugu yapilan g¢aligmalarla

kanitlanmistir (Lushchak vd.,2018).

Pestisitlerin hedef ve hedef olmayan canli organizmalarda birikerek farkli zararh
etkilerinin oldugu bir¢ok calisma sonucunda belirlenmistir. Bu kimyasallara maruz
kalinmas1 sonucunda olusacak farkli etkilerin organizmadaki metabolik yollara bagl
oldugu bildirilmistir. Viicuttan uzaklastirilmasi orijinal formunda ya direkt olarak
veya organizma tarafindan farkli bilesiklerle konjiigasyon asamasindan sonra
biyotransformasyona ugratilarak iki farkli yol ile gergeklesebilmektedir (Lushchak
vd..,2018). Birgok gevresel kirletici maddenin veya metabolitlerinin oksidatif stresi
indiiklemesi sonucunda toksik etkiler meydana getirdigi bildirilmistir. Reaktif
oksijen tiirleri (ROS), belirli metabolik yollarin iyi bilinen yan {irlinleri olarak gorev
almalarmin  yam1  swra;  belirli  bilesiklerin  otooksidasyonu  sonucunda
konsantrasyonlar1 ¢esitli kosullar altinda akut veya kronik olarak yiikselebilmekte ve

oksidatif ~ stresin  gelismesine  sebep olabilen aktif molekiiller olarak



nitelendirilmektedirler.

ROS ozellikle enzim inaktivasyonu, lipit peroksidasyonu ve sonugta da nekroz veya
apoptozis yoluyla hiicre 6liimiine yol agabilecek sitotoksik etkileri dahil olmak tizere
onemli hiicresel ~makromolekiillerle reaksiyona girebildikleri i¢in  aktif
biyomolekiiller olarak nitelendirilmektedir (Lushchak vd.,2018).

1.2. Pestisitlerin Simiflandirilmasi

Pestisitler, tarimda hastaliklarin yani1 sira tiriin kayiplarint da 6nlemek amaciyla
yaygin olarak kullanilan etkili maddelerden biri olarak bilinmektedir. Fakat bilingsiz
ve asirt kullanim nedeniyle ticari pestisit tiriinlerine karsi boceklerde bagigiklik
gelisebilmektedir. Son zamanlarda birden fazla tiirti hedef alan pestisitler
gelistirilmistir (Speck-Planche vd., 2012). Giinimiizde, kimyasal pestisitler ve
insektisitler, iriin zararhilarmi ortadan kaldirmak amaciyla yaygm bir sekilde
kimyasal bir ajan olarak sik¢a kullanim sahasi bulmaktadir (Gentz vd., 2010).
Pestisitlerin etkileri niifus lizerinde, maruz kalma ve toksisitenin yani sira yasam
Oykiisii, 0zellikleri, uygulama zamani, popiilasyon yapist gibi farkli faktorlere bagh

olarak degiskenlik gosterebilmektedir (Schmolke vd., 2010).

Pestisitler, bocek, mantar, kemirgen ve yumusakca Oldiriiciiler ile herbisitler,
nematitler, bitki biiylime diizenleyicileri ve digerleri dahil olmak iizere -etki
mekanizmalarina gore siniflandirilmiglardir.  Pestisitlerin - diizensiz  kullanimi1
nedeniyle insan sagligi ve biyogesitlilik diizeyinde Onemli endiselere Yol
acabilmektedir (Agarwal vd., 2015). Pestisitlerin suda daha c¢oziinebilir, 1siya
dayanikli ve polar yapida olduklar1 diisiiniilmektedir, bu 6zelliklerinden dolay1 da
dogadaki toksik etkilerini azaltmak zorlagsmaktadir. Pestisitler sadece hedef
organizmalar tzerinde toksik etkiye sahip degildir. Ayrica endiistrilerde ve halk
saglig alanlarinda da kullanilmakta olup bu kimyasal bilesiklere maruz kalan birgok

canli tiirii lizerinde 6zellikle de insanlar i¢in potansiyel toksik etkilere neden olmakta
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ve risk tasimaktadirlar. Hedef tiire bagli olarak pestisitler dogal flora, dogal fauna ve

su yasaminda da toksisitelere neden olabilirler (Rashid vd.,2010).

1.3.Yaygin Olarak Kullanilan Insektisit Tiirleri

Boceklerle miicadele de yaygin olarak kullanilan 4 temel grup insektisit
bulunmaktadir. Bunlar Organik klorlu (siklodienler, diklordifenoltrikloretan (DDT)
vb), Pyrethroidler, Organik fosforlu (kloropirifus, fention vb) ve Karbamatlar
(aldikarb, metiyokarb vb) smifi basta olmak iizere gruplandirilmaktadir. Birgogunun
etki mekanizmasi baslica sinir sistemi {izerine etki gosterse de bocek tiirlerine gore

farklilik gosteren toksisitelere de sahiptirler.

1.3.1. Klorlu Hidrokarbonlar

Organik klorlu insektisitler ya da baska bir deyimle klorlu hidrokarbonlar cesitli
hidrokarbonlarin belli bir oranda klorlandirilmasi ile elde edilen bocek ilaglar: olarak
kabul edilmektedir. Yaygin olarak kullanilan organik klorlu hidrokarbon
insektisitlerinden birisi olan DDT ilk kez 1942 yilinda Amerika’da insektisit olarak

kullanim sahasina girmistir (Tuncer,1986).

1.3.2. Organik Fosforlu

Organik fosforlu kimyasal ajanlar 6zellikle bitki sulariyla beslenen yaprak biti ve
akar gibi bocekler iizerinde etkili olmakla birlikte ¢ok yonlii olarakda bocek oldiiriicti
ila¢ grubu olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Organik fosforlu insektisitlerin

canlilar uzerindeki etki mekanizmasi kolin esteraz enziminin substrati olan asetil
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kolin gibi benzer yapida islev olusturarak yapisal biitiinlesme saglamaktadir (Cakir
ve Yamaner.,2005). Organik fosforlu insektisitlerin inhalasyon sonucunda sinir
sisteminde asetilkolinesteraz (kolinesteraz) enziminin inhibisyonu sonucu toksik

etkiye neden oldugu da yapilan ¢alismalarla belirlenmistir (Akdogan vd.,2012).

1.3.3. Karbamatlar

Karbamat grubu insektisitler asetilkolinesteraz enziminin aktif kismi olan serin
hidroksil ucuna gecici olarak baglanip kolinesteraz enzimini inhibe etmektedir (Cakir
ve Yamaner., 2005). Asetilkolinesteraz enziminin inhibisyonu ile asetilkolinin
parasempatik efektdr bolgelerin de, néromiiskiiler kavsakta ve sinapslar gibi sinir
sisteminin farkli bolgelerinde birikime neden olmasi dolayisiyla enzimin islevi

yetersiz kalmaktadir.

1.3.4. Piretroidler

Piretroidler Oleoresinin krizentam bitkisinden elde edilerek piretrinlerin sentetik
analoglar seklinde bocek ilact olarak kullanimlar1 son yillarda yayginlagmistir. Tip I
piretroidler yapisal olarak siklopropan karboksilik asit esterlerinden olusurken tip 11

piretroidlerede siyano grup eklenerek insektisit 6zellik kazanmistir (Haya, 1989).

Organofosforlu insektisitlere goére daha az kalici etkilere sahip iken etki
mekanizmalar1 benzer olup piretirodler sodyum kanallarinin gegirgenligi iizerinden

gosterirler ve bu etkiye boceklerin duyarliligr oldukga yiiksektir.



1.4. Metaflumizon

Kimyasal adi (EZ)-2'-[2-(4-siyanofenil)-1-(a,0,a-trifloro-m-tolil)-etiliden]-4-
(triflorometoksi) karbanilahidrazid olan Metaflumizon (MTF) semikarbazon
yapisinda bir insektisittir (Casida, 2009). MTF’nin iki metaboliti; M3201123 (4-{5-
hidroksi-3-okso-4-[4(triflorometoksi) fenil] -6- [3-(triflorometil-)fenil]-2,3,4,5-
tetrahidro-1,2,4-triazin-5-il}benzonitril) ve M320129 (m-triflorometil benzoik asit)
olarak belirlenmistir. Bu bilesik suan da BASF Aktiengesellschaft Fort Dodge
Hayvan Saglig1 boliimii tarafindan birlikte gelistirilme siirecindedir. MTF coleoptera,
hemiptera, hymenoptera, diptera, isoptera ve siphonaptera gibi lepidoptera zararlilar
tizerinde etkili bocek ilact olarak bilinmektedir (Salgado ve Hayashi,2007). MTF nin
E ve Z olarak iki tane izomer yapilar1 bulunmaktadir. Bu yapilarin karisimlariin
orani 90:10 (E:Z) olarak belirlenmistir (EFSA). Semikarbazon yapili insektisit olan
MTF 3-fenil-1-fenilkarbamoil-2-pirazolinlerden gelisen 3,4-difenil-1-fenilkarbamoil-
2-pirazolinlerin yapisina sahip acik halka analogudur. Suda c¢ozlntrligi disik

olmasina ragmen yagda ¢oziinme 6zelligi aktif bir kimyasal olarak bilinmektedir.

Pirazolinlerin hedef sekli voltaja bagl sodyum kanallarini bloke ederek boceklerin
sinir sistemini fel¢ etmekte ve sinir aktivitelerini durdurucu etki gostermektedir.
Sodyum kanali tonik duyu alicilar1 ve kalp pili depolarize potansiyellerde en duyarl
konumdadir ve bu durum da sinir sisteminin ¢ok az spontan aktivite gosterdigini
veya hi¢ gostermediginden dolay1 boceklerin felgli goriiniimde kaldigi belirlenmistir.
Fazik duyu reseptorlerinin uyarilmas: ile aktivasyon baslamaktadir. Bu kasilma
durumu birkag saniye igerisinde birden fazla sodyum kanali tikandik¢a sona ermekte;
dolayisiyla boceklerde yalanci felg durumu tekrar olugmaktadir (Salgado, 1990). Bu
titremelerden sonra fazik noronlar ve aksonlardaki sodyum kanallarinin blokajdan
kurtuldugu bir refrakter donem bulunmaktadir. Pirazolinler, lokal anestezik bolgede
baglanarak sodyum kanallarin1 bloke etmektedir (Salgado ve Hayashi., 2007, Payne
vd., 1998). Bununla beraber, diger ilaglarin aksine pirazolinler girisi ve ¢ikist ¢cok

yavas bir konumdadir bu olayda a¢ik sodyum kanallarinin dogrudan bloke edilmesini



engelledigi belirlenmistir. Pirazolinler sodyum kanallariyla ¢ok yavas etkilesim
icerisine girerler ve reseptore esas olarak lipid ¢ift tabakasindan lateral difiizyon
yoluyla erisim saglarlar ve hiicre zarmin her iki yiizeyinden esit derecede sodyum
kanallarim1 bloke ederler (Salgado ve Hayashi., 2007). Sodyum kanal1 bloke edici
(SCBI) 'lerin oksadiazin alt sinifinin bir tiyesi olan Indoxacarb, ilk ticarilestirilmis
SCBI organofosfatlh insektisit sinifinda yer almaktadir (Silver vd., 2010); MTF’de,
hayvan sagligi1 pazarindaki ilk SCBI'd1r.

Noroaktif insektisitlerin gelistirilip liriin yelpazesine eklenmesiyle boceklerin sinir
sistemi lzerindeki etkileri arasinda organik fosforlu ve metilkarbamatlar icin
asetilkolinesteraz, neonikotinoidler i¢in  nikotinik  asetilkolin  reseptorleri,
poliklorosikloheksanlar ve fiproller i¢in gama-aminobutirik asit reseptor kanali ve
piretroidler, diklorokindatler, diklorokindatlar i¢in voltaj kapili sodyum kanallar
bulunmaktadir (Buszewski vd.,2019).

DuPont'ta dihidropirazollerin ticari tescile ulasan ilk SCBI insektisit olan indoxacarb
dahil olmak {iizere toksikolojik sinirlamalarin iistesinden gelme c¢abalar1 bir dizi
insektisit ilacinda gelistirilmesine yol agmustir. Indoxacarb, boceklerde insektisit
yapisinda bir metabolit olan N-dekarbometoksile indoksakarba (DCJW) iizerinde
etkili ve biyoaktivasyona ugrayan proinsektisit olarak kabul edilmektedir. Ayrica
Indoxacarb memelilerde biyoaktive edilmekte ancak DCJW'ye gbére N-
dekarbometoksilasyon boceklerdekinden daha az etki gosterebilmekte ve
detoksifikasyon islemi alternatif biyokimyasal yollarla saglanmaktadir. Boceklerde
indoxacarb’in DCJW'ye donlisiimii, daha az toksisiteye sahip olmasindan ve boylece
dihidropirazollerin temel eksikliklerinin iistesinden gelmesinden dolayidir (von Stein
ve ark.,2013).



Nihon Noyaku Company'deki arastirma, ¢ekirdek halka yapisinin modifikasyonu ile
dihidropirazollerin ¢evresel ve toksikolojik profilinin iyilestirme c¢alismalari
sonucunda dihidropirazollerin halka agilmis analoglar1 olarak diisiiniilen bir dizi
semikarbazon yapida insektisit bulunmustur ve SCBI insektisit olan MTF’nin
kesfedilmesine yol agmistir. MTF genis bir insektisidal aktivite spektrumuna ve
memeliler i¢in diisiik akut ve kronik toksisiteye sahip olduguna iliskin ¢aligmalar
bulunmakta ise de heniiz MTF toksisitesi hakkinda literatiirde yeterli c¢alismaya
rastlanilmamas:  bu maddenin zararli etkilerine yonelik eksik boliimlerini

olusturmaktadir (von Stein ve ark.,2013).

Veteriner hekimlikte pire ve kene tedavisinde kullanilan ticari olarak iiretime
sunulmus Promeris adi altinda kullanilmakta olan bu bocek ilacinin igerigi MTF ve
amitrazin karisimindan olusmaktadir. MTF, Philips-Duphar tarafindan 1970’lerin
basinda sodyum bloke edici insektisitlerden (SCBI) birisi olarak kesfedilen pirazolin
grubuna yapisal olarak benzerlik gostermektedir (von Stein vd.,2013). Yapisinda
bulunan pirazolinler sayesinde boceklerin sinir sistemine etki ederek fel¢ meydana
getirmektedir (Salgado ve Hayashi,2007). Tarimda da domates giivesi, yesil kurt,
pamuk yaprak kurdu, patates bocegi gibi zararlilarla miicadele de yaygin olarak

kullanilmaktadir.

1.5. Metaflumizon Etki Mekanizmalari

Semirkarbazon grubuna ait yeni bir insektisit sinifinda yer alan MTF agiz yolu ile
maruziyet neticesinde bdocekler de sinir sistemi hiicrelerinde sodyum kanali
reseptorlerine baglanarak kanallar1 tikayan ve sonucunda da 6liim meydana getiren
bir kimyasal madde olarak bilinmektedir. MTF voltaja bagimli bir sodyum kanali
bloke edici insektisit olup; indoxacarb ile benzer kimyasal bir yapiya sahiptir.
(Salgado ve Hayashi., 2007).



1.6. Serbest Radikal

Dis yoriingelerinde eslesmemis elektron bulunduran atom veya bilesikler bu
elektronlarin1 paylasabilmek igin son derece aktif olup diger molekiillerle hizla
reaksiyona girebilirler. Reaktif ve kisa Omiirlii olan serbest radikaller hiicrede enerji
tiretimi i¢in solunum basta olmak tizere birgok reaksiyon tarafindan iiretilebilen
molekiillerdir. Atmosferde serbest halde yaygin olarak hidroksil radikali, siiperoksit
anyon, demir ve bakir gibi gecis metalleri, nitrik oksit ve peroksinitrit gibi ¢ok sayida
radikal yaygin olarak mevcuttur. Aralarinda ki en giiglii oksidan olan hidroksil
radikali kisa bir yar1 omre sahip olup ¢ogu biyolojik molekiile hasar vermek
amaciyla reaksiyona girmektedir. Serbest radikaller canlilar da bir¢ok farkli sebepten
dolay1 olusabilmektedir. Uretilen bu serbest radikaller basta membran lipitleri olmak
tizere hiicre i¢i proteinlere veya kalitsal materyalin yapitagi olan niikleik asitlere
baglanarak yap1 ve fonksiyon degisikligine sebep olup hiicresel hasar meydana
getirmektedirler (Hu vd.,2019).

Serbest radikallerin kaynaklar1 endojen ve eksojen olarak siniflandirilmaktadir.
Endojen kaynaklar baglica yangi durumunda sitokinlerin serbest kalmasi sonucunda
noétrofiller ve makrofajlar serbest radikallerin iiretimini baglatmaktadir. Benzer olarak
mitokondri de aerobik solunum esnasinda elektron transport sistemi tarafindan
katalize edilen oksijenler tarafindan yan {irlin olarak serbest radikaller iretilir. UV
isinlari, X ray, gamma 1sinlar1 basta olmak {izere insektisitler, kloroform gibi su
kirletici ajanlar, alkol ve sigara kullanimi da serbest radikal {iretimini destekleyen
eksojen kaynaklar olarak siniflandirilmaktadir (Altmer vd., 2018; Jakubczyk
vd.,2020; Yaribeygi vd.,2019).

