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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

SICANLARDA DELTAMETRIN KAYNAKLI HEPATOTOKSISITEDE
PROPOLISIN KORUYUCU ETKISi

Tugba KOSEOGLU

Karabiik Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Tibbi Biyokimya Anabilim Dah

Tez Danismani:
Prof. Dr. Tahir KAHRAMAN
Agustos 2024, 60 sayfa

Bu caligmada, deneysel deltametrin uygulamasi ile intoksikasyon olusturulmus
sicanlarda, gii¢lii antioksidan etkili propolis uygulamasinin karaciger dokusundaki
hasar ve oksidatif stres iizerindeki koruyucu etkisi arastirildi. Calismada 32 adet erkek
sigan, dort farkli gruba gelisigiizel olarak dagitildi. Kontrol , Propolis (PROP, 100
mg/kg), Deltametrin (DEL, 1,28 mg/kg, 1/100 LD50), Propolis + Deltametrin
(PROP+DEL, 100 mg/kg propolis + 1.28 mg/kg deltametrin) olarak intragastrik yolla
uygulandi. Denemenin 15. giiniinde anestezi altinda karaciger dokusu alindi.
Karaciger dokusunda, biyokimyasal olarak oksidatif stres belirtegleri ve patolojik
incelemeler yapildi. Calisma sonucunda deltametrin uygulanan gruplarda diger
gruplara gére MDA, TOS ve OSI degerlerinde artis, GSH, TAS, SOD ve GSH-Px
degerlerinde istatistiksel anlamda azalma tespit edildi. PROP+DEL grubunda
(deltametrin 6ncesi propolis uygulamasi ile) deltametrin grubuna gére MDA, TOS ve

OSI degerleri istatistiksel anlamda azalirken, GSH, SOD ve GSH-Px degetlerinde artis
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tespit edildi. Karaciger patolojisinin degerlendirilmesinde deltametrin uygulanan
grubun en yiiksek hasar skoruna sahip oldugu goriildii. Karaciger hasar skorunda
PROP+DEL grubunda DEL grubuna gore istatistiksel anlamda azalma gozlendi.
PROP grubunda MDA ve TOS diizeyinde azalma ve GSH, SOD, GSH-Px ve TAS
degerlerinde artig goriildii. Antioksidan Ozellige sahip propolisin deltametrin ve

deltametrin benzeri pestisit hasarina kars1 koruyucu olabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar Sozciikler : Deltametrin, propolis, oksidatif stres, hepatotoksisite,

antioksidan, pestisit

Bilim Kodu : 1090



ABSTRACT

Master Thesis

PROTECTIVE EFFECT OF PROPOLIS ON DELTAMETRIN INDUCED
HEPATOXICITY IN RATS

Tugba KOSEOGLU

Karabiik University
Institute of Graduate Programs

Department of Medical Biochemistry

Thesis Advisor:
Prof. Dr. Tahir KAHRAMAN
August 2024, 60 pages

In this study, the effect of propolis application, known for its strong antioxidant effect,
on liver tissue damage and oxidative stress was investigated in rats intoxicated with
deltamethrin application by experimental methods. The study included 32 male rats,
which were randomly divided into four different groups: Control , Propolis (PROP,
100 mg/kg), Deltamethrin (DEL, 1,28 mg/kg, 1/100 LD50), and Propolis +
Deltamethrin (PROP+DEL, 100 mg/kg propolis + 1.28 mg/kg deltamethrin). These
were administered intragastrically. On the 15th day of the experiment, liver tissue was
taken under anesthesia. Biochemical oxidative stress markers and pathological

examinations were performed on the liver tissue.