Yasam i¢in temel element olan oksijen bir¢cok organik molekiiliin (hidrojen, kiikiirt,
karbon, nitrojen) yapitagini olusturmaktadir. Metabolik reaksiyonlar da oksijenin

%901 mitokondri de oksidatif fosforilasyon sirasinda kullanilmaktadir. Mitokondri
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de kullanilan oksijenin %1-3’ti ROS’a dontstiirilmektedir (Muller vd.,2004).

Olusan ROS ¢esitleri arasinda siiperoksit radikali, hidrojen peroksit, hidroksil
radikali olmak {izere 3 grup altinda incelenmektedir. ROS tiirleri son derece aktif
molekiiller olduklari i¢in hiicrenin temel yapitaslar1 olan lipit, protein ve
karbonhidrat yapilarinda islev bozukluguna neden olurlar. Bu yiizden hiicresel
yapilara verilen hasar1 engellemek amaciyla antioksidan sistemler veya antioksidan
olarak adlandirilan savunma sistemi mevcuttur. Bu antioksidanlar1 endojen
(antioksidan enzimler) ve eksojen (vitaminler) olmak iizere iki grup altinda
siniflandirmak miimkiindiir. Antioksidanlarin baglica gorevi ROS’u ortamdan

uzaklastirmak veya daha zayif molekiillere doniistiirmekten ibarettir (Li vd.,2021).

Oksidanlar ve antioksidanlar viicutta denge halinde bulunmaktadir. Fakat bazi
endojen ve eksojen kaynaklar sebebiyle ROS artis1 bu dengeyi oksidanlarin lehine
olusturmaya baslar (Flora., 2007). Antioksidanlarin artan oksidanlara kars1 yetersiz

kaldig1 bu durumda ise oksidatif stres diye adlandirdigimiz durum olusmaktadir.

Dengesizlik sonucunda olusan oksidatif stres hiicresel metabolizma sirasinda ortaya
¢ikan ROS ile olusan ve tiim aerobik hiicrelerde goriilen bir patolojiden ibarettir.
Artan ROS miktar ile birlikte antioksidan savunma sisteminin detoksifikasyonunda
azalmalar sonucunda serbest radikallerin birikimi hiicre membraninda bulunan lipit

yapilarinda oksidatif hasar meydana getirmektedir.

1.7. Oksidatif Stres

Oksidatif stres terimi reaktif oksijen tiirleri ile antioksidan savunma sistemi
arasindaki dengesizligi ifade etmektedir (Halliwell., 2007). Oksidatif stres biyolojik

sistemlerde reaktif oksijen tiirlerini (ROS) olusturdugu bilinmektedir. Olusan bu

11



ROS’u temizlemek igin antioksidanlarin yetersiz kaldigi durumlarda organizma da
birgok yan etki meydana gelebilmektedir. Reaktif oksijen tiirleri normal biyolojik
stirecler agisindan ¢ok o©nemli olmakla birlikte, potansiyel olarak tehlike
olusturmaktadir ve yaygm bir sekilde prooksidanlar olarak adlandirilmaktadir.
Oksidatif stres diger bir tanimlamayla organizmadaki redoks eslesmesindeki
dengesizlik olarak da ifade edilebilmektedir. Bu dengesizligin sebebi ¢ok faktorlii
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. ROS organizma icin faydali olarak bilinse de, asiri
tretim ve atilmmin dengeli olmamasi halinde bir¢ok sorunu da beraberinde
getirmektedir (DSouza., 2017).

ROS, hiicresel metabolik aktiviteler, hava Kirleticileri ya da sigara dumani gibi
cevresel faktorler tarafindan tretilmekte ve yapilarindaki eslesmemis elektronlar
nedeniyle oldukga reaktif molekiiller olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Hiicredeki
karbonhidratlar, niikleik asitler, lipidler ve proteinler gibi c¢esitli biyolojik
makromolekiillerle reaksiyona girerek islevlerini degistirmektedir. ROS olusumunun
ana kaynag1 mitokondriyal solunum zincirinden elektronlarin sizmasi ve daha sonra
stiperoksit anyonu (O2 — ) olusumuyla sonu¢lanan molekiiler oksijene aktarilmasidir.
ROS kendisi, Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) enzim oksidaz
aktivasyonuyla iretilen nitrik oksidin (NO) fizyolojik iiretimi O, ~ {iretimini
kuvvetlendirmekte, endotelyal disfonksiyon durumunda da NO f{ireten peroksinitrit
enzimini oksitleyerek NO iretimini nétralize etmektedir. Bu yiizden proteinlerin,
karbonhidratlarin ve lipidlerin oksidasyonunun artmasina yol agan ROS {iretimini
baglatmaktadir. Metabolizmanimn ardindan, ¢oklu doymamis yag asitlerinin
oksidasyonu, ozellikle 4-hidroksi-nonenal (HNE), 4-oksi-2-nonenal (ONE) ve
malondialdehit (MDA) gibi lipid peroksidasyonunun ¢esitli son iirtinlerinin

tiretilmesiyle sonuglanmaktadir. (Rehman ve Akash., 2017).

ROS ayrica redoksa duyarli transkripsiyon faktorlerinin yukari regiilasyonu ve histon
asetilasyonunda degisim meydana getirerek kromatinlerin yeniden sekillenmesi

yoluyla birkagc genin ekspresyonunu etkilemektedir. Redoks durumunun
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diizenlenmesi, hiicre canliligi, aktivasyonu, ¢ogalmasi ve organ fonksiyonu igin

kritik bir 6neme sahiptir.

Reaktif oksijen ara maddeleri (siiperoksit ve hidroksil radikalleri ile hidrojen peroksit
dahil), lipid ve protein peroksidasyonu ve niikleik asit hasarin1 da dahil ederek
dogrudan hiicresel hasara sebep olabilir (Manda vd.,2009). Oksidatif stres,
antioksidanlarin tiikkenmesi veya ROS birikimi nedeniyle antioksidanlar ve ROS
arasindaki denge bozuldugunda ortaya c¢ikmaktadir. Oksidatif stres meydana
geldiginde hiicreler, savunma enzimlerini, transkripsiyon faktorlerini ve yapisal
proteinleri kodlayan genlerin aktivasyonu veya susturulmasi yoluyla oksidan etkilere
kars1 koymaya ve redoks dengesini yeniden saglamaya ¢alismaktadir (Dalton vd.,
1996). Oksitlenmis ve indirgenmis glutatyon (2GSH/GSSG) arasindaki oran,
viicuttaki oksidatif stresin 6nemli belirteglerden bir tanesidir. Viicutta daha yiiksek
ROS diretimi, DNA yapisim1 degistirebilmektedir. Proteinlerin ve lipidlerin
modifikasyonu ile de stres kaynakli birkac transkripsiyon faktoriinlin aktivasyonu
araciligiyla proinflamatuar ve antinflamatuar sitokinlerin tretimini arttirma ile
sonu¢lanmaktadir. Bununla beraber, oksidatif stres, ayn1 zamanda esas olarak nekroz,
apoptoz ve iltihaplanma mekanizmalariyla ortaya ¢ikabilen doku hasarmin ve hatta
hiicre 6liimiiniin ana sebeplerindendir. Bunlara ek olarak yaslanmay1 hizlandirir ve
cesitli dejeneratif durumlara sebep olmaktadir (Sies vd., 2020; Pisoschi vd.,2021;
Forman ve Zhang.,2021).

UV sinlari, kimyasal maddeler ve tarimda siklikla kullanilan pestisitler farkli
mekanizmalar yoluyla oksidatif strese neden olabilmektedir. Bununla birlikte,
indiiklenen oksidatif stres, modifiye proteinler, lipidler, DNA, yiiksek veya diisiik
molekiler kiitleli antioksidanlar dahil olmak iizere hiicresel bilesenin ROS ile
indiiklenen modifikasyonlar1 yoluyla izlenebilmektedir (Lushchak vd.,2018). Asiri
miktarda hidroksil radikali ve peroksinitrit, lipid peroksidasyonuna neden olabilir ve
bdylece hiicre zarlarina ve lipoproteinlere zarar verebilmekte ve bu hasar sonucunda

kan ve dokularda malondialdehit (MDA) ve konjuge dien bilesigi olusumuna yol
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acmaktadir. Radikal bir zincir reaksiyonu olan lipid peroksidasyonu, biiylik miktarda
lipit molekiillerini etkileyerek ¢cok hizli bir sekilde yayilim gosterir. LPO, serbest ara
radikaller olusturmak ve yar1 kararli peroksitler tiretmek i¢in lipitlerin ve oksijenin
dogrudan reaksiyonunu kapsamina almaktadir. Histopatolojik inceleme agisindan
serbest radikal mekanizmasi, toksisite indiiksiyonunun onemli bir faktorii olan
fosfolipidlerin bozulmasi ve hiicre zarinin bitiinliigiiniin kayb1 ile dokularda

dejenerasyon ve nekroz olgularinin olusumuna sebep olmaktadir (Pizzino vd., 2017).

1.8.Apopitoz ve Nekroz Tanimi

Hiicreler iki farkli yontem ile 6liime siiriiklenirler. Bu yontemler nekroz ve apoptozis
olarak bilinmektedir. Nekroz olgusu; O; yetersizligi, farkli 1s1 degisiklikleri,
zehirlenmeler gibi hiicre i¢inden olmayan faktorlere maruz kalinabilecek farkli
fiziksel ve kimyasal sebepler sonucunda olusabilen travmatik olgulara bagl olarak
sekillenen hiicre 6limleridir. Apoptozis, metabolizmanin gereksinim duymadigi,
biyolojik islevini tamamlamig veya hasara ugramis hiicrelerde zararsiz bir bicimde
hiicrelerin yok edilmesini saglayan ve genetik olarakta yok edilmesini saglayan
programlt bir hiicre 6liimiidiir. Nekroz olgusu ise patolojik bir tanim olarak kabul
edilir. Apoptozis de bu durum ise fizyolojik ya da patolojik dis kaynak uyarimlariyla
sekillenebilir (Thompson., 1999). Apopitozis ger¢ek anlamda Latince kullanim
olarak agaglarin yapraklarmim dokiilmesini tanimlayan bir terimdir. Apo, farkli;
ptozis, diisen anlaminda kabul edilmektedir. Sonraki yillarda yapilmis olan
caligmalar 1s18inda bugiin ki adiyla apopotosiz olarak bilinen tanimlama farkli
yonlerdeki fizyolojik ve biyolojik olaylarin 6nemli bir fonksiyonunu olusturan siireg

olarak kabul edilmektedir.

Metabolizma igin zararli olan hiicrelerin yok edilmesi, embriyo gelisim asamasinda
farklilasma, savunma sisteminin gelisim asamasi, yangisal siirecin ¢dziime
ulastirilmasi, organ ve sistemlerde hiicrelerin kontrolii, fonksiyonunu yitirmis ve

hasarli hiicrelerin yok edilmesi, organizmanin homeostazisinin devamliliginda ve
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farkli birgcok durumda apoptozis olgusu O6nem kazanmaktadir. Bu islevlerin
bozulmasi organlarin c¢alismasinda yavaslama ve timor olusumlarina Sebep
olabilmektedir (Ozoran., 1992). Nekroz ve apopitozis tanimlamalar1, yontem olarak
hiicre Olim sekilleri olarak bilinmesine ragmen her iki Olim tiiriiniin hem
histolopatolojik hem de fizyolojik sebeplerinde farkliliklart goriilmektedir. Nekrozun
Ozgiin bir ozelligi 6limiin hiicre gruplarinda olusmasidir. Nekrozun en yaygin
goriilen sebebi oksijen yetersizligidir. Aynmi sekilde arsenik, kadmiyum gibi agir
metaller, insektisitler ve siyanid gibi toksik {iriinler de nekroz olusturmaktadir
(Ozoran., 1992). Nekroza sebep olan olaylar zinciri hiicreler ile onlarin ve organel
yapilarinin par¢alanmasina yol agan hiicre gegirgenlignin artisinda ve bunun
devaminda da sitoplazma ile c¢ekirdek biitiinliigliniin hiicreler arasindaki bosluk
boliimiine salgilanmasinda rol iistlenmektedir (Ozoran., 1992). Hiicre o6liimii
olustuktan sonra hiicrelerin temel faktorlerinin hiicreler arasi bosluga salgilanamasi
yangiya neden olabilmektedir. Bu olaymn temel 6zelligi makrofaj ve noétrofil diye
adlandirdigimiz yangi hiicrelerinin nekroz olusmus dokuya go¢ etmesinden
olusmaktadir. Go¢ilin olustugu bu hiicreler nekrotik dokuyu fagosite etmekte ve bu
olay da yangmin nekroz olgusunda 6nemli bir isareti olarak kabul edilmektedir.
Apoptozis olgusunda ise nekrozdan biitiiniiyle farkli olarak yangi olusmaksizin
gerceklesen, genetik olarak diizenlenen, programli, protein sentezi ve enerjiye ihtiyag
duyan, metabolizma da denge kuran bir olgu olarak kabul edilmektedir (Oztiirk.,

2002).

Hastaliklar gereginden fazla apopitozis sonucunda goriilebilmektedir. Apopitozisin
fazla olusmasi norodejeneratif degisikliklere, AIDS'te goriilen lenfosit kaybina,
azalmas1 gibi durumlar ise koti huylu timoér ve otoimmiin hasarlara neden
olmaktadir (Guerrero ve Arias., 2001). Embriyolojik ve fotal gelisim asamsinda normal
gelisimini tamamlamig hiicrelerin bir kismi direkt olarak apoptosize yonelmektedir.
Derideki Kkeratin hiicrelerinin {ist kisma dogru transfer olup epidermisin en st
tabakas1 olan stratum korneum tabakasini sekillendirmeleri, tiimor olgularinda
regresyon faz asamasinda hiicre oliimii, akut yangisal durumlarda nétrofillerin
Olmesi, viral hastaliklarda hiicre hasari, toksik zehirlenmelerde hiicre oOliimi ile
hiicrelerdeki sayisal artisa ugrayan olgularda (6rn: bagirsak kript epiteli) apoptozis ile

stk karsilasilir. Apoptozisin Alzheimer, Parkinson, amiyotrofik iskemik hasarda,
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reperflizyon hasarinda, hepatit ve otoimmiin hastaliklarda sik gdzlendigi yapilan

calismalarla belirlenmistir. (Guerrero ve Arias., 2001).

1.8.1. Apoptotik Hiicre Oliimiiniin Asamalar

Apoptozis diye adlandirdigimiz durum hiicre igerisinden ya da disarisindan gelen
sinyallerle baglatilan ve bunu takip eden bir olaylar biitiiniidiir. Sonunda da hiicrenin
fagositozu ile biter. Bu asamalari su sekilde sirayabiliriz Apoptozis olgusunun
baslatilmasi, Hiicre ic¢i proteazlarin (kaspazlarin) aktive olmasi, Hiicrede farkli
fiziksel, biyokimyasal ve histopatolojik degisikliklerin sekillenmesi ile son asama da
fagositoza yonelme olarak o6zetlenebilir (Thompson., 1999). Hiicrede apoptozisin
olusabilmesi igin baslangigcta genetik mekanizmay1 aktive ederek bir sinyalle
kargilasmas1 gerekmektedir. Bu sinyaller hiicre i¢inden ya da disindan kaynagini

alabilir (Thompson., 1999).

1.8.1.1. Hiicre disindan kaynaklanan, hiicre yiizeyi 6liim reseptorleri ile
(Tiumor nekrozis faktor siiperailesi tiyeleri ve bunlarin reseptorleri)

diizenlenen apoptozis

Hiicre yiizeyindeki reseptor molekiilleri, farkli alicilar1 aktive ederek hiicre
fonksiyonlarinda degisiklikler olusturabilirler (Franco vd., 2009). Hiicre yiizey
reseptorleri  hiicre oliimiinii de yol acabilir. Apoptozis olgusunda membran
reseptorlerine bagl olan 6nemli bir grup timor nekroz faktor reseptor (TNFR)
olaerak adlandirilan ailedir. Bu reseptorlerin en az 19 iiyesi bulunmaktadir.
Reseptorlerin  biyolojik fonksiyonlar1 farkli farkli olup bir kismi apopitozise
yonlendirirken bir kismi proliferasyona sebep olmaktadir. Her ikisinin gorildiigii
olgularda mevcuttur (Thompson., 1999). TNFR icerisinde apoptozise yol acan

reseptorlerden en onemlileri de Fas ve TNFR1’dir. Bunlara uyar1 geldikten sonra
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hiicrelerin sitoplazmasinda ki boliimleri adaptor proteinlere baglanmaya calisir.

Oliim bolgeleri, 6liim reseptorlerine baglandigi zaman apoptotik mekanizmayi
devreye sokar ve hiicre disarisindan gelen uyarty1 hiicre igerisine iletir. Bu yolagin
onciisii Fas proteinidir. Fas sadece Fas ligand1 (FasL) olarak adlandirilan bir hiicre
dis1 sinyaller tarafindan baglangicini alir. FasL, Fas'a baglant1 yaptig1 anda kaspaz 8'i

aktivasyonunu baslatir ve tiim kaspaz zinciri olguya dahil olur (Guerrero., 1998).

1.8.1.2. Hiicre icinden kaynaklanan, mitokondriyal yolla diizenlenen

apopitoz:

Hiicre icerisindeki sinyallerle sekillenen apoptozis olgusunda mitokondri 6nemli bir
rol oynamaktadir. Sinyal yolaklar1 dis mitokondri zarinda gecirgenlik artisina sebep
olmaktadir. Bu zarin gegirgenligine de bazi proteinler aracilik etmektedir. Bunlardan
basta sayilabilecek olan Bcl-2 grubu proteinlerdir. Bu grup da yer alan proteinlerin
bir kism1 antiapoptotik, bir kismi ise proapoptotik olarak siniflandirilir (Gastman .,
2001). Bcl-2 proteini antiapoptotik olarak bilinir. Mitokondri dis membranina ve
apoptozis proteaz aktive edici faktor 1'e (apaf 1) tutunarak iglev goriir. Hiicrenin
icinden koken alan apoptotik yolaklar apaf 1’in mitokondriden ayrilmasina sebep
olur. Bu ayrilma soncunda dis mitokondri zarmin gegirgenliginde artis sekillenir.
Gegirgenligin artmasi, mitokondrinin iki zari arasinda bulunan sitokrom c¢’nin
sitozole ayrilmasina neden olur. Sitokrom c'nin salinimi ile de hiicrede apoptozis
baglar. Sitokrom c sitoplazma da apaf 1, kaspaz 9 ve adenozin trifosfat (ATP) ile
birlesmeye egilimlidir. Olusan bu yapiya da apoptozom adi verilmektedir.
Apoptozom sonlandirict kaspaz diye adlandirilan kaspaz 3’ i reaksiyonunu
baglatarak apoptozisin olusmasma sebep olur (Gastman., 2001).Apoptozis
olusmasinda bir diger yolak da viral enfeksiyonlara karsi esas savunma
mekanizmalar1 olarak bilinen sitotoksik T hiicrelerinin (CTL) viral yolla enfekte
olmus hiicrelerde apoptozise yonelmesidir (Mountz ve Zhou., 2001). Bunlar yabanc1
antijenleri algiladiklarinda yiizey bolgelerinde FasL olusmakta ve bdylece hedef
hiicreler de Fas reseptorlerine tutunmaktadirlar. CTL'ler sitoplazmal bélgelerinde

granzyme B (serin proteaz) ve perforin diye adlandirilan ve sonugta da apoptozis
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olusmasini saglayan proteinler igeren sitoplazmik graniillere sahiptir. Perforin,
transmembran por olusturucu bir protein olarak bilinir. CTL’ler hedef hiicrelerin
yiizey bolgelerinde perforin ile gozenekler olusturarak, sitoplazmalarina granzyme
B salgilanmasina neden olurlar. Granzyme B hedef hiicrelere dahil olarak kaspazlari
aktivasyonunu olusturur (Mountz ve Zhou., 2001). Hiicrelerde i¢ veya dis uyaranlarla
DNA hasar sekillendigi zaman aktive olan bazi gen bolgeleri, hiicrenin apoptozisine
sebep olmaktadir. Bu genlerden en 6nem olarak bilinenide p53 genidir.p53 geni
apoptozise neden olan gen olarak da bilinmektedir. Normalde inaktif konumda
bulunan p53 geni, DNA hasari sekillendigi zaman aktive olarak p21genini harekete
gegmesini saglamaktadir. p21 geni ise hiicrenin ge¢ G1 fazinda durarak, S fazina
gecmesinin Oniine gecer. Bundan dolayida hiicre siklusu kesintiye ugrayarak
sekillenmis olan DNA hasarli hiicrenin cogalmasi engellenir. p53 geni DNA onarimi
yapan proteinlerin transkripsiyona neden olur Bu proteinler DNA hasar1 ortadan
kaldirilirsa, hiicre siklusundaki kesinti de yok edilmis olur. Hiicre hasarinin tamiri
istenilen oran da sekillenmezse bu sefer p53 geni bax proteininin (bcl-2 grubu
proteinlerden, proapopitotik) aktivasyonunu saglayarak mitokondrinin de olaya eslik
etmesiyle hiicrenin apoptozise yonelerek 6lmesine neden olur. Bu sekilde de DNA

hasarli hiicre yok edilir (Mountz ve Zhou., 2001; Ferri., 2001).

1.8.2. Apopitoz Saptama Yontemleri

Apoptoz hiicre temel fonksiyonunu esas alarak veya fizyolojik ve biyokimyasal
yontemler kullanilarak hiicreler de DNA kirilimlarimin  belirlenmesi  yoluyla
saptanabilmektedir. Hiicre morfolojisi temel alinarak floresans maddelerin (Hoechst
boyasi, DAPI, propidium, iyodiir) kullanilmasi ile yapilan boya maddeleriyle
floresans mikroskobu ile inceleme yapildiginda, kiiltiir ortaminda iiretilen hiicreleri
incelemek i¢in faz kontrast mikroskobu da kullanilabilmektedir. Faz kontrast
mikroskobu aracilig1 ile apoptotik hiicreler lizerinde olusan farkliliklar belirlenebilir.
Hiicreler ortama yeni yayilmis bir durumda iseler hiicrelerin sitoplazmalarinda ortaya
cikan vakuoller de segilebilir. Isik mikroskobu araciligiyla detayli bir inceleme

yapildiginda apoptotik hiicrelerin kendine has o6zellikleri o6zellikleri kii¢lilmis bir
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sitoplazma ile ¢ekirdege ait degisimlerden olusmaktadir. Kromatinin ¢ekirdek zarinin
cevresinde toplanmasi, ¢ekirdegin kii¢iilmesi ve birgok pargaya bdoliinmesi ile
sekillenen morfolojik degisikliklerden olugsmaktadir (Schneider ve Tschoop., 2000).
Apoptozisin hiicrenin ¢ekirdegi ve organelleri diizeyindeki farkliliklar1 elektron

mikroskobu ile belirleyebilmekteyiz.

1.8.2.1. TUNEL metodu ile DNA fragmentasyonunun belirlenmesi

Tek ya da gift sarmalli DNA kiriklarina isaretlenmis niikleotidlerin baglanmasi
temeline dayanmaktadir. Apoptotizis olusmus hiicrelere ait DNA'lar hizlica pargalara
ayrildiklarindan aniden hiicre igerisindeki kromatinlerin biitiinliigii yok olur ve 3'-
OH iceren DNA pargaciklarimin sayisinda artis goriiliir. Hiicrede Tdt (terminal
deoxynucleotidyl transferase) enzimi, ortama eklenen biotin dUTP'yi, parcalanmis
DNA boliimlerinin serbest 3'-OH uglarina baglanmaktadir. Biotin ile isaretlenmis
DNA pargaciklari, ortama FITC gibi floresans veren bir madde ile baglanmis avidin

ilave edildiginde goriiniir hale gelir (Hilton vd., 1997).

1.8.2.2. Insitu hibridizasyon teknigi

Apoptozisin belirlenmesi amaciyla isaretlenmis poly (A) problarinin kullanilmasi
araciligt ile yapilan bir yontemdir. Apoptotik DNA'ya sahip hiicrelerin
denaturasyona duyarliigimnin formalin arachigi ile tespitinin yapilarak parafine

gomiilmiis dokularda calisilmasi esasina dayanmaktadir (Hilton vd., 1997).
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1.8.2.3. Anneksin V yontemi

Hiicre membraninin sitoplazmik yiiziinde fosfotidilserin bulunmaktadir. Hiicreler
apoptozise yonelirse i¢ yliziimde yerlesim gosteren fosfotidilserin molekiilleri hiicre
zarinin dis yiiziine dogru transfer olur. Bu fosfotidilserinler bir floresans madde (6rn:
FITC) ile isaretlenmis Anneksin V kullanilarak goriiniir karakter haline getirilmesi
esasia dayanan bir yontemdir. Bu yontem flow sitometri aracilifiyla yapilmakta ve

floresans mikroskobu ile de incelenebilmektedir (Hilton vd., 1997).

1.8.2.4. Apopitoza ozgii proteinlerin saptanmasi

Western blotting veya immiinohistokimyasal yontemlerin kullanilmasi
araciligiyla kaspazlar gibi sadece apoptotik hiicrelerde aktif goriiniime sahip
olan ya da eksprese olan (6rn: Bcl-2 vb.) bazi proteinlerin dokularda

belirlenmesi temeline dayanan bir yontemdir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Arac ve Gerecler

Cam malzemeler [Erlenmayer (50-100 ml), beher (25-50-100 ml), meziir,tiip]
Cerrahi malzemeler (pens, makas)

Distile su cihaz1 (GFL, 2202)

Buzdolabi (Beko, D 8459 SM)

Derin dondurucu (Ugur, UDD300BK)

Santrifiij (Neofuge 13R-Refrigerated Centrifuge-Heal Force Bio) Vorteks (IKA,
MS2)

Hassas terazi (Precisa 205 ASCS)

Su banyosu (Niive. BM 402)

Isiticili manyetik karigtict (Velp Scientifica)
Dijital pH metre (Inolab, WTW)

Degisik hacimlerde otomatik pipet (Socorex-Acura 825; 10-100 ul; 100— 1000 pl)
Sar1 ve mor kapakli kan tiipleri (Isolab)
Ependorf tiipii (1,5 mL“lik, Roth)

Cerrahi eldiven (Dolphin)

Polietilen enjektor (5 mL, Ayset)
Spekrofotometre (Shimadzu 1601 Uv-Visible)
Mikrotom (Leica, RM 2245)

Su banyosu (Leica, HI 1210)
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Etiivde (Thermo, Heraterm)
Isik mikroskobu (Nikon, Eclipse Ci, Tokyo, Japan)

Kamera (Nikon DS FI3, microscopic digital camera systems, Tokyo, Japan)

2.1.2. Hayvan Materyali

6-8 haftalik 200/250 g agirligindaki saglikli Sprague-Dawley cinsi 32 erkek rat
Deney Hayvanlar1 Aragtirma ve Uygulama Merkezi (Afyonkarahisar/Tiirkiye)’nden
temin edildi. Hayvanlar oda sicakhiginda (25°C) bagil nemde (%50-55) standart
rodent yemi ve suyla, 12 saat karanlik/aydinlik periyotlar araliginda tutuldu. Standart
rodent yemi ve igme suyu ratlara ad libitum olarak verildi. Deney uygulamasina
baglamadan ratlar en az 7 giin boyunca ortama uyum saglamalar1 ag¢isindan
bekletildi. Yapilan bu calisma Afyon Kocatepe Universitesi Etik Kurul’undan
49533702/189 sayil1 onay alinarak baslandi (EK-1).

2.2. Metot

2.2.1.Deneysel Asama

2.2.1.1. Deneysel Asamanin Planlanmasi ve Uygulanmasi

Sunulan ¢aligmada Metaflumizon olarak Alverde® (BASF, Tuerk Kimya San. ve
Tic. Ltd. Sti, istanbul, Tiirkiye) kullanilacaktir. Calismada toplam 32 erkek rat, her
grupta 8’erli hayvan olacak sekilde rastgele ornekleme yontemiyle 4 gruba ayrildi.
Kontrol grubuna fizyolojik su verildi. Metaflumizon gruplarina ise daha o6nceki
yapilan ¢alismalar 6rnek alinarak (World Health Organization,2009) MTF’nun LDsg
dozu olan 5000 mg/kg’nin 1/25°1 (200 mg/kg), 1/50’si (100 mg/kg), ve 1/100’i (50
mg/Kg) intragastrik gavaj yoluyla oral olarak 28 giin boyunca uygulandi. Bu dozlar
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28 giin boyunca giinde tek doz halinde toplam hacim 1 ml miktarda olacak sekilde

yapild.

Grup I- Kontrol grubu- deiyonize su verildi.

Grup 1I-MTFsq grubu- Metaflumizon 50 mg/kg,oral
Grup - MTFy grubu- Metaflumizon 100 mg/kg,oral

Grup V- MTFy grubu- Metaflumizon 200 mg/kg, oral

2.2.1.2. Deneysel Asamanin Sonlandirilmasi

Ratlar deney asamasi olan 28 giinliik slirenin tamamlanmasindan sonra Sakrifiye
edilmeden 6nce 87 mg/kg i.m. ksilazin uygulamasiyla preanesteziye alindi, daha
sonra 13 mg/kg dozunda i.m. ketamin uygulanarak tam anestezi uygulandi.
Biyokimyasal ve histopatolojik analizler de kullanilacak olan dokular i¢in hayvanlar
servikal diskolasyon ile oldiiriilerek karaciger, bobrek ve beyin dokulari ¢ikarildi

%0.9’Iuk NaCl ile yikandiktan sonra bos tiiplere alindi.

2.2.2. Intrakardiyak Kan Alim, Sakrifikasyon Ve Ahnan Orneklerin

Saklanmasi

Anestezi  sonrasinda  gogiis  Kkafesi  agilarak  intrakardiyak olarak
etilendiamintetraasetik asitli (EDTA) enjektorle 3-5 cc kan alindi. Bunun hemen
sonrasinda servikal dislokasyon yapilarak sakrifikasyon islemi yapildi. Alinan
kanlarin 3000 devirde (10 dakika) santrifiij yapilarak plazmalar1 ayrildi ve analizleri
yapilincaya kadar -80 °C de saklandi. Toplanan kan 6rnekleri 30 dk i¢inde 4°C’de 15
dk 600 g’de santrifiij edilmesi sonrasinda plazma ve serum ornekleri elde edildi.
Diger analizler icin kullanicak olan plazma ve serum Ornekleri bos tiiplere alindi.

Ratlarin sakrifiye edilmesinden sonra acilmis gdgiis kafesi yaninda batin bolgesi
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cerrahi yontemlerle agilarak karaciger, bobrek ve beyin dokulart 6rnek tiiplerine
alindi. Dokularin birer parcast biyokimyasal incelemeler i¢in -80°C de saklanirken
diger kisimlar1 histopatolojik takibe alinmak tizere %10 formaldehitli tiiplere alindi.
Belirtilen doku ornekleri alindiktan sonra kalan hayvansal atiklar, tibbi atik {initesi
tarafindan temin edilen 6zel ambalajlara konularak usuliine uygun yok edilmesi i¢in

tibb1 atik unitesine teslim edildi.

2.2.3. Lipid Peroksidasyon ve Antioksidan Parametreler

2.2.3.1. Doku Homojenizasyonu

0.5 g doku iizerine 5 ml olacak sekilde hazirlanan soguk KH,PO4 (50mM; PH=7)
ilave edildi. Hem mekanik ve hem de 20k Hz ultrasonik homojenizator ile
homojenizasyon yapildiktan sonra 5000 devirde 15 dk santifruj edildi. Elde edilen
stipernatant biyokimyasal analizlerde (MDA, GSH, SOD ve CAT tayininde)
kullanilmak tiizere ependorflara aktarildi. Analizler yapilincaya kadar -80°C’de

saklandi.

2.2.3.2. Hemolizat Hazirlanmasi

Plazmalar1 ayrilan kan ornekleri iizerine esit miktarda KH,PO4 tampon soliisyonu
ilave edildi ve 3 defa 3000 devirde (5 dk) santrifiij edildi. Ornekler izotonik
soliisyonda 3. kere yikandiktan sonra beyaz kisimlari atildi. En son ayni miktarda
eritrosit ve izotonik soliisyondan ependorflara alindi ve analizler yapilana kadar -
80°C’de buzdolabinda muhafaza edildi. Hemolizat i¢in eritrosit paketinden 0,8 ml
alind1 ve tlizerine soguk distile su eklenerek hemolizat eldesi saglanmig olunur. Elde
edilen bu hemolizatlar siiperoksit dismutaz ve katalaz enzim aktivite tayininde
kullanild1 (Winterbourn vd., 1975).
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2.2.4. Tam Kan ve Doku Homojenatlarinda Malondialdehid (MDA) Ol¢iimii

Lipid peroksidasyon(LPO) son iiriinii olan malondialdehid (MDA), tam kanda
Draper ve Hardley (1990) , doku homojenatlarinda ise Ohkawa ve ark. (1979)’nin
metoduyla belirlendi. Metotlarin prensibi MDA ile tiyobarbitiirik asit (TBA)’in
reaksiyonu sonucu ortaya ¢ikan rengin spektrofotometrik 6lgiimiine dayanir ve bu
rengin absorbansi spektrofotometrik olarak 532 nm dalga boyunda 6l¢iildi. MDA
konsantrasyonu, MDA-TBA kompleksinin absorbans katsayisiyla hesaplanir ve

kanda nmol/mol veya dokuda nmol/g olarak ifade edildi.

Tam kan da MDA 6lgerken kullanilan ¢ozeltiler:
%10’luk Trikloroasetik asit (TCA): 10 g TCA 100 ml dH,0 de ¢ozdiiriilecektir.

%0.8’lik TBA: 1 g NAOH 500 ml dH,0’da ¢ozdiiriildi ve 4 g TBA 500 ml’lik
NaOH ¢o6zeltisinde ¢ozdiirtildii.