The study results showed that in the groups treated with deltamethrin, there was a
statistically significant increase in MDA, TOS, and OSI values, while GSH, TAS,
SOD, and GSH-Px values decreased compared to the other groups. In the PROP+DEL
group (propolis application before deltamethrin), MDA, TOS, and OSI values
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decreased statistically significantly compared to the deltamethrin group, while GSH,
SOD, and GSH-Px values increased. The highest damage score was observed in the
group treated with deltamethrin. In the PROP+DEL group, a statistically significant
decrease in liver damage score was observed compared to the deltamethrin (DEL)
group. In the PROP group where propolis was applied, a decrease in MDA and TOS
levels and an increase in GSH, SOD, GSH-Px and TAS values were observed. It was
concluded that propolis, which has antioxidant properties, may be protective against

deltamethrin and deltamethrin-like pesticide damage.

Key Words : Deltametrin, propolis, oxidative stress, hepatotoxicity, antioxidant,
pesticide

Science Code : 1090
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BOLUM 1

GIRIS

Pestisitler tarimda, iiriin randimanini arttirmak amaciyla kullanilmaktadir. Ulkemizde
yetistirilen  kiiltiir bitkilerinin her yil 1/3’0 bircok hastalik nedeniyle zarara
ugramaktadir. Bu nedenle giinlimiizde pestisit kullanimi devam etmektedir [1].
Piretroidler, gilines 1s181indan az etkilendigi, diisiik konsantrasyonlarda bile giiglii etki
gosterdigi i¢in piyasada yaygin olarak kullanilmaktadir. Piretroidler, viicuda temas
ettikten sonra, sindirim sisteminde mide, bagirsak, karaciger ve bobrek sistemine hizla

yayilim gosterirler [2].

Memelilerde karacigerde detoksifikasyona ugrayan piretroidler hedef organlarda tam
anlamiyla detoksifikiye edilemezler ve kalint1 birakirlar [3,4]. Uzun siire yiiksek doz
pestisit kalintis1 i¢eren gidalarla beslenen insanlar veya canlilar toksik etkiye maruz
kalabilirler. Diinya Saglk Orgiitii (DSO) raporunda her yil bir milyon kisinin ciddi
zehirlenmeler yasadigini ve iki milyon kisinin pestisit kullanarak intihar girisimi

nedeniyle hastaneye yatirildigini bildirmektedir [5].

Cevre ya da insan sagligi i¢in risk potansiyeli yliksek olan deltametrin (DEL),
pestisitler i¢cinde sikca tercih edilen suni kimyasal maddedir. DEL; sinir, solunum ve
hematolojik sistemler tizerinde etkili sentetik bir piretroid bilesendir [6]. Bir¢ok tilkede
ve Tiirkiye’de tarim ve hayvancilik etkinliklerinde bocek zararlilarimin kontroliinde

yaygin olarak, ayrica Afrika’da da sitma miicadelesinde kullanilmaktadir [7,8].

Karaciger; karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasindaki ana gorevlerinin
yaninda, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonundan da sorumlu olan organizmadaki
baslica organ olarak yer almaktadir. Bu islevlerinin kayb1 viicutta 6nemli zararlara
neden olabilir [8]. Serbest radikal ailesinin bir parcas1 olan, yiiksek oksidatif reaksiyon

potansiyeline sahip bilesikler, reaktif oksijen tiirleri (ROS)’dir. Testis, karaciger gibi



bazi organlarda ROS iiretimi dogal bir fizyolojik stirectir. Bu fizyolojik siire¢cte ROS
sentezindeki artiglar, hiicrelerde oksidasyon sonucu DNA hasarina sebebiyet
vermektedir. Cok sayida bilim insani tarafindan rapor edilen katarakt, infertilite,
miyokardiyal enfarktiis, kanser, diyabet, romatoid artrit gibi ¢esitli hastaliklarla
birlikte sinir, solunum ve iiriner sistem bozukluklari, yaslanma ya da stres siireci
boyunca antioksidan enzim seviyelerinde belirgin degisimler, lipid peroksidasyonunda

(LPO) yiikselme gozlemlenmistir [9].