Dokularda MDA tayininde kullanilan ¢ozeltiler:

50 mM KH2PO4: 3.4 g KH,PO,4500 ml dH,0 ile tamamlandi.

% 8.1°lik SDS ¢ozeltisi: 2.02 g SDS 250 ml dH,0’da ¢ozdiiriildi.

% 20’1ik Glasiyel asetik asit: 20 ml glasiyel asetik asit 100 ml dH,O ile hazirland:.

% 0.8’lik TBA: 1 g NaOH 500 ml dH,0O’da ¢6zdiiriildii ve 4 g TBA 500 ml’lik
NaOH ¢ozelitisinde ¢ozdiiriildii.

N-butanol pirin karisimi: 750 ml n-butanol 50 ml piridinle karistirilacaktir.
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2.2.5. Tam Kan ve Doku Homojenatlarinda Glutatyon (GSH) Ol¢iimii

GSH konsantrasyonu tam kan ve doku homojenatlarinda Beutler ve ark. (1963)
tarafindan tanimlanan metot kullanilarak ol¢tildii. Kisaca, 0.2 ml 6rnek 1.8 ml distile
su eklendi. 3 ml presipitasyon soliisyonu (1.67 g metafosforik asit, 0.2 g EDTA ve 30
g NaCl 100 ml distile suda ¢ozdiirtildii) numune ile karistirildi. Karisim yaklagik 5
dakika bekletildikten sonra filtre edildi (Whatman No.42). Filtrattan 2 ml alind1 ve
daha sonra baska bir tiipe alinip 8 ml fosfat soliisyonu (0.3 M disodyum hidrojen
fosfat) ve 1 ml 5, 5'-Dithio-bis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) eklendi. Kor i¢in 2 ml
diliie presipitasyon soliisyonu, 8 ml fosfat soliisyonu ve 1 ml DTNB reaktifi
soliisyonu eklendi. GSH standart standart soliisyonu (40 mg/100 ml) hazirland:.
Optik dansite spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda 6lgiildii. Sonuglar kanda

nmol/ml veya dokuda nmol/g olarak ifade edildi.

Kullanilan Cozeltiler:

Coktiirici: 5 g metafosforik asit+ 1 g EDTA+90 g NaCl 300 ml dH,O’da

¢Ozdiiriilecektir.

Fosfat ¢ozeltisinde 0.3 M NapHPO,: 40.02 g Na;HPO,.7H,O 500 ml dH,O’da

¢Ozduriilecektir.
DTNB; 40 mg DTNB 100 ml %1°lik Na sitrat ¢ozeltisiyle ¢ozdiiriilecektir.

GSH standardi: 10 mg GSH, 25 ml dH,0’ da ¢6zdiiriilecektir.

2.2.6. Eritrosit Lizatinda ve Doku Homojenatinda superoksid dismutaz
(SOD)AKktivitesinin Ol¢iimii

Eritrosit lizatinda ve doku homojenatinda SOD’un antioksidan enzim aktivitesi Sun
ve ark. (1988)’nin metoduna gore dl¢iildii. Stiperoksit radikallerinin ortamda bulunan

nitroblue tetrazolyumu (NBT) mavi renkli formazona indirgemesiyle elde edilen
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absorbans, spektrofotometrik olarak 560 nm dalga boyunda belirlendi. SOD

aktivitesi eritrosit icin U/mgHb veya dokudaki protein i¢in U/ug olarak ifade edildi.
Kullanilan Cozeltiler:

Fosfat Tamponlu Tuz ¢ozeltisi (PSB): 8.06 g NaCl, 0.201 g KCI, 12.636 ¢
Na,HPO,4.2H,0, 0.2 g KH,PO, 1 L dH,0’da ¢ozdiiriildi ve pH’s1 7.4’e ayarlandi.

Ksantin stok ¢ozeltisi (3 mmol/L): 23 mg ksantin, 50 m1’lik bir balon joje i¢inde 5 ml
0.1 N NaOH ile hafifce isitilarak ¢ozdirildi ve dH,0 ile 50

ml’yetamamlandi. Kullanilacag: zaman 10 kez sulandirildi.

EDTA cozeltisi (0.6 mmol/L): 0.249 g EDTA (dihidrat) 1 L’lik balon joje i¢inde

dH,0 ile ¢ozdiiriilecek ve 1 L’ye tamamlandi.

Nitroblue tetrazolium (NBT) ¢ozeltisi (150 mmol/L) : 12.3 mg NBT 100 ml’lik bir

balon jojede dH,O ile ¢ozdiiriilecek ve hacim 100 ml’ye tamamlandi.

Na,CO3 ¢ozeltisi (400 umol/L): 4.2 g Na,CO3; 100 ml’lik bir balon jojede dH,O ile

¢ozdiirtildi ve hacim 100 ml’ye tamamlandi.

S1g1r albiimini ¢ozeltisi (1g/L): 100 mg s1gir albiimini 100 mlI’lik balon jojede dH,0

ile ¢ozdiirtildii ve hacim 100 ml’ye tamamlandi.

CuCl, (0.8 mmol/L): 10.7 mg CuCl, 100 mI’lik balon jojede dHO ile ¢ozdiiriildii ve

hacim 100 ml’ye tamamland.

Ksantin oksidaz enzim c¢ozeltisi: 20 U/ml aktiviteye sahip ksantin oksidaz enzim

¢ozeltisinden 20 mikromol alinarak 2ml 2 M amonyum siilfat ¢ozeltisi ile karistirildi.

Reaktif Karigimi: 20 tiipliik bir seri analiz i¢in 100ml’lik bir erlen igerisine 20 ml 10
kez sulandirilmis ksantin stok ¢ozeltisi, 10 ml EDTA ¢o6zeltisi, 10 ml NBT ¢ozeltisi,

6 ml Na,CO3 ¢ozeltisi ve 3 ml sigir alblimini ¢ozeltisi eklendi ve iyice karistirildi.
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2.2.7.Eritrosit Lizatinda ve Doku Homojenatinda katalaz (CAT) Aktivitesinin

Ol¢iimii

Eritrosit lizat1 ve doku homojenatinda katalaz aktiviteleri Sinha (1972)’nin belirledigi
yontem ile belirlendi. Bu yontemler, H,O,'nin CAT tarafindan ayristirilmasina
dayanmaktadir. Ornek tiipii, pH 7.0 olan 50 mM fosfat tamponu; 10 mM H,0, ve
numune igerir. H,O» indirgeme hizi, 45 saniye boyunca 240 nm'de takip edildi. Oda
sicakliginda bir birim CAT tayini, 25 ° C'de pH 4.5'te her bir dakikada 1.0 mol H,O,
ayristirir ve CAT aktivitesi U/mgHDb eritrosit ve U/ug protein olarak ifade edildi.

2.2.8. Hemoglobin (Hb) ve Protein Konsantrasyonlari Ol¢iimii

Hemoglobin (Hb) Drabkin ve Austin (1935)’e gore siyanomethemoglobin metoduyla
kalorimetrik olarak belirlendi. Dokudaki protein igerigi ise Lowry ve ark. (1951)’nin
kalorimetrik metoduna gore test edildi.

Ornek ve standart tiiplerine 1 mL homojenizat ¢dzeltisi ve standart ¢ozeltiler, kor

tiipiine de 1 mL saf su eklendi.

Tim tiiplere 3 mL C reaktifi eklendi. (C reaktifi 100:1 oraninda A ve B reaktifi
karisimindan olusturulur. A reaktifi %2 Na,COs3;, % NaOH, % 0.16 Na-tartarat; B
reaktifi ise %4 CuSO4.5H,0’drr).

Oda sicakliginda 30 dakika bekletildi.

Tiim tiiplere 300 pL Folin-Fenol reaktifi vortekslenerek eklenecektir.
Oda sicakliginda 45 dakika bekletildi.

Absorbanslar 660 nm’de kore karsi okundu.

Protein miktarlar1 olusturulan standart kalibrasyon grafiginden yararlanarak

hesaplandi.
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2.2.9. Plazma Biyokimyasal Parametreleri

Karaciger enzim aktivitelerinin tespitinde Aspartat aminotransferaz (AST), Alanin
aminotransferaz  (ALT), Alkalin fosfataz (ALP) parametreleri ile bobrek
fonksiyonlarindaki  degisikligin  belirlenmesinde bakilan {ire ve  Kreatinin
parametreleri spektrofotometrik olarak (Shimadzu 1601-UV Visible, Tokyo, Japan)
Human liquiUV ticari test kitleri ile belirlendi. glukoz (Biolabo) Bioloba (Ref 87109,
Fransa) ve total protein (TP) Human (Ref 157004, Almanya) ticari test Kitleri ile
belirlendi.

2.2.10. Histopatolojik Analizler icin Dokularin Hazirlanmasi

2.2.11. Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Sicanlarin sakrifiye edilmesinden sonra gogiis kafesi yaninda batin bolgesi cerrahi
yontemlerle agilmis ve batin bolgesinden karaciger, bobrek ile bunun yani sira beyin
dokular1 alimmistir. Alinan organlar histopatolojik doku takibine hazir hale
getirilmistir. Bu amagla dokular, 0,5-1 cm?® kadar biiyiikliiklerde organlarm farkli
bolgelerinden kiigiik doku ornekleri alindi doku takip kasetlerine aktarildi.
Hazirlanan bu o6rnekler fiksasyon i¢in %10’luk notral tamponlu formalin igine
konulmustur. Giinliik olarak degistirilip yenilenen fiksatif icinde 5 giin siireyle
bekletilmis olan doku 6rnekleri akarsuda 1 gece bekletilmek suretiyle formaldehitten
arindirma iglemi gerceklestirilmistir. Bu basamaktan sonra farkli derisimlerdeki alkol
soliisyonlarindan gegirilerek dokularda bulunan suyun alinmasi saglanmistir ve bu
asamadan sonra seffaflagtirma amaciyla ksilen soliisyonlarinda aktarilmistir. Ksilen
soliisyonlarinda bekletilen doku 6rnekleri 6nce yumusak parafinde her saat degismeli
olarak 2 saat ve son olarak da 1 saat sert parafinde bekletilmistir. Daha sonra ayni
sekilde parafinde bloklanmigtir. Parafine gomiilmiis olan dokulardan 5 pm

kalinliginda kesitler alinarak normal ve adhezivli lamlara aktarilmistir. Alinan
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kesitler daha sonra boyanmak iizere gruplandirilmistir.
Histolojik doku takip metodu asagida 6zetlenmistir.Histolojik doku takibi:

Dokunun incelemeye hazir hale getirilmesi i¢in kii¢iik doku pargalarina ayrilmasi

(trimming)
Fiksasyon
% 10 notral formalinde 5 giin fiksasyon (hergiin fiksatif tazelenecek)

Doku takibi 6ncesi dokularin akarsuda yikanip fazla formaldehidin temizlenmesi- 30

dakika

Dehidratasyon

% 70, 80, 96’11k alkolde 1 saat

Absolii alkol 1 saat, Absolii alkol 1 saat Seffaflandirma

Ksilende 30 dakika, ksilende 1 saat Parafinde bekletme ve gomme
Yumusak parafin 1 saat, Sert parafin 1 saat, Parafine gdmme

Parafine gomiilen Orneklerden mikrotom araciligiyla 4-6 mikron kalinligindaki
kesitler klasik doku degerlendirmeleri i¢in normal lamlara alinacaktir. Alinan kesitler
daha sonra boyanmak iizere gruplandirilacaktir. Bu amagla doku iizerinde mevcut
olan/degisen  genel  histolojik  Ozellikleri  goriip  degerlendirmek  i¢in
Hematoksilen&Eozin (H&E) ile boyama yapilacaktir. Bu boyamada izlenecek metot

asagida siralanmistir.

2.2.12. Hemotoksilen Eosin Boya Protokolii

Lam iistiine aliman doku orneklerinin deparafinizayonu, 65 °C’lik etiivde 2 saat
bekleterek parafinin erimesini saglandi ve ksilende 3 kez toplamda 20 dakika

bekletildi. Orneklerin hidrasyonunu saglamak amaciyla birinci absolii alkolde 5
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dakika, ikinci absolii alkolde, %96’lik alkolde, %80’lik alkol ve %70’lik alkolde 3
dakika bekletilmeyi takiben distile suda 5 dakika yikandi. Sonra Harris Hematoksilen
de 10 dakika bekletilerek cekirdek boyamasi gerceklestirildi. Boyanin fazlasini
dokudan uzaklastirmak amaciyla akan ¢esme suyu altinda bolca yikama yapilarak
eozin sollisyonuna aktarildi. 5 dk eozin ile boyanan kesitler boyamadan sonra %80,
%96 ve iki adet absolii alkolden gegcirildikten sonra seffaflagtirma amaciyla 5’er

dakika 3 adet ksilen soliisyonunda tutuldu ve entellan kapatildi.

2.2.13. Immiinohistokimyasal Incelemeler

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi icin DNA fragmantasyonu immiinolojik yontemle
gosterildi. Bu yontemde biyotinlenmis niikleotid, terminal deoxynucleotidyl
transferase (TdT) enzimini kullanarak DNA’nin 3'-OH ucuna baglanir. Daha sonra
isaretlenmis streptavidin bu biyotinlenmis niikleotidlere baglanir. Bu prosediire gore

fragmante niikleuslar koyu kahverengi olarak boyanir.

2.2.14. TUNEL Boyama Protokolii

Bu teknik i¢in ApopTag® Peroxidase In Situ Apoptosis Detection kiti ( Milipore
S7101, USA) kullanildi. Terminal Deoksiniikleotidil Transferaz dUTP Centik Ug
Etiketleme olarak bilinen TUNEL metodu, hiicrelerde meydana gelen apoptozis
oranlarini belirlemede standart yontemlerden biri olarak kullanilmaktadir. TUNEL
metodu uygulanirken sirasiyla su islemler gergeklestirilmistir. Parafin bloklardan 5
um kalmliginda alinan kesitler lizinli lamlara (Menzel-Glasser) alinmustir. Uretici
firmanin talimatlar1 dogrultusunda ApopTaq Plus Peroksidaz In Situ Apoptosis
Detection Kit (Chemicon SA. Merck Millipore) kullanilarak apoptoza giden hiicreler
belirlenmistir. Calismada lizinli lamlara (Menzel-Glasser) 5 mikron kalinliginda

karaciger, bobrek ve beyin doku Kesitleri alinmistir. Lizinli lamlara alinan doku
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kesitleri etiivde (Niive EN 500) 1 gece bekletilmistir. Ksilolde deparafinize edilen
kesitler 100, 96 ve 80 derecelik alkollerde 5’er dakika rehidre edilecek, daha sonra
distile suya almmistir. Bu asamadan sonra Kesitler, PBS soliisyonunda 5 dk
bekletilmistir. Kesitlerin ¢evreleri siirlayici kalem (Pap Pen) ile ¢izildikten sonra
1:500 oraninda proteinaz K soliisyonun etki etmesini saglamak amaciyla 25 dk
bekletilmistir. Proteinaz K uygulamasindan sonra kesitler PBS ile 3 kez 5’er dakika
yikanmistir. Daha sonra kesitler endojen peroksidaz aktivitesini yok etmek amaciyla
on dakika %?3’liikk H,O; ile inkiibe edilmistir. Sonra kesitler yine tampon soliisyon
ile 3 kez 5’er dakika yikanmistir. Sonra kesitler equilibration tampon soliisyonunda
10 dk tutulmustur. Bunun ardindan % 70 Reaction Buffer + % 30 TdT Enzyme
calisma soliisyonunda 37° C lik etiivde 1 saat inkiibasyona tabii tutulduktan sonra
Stop/Wash Buffer soliisyonunda 10 dk bekletilmistir. 1 saat inkiibasyon sliresinden
sonra kesitler working strength stop/wash buffer (100 uL stop wash buffer+3400 uL
distile su) ile 10 dk inkiibe edildi. Tekrar PBS soliisyonuyla yikanan kesitler TUNEL
pozitif reaksiyonunun goriintirliigiinii belirlemek amaciyla diaminobenzidine (DAB)
ile boyanmistir. Bunu gerceklestirmek i¢in 30 uL. DAB substratt 1470 uL DAB
dilisyon tampon soliisyonu ile karistirilarak hazirlanmis ve buzdolabi i1sisinda
karanlik bir ortamda kullanilmadan yarim saat once dinlenmeye birakilmistir.
Kesitler iizerine hazirlanan DAB soliisyonu aktarilarak yaklasik 5 dk beklenmistir.
Sonrasinda kesitler distile su ile yikanmigstir. Lamlarin iizerin metil green boyasi
damlatilarak 10-15 sn beklenip zemin boyamasi gergeklestirilmistir. Akarsuya alinan
kesitler boyanin fazlas1 giderildikten sonra lamlar kurutulmadan alkol ve ksilen
serilerinden gegirilerek entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile
kapatildu.

Boyanan tiim Orneklerin 151k mikroskobu altinda degerlendirilmesinde; H&E’de
boyanan karaciger dokulart i¢in; steatosis (karaciger yaglanmasi ve yangisal durum),
kupffer hiicre aktivasyonu, hiperemi ve kanama alanlari, hepatositlerde nekroz ve
dejenerasyon alanlari, sinusoidal dilatasyon ve bag doku artisi, intersiyumlarda MNH
inflamasyon alanlarinin incelemeleri gerceklestirilecek bobrek oOrneklerinde de
glomeruluslarin  bowman boslugunda genisleme ve kapiller yumaginda
vakuolizasyon olusumlar1 goriilmiistiir. Tubulus epitel hiicrelerinde vakuoler

dejenerasyon olusumlari ile korteks medular bolgede hiperemi, tubulus lumenlerinde
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dokiilmiis epitelyum hiicrelerinin olusturdugu kitle beyin orneklerinde noronlarda
vakolizasyon, hiperemi ve fokal glia hiicreler inflamasyonu olusturdugu
gozlemlendi. Artan dozlarda MTF uygulamasmin karaciger, bobrek ve beyin
dokularinda olusan histopatolojik bulgular1 da siddetlendirdigi belirlendi. inceleme
sonuclart yok (-), ihml (+) ve orta (++), siddetli (+++) olarak skorlanacak ve
bunlarin istatistiksel analizleri (parametrik veya nonparametrik testlerle) yapilarak
ifadeleri  gergeklestirilecektir.  Immunohistokimyasal boyama i¢in  tunel
immunoreaktiviteleri gbzlenen alanlar “pozitif boyanma”, gozlenemeyen alanlar ise
“negatif boyanma” olarak ifade edilecektir. Ayrica ek olarak histopatolojik bulgular

varsa bunlarda degerlendirmeye ilave edilecektir.

2.2.15. istatistiksel Analiz

Calisma sonunda elde edilen veriler, SPSS 22 istatistik paket programinda grup
ortalamalar1 arasindaki farklar tek yonlii ANOVA testi uygulanarak hesaplandi. Post-
Hoc olarak Duncan testinden faydalanilarak veriler "ortalama + standart sapma"

olarak ifade edilmistir (X £ SD). Istatistiksel anlamlilik i¢in p < 0.05 kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Lipid Peroksidasyonu ve Aktif Glutatyon (GSH) Seviyeleri Uzerine Etkileri

Cizelge 3.1. Metaflumizon’nun 50, 100, 200 mg/kg dozlarina maruz birakilan ratlarin kan,

karaciger, bobrek, beyin ve testis dokularindaki MDA seviyeleri tizerine etkisi

Kan Karaciger Bobrek Beyin Testis
Gruplar (nmol/ml)  (nmol/gdoku) (nmol/g (nmol/g (nmol/g
doku) doku) doku)
Kontrol  1,33+0,32 3,18+0,23° 2,60+0,95° 2,98+0,90 2,47+0,20°
MTF<, 1,36+0,43 3,64+0,94" 3,12+0,78% 3,27+0,43 3,59+1,26°
MTF.  1,77+0,82 4,14+0,78% 3,30£0,52% 3,38+0,31 3,13+0,62"
MTFy  1,78+0,89 4,7240,712 3,43+0,37° 3,42+0,30 4,56+0,97°

Her bir parametrenin istatistiksel analizi kendi iginde yapildi. Degerler her biri 8 hayvandan olusan bir grup igin ortalama + SD

*a-b ayni siitunda farkli harfle gosterilen degerler arasindaki fark olarak verildi (p<0.05).

Oksidatif hasar sonucu LPO’nun son firiinii Malondialdehit (MDA) seviyeleri

oksidatif stres belirteci olarak yaygm bir sekilde kullanilmaktadir. Yapilan tez

caligmasinda MTF artan dozlarda (50 mg/kg, 100 mg/kg, 200 mg/kg ) uygulanan

gruplarin karaciger, bobrek ve testis dokularinda MDA seviyeleri (Cizelge 3.1)

kontrol grubuna gore anlamli derecede (p<0.05) arttig1 belirlendi.
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Cizelge 3.2. Metaflumizon’nun 50, 100, 200 mg/kg dozlarina maruz birakilan
ratlarin kan, karaciger, bobrek, beyin ve testis dokularindaki GSH seviyeleri {izerine

etkisi

Gruplar Kan Karaciger Bobrek Beyin Testis
(nmol/ml)  (nmol/gdoku)  (nmol/g (nmol/g (nmol/g
doku) doku) doku)

Kontrol  82,75+20,49*  20,25+5,00% 20,75+3,37*  17,1244,76*  22,00+1,41%
MTFs,  71,00421,06°  16,50+3,74% 15,7543,37°  14,87+3,90®  10,50+4,50"
MTFy 47,37+14,69° 12.87+2,79" 10,00+0,92°  12,12+2,35°  11,12+3,83"
MTF,0  37,7549,22°  13,00+2,61° 937+1,50°  11,87+1,24°  11,37+1,92°

Her bir parametrenin istatistiksel analizi kendi i¢inde yapildi. Degerler her biri 8 hayvandan olusan bir grup i¢in ortalama + SD
*a-b ayni siitunda farkli harfle gosterilen degerler arasindaki fark olarak verildi (p<0.05).

Oksidatif hasar sonucu antioksidan savunma sistemi iiyesi olan enzimlerden GSH,
yapilan tez ¢alismasinda degerlendirildiginde MTF artan dozlarda (50 mg/kg, 100
mg/kg, 200 mg/kg ) uygulanan gruplarin karaciger, bobrek, beyin ve testis
dokularinda GSH seviyeleri (Cizelge 3.2) kontrol grubuna goére anlamli derecede
(p<0.05) azaldig: belirlendi.

3.2. Antioksidan enzim seviyeleri iizerindeki etkileri

Cizelge 3.3. Metaflumizon’nun 50, 100, 200 mg/kg dozlarma maruz birakilan
ratlarin eritrosit, karaciger, bobrek, beyin ve testis dokularindaki SOD seviyeleri

uizerine etkisi

... Karaciger Bobrek Beyin Testis
Gruplar Eritrosit
P (U/ng (U/ng (U/ng (Ulng
(U/gHb)  protein) protein) protein) protein)

Kontrol  15,4342,51°  2,44+£0,63  2,58+0,86 4,34%0,69 3,6620,60
MTFy  16,65£3,32°  2,84£045  291+0,54°  4,88+0,53 3,78+0,48
MTFio  23,6844,63°  2,76+0,54  3,22+0,60° 5,3042,00 3,90+1,52
MTFao 26,20£7,38° 2814046  3,45+0,81° 5,07+0,86 4,77+1,03

Her bir parametrenin istatistiksel analizi kendi i¢inde yapildi. Degerler her biri 8 hayvandan olusan bir grup i¢in ortalama + SD
*a-b ayni siitunda farkli harfle gosterilen degerler arasindaki fark olarak verildi (p<0.05).
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Reaktif oksijen tiirleri ve siiperoksit anyon radikallerine karsi antioksidan savunma
da gorev alan enzimlerden biri olan siiperoksit dismutaz (SOD) seviyeleri (Cizelge
3.3) yapilan tez ¢alismasinda degerlendirildiginde kontrol grubuna gore MTFs, en
diisiik doz grubunun eritrosit ve bobrek SOD seviyelerinde artis gbzlendi. Paralel
olarak diger gruplar da artan dozlarda MTF’a maruz birakilmasi sonucunda SOD

seviyelerinin anlamli derecede (p < 0.05) artis gosterdigi belirlendi.

Cizelge 3.4. Metaflumizon’nun 50, 100, 200 mg/kg dozlarina maruz birakilan
ratlarin eritrosit, karaciger, bobrek, beyin ve testis dokularindaki CAT seviyeleri

uizerine etkisi

Eritrosit Karaciger Bobrek Beyin Testis
Gruplar (U/gHb) (U/pg (U/png (U/pg (U/ng
protein) protein) protein) protein)

Kontrol 280,53+74,11°  101,02+3594 78,14+30,49 118,51£19,72" 110 694+52.52
MTFs  589.96+160,25°  74,50+14,81  6393+£10,42 142,40£19.87" 1537430.17
MTFio 882,374258,89°  89,6443353  71,61£14,01 168,84+31,53 196 94435,08

MTFy 1266,93+£302,95% 101,06+32,08 74,34+12,87 156,61+31,21°  137420,78

Her bir parametrenin istatistiksel analizi kendi i¢inde yapildi. Degerler her biri 8 hayvandan olusan bir grup i¢in ortalama + SD
*a-b ayni siitunda farkli harfle gosterilen degerler arasindaki fark olarak verildi (p<0.05).

Bir diger antioksidan enzim olan CAT seviyeleri (Cizelge 3.4) degerlendirildiginde
kontrol grubuna gore MTFs5, en diisiik doz grubunun eritrosit ve beyin CAT
seviyelerinde artis gozlendi. Artan dozlarda MTF’a maruz birakilmas1 sonucunda

CAT seviyelerinin anlamli derecede (p < 0.05) artis gosterdigi belirlendi.
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3.3. Plazmadaki biyokimyasal parametreler iizerindeki etkileri

Plazmada AST (Sekil 3.1), ALT (Sekil 3.2), ALP (Sekil 3.3), iire (Sekil 3.4),
kreatinin (Sekil 3.5), glukoz (Sekil 3.6) ve total protein (Sekil 3.7) aktiviteleri
degerlendirildiginde kontrol grubuna gore artan dozlarda MTF (50, 100, 200 mg/kg)

uygulamasinin bu seviyeleri anlamli derecede arttirdigi rapor edildi (p< 0.05).

AST

500
Kontrol
MFTs5q

MTF .00
MFT 200

UL
I 8B

Grup

Sekil 3.1 50, 100 ve 200 mg/kg miktarlarinda uygulanan Metaflumizonun ratlarin plazma AST diizeyleri

lizerine etKkisi.
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ALT

800
Kontrol
600~ MFT5q
MTF 400
e~
2 400- MFT200

200

Sekil 3.2 50, 100 ve 200 mg/kg miktarlarinda uygulanan Metaflumizonun ratlarm plazma ALT diizeyleri

iizerine etkisi- #"°,: farkl harfler istatistiksel agidan énemlidir (p<0,05).

ALP
100 -
Kontrol
80_ IV“'_r50
_ MTF 100
J 60
=) MFT200

40-

204

Grup

Sekil 3.3 50, 100 ve 200 mg/kg miktarlarinda uygulanan Metaflumizonun ratlarin plazma ALP diizeyleri

tizerine etkisi.
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Ure

1.5
a O Kontrol
%I 1.0- MTF 4100
B-, bc I} MTF200
= 7
0.5- %
7
7
0.0- //

Grup

Sekil 3.4 50, 100 ve 200 mg/kg miktarlarmda uygulanan Metaflumizonun ratlarm plazma iire seviyeleri iizerine

etkisi. *<,: farkl: harfler istatistiksel agidan 6nemlidir (p<0,05).

Kreatinin

Kontrol
MTF5q

MTF 100
MTF 500

iBRO0I0

Grup

Sekil 3.5 50, 100 ve 200 mg/kg miktarlarinda uygulanan Metaflumizonun ratlarin plazma kreatinin seviyeleri

iizerine etkisi. **,: farkli harfler istatistiksel agidan énemlidir (p<0,05).
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Glukoz

150
a =3 Kontrol
a a
_ b l = MTF5
T
TE:': b p B MTF g0
50 mm MTF200
i 2 :

Grup

Sekil 3.6 50, 100 ve 200 mg/kg miktarlarinda uygulanan Metaflumizonun ratlarm plazma glukoz seviyeleri

iizerine etkisi. *°¢,: farkli harfler istatistiksel agidan Snemlidir (p<0,05).

Total Protein

80
= Kontrol
a 7 a MTF
60- b l e | 50
l -] | # 4] MTF100
S %y
?én 40— o mm MTFy
204 [ |
0 : ':i:':
Grup

Sekil 3.7 50, 100 ve 200 mg/kg miktarlarinda uygulanan Metaflumizonun ratlarin plazma total protein

seviyeleri iizerine etkisi. *,: farkli harfler istatistiksel agidan énemlidir (p<0,05).

3.4. Klinik Bulgular

Yapilan ¢alismada MTFsg, MTF109, MTF2g0 gruplarinda yer alan ratlarda klinik bulgu

olarak; durgunluk, bitkinlik, kil ve tiiylerde karigik bir goriiniim, yem ve su
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tilketiminde azalma ile istahsizlik dikkati ¢ekti. Kontrol grubunda ise herhangi bir
Klinik bulguya rastlanmadi. Belirlenen klinik bulgularin siddeti verilen toksik
maddenin alinma stiresine bagli olarak da giin gegtik¢e daha siddetlendi. Ayrica bu
Klinik bulgular MTF,qo grubunda diger MTF gruplarina gore daha dikkat ¢ekici bir

goriinlimdeydi.

3.5. Canh Agirhik Artisi

Calismada, 28 giinliik deneme periyodu asamasinda; ratlarda canli agirhik
farkliliklarin1 belirlemek suretiyle ¢alismanin baslangi¢ déneminde ve 7, 14, 21 ve
28. giinlerde canli agirlik tartimlar1 belirlendi. Deneme sonrasi ile deneme Oncesi
agirliklar1 arasindaki farkliliklar uygun istatistik hesaplama yontemleriyle belirlendi.

Elde edilen sonuglara iliskin veriler Cizelge 3.5’de sunuldu.

Cizelge 3.5. Metaflumizon’nun 50, 100, 200 mg/kg dozlarina maruz birakilan

ratlarin 7,14, 21 ve 28.giinlerde canli agirliklari tizerine etkisi

Gruplar

7.giin

14.giin

21.giin

28.giin

Kontrol grubu

239,12+25,54%

227,87£19,67°

216,87+22,72°

208,25+21,81°

MTFs,grubu 239,62+19,42%  214,75+20,85° 204,00+26,98"  198,62+26,98°
MTF00grubu 236,25+£10,02*  226,37+14,54° 216,75£12,04*  206,50+6,90°
MTF,0grubu 254,12426,10°  224,00+14,94° 213,00+15,13%  199,62+15,78°

Her bir parametrenin istatistiksel analizi kendi iginde yapildi. Degerler her biri 8 hayvandan olusan bir grup i¢in ortalama + SD

3.6. Patolojik degisikler

3.6.1. Makroskobik Bulgular
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3.6.1.1. Kontrol Grubu

Bu grupta yer alan ratlarin nekropsisinin yapilarak elde edilmis bulgularinda

organlarda herhangi makroskobik bir lezyona rastlanmadi.

3.6.1.2. MTFso Grubu

Bu grupta yer alan ratlarin karaciger ve bobreklerinin makroskobik incelenmesinde
diger MTF gruplarina gore belirgin bir lezyona rastlanmadi ancak karaciger ve
bobrek dokularinin renginin genellikle koyu kahverengiye yakin bir gériiniime sahip
oldugu belirlendi Testislerin dis ylizeyindeki damarlar hiperemik bir goriinimdeydi.

Ayni hiperemik goriiniime beyin yiizeyinde de rastlandi.

3.6.1.3. MTFig Grubu

Karacigerler de boz beyaz renkte odaklara rastlandi. Karacigerin koyu kahverengimsi
bir renge sahip oldugu belirlendi. Gruptaki tiim deneklerde bobreklerin dis yiizeyinde
bazi olgularda kesit yiiziinde, toplu igne basi biiyiikliigiinde boz beyaz odaklar
belirlendi. Testisler kontrol grubu testislerine gore daha kiigiik bir yapida olup
damarlarin hiperemik oldugu goriildii. Gruptaki tiim deneklerde beyin damarlarinin

hiperemik oldugu goriildii.

3.6.1.4. MTFy Grubu

Bu grupta yer alan ratlarin nekropsi incelemelerinde karacigerlerinin viseral
yiizeylerinde, yaygin bir goriinime sahip grimsi beyaz renkte odaklar belirlendi. Bu

karacigerlerin yiizeyine Kesitler yapildiginda, bu odaklara kesit yiizylerinde de
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oldugu fark edildi. Karacigerler kiigiik bir goriiniimde olup, baz1 olgularda solgun,
bazi olgularda da hafif kahverengimsi-siyah goriiniime sahip oldugu belirlendi.
Olgularin hemen hemen biitiinlinde bobreklerin dis ylizeyinde ve kesit yiizeyinde
toplu igne basi bliyiikliigiine yakin boz beyaz odaklara rastlandi. Bobrek dokularinin
baz1 6rneklerinde hafif solgun, baz1 6rneklerde ise, alacali bir goriiniime sahip oldugu
belirlendi. Testislerin, kontrol grubu testislerine gore genellikle kiigiik yapida, hafif
yumusak kivamda olup, damarlarin hiperemisi dikkat gekiciydi. Tiim olgularda

beynin dis ylizeyindeki damarlar hiperemikti.

3.6.2. Histopatolojik Bulgular

Karaciger, bobrek, testis ve beyin dokularinin histopatolojilerinin istatistik

degerlendirilmesi Cizelge 3.6’da belirtilmistir.
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3.6.2.1. Kontrol Grubu

Bu grupta bulunan ratlarda karaciger (Resim 3.1), bobrek (Resim 3.2), testis (Resim

3.3), beyin (Resim 3.4) normal histolojik yapida oldugu belirlendi. Histopatolojik

olarak herhangi bir bulguya rastlanmadi.