DEL ile akut maruziyetin, karaciger hepatosit hiicrelerinde dejenerasyon, nekroz ve
fibrozlin fokal alanlari, kan siniizoitlerinde genisleme ve tikaniklik ve merkezi

damarlarda tromboz olusumunu indiikledigi bildirilmektedir [8].

Apiterapi ajanlarindan birisi olan propolisin kimyasal yapisi; toplandig1t cografi
konuma, bitkisel orijinine ve mevsimsel degisikliklere gore ¢esitlilik gdstermektedir.
Analizlerde propolisin igeriginde baslica; balmumu, ucucu yaglar, fenolik bilesikler,
aromatik asitler ve amino asitler olmak tizere 300 askin bilesen tespit edilmistir.
Propolisin biyolojik etkileri hidroksinamik asit tiirevleri ya da flavonoidler gibi fenolik
elementlerin varligindan kaynaklanir [10]. Propolis icerigi; antimikrobiyal aktiviteye,
radyasyonun neden oldugu hasara karsi koruyucu etkiye sahip tibbi ozellikleri
kapsayan aktif bilesenlerdir. Antimutajenik etki, antihiperaljezik etki ve
antiinflamatuar aktivite gibi etkilerin ¢ogu, propolisin antioksidan ve serbest radikal

stipiirticii 6zellikleri ile bagdastirilmaktadir [11].

Karaciger hastaliklar1 siklikla oksidatif stres ile baglantilidir. Antioksidanlar, ROS ve
LPO’u ortadan kaldiran, 1iyilestirilmeyi saglayan bilesiklerdir. Biyolojik
antioksidanlardan; GSH-Px (glutatyon peroksidaz), GSH (glutatyon), SOD (siiperoksit
dismutaz), CAT (katalaz), serbest radikallerin baskilanmasinda ve noétralize
edilmesinde kritik 6neme sahiptir. Bu nedenle ROS temizleme etkisine sahip maddeler

karaciger islevlerini diizeltebilir [12].

Propolis, igerigindeki aktif merkez bileseni kafeik asit fenil ester (CAPE) ve diger
polifenoller sayesinde yiiksek antioksidan 6zellige sahiptir. Propolisin etkin bir pargasi

olan CAPE, kuvvetli antioksidan etkinlige sahiptir. Bu bilesen COX-1 (siklooksijenaz-



1), COX-2 (siklooksijenaz-2), ksantin oksidaz ve glutatyon S-transferaz gibi
enzimlerin islevlerini inaktive eder. Antioksidan &zellikleri sayesinde propolis,
oksidatif stresin olusturdugu stres iirlinlerinin artmasini engeller. Ayrica viicudun kendi

antioksidan mekanizmasinda yer alan CAT, SOD ve GSH-Px enzimleri daha etkin hale

gelmektedir [13].

Calismada deltametrin kaynakli karaciger toksisitesinde propolisin koruyuculugunu

deneysel olarak aragtirmak amaglanmaistir.



BOLUM 2

GENEL BILGILER

2.1. PESTISITLER

2.1.1. Tanim

Pestisitler istenmeyen bocek, yabani ot, mantar gibi zararli organizmalar1 yok etmek
ve tarimda verimi artirmak amaciyla kullanilir. Fakat hedef organizmalar disindaki
hiicrelere de etki ederek hasara neden olabilir. Canlilar yagamlar1 boyunca kimyasal
maddelere maruz kalmaktadir. Bu kimyasallardan biri de pestisitlerdir. Pestisitler
uygunsuz dozlarda ve bilingsiz sekilde kullanildiklarinda ¢evre ve insan sagligi i¢in
asir1 toksik etkilere neden olabilmektedir [14]. Pestisitler, deri, solunum ve agiz yolu
ile viicuda girerler. Uzun siire maruz kalinmasi toksik etkiyle sonuglanmaktadir. DSO
verilerine  gore  pestisit  zehirlenmelerinin ~ 220.000/3.000.000°1  Oliimle

sonuclanmaktadir [15].

Pestisitlerin uygun sekilde kullanilmasi durumlarinda ise insanlara c¢ok faydali
oldugunu, iiriin verimini artirdigin1 ve c¢esitli hastaliklarin yayilmasini 6nledigini
kanitlayan calismalar da bulunmaktadir [16]. Ulkemizde iiretilen bitkilerin iigte biri
bitki zararlilar1 nedeniyle kaybedilmektedir. Bu iirlin kaybin1 6nlemek amaciyla
tarimda pestisitler kullanilmaktadir. Ilk pestisitler arasinda arsenik ve kiikiirt

bulunmaktadir. Gliniimiizde pestisit kullanim1 devam etmektedir [17].
2.1.2. Pestisitlerin Cevreyle Olan iliskisi
Diinya niifusu hizla artarken tarim bolgelerinde artis olmamasi ayni biiyiikliikte tarim

alanindan daha ¢ok {iriin alinmasi sonucunu ortaya ¢ikarmistir. Bu durum tarimsal

verimin 6nemini ortaya koymustur. Insanlar tarimsal verimi artirmak, iiriinlerdeki



kayiplar1 6nlemek amaciyla organizmalarin zararli olanlariyla miicadeleye baglamistir.
Bu miicadelede pestisitler onemli rol oynamistir. Pestisitler sayesinde insanlar tarimda
verimi arttirmis ve bitki hastaliklarin1 onlemistir [18]. Pestisitler ayni zamanda
istenmeyen sekilde dogal hayatin tahrip olmasina, ¢evre kirliligine, toprak ve su
kontaminasyonuna sebep olarak toksik etkilere de neden olmaktadir [19]. Oksijen
metabolizmasi olan organizmalarda aktif oksijen tiirevleri kendiliginden olusurken, dis
kaynakli1 olarak ozon, radyasyon, hava kirleticileri, sigara dumani, organik ¢dziiciiler,

pestisitler aktif oksijen tiirevleri olusturabilir [20].

2.1.3. Pestisitlerin Siniflandirmasi

Pestisitler; kimyasal yapilarina ya da hedef aldiklar1 canli tiirlerine gore

siiflandirilmaktadir.

Cizelge 2.1. Kimyasal yapilarina ya da hedef aldiklart canli tiirlerine gore
siniflandirma [21].

Insektisitler Bicek dldiiren
Rodendisitler Kemirici 6ldiiren
Fungusitler Mantar 6ldiiren
Bakterisitler Bakteri 6ldiiren
Mitisitler Kene 6ldiiren
Larvasitler Larva oldiiren
Nematositler Solucan 6ldiiren
Akarisitler Oriimcek 6ldiiren
Mollusitler Salyangoz oldiiren
Herbisitler Yabanc1 ot oldiiren




Cizelge 2.2. Kimyasal yapilarina gore siniflandirma [22].

Dikloro Difenil
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Organik Kot yarton, hidrojen ve klor  Dieldrin, Heptaklor, 1o ¥
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2.2. PIRETIROIDLER

Piretroidler, giiglii etkili ve piyasada yaygin kullanilan insektisitlerdir. Bu maddelerin
etki spektrumu, karasinekler, sivrisinekler, tahtakurulari, pireler ve hamambdcekleri
gibi hagereleri kapsar. Gilines 1s18indan az etkilenmeleri ve diisiik dozda bile
maksimum etki gostermeleri sebebiyle acik ve kapali alanlarda yaygi olarak

kullanilmaktadir [23].