™ -~

Resim 3.1. Kontrol grubu karaciger dokusunun histopatolojik goriintiisii
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Resim 3.2. Kontrol grubu bobrek dokusunun histopatdlojik goriintiisii
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Resim 3.4. Kontrol grubu beyin dokusunun histopatolojik gortintiisii

3.6.2.2. MTFso Grubu

Karacigerlerdeki sinuzoid yapisinin hafif hiperemik ve genislemis oldugu goriildii
(Resim 3.5.). Sinuzoidlerde az miktarda Kupffer hiicrelerine de rastlandi.
Sentrilobiiler bolgede ki hepatosit sahasinda dejeneratif alanlar goriildii. parankim ve
hidropik dejenerasyon gozlendi. Periportal bolgedeki hepatositlerin bazilarinda hiicre
cekirdeginin yogunlastigi ve ¢ift cekirdekli oldugu belirlendi. Glomeruluslar
genellikle hafif hiperemik ve bir kismi dilatasyona ugramis, ayn1 zaman da bowman
boslugunun da genislemis oldugu fark edildi (Resim 3.6.). Cogu olgularda proksimal
tubuluslarda dejeneratif degisikliklerin hakim oldugu belirlendi. Bununla birlikte
proksimal tubuluslarin bazilarinda epitel hiicrelerinin vakuoler dejenerasyona
ugramis oldugu gozlendi. MTFsy grubuna ait testislerin mikroskobik incelemessinde
orta siddette dejeneratif degisikliklerin oldugu goézlendi. Tubulus seminiferus
kontortus (TSK) epitelleri genellikle dejeneratif idi. Bazi TSK’larda dejenere
spermatogonyumlarin ~ lumen igerisinde bulunduklar1  dikkati ¢ekti. Bazi

spermatogonyumlarda vakuolizasyon olumlarina rastlandi (Resim 3.7.).
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Beyin parankiminde, bazi noronlarda dejeneratif degisiklikler ve noronofaji goriildii
(Resim 3.8.).

Resim 3.5. MTFs, grubu karaciger 6rneklerinde, vena sentralislerde orta siddette hiperemi (kalin ok), siniizoidal dilatasyon ve

hiperemi (ince ok), vena centralis ¢evresindeki hepatositlerde orta siddette dejeneratif degisiklikler (kivrik ok), bazi

hepatositlerde ¢ift ¢ekirdek olusumu (ok basi), Periportal bolgede safra kanal hiperplzisi (bes koseli yldiz), Kupffer hiicre
aktivasyonu (i¢i dolu tiggen) HE X10
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kapillar yumaginda vakuolizasyon olugsumlari (ince ok), kortikal bolgede kanama alani (ok bast), kortikomediiller
bolgedeki damarlarda hiperemi (bes koseli yildiz), tubulus limenlerinde dokiilmiis epitel hiicrelerinin olusturdugu kitle
(on késeli yildiz) HE. X10

Resim 3.7. MTFs, grubu Testis dokularinda, TSK’da spermatogenetik hiicrelerde vezikiiler goriiniim, spermatidler
sekillenmemis ve lumen bosalmis bir goriinimde (kalin ve ince ok),TSK bazal membranindaki sertoli hiicrelerinde
dejeneratif degisiklikler (kivrik ok), TSK limeninde anormal goriiniim (okbagi),HE. X10
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_ SRS 200 pm
Resim 3.8. MTFs grubu beyin dokusunda ndronlarda vakuolizasyon olusumu (kalin ok), damarlarda orta siddette hiperemi
(ince ok), noronlar ¢evresinde fokal glia hiicre infiltrasyonu alanlar1 (ok basi) HE. X10

3.6.2.3 MTFig0 Grubu

Karacigerin yapilan mikroskobik incelemesinde sinuzoidler de hiperemik ve
geniglemis oldugu belirlendi. Sinuzoidler arasinda Kupffer hiicrelerinin sayisinda
artts oldugu goriildii. Portal alanlarda fokal mononiiklear hiicre infiltrasyonlari,
periportal bolgedeki safra kanallari sayisinda artis gozlendi. Sentrilobiiler alanlardaki
hepatositlerde hidropik dejenerasyon alanlarinin daha belirgin oldugu fark edildi
(Resim 3.9.). Periasiner alanlardan baslamak iizere, hepatositlerde yaygin
dejenerasyon sahalari ile baz1 hepatositlerin stoplazmalarinda eozinofilik gériinlimiin
hakim oldugu belirlendi. Glomeruluslarin hiperemik ve bowman boslugunun
genislemis oldugu goriildi. Proksimal tubuluslarda dejeneratif degisiklikler fark
edildi. Baz1 proksimal tubuluslarin epitel hiicrelerinde vakuoler dejenerasyon
sahalarina rastland1 (Resim 3.10.). Tubuluslarin ¢ogunun lumeni, dokiilmiis epitel
hiicreleri ile doluydu. Testislerde tubulus seminiferus kontortus (TSK) epitellerinde

orta siddette dejeneratif degisiklikler bulunmaktaydi. Bazi TSK lumenlerindeki
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spermatozoonlarin sayisinda azalma oldugu belirlendi. Sertoli hiicreleri genellikle
secilebiliyordu. Bazi TSK’larin lumeni, dejenere ve dokiilmiis spermatogenetik
hiicrelerle dolu bir goriinlimdeydi (Resim 3.11.). Baz1 olgularda tunika albuginea ve
intertubuler alanlardaki bag dokuda, pembe homojen goriinimlii hiyalinizasyon

bolgeleri sekillenmisti. Beyinde kapillar damarlar genellikle hiperemikti. Bazi

noronlarda vakuolizasyon ve noronofaji goriildi (Resim 3.12.)

- 4 "‘ 4 4 5 w d + " 4 _‘
Resim 3.9. MTFyo grubu Karacigerde, vena sentralislerde siddetli hiperemi (kalin ok), siniizoidal dilatasyon ve hiperemi (ince
ok), vena centralis ¢evresindeki hepatositlerde orta siddette dejeneratif degisiklikler (kivrik ok), bazi hepatositlerde ¢ift ¢ekirdek
olusumu (ok bagt), Periportal bolgede safra kanal hiperplzisi (bes koseli yldiz), Portal alanlarda ve intersitisyumda mononiiklear

hiicre infiltrasyonlari (on koseli yildiz), Kupffer hiicre aktivasyonu (i¢i dolu tiggen) HE. X10
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Resim 3.10. MTFyo0 grubu Bobrekte, Glomerulus bowman boslugunda genisleme (kalin ok), glomerulus kapillar yumaginda
vakuolizasyon olusumlari (ince ok), tubulus epitel hiicrelerinde vakuoler dejenerasyon alanlari (kivrik ok), tubulus liimenlerinde
dokiilmiis epitel hiicrelerinin olusturdugu kitle (on koseli yildiz) HE. X10

¢ AN T : RN v I, S
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Resim 3.11. MTFq0 grubu Testis, TSK’da spermatogenetik hiicrelerde vezikiiler goriiniim, spermatidler sekillenmemis
ve lumen bosalmis bir goriiniimde (kalin ve ince ok),TSK bazal membranindaki sertoli hiicrelerinde dejeneratif
degisiklikler (kivrik ok), TSK liimeninde atrofik gériiniim (okbast),intersitisyel bdlgede hyalinizasyon (bes koseli
yildiz), TSK’larda lumende, dejenere olmug germ hiicrelerinin olusturdugu yogunlagmis kitle (on koseli yildiz)HE. X10
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Resim 3.12. MTFyo0 grubu Beyin, néronlarda vakuolizasyon olusumu (kalin ok), damarlarda siddetli hiperemi (ince ok),
noronlargevresinde fokal glia hiicre infiltrasyonu alanlar1 (ok bast) HE. X10

3.6.2.4. MTF5q Grubu

Yapilan mikroskobik incelemelerde karacigerin siddetli hiperemik oldugu belirlendi
(Resim 3.13.). Aymt sekilde sinuzoidlerin de hiperemik ve genislemis oldugu
belirlendi. Damar endotel hiicrelerinin siskin goriiniimde oldugu tespit edildi. Vena
centralislerde hiperemiye rastlandi. Kupffer hiicre aktivasyonu belirgindi. Bazi
olgularda karaciger parankim yapisi tamamen kaybolmustu (disorganizasyon).
Sentrilobiiler alanlardaki hepatositlerde sisme ve vakuolizasyon olusumlar1 tespit
edildi. Hepatositler arasindaki boslugun genislemis oldugu tespit edildi.
Vakuolizasyonun sekillendigi hepatositlerde hiicre g¢ekirdeginin ¢evresinde birden
fazla vakuole rastlandi. Periasiner alanlardan baglamak iizere hepatositlerde yaygin
dejenerasyon sahalar1 goriildii ve baz1 hepatositlerin stoplazmalarinda eozinofilik bir
goriiniim fark edildi. Ozellikle periportal alanlardaki hepatositlerde niikleuslardaki

patolojik degisiklikler daha belirgindi. Perisentral bolgedeki bazi hepatositlerin ¢ift
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cekirdekli oldugu belirlendi. Bobrekte korteks ve medulladaki damarlar siddetli
derecede hiperemik oldugu gorildi. Glomeruluslar genellikle hiperemik ve
dilatasyona ugramis bir goriinimde olup; bowman boslugunun genislemis oldugu
fark edildi. Tubulus epitelyum hiicrelerinde dejeneratif degisikliklere rastlandi.
Ozellikle proksimal tubulus epitellerinde dejeneratif degisiklikler daha belirgindi.
Bazi proksimal tubuluslarin epitel hiicrelerinde vakuoler dejenerasyon sahalari
gorildii. Tubuluslarin ¢ogunun lumenleri, dokiilmiis epitel hiicreleri ile dolu idi
(Resim 3.14.). Testislerde genellikle dejeneratif degisiklikler belirgindi (Resim
3.15.). Tubulus seminiferus kontortuslarda (TSK) epitel hiicrelerinde
vakuolizasyonlar ile karakterize dejeneratif degisikliklere rastlandi. Bu dejeneratif
degisikliklerin sekillendigi bazi TSK’larin lumenleri, dokiilmiis spermatogenetik
hiicrelerle dolu olup, siki, yogunlagmis bir goriiniim kazanmigti. Bazi TSK’larda
spermatogenetik  hiicreler vezikiiler bir goriinim almisti, spermatidlerin
sekillenmedigi goriildii, lumenleri de tamamen bosalmis bir durumdaydi. Sertoli
hiicreleri genellikle belirgindi. Baz1 olgularda Tunika albuginea ve intertubuler
alanlardaki bag dokuda, pembe homojen goriiniimii ile hiyalinizasyon alanlar dikkati
cekti. Beyin, kapillar damarlar hiperemik oldugu belirlendi. Perivaskiiler dilatasyon
goriildii. Noron dejenerasyonu ile birlikte néronofaji ve perivaskiiler mononiiklear

hiicreinfiltrasyonu dikkati ¢ekti (Resim 3.16.).
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Sekil 3.13. MTF4 grubu Karacigerde, vena sentralislerde siddetli hiperemi (kalin ok), siniizoidal dilatasyon ve hiperemi (ince
ok), vena centralis ¢evresindeki hepatositlerde orta siddette dejeneratif degisiklikler (kivrik ok), bazi hepatositlerde ¢ift ¢ekirdek
olusumu (ok bast), Periportal bolgede safra kanal hiperplzisi (bes koseli yldiz), Portal alanlarda ve intersitisyumda mononiik lear
hiicre infiltrasyonlar1 (on koseli yildiz), Kupffer hiicre aktivasyonu (i¢i dolu tiggen) HE. X10
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vakuolizasyon olusumlar1 (ince ok), tubulus epitel hiicrelerinde vakuoler dejenerasyon alanlari (kivrik ok), kortikomediiller
bolgedeki damarlarda hiperemi (bes koseli yildiz), tubulus liimenlerinde dokiilmiig epitel hiicrelerinin olusturdugu kitle (on
koseli y1ldiz) HE. X10

»2~".‘; o : g ] ‘.Y
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Resim 3.15. MTF;q grubu, Testis, TSK’da spermatogenetik hiicrelerde vezikiiler goriiniim, spermatidler sekillenmemis ve
lumen bosalmis bir goriiniimde (kalin ve ince ok), TSK bazal membranindaki sertoli hiicrelerinde dejeneratif degisiklikler
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(kivrik ok), TSK liimeninde atrofik goriiniim (okbas1), intersitisyel bolgede hyalinizasyon (bes koseli yildiz), TSK’larda
lumende, dejenere olmus germ hiicrelerinin olusturdugu yogunlagmus kitle (on koseli y1ldiz)HE. X10

5 : Q% GO : 200 pm
Resim 3.16. MTFyo grubu, Beyin, néronlarda vakuolizasyon olusumu (kalin ok), damarlarda siddetli hiperemi (ince
ok), noronlar ¢evresinde fokal glia hiicre infiltrasyonu alanlar1 (ok bagt) HE. X10
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Cizelge 3.6. 50, 100, 200 mg/kg dozlarda Metafumizon uygulamasinin ratlar da karaciger, bobrek, testis ve beyin dokularinin histopatolojisinin
istatistikseldegerlendirmesi

. - 66P99
Organ Histopatolojik Bulgu Kontrol MTFs MTFy90 MTF,q DEGERLERI
K .o Karacigerlerde Venacentraliste 0.000
araciger — piperemi 0,40+0,78" 1,10+0,00° 1,21+0,66° 1,72+0,74° '
Karacigerlerde Gift gekirdekli 0,13£0,38"  1,12+0,07* 0,96+0,38° 1,35+0,46" 0,000
hepatositolusumlari
Periportal blgede saffakanal 027£0,50°  1,12£0,70° 1,330,753 1,7240,74° 0,000
hiperplazisi
Intersitisyumda MNH Infiltrasyon 0,27+0,50° 1224035 1,61+0,52° 1,72:£0,74? 0.000
alanlar1 ]
Kupffer hiicre aktivasyonu 0,27+0,50°  1,23+0,35" 1,73+0,50" 2,36+0,70° 0,000
. Glomerulus bowman boslugunda . 5 5 .
Bobrek . 0,27+0,50 1,25+0,35 1,50+0,50 2,36+0,70 0,000
genisleme
Glomerulus kapillar yumaginda . . 0.000
vakuolizasyonolusumlari 0,30+0,55°  1,210,14 1,53+0,47 2,36+0,70° ’
Tubulus epitel hiicrelerindevakuoler .
dejenerasyon alanlar 0,300,557 1 210,14° 1,530,47° 2,50+0,75" CHOEID
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Testis

Beyin

Kortikomediiller bélgedeki damarlarda
hiperemi

Tubulus lumenlerindeddkiilmiis
epitel hiicrelerinin olusturdugu
yogunluk

Kortikomediiller bolgedeki damarlarda
hiperemi

Testis TSK’da spermatogenetik hiicrelerde
vezikiiler goriiniim

TSK bazal membranindaki sertoli
hiicrelerinde dejenerasyon
TSK lumeninde atrofikgoriiniim

Intersitisyel bolgedehyalinizasyon

TSK’larda lumende dejenare olmus germ
hiicre

Fokalgia hiicrelerdeinflamasyon
Noronlarda vakuolizasyonolugumlari

Beyinde Hiperemi

0,30+0,55°

0,32+0,61°
0,32+0,61°

0,32+0,6"

0,32+0,61°

0,28+0,53¢

0,28+0,53¢

0,28+0,53¢

0,40+0,78°
0,27+0,50°

0,27+0,50°

1,21+0,14°

1,20+0,14°
1,07+0,45°¢

1,07+0,45°

1,25+0,16°

1,2040,10°

1,20+0,10°

1,2240,08°

1,1040,00™
0,96+0,38°

0,96+0,38"

1,53+0,47"

1,58+0,44%
1,70+0,50°

1,70+0,50"

1,70+0,52°

1,70+0,52°

1,87+0,50°

1,90+0,53°

1,33+0,73%
1,33+0,73%

1,33+0,73%

2,50+0,75°

2,83+0,48°

2,93+0,43°

2,93+0,43°

2,93+0,43°

3,05+0,31°

3,05+0,31°

3,05+0,31°

1,85+0,88"
1,72+0,74°

1,85+0,46°

0,000

0,000

0,000

0,000
0,000

0,000

0,000
0,000

0,000

0,000

0,000
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3.6.3. immunohistokimyasal Bulgular

Yapilan c¢alismada mikroskobik olarak incelenen karaciger, bobrek ve testis
dokularinda apoptozisi belirlemek amaciyla yapilan TUNEL boyama yontemi ile
belirlenen immunohistokimyasal boyama sonuglarmin istatistik verileri Cizelge

3.7’de detayl olarak sunulmustur.

3.6.3.1. Kontrol Grubu

Kontrol grubunda bulunan ratlarin karaciger (Resim 3.17.), bobrek (Resim
3.18.) vetestis (Resim 3.19.) dokularmin kesitlerinde belirlenen TUNEL pozitif

immiin reaktivitesi saptanmadi.

Resim 3.17. Kontrol grubuna ait karaciger dokusunda TUNEL (-) hiicreler. X10
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Resim 3.18.