[lk olarak Farslar tarafindan Chrysanthemum cinerariaefolium bitkisinin yaprak bitleri
ve hamam bdceklerine etki ettiginin gozlenmesi ile kullanilmaya baslanmistir.
Dalmagya'da anlatilan bir efsaneye gore, beyaz papatyalar1 andiran ¢icekleri toplayan
bir kadin, ¢iceklerin solmasi iizerine onlar1 yere birakir ve etraflarinda 6lii bécekler
oldugunu kesfeder. Krizantem ailesine ait olan bu ¢iceklerin giicii, solan ¢iceklerin

yaninda bulunan 6lii boceklerle kesfedilmistir. Sonraki yillarda bu ¢icek kurutularak
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ABD'ye ihrag edilir. Sonrasinda sentetik olarak iiretilmeye baglar ve 1900’11 yillarda
piretroid olarak adlandirilir [24].

Piretroidler viicuda temas ettikten sonra mide, bagirsak, karaciger, bobrek ve sinir
sistemine hizla yayilirlar. Yagda ¢oziinme ozellikleri vardir. Bu 6zellik sayesinde
kiitikuladan hizla emilirler ve toksik etkilerini gosterirler [25-28]. Memelilerde
karacigerde detoksifikasyona wugrarlar. Hedef organizmalarda tam anlamiyla
detoksifikiye edilemez, kalint1 birakirlar. Bu pestisit kalintilar1 toksik etkiye sahiptir.
DSO raporunda her yil bir milyon kisinin istemsiz zehirlenme yasadig1 ve iki milyon
kisinin pestisit kullanarak intihara tesebbiisii nedeniyle hastaneye yatirildig
bildirilmektedir [29-31].  Piretroidler ugucu degildir. Bu sebeple inhalasyonla

zehirlenme gézlenmez [27].

2.2.1. Piretroidlerin Etki Mekanizmasi

Piretroidler, Na* kanallarinin normalde bir impuls gectiginde milisaniyeden daha kisa
stirmesi gereken acgik kalma siiresini uzatir. Kanalin kapatilmasi geciktiginde disari
Na'* sizar. Tip 2 piretroidler i¢in ¢ok daha belirgin olan bu olay dakikalarca siirebilir.
Bu durumda dinlenme potansiyeli olusmaz, ancak eylem potansiyeli esigine ulasmak

i¢in eylem potansiyelleri art arda devam eder [32-37].

Parazitlerin kitin yapisin1 pasif diflizyonla kolaylikla gecebilen piretiroidler Na*
kanallarina etki ederek kapanmasii engeller ve felce neden olurlar [38]. Bazi
piretiroidler ise klor kanallar: tizerinden etki gdstererek parazitlerin 6liimiine neden
olurlar. Bu sebeple saglik alaninda ektoparaziter ve insektisit olarak kullanilir.
Insektlerdeki onemli bir etkisi de yere serici etkisidir. Bu etki sinir hiicrelerini inhibe
eder [39]. Tiirkiye’de ve bir¢ok iilkede tarim ve hayvancilikta zararli organizmalara
kars1 siklikla kullanilan, insan ve cevre sagligi agisindan onemli risk teskil eden

sentetik madde DEL’dir [40].



2.3. DELTAMETRIN

DEL, diisiik toksisiteli bir a-siyano tip-II sentetik piretroidir [41]. Hematolojik,

solunum ve sinir sistemi lizerine etki eder. [42].
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Sekil 2.1. Deltametrinin kimyasal formiilii [43].

DEL, diinya genelinde tarimda, ev hagsere kontroliinde, gida maddelerinin
korunmasinda ve hastalik vektor kontroliinde ayrica Afrika’da sitma ile miicadelede

yaygin olarak kullanilmaktadir [40-42].
2.3.1. Deltametrinin Etki Mekanizmasi

DEL, zararlilara temas etme veya sindirim yoluyla etki gosterir. DEL toksisitesi ilgili
hayvan tiirline, cinsiyetine, uygulama yollar1 ve kullanilan ¢6ziiciilere gore degisiklik
gostermektedir [43]. DEL’in norodejeneratif etkisi, nefrotoksik etkisi, merkezi ve
periferik sinir sistemi etkisi vardir [44]. DEL canlilarda 48 saat i¢cinde atilirken gida,
su ve toprakta uzun siire kalabilir [45]. DEL ile zehirlenme belirtileri arasinda denge
giicliigii, norolojik islev bozukluklari, dermatit, dispne, diyare, sok, kasilmalar ve