Resim 3.19. Kontrol grubuna ait testis dokusunda TUNEL (-) hiicreler. X20
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3.6.3.2. MTF5, Grubu

MTFsp grubunda bulunan ratlarin karacigerinde hepatositlerde TUNEL pozitif
boyanma saptandi (Resim 3.20). Bobreklerde glomeruluslarda ve proksimal tubulus
epitelinde TUNEL pozitif boyanmalar tespit edildi (Resim 3.21). Testiste TSK’larin

bazal membranina yerlesmis olan spermatagonyumlarda ve intersitisyel bolge de

Leydig hiicrelerinde yine ayn1 sekilde yapilan yontemle TUNEL pozitif boyanmalar
tespit edildi (Resim 3.22).

e

Resim 3.20. MTFs gubuna ait karacigerde hepatosit ¢ekirdeklerinde TUNEL (+) hiicreler. X20
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Resim 3.22. MTFs, grubuna ait testis dokusunda TUNEL (+) hiicreler. X20
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3.6.3.3. MTF4q Grubu

MTFi00 grubunda bulunan ratlarin karacigerinde hepatositlerde TUNEL pozitif
boyanma saptandi (Resim 3.23). Bobreklerde glomeruluslarda ve proksimal tubulus
epitelinde TUNEL pozitif boyanmalar tespit edildi (Resim 3.24). Testiste TSK’larin

bazal membranina yerlesmis olan spermatagonyumlarda ve intersitisyel bolge de

Leydig hiicrelerinde yine ayn1 sekilde yapilan yontemle TUNEL pozitif boyanmalar
tespit edildi (Resim 3.25).

Resim 3.23. MTFq grubuna ait karacigerde hepatosit (;ekirdeklerine TUNEL (+) hiicreler. X20
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Resim 3.25. MTFiq0 grubuna ait testis dokusunda TUNEL (+) hiicreler. X20

64



3.6.3.4. MTFyq Grubu

MTF,0 grubunda bulunan ratlarin karacigerinde hepatositlerde TUNEL pozitif
boyanma saptandi (Resim 3.26). Bobreklerde glomeruluslarda ve proksimal tubulus
epitelinde TUNEL pozitif boyanmalar tespit edildi (Resim 3.27). Testiste TSK’larin
bazal membranina yerlesmis olan spermatagonyumlarda ve intersitisyel bolge de
Leydig hiicrelerinde yine ayn1 sekilde yapilan yontemle TUNEL pozitif boyanmalar
tespit edildi (Resim 3.28).

Resim 3.26. MTF4q grubuna ait karacigerde hepatosit ¢ekirdeklerinde TUNEL (+) hiicreler. X20
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Resim 3.28. MTF4q grubuna ait testis dokusunda T +) hiicreler. X20

66



Cizelge 3.7. TUNEL boyama yontemi ile karaciger, bobrek ve beyin dokularinda belirlenen immunohistokimyasal boyama

sonuclarinin istatistik verileri

“P”
Gl’uplar Kontrol MTF50 MTFloo MTFZOO DEGERLERi
Karaciger IHC 0,27+0,50° 1,100,00" 0,82+0,50° 1,60+0,53° 0,000
Bobrek IHC 0,27+0,50° 1,100,00° 1,330,73° 1,470,74° 0,001
R a a
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4. TARTISMA

Iyonlastirict radyasyonlar, UV 1sinlar1 basta olmak {izere agir metaller ve insektisitler
gibi kimyasal ajanlar canlilar iizerinde bir¢ok olumsuz etki olusturduklar
bilinmektedir (Pizzino vd.,2017; Ercal vd.,2001). Kimyasal ajanlar doku ve organ
hasarlar1 basta olmak {izere kanser gibi pek¢ok hastaligin sekillenme asanmasindan
sorumlu tutulmaktadir. Bu ajanlar canlilar {izerinde reaktif oksijen tiirlerinin
birikimini artirarak oksidatif stresin olusmasina sebep olduklar1 bilinmektedir
(Toyokuni vd., 1995; Reuter vd., 2010; Klaunig., 2018; Hayes vd., 2020).

Teknolojinin geligmesi ile birlikte tarimda pestisitlerin kullanim oranlarinda da artig
goriilmektedir. Bu kimyasal Kirleticilerinin kullanimin giin gectik¢e artmasiyla
beraber pestisit kalintis1 bulasmis su ve yiyeceklerin canlilar tarafindan tiiketilmesi
sonucunda olumsuz etkiler meydana gelmektedir. Pestisitlerin sadece hedef canlilar
tizerinde toksik etkiye sahip olmadig1 diger canlilar tarafindan bu maddelere maruz
kalinmas1 sonucunda da siddetli akut veya kronik metabolizma bozukluklarina baglh

hastaliklar ve 6liim gibi kaginilmaz sonlarin ortaya ¢iktig1 bilinmektedir (Shadnia ve

vd.,2005).

Oksidatif stres, oksidasyon ve antioksidatif etkinin oksidasyon lehine olustugu
durumlarda ortaya cikar. Genel olarak reaktif oksijen tiirleri (ROS) degisiklikleri
organizmalarin fizyolojisini, biiylimesini ve hayatta kalmasimi etkilemektedir
(Liguori vd., 2018). Bu nedenle, oksidatif stresi belirlemede etkili bir yontem olarak
antioksidan enzim aktiviteleri iizerindeki degisimi 6lgmekten olugmaktadir (Liguori
vd., 2018; Pisoschi vd., 2021). Antioksidan enzim aktivitesinin gostergelerinden bir
tanesi de siiperoksit dismutazdir (SOD). Serbest oksijen radikallerini siipiiren ve
bundan dolay1 metabolizma da miktar1 azalan bir enzim olarak karsimiza ¢ikan SOD,
genellikle oksidatif stres kaynaklarinin bir sinyali olarak kabul edilmektedir (Hu
vd., 2019 ; Culotta.,2001;Younus., 2018). Katalaz (CAT) ise hemen hemen tim
biyolojikorganizmalarda bulunan antioksidan savunma sistemindeki diger bir anahtar
enzim olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Nandi vd.,2019 ; Chen vd., 2004).
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Oksidatif stres ayn1 zamanda antioksidanlar ve oksidanlar arasindaki dengesizlikten
kaynaklanmaktadir (Sies,2018). Oksidatif dengenin bozulmasi sonucu artan ROS
miktar1 hiicre ¢eperinde hasar meydana getirmekte; bunun sonucunda da hiicre igi
proteinlerin yap1 ve islevlerinde goriilen bozukluklar, kalitsal materyal olan DNA’da
yapisal hasarlari meydana gelmesine sebep olmaktadir (Ozcan vd., 2015;Abolaji
vd.,2018). Artan ROS tiirlerinin yetersiz detoksifiye olmasi sonucunda organizma da

farkli bolgelerde oksidatif hasarin olusmasina neden olmaktadir (Salim,2017).

Yeni kesfedilen semikarbazon insektisit grubundan bir tanesi olan Metaflumizon
(MTF)’un, kimyasal olarak farklilastirildig1 pirazolinler basta olmak {izere genelinde
bocekler iizerinde Na® kanali blogu olusturarak digerleri gibi ayn1 etki
mekanizmasina sahip bir SCBI oldugunu dogrulamaktadir. MTF, hayvan sagligi
alaninda bu etki sekline sahip oldugu bilinen ilk iriindiir. Ayn1 zamanda
pirazolinlerin temelini olusturdugu, ancak kimyasal olarak MTF’den ¢ok daha farkli
olan Indoxacarb, bu etki sekline sahip diger kayitli bir insektisit olarak bilinmektedir.
Indoxacarb oncelikle lepidoptera tiirti ad1 verilen zararlilara karsi kullanilmakta olup;
ayni zamanda birgok bitki bocegi, yaprak kurdu, pire, bit, bocek, sinek,
hamambdcegi ve karinca tiirleriyle de miicadelede yaygin olarak kullanilmaktadir

(Takagi vd.,2007; Wang vd., 2020).

MTF, BASF tarafindan gelistirilen tarimda verimi arttirmak ya da boceklerle
miicadele de kullanilmak amaciyla yeni bir insektisit tiirii olarak kullanim alanina
girmistir. MTF’ye subkronik oral veya dermal maruz kalma sonucunda diisiik
toksisiteye sahip oldugu yapilan c¢alismalar sonucunda belirlenmistir (Hempel
vd.,2007).

Reaktif oksijen tiirlerinin baslica hedefi hiicre membraninin temel bileseni olan lipid
molekiilleridir. ROS doymamus yag asitleri zincirinden hidrojeni uzaklastirarak lipid
peroksidasyonunu meydana getirmektedir. Lipid peroksidasyonun son iiriinii olan
malondialdehit (MDA) seviyeleri ise ortaya ¢ikan oksidatif hasarin belirlenmesinde
onemli bir belirteg olarak degerlendirilmektedir (Patlolla vd., 2009; Cherian
vd.,2019).
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MTF yeni kesfedilen bir insektisit olmakla beraber canlilar iizerinde diisiik
toksisiteye sahip oldugu da yapilan ¢aligmalarla tespit edilmistir (Hempel vd.,2007).
Bunun yami sira gozde veya ciltte tahris edici ve cildin hassasiyetini arttirma
potansiyeline sahip olmadigi da yapilan galismalarla bildirilmistir. Buna ragmen
direkt maruziyetlerden birisi olan agiz yoluyla alinmasi sonrasinda organizmada
doku ve kan ornekleri tizerinde olusturabilecegi hasarlar konusunda arastirmaya
rastlanilmamistir. Yapilan bu tez ¢alismasinda erkek siganlarda MTF’ninn agizdan
intragastrik yontemle farkli dozlarda (50,100 ve 200 mg/kg) uygulanmasmin kan,
karaciger, bobrek, beyin ve testis dokularinda muhtemel olusturdugu hasarin yapisal,
biyokimyasal, histopatolojik ve immunohistokimyasal yontemlerle arastirilmasi

amagclanmustir.

MTF, indoxacarb ile ayn1 hedef bolgeyi paylasmasina ragmen, bu bolgede bilinen bir
hedef bélge direnci bulunmamaktadir. Indoksakarba karsi metabolizma da olusan
direng yapilan ¢alismalarla belirlenmistir (Shono vd., 2004), ancak bunun yapisal
farkliliklar olusturulmasi sebebiyle MTF’ye c¢apraz direng gostermesi beklenmeyen
bir durumdur. Behm ve ark., 2004’de Spodoptera litura susu iizerinde yapmis oldugu
bir calisma gostermistir ki indoxacarb adi verilen kimyasala direnc¢li iken MTF ye
karst duyarli oldugu belirlenmistir (Salgado ve Hayashi.,, 2007). Ayrica,
imidakloprid, karbamatlar, organofosfatlar ve avermektinlere direngli bocek suslari,
metaflumizona kars1 capraz direng gosterdigi de yapilan ¢aligmalarla belirlenmistir

(Cutler vd., 2006).

Sprague-Dawley ratlarda metaflumizona akut olarak agizdan maruz kalinmasi
durumunda olusabilen toksisiteye yonelik yapilan bir ¢alisma da; saflik yiizdesi
%96,3 olan MTF’ye 5000 mg/kg dozunda 14 giin boyunca intragastrik gavaj yoluyla
uygulanmasi sonucunda LDsg dozunun erkek ve disi ratlar da belirlenen 5000 mg/kg
‘dan daha fazla oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde yapilan diger bir calisma da
CD-1 fareler lizerinde yine agizdan intragastrik gavaj yoluyla uygulanan MTF’nin
LDsy dozu olan 5000 mg/kg’a maruz kalan hayvanlarda herhangi bir klinik,
makroskobik ve histopatolojik bulguya rastlanilmadigi ve LDsy dozunun 5000
mg/kg’dan daha fazla olabilecegi tespit edilmistir (Hempel vd., 2007; World Health
Organization.,2009).

70



Disi ve erkek CD-1 farelerde yapilan bagka bir ¢calismada ise 28 giin boyunca farelere
diyetle 50, 200 ve 800 mg/kg konsantrasyonlarda MTF uygulamasinin yapildigi ve
giinliik alman doz miktarlarinin 10, 42 ve 101 mg/kg oldugu bildirilmistir. ikinci
haftanin sonunda 800 mg/kg grubuna ait disi ve erkek farelerden 8 tanesinin 6ldiigii
aciklanmistir. Calisma sonucunda 800 mg/kg grubundaki farelerin viicut
agirliklarinda azalma gozlendigi, 200 ve 800 mg/kg doz araliginda MTF verilmis
farelerde ise dalakta atrofi ve yumurtaliklarda ise folikiil gelisiminde gecikme gibi
histopatolojik degisikliklerin oldugu bildirilmistir (World Health
Organization.,2009).

Yapilan bu tez calismasinda uygulanan dozlarin belirlenmesi asamasinda (Hempel
vd., 2007) LDsp (5000 mg/kg) dozunun 1/5’1 1000 mg/kg, 1/10’u 500 mg/kg, 1/20’si
250 mg/kg ve 1/40°1 125 mg/kg olan doz miktar1 belirlenmis ve uygulama sonrasi
hayvanlar 24 saat takip edilmistirr MTF’ye maruziyet asamasindan 24 saat
sonrasinda en yiiksek doz miktar1 olan 1000 mg/kg’a maruz kalma sonucunda;
uygulama yapilmis gruptaki 8 rat’in 4’tinde felg ve sinirsel Klinik belirtilerin
goriilmesinden 1-2 saat sonra oOldiikleri belirlendi. Bu dogrultu da doz hesaplamasi
tekrar yapilmig ve yeni uygulama gruplar1 belirlenmistir. Yeni belirlenen MTF
gruplar1 Afyon Kocatepe Universitesi Yerel Etik Kurulu’undan olur yazisi alindiktan
sonra yeni uygulama gruplart olan 50 mg/kg, 100 mg/kg ve 200 mg/kg olacak
sekilde doz ayarlamasi yapilarak uygulamaya 28 giin boyunca devam edilmistir.

Sprague Dawley ratlarda yapilan bir ¢alismada 28 giin boyunca MTF’nin 100, 500 ve
1000 mg/kg dozlarinda agizdan intragastrik gavaj yoluyla uygulama sonrasinda 100
mg/kg doz uygulanmis olan gruptaki ratlarda histopatolojik bulgularda herhangi bir
degisiklik olmadig: bildirilmistir. 500 ve 1000 mg/kg doz grubunda ki ratlarda total
eritrosit ve hemoglobin seviyelerinde azalmalarin goriildiigii; ayrica histopatolojik
incelemeler sonucunda dalak dokularinda ekstramediiller hematopoiez meydana
geldigi bildirilmistir (World Health Organization.,2009).

Sprague-Dawley erkek ve disi ratlarda 90 giin agizdan intragastrik gavaj yontemiyle
30, 60 ve 300 mg/kg dozunda MTEF’ye subkronik olarak maruz birakildigt
bildirilmistir. Doksaninc1 giinlin sonunda si¢anlarda Klinik goriiniim olarak yem

tiketiminin azalmasina bagl viicut agirliklarinin azaldigi belirlenmis, 300 mg/kg
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dozunda MTF’ye maruz birakilan gruptaki si¢anlarin karaciger dokularinda hafif
lezyonlarin goriildiigii belirlendigi agiklanmistir. Yapilan bu g¢alisma sonucunda
MTF’ye 90 giin boyunca agiz yoluyla intragastrik gavaj yontemiyle uygulanmasi
sonucunda fazla bir yan etkinin gozlenmedigi belirlenmistir. Bu dozlardan
(NOAEL) erkek ratlarda 300 mg/kg, disi ratlarda 200 mg/kg araliginda ¢ok fazla bir
yan etkinin olusmadig ifade edilmistir (World Health Organization.,2009).

Yapilan bagka bir ¢alismada da diyetle 28 giin boyunca erkek ve disi ratlara farkli
dozlarda MTF (250, 1000, 5000 ve 10000 ppm) uygulamasi ile erkeklerin 27.2, 86.4,
418 ve 798 mg/kg ve disilerin 23.8, 83.2, 361 ve 890 mg/kg dozlarda MTF’ye maruz
birakilmasi sonrasi tiim gruplarda klinik olarak yiyecek tiiketimi ile beraber viicut
agirliklarinda da azalma olustugu bildirilmistir. Bu ¢alisma da disi ratlarda kontrol
grubuna gére MTF uygulanan grubun yumurtalik ve uterus agirliklarinda da azalma
meydana geldigi agiklanmistir (World Health Organization.,2009).Ayrica, Wistar
albino ratlarda akut maruziyet sonucunda tek doz agizdan intragastrik gavaj
yontemiyle 0, 125, 500 ve 2000 mg/kg doz seviyelerinde MTF uygulamasinin genel
toksisite ve norotoksisiteye yol agmadigr bildirilmistir (World Health
Organization.,2009).Ancak buna ragmen yapilan diger bir ¢aligmada 1, 12, 36 ve 150
mg/kg MTF nin agizdan intragastrik gavaj yontemiyle 90 giin boyunca Wistar albino
ratlara uygulanmasi1 sonucunda klinik olarak toksisite belirtileri gozlenen doz
miktarlarinin erkek ratlarda 300 mg/kg, disi ratlarda ise 150 mg/kg oldugu
bildirilmigtir. Ayrica bu hayvanlarda viicut agirhiginda, yiyecek ve icecek
tilketimindeki azalmalarin da oldugu; fakat bu kullanilan dozlarda ndrotoksik veya
genel toksik bir etkisinin  olmadigt da belirlenmistir (World Health
Organization.,2009).

Rat ve tavsanlarda MTF’nin genital sistem {lizerine yapilan bir ¢alismada elde edilen
sonuglara gore ratlarda 30 mg/kg ve tavsanlarda 25 mg/kg giinlik alinan doz
seviyelerinde teratojenik bir etki gostermedigi de belirtilmistir. Diger hayvan
tirlerindeki etkilerine yonelik yapilan bir galismada Beags cinsi kopeklerde 5 erkek
ve 5 disi kopege jelatin kapsiiller araciligiyla 30, 40 ve 60 mg/kg dozlarda 12 ay
boyunca MTF uygulama islemi gergeklestirilmistir. Fakat 60 mg/kg dozunda
uygulanan MTF bu cins kopeklerde klinik tablonun kétiilesmesi sebebiyle bu doz
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seviyesinin yerine ¢alisma grubuna 40 mg/kg olarak devam edilmistir. Deneysel
asama sonrasinda artan doza baglh olarak hayvanlarda dalak ve karaciger
agirliklarinin azaldig1 ve kan parametlerinden bazilar1 olan hemoglobin, MCHC ile
total bilirubin seviyelerinde diistislerin oldugu bildirilmistir. Yapilan ayni ¢alismanin
erkek hayvanlarinda bdbreklerin tiibiiler epitellerinde daha fazla derecede olmak
tizere pigment olugumu goriildiigii bildirilmistir. Ayn1 sekilde disi hayvanlarda ise bu
etkinin erkeklere gore daha az miktarlarda oldugu tespit edilmistir. Karaciger
dokusunda yapilan histopatolojik incelemeler 1s181nda Kupffer hiicreleri sayisinda az
miktarda artis oldugu ve dalakta da histopatolojik bir degisikligin sekillenmedigi
bildirilmistir (World Health Organization.,2009).Bu yapilan ¢alismalarin yani sira
MTF’un in vitro etkisinin arastirildig bir calismada, MTF (156.3-5000 pg/ml) 4 saat
boyunca memeli hiicresi olan Cin hamsteri V79 hiicre hattina uygulanmasi yapilmis
ve HPRT lokusunun mutasyonunu degerlendirilmesi sonucunda MTF memeli
hiicrelerinde ileri derecede mutasyonlar sekillendirmedigi belirlenmistir (World
Health Organization.,2009).

Yapilan bir diger ¢alismada da CD-1 erkek ve disi farelere 28 giin boyunca 10, 20 ve
40 ppm konsantrasyonlarinda MTF uygulamasi yapilmis ve giinliikk alinan dozlarin 2,
4.3 ve 8.2 mg/kg araliginda oldugu belirtilmistir. Calisma sonucunda 40 ppm doz
grubundaki farelerde viicut agirliklarinda azalma ve gida tiiketiminde istatistiksel
olarak anlamli olmayan disiislerin tespit edildigi; ayrica dokularda histopatolojik
degisikliklerin gézlemlenmedigi bildirilmistir. Farelerde yan etki gostermeyen dozun
(NOAEL) 40 ppm vyani 8.2 mg/kg oldugu ifade edilmistir (World Health
Organization.,2009). In vitro ve in vivo mutajenite testlerinde MTF nin potansiyel
genototoksik kimyasal ajan oldugu belirlenmistir. Ayrica ratlarda ve farelerde uzun
stireli  toksisite c¢alismalarinda potansiyel kanser yapict etki gosterdigi de
bildirilmistir (Hempel vd., 2007). Sunulan bu tez ¢alismasinda da haftalara gore canl
agirlik degisimleri incelendiginde MTFsg, MTFi00, MTF20 gruplarinda MTF’nin
artan dozlaria bagl olarak canli agirlik degisimlerinde de azalmalarin goriildiigii ve

kontrol grubu ile farklilik olugturdugu belirlenmistir.

Bir¢ok kimyasal basta olmak {izere ¢esitli zararli molekiillere metabolizmanin maruz

kalmas1 sonras1 detoksifikasyon iglemi karaciger de gerceklesmektedir. Bu yiizden
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karaciger enzim aktiviteleri tizerindeki degisiklikler degerlendirildiginde {ire, glikoz,
total protein, kreatinin, AST, ALT ve ALP gibi baz1 ol¢iim seviyelerinde
degisiklikler olusturdugu bilinmektedir (Y1lmaz vd., 2017; MiloSevi¢ vd.,2018).

Yapilan bir bagka calismada malatyonun biyokimyasal ve histopatolojik yonden
verebilecegi muhtemel zararlarin arastirilmasi incelendiginde, 14 giin boyunca 100,
200 ve 400 mg/kg dozlarda intraperitonel olarak uygulama yapilmistir. Calisma
sonunda elde edilen verilerden karaciger enzimlerinin serum diizeyleri
degerlendirildiginde (AST, ALT, ALP) kontrol grubuna goére malatyon grubunda
artig gosterdigi belirtilmistir (Raoofi vd.,2016). Abdel-Daim ve ark., ratlar iizerinde
malatyon kaynakli toksisiteyi arastirdiklar1 ¢aligma da 30 giin siire ile her giin 200
mg/kg doz olacak sekilde gavaj yoluyla uygulamislardir. Caligma sonunda elde
edilen veriler degerlendirildiginde malatyon uygulamasinin iire, kreatinin artmasina
karsin total protein aktivitelerinde azalis meydana getirdigi bildirilmistir. Bu tez
calismamiz da MTF’nin 50, 100, 200 mg/kg doz araliginda ratlara uygulanmasinin
AST, ALT, ALP, iire, kreatinin, total protein ve glikoz diizeylerinde artisa neden
oldugu ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda MTF gruplarinin anlamli sekilde
farkliliklar olusturdugu belirlendi. Bu elde ettigimiz sonuglar MTF’nin artan
dozlarina bagl olarak karaciger ve bobrek hasarmi arttirdigi ve buna bagl olarak

karaciger vebobrek dokularinda toksik etkisini gii¢lendirdigini géstermistir.

Karimani ve ark., erkek ratlarda subkronik diazinon uygulamasinin biyokimyasal
parametrelerde ve oksidatif stresin doku belirteglerindeki etkilerini arastirdiklar
calisma da; 7 hafta boyunca her giin 10 mg/kg dozlarda maruz birakilmigtir. 7.
haftanin sonunda DZN'ye maruz kalmanin ardindan kalp, bobrek, karaciger, beyin ve
testiste MDA seviyelerinin 6nemli dl¢iide yiikseldigi bildirilmistir (p<0.01). Sunulan
bu tez ¢alismasinda da lipid peroksidasyonunun son iirlinii olan MDA seviyeleri tam
kan, karaciger, bobrek, beyin ve testis dokularinda degerlendirildiginde artan dozlar
da (50, 100, 200 mg/kg) MTF uygulamasinin MDA seviyelerini anlamli derecede
(p<0,05) arttirdig1 tespit edilmistir. Ayrica artan MDA seviyeleri MTF’nin
oksidatif stres olusumuna neden oldugunu ve olusan bu stres sonucunda da lipid

peroksidasyonunu yiikselttigi tespit edilmistir.
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Organofosfat insektisit tiirlerinden biri olan Malathion’nun ratlarda kan ve doku
ornekleri lizerindeki etkilerini arastirdiklar: ¢alisma 28 giin boyunca 100 mg/kg doz
da intragastrik gavaj yoluyla her giin uygulamislardir. 28.giin sonunda tam kan
orneklerinde, karaciger, bobrek, beyin ve kalp dokularinda GSH seviyelerinin
azaldig1 belirlenmistir (Akbel vd., 2018). Yapilmis olan bu tez ¢alismasinda
MTF’nin farkli dozlarma (50, 100, 200 mg/kg) maruz kalma sonucunda antioksidan
enzim seviyelerindeki farkliliklar degerlendirildiginde kontrol grubuna gore artan
oranlardaki MTF uygulanan si¢anlarin kan, karaciger, bobrek, beyin ve testis

dokularinda GSH seviyelerinin azalttig1 belirlenmistir.

Ratlarda diazinon (DZN) kaynakli hemato-biyokimyasal degisiklikler ve oksidatif
stres iizerindeki etkilerinin arastirildig1 ¢alisma da 4 hafta boyunca 20 mg/kg doz da
DZN intraperitonel olarak uygulamasi sonucunda karaciger, bobrek ve Kkalp
dokularinin SOD ve CAT enzimlerinin aktivitelerinde azalmalara yol agtig
belirlenmistir (Abdel-Daim vd.,2018). Benzer sekilde yapilan bu tez ¢alismasinda da
artan dozlarda MTF’a maruz kalan gruplarin eritrosit 6rneklerinde, karaciger, bobrek
,beyin ve testis dokularinda kontrol grubuna kiyasla SOD ve CAT seviyelerinin

arttig1 tespit edilmistir.

Hassan ve ark., 21 giinliik ratlarda yaptiklar bir ¢aligmada haftada 3 kez 100 mg/kg
dozda agiz yoluyla intragastik gavajla indoxacarb toksisitesine maruz birakilmasi
sonucunda elde edilen veriler degerlendirildiginde; SOD seviyelerinde artisa neden
oldugu, kontrol grubuna kiyasla Indoxacarb grubu karaciger dokularinin
histopatolojik olarak incelenmesinde birden fazla biiyiik boyutlu vakuole sahip
sitoplazma goriiniimiiniin olustugu ve yagl dejeneratif degisiklikler ile nekrotik
bulgulara rastlandi8i; ayrica hepatositlerde genis alanlara yayilmis karaciger lobiler
yapisinin  kayboldugu ve buna ilaveten yangisal reaksiyonlarin gorildiigi
bildirilmistir. Bobrek dokusunda ise glomerulus ve tubulus epitel hiicrelerinde
dejeneratif ve nektorik degisiklikler ile siddteli hasarlarin olustugu parankim ve
vakuoler dejenerasyonlara rastlandigi;; bunun yami sira yangisal hiicre
reaksiyonlarininda olustugu belirlenmistir. Benzer sekilde yapilan diger bir
calismada ratlarda malatyon toksisitesi olusturulmus ve bu galismada karaciger,

bobrek ve beyin dokularindaki histopatolojik degisiklikler degerlendirilmistir. Bu
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calisma da 28 giin boyunca ratlara 100 mg/kg gilinlik doz miktarin da malatyona
agizdan gastrik gavaj yoluyla maruz birakilmig ve sonucunda da karacigerde
siniizoidal dilatasyon, hepatositlerde dejeneratif degisiklikler ile sinuzoidal
dilatasyon alanlarina, beyinde fokal glia hiicre infiltrasyonlar1 ile noron
dejenerasyonuna ve bobrekte de Bowman kapsiiliiniin daralmasi gibi histopatolojik
bulgularin tespit edildigi bildirilmistir (Akbel vd.,2018).

Yapilan bu c¢alismalara benzer sekilde de sunulan tez ¢alismasinin sonuglar
histopatolojik acidan degerlendirildiginde; kontrol grubuna gére MTFso grubunda
karaciger dokusunda vena centralislerde hiperemi ve hepatositlerinde dejeneratif
degisiklikler, cift ¢cekirdekli hepatosit olusumlari, periportal bolgede safra kanal hiper
plazisi ile kupffer hiicre olusumlarimin goriildiigi belirlendi, bobrek orneklerinde de
glomeruluslarin  bowman boslugunda genisleme ve Kkapiller yumaginda
vakuolizasyon olusumlar1 belirlenmistir. Buna ek olarak Tubulus epitel hiicrelerinde
vakuoler dejenerasyon alanlar1 ile kortikomedullar bolgede hiperemi, tubulus
lumenlerinde dokiilmiis epitel hiicrelerinin olusturdugu yogunlasmis Kitleye
rastlanmistir. Beyin dokusu incelendiginde de ndronlarda vakolizasyon, hiperemi ve
fokal glia hiicre infiltrasyon alanlarinin olustugu gézlemlendi. Artan dozlarda MTF
uygulamasinin karaciger, bobrek ve beyin dokularinda olusan histopatolojik

bulgular da siddetlendirdigi belirlendi.

Tarim alanlarinda kullanilan insektisitlerden biri olan diazinonun testis dokusuna
olan etkilerinin histokimyasal arastirilmasi amaclanan bir ¢alisma da Wistar albino
cinsi yetiskin erkek ratlara LDsy dozunun (1250 mg/kg) 1/10, 1/20, 1/40 ve 1/80°i
serum fizyolojikle eritilerek gavajla agiz yoluyla toplam da 8 giin boyunca
uygulanmistir. Calisma sonucunda testis dokusunda 151k ve elektron mikroskobik
incelenmesinde, diazinonun verilme siiresine bagh olarak degisiklik gosteren

dejeneratif bulgulara rastlandi.

Diazinon’un 1 giinliik uygulandig1 grupta, kontrol grubuna benzer sekilde normal
goriiniimlii seminifer tiibiillerin yaninda atrofi olusmaya baslamis TSK’larin da
oldugu belirtilmistir. Diazinon’un 2 giin boyunca verildigi grupta ise seminifer tiibiil
epitel c¢apinda kiigilme, germinal epitelde yapisal bozukluk, spermatozoon

olusumunda azalmanin goriildiigii ifade edilmistir. Ayni1 sekilde bazi1 TSK’larda da
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atrofinin tespit edildigi ifade edilmistir. Ratlarda Diazinon’un 4 ve 8 giinliik
uygulamasin1 takiben incelenen testis dokularinda seminifer tiibiillerde yapisal
bozukluk, germinal epitelde incelme ve liimende dejenere olmus germ hiicrelerinin
olusturdugu kitleye rastlandig1 ifade edildi. Benzer sekilde yapilmis olan bu ¢alisma
da apoptotik hiicre oranlar1 agisindan gruplar incelendiginde gruplar arasinda anlaml
farkliligin saptandigi ifade edilmistir. 2 giinliik grubun apoptotik hiicre ortalamasi
digerlerine gore daha yiiksek bulundu. Kontrol grubu ile biitiin gruplar arasinda
farkin anlamli bulundugu belirtilmistir. Diazinonun LD50 dozunun 1/10, 1/20, 1/40
ve 1/80’inin uygulandigi sicanlarin bu testis dokularinda spermatozoon iiretiminin
azaldig1, apoptotik hiicrelerin ¢ogaldigi ve bunlarin da spermatogenezi engelleyerek
infertiliteye yol acabilecegi sonucunda varildig: ifade edilmistir. Sunulan bu tez
caligmasinda da testis dokularinda TSK’da spermatojenik hiicrelerde vezikiiler
goriiniim, sertoli hiicrelerinde dejeneratif degisiklikler, TSK lumeninde atrofik bir
goriiniim, intersiyel bolgede hiyalinizasyon olusumlari ile birlikte yine TSK’larin
lumeninde dejenere olmus germ hiicrelerinin olusturdugu yogunlasmis Kitleye
rastlanildi. Mikroskobik olarak tespit edilen bu bulgular MTF’nin artan dozlarina
bagli olarak da siddetinin yiikseldigi belirlendi ve kontrol grubu ile anlamli farklilik
oldugu tespit edildi. Ayn1 sekilde yapilan ¢alisma da MTF verilen gruplar da kontrol
grubuna kiyasla apoptozisin anlamli olarak arttig1 bulundu. Calismamizda MTF’nin
artan dozlarina bagl olarak karaciger, bobrek ve testis dokularinda TUNEL (+) hiicre

sayisinin da artig gosterdigi belirlendi.
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5. SONUC ve ONERILER

Tez ¢alismas1t Metaflumizon’un LDsg’sinin (5000 mg/kg) 1/25°1 (200 mg/kg), 1/50’si
(100 mg/kg) ve 1/100 (50 mg/kg)’niin ratlara oral gavaj yontemiyle 28 giin boyunca
verilerek metabolizma da olusan oksidatif stresin biyokimyasal, histopatolojik ve
immunohistokimyasal yoOntemlerle arastirilmasi yoniiyle orijinal bir ¢alisma

konumundadir. Bu agidan ¢alismamiz literatiirde ki boslugu dolduracak niteliktedir.

MTFso, MTF190 Ve MTFy gruplarinda MDA, SOD, CAT diizeylerinin kontrol
grubuna gore artig gosterdigi, GSH gibi viicudun enzimatik ve enzimatik olmayan

antioksidan savunma sistemlerinin azalttig1 belirlenmistir.

MTFs0, MTF100 Ve MTF5go gruplarinda AST, ALT, ALP, iire, kreatinin, total protein,

glikoz diizeylerinin kontrol grubuna gore artig gosterdigi tespit edilmistir.

MTFs0, MTF100 Ve MTF2q0 gruplarinda karaciger, bobrek, testis ve beyin dokularinda
hasara iliskin histopatolojik degisiklikler ile hiicre Olimiinii gésteren apoptotik

bulgularin olustugu belirlenmistir.

Bu bilgiler 1s18inda yapilan ¢alismamiz da Metaflumizon’un etki mekanizmasinin
tam olarak anlasilabilmesi i¢in farkli yontemler ile desteklenmesi ve koruyucu

tedbirlerin kullanilmasinin yol gosterici olabilecegi 6nerilmektedir.
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