titreme gozlenir [46] .
2.4. KARACIGER

Karaciger; yaklasik 1,5 kg agirliginda, sag hipokondriyal bolgede karin boslugunun
yukarisinda yer alan, ekzokrin ve endokrin 6zellikte sindirime yardimci en biiyiik
lenfoid organdir. Agirlig erkeklerde kadinlara gore daha fazladir [47, 48]. ki biiyiik
sol lob ve sag lobdan olusur [49]. Karacigerde hepatik ven, hepatik portal ven, hepatik



arter ve safra kanallar1 yer alir [50]. Beslenme, %75 portal ven ve %25 hepatik arter
tarafindan karsilanir. Venoz drenaj ise hepatik venlerle vena kava inferiora olmaktadir

[49].

2.4.1. Karacigerin Temel Fonksiyonlar:

e Plazma proteinleri 6zellikle albiimin ve pihtilagsma faktorlerinin sentezi.

e Ilaclarm ve toksik maddelerin detoksifikasyonunun gergeklesmesi,

e Karbonhidratin (glukoz) glikojen seklinde depolanmasi ve salinmasi, aglik
durumunda enerji kaynaginin stirdiiriilmesi.

e Safra ve lirenin yapimi.

e Protein sentezi.

e Yaglarin sentezi ve depolanmasi (6rnegin kolesterol) [50].

Karaciger, viicuda alinan biitiin ilag, mikroorganizma ve toksik maddelere ve zararl
etkilere maruz kalan bir organdir. Siirekli olarak zararlilar1 detoksifiye eder ve
rejenerasyonla hasar onarimini saglar [51]. Karaciger yetmezligi olustugunda bir¢ok
aktivite etkilenir. Bagsta detoksifikasyon, sentez, biyotransformasyon ve ekskresyon
metabolizmasiin kaybiyla karaciger kendi rejenerasyon yetenegini baskilayacaktir
[52]. Karacigerde inflamasyon veya toksik hasar olustugunda bu hasara kars1 fibrotik
doku olusur. Bu dokular zamanla karacigerin ¢esitli yerlerinde birlesirler. Bu olaya
kopriilesme fibrozisi denir. Hepatik hasarin geri doniisiimii miimkiin olmayan sonucu,
siroz olarak karsimiza ¢ikar [53]. Karacigerde hasar olusturan kimyasallar oksidanlarla
protein sentezini dolayli ya da dogrudan engellerler [54]. Karaciger hasari
oksidasyonun artmasi ile artarken, anti oksidasyonun artmasiyla azalacaktir. Diyetle
antioksidan maddelerin tiiketilmesi oksidasyona kars1 karaciger hasarini korumaktadir

[55-56].
2.5. OKSIDATIF STRES
Oksidatif stres, antioksidan ve oksidan dengenin bozulmasi ile olusur. Antioksidan

sistemin yetersizligi sonucunda asir1 serbest radikal iiretimi gergeklesir. ROS

tiretimindeki artis sonucunda da hiicre hasari meydana gelir. Oksidatif stres, hepatit,



siroza ve kansere kadar degisebilen farkli parankimal hasarlara, infertiliteye, sepsise,
alzheimer hastaligi, huntington hastalig1 ve parkinson hastalig1 gibi ndrodejeneratif
bozukluklara neden olur. Bunlarin yani sira diyabet, viral hepatitler ve HIV
enfeksiyonlarindan da sorumludur [57]. Viicudumuz siirekli olarak ROS saldirisi
altindadir. Cogu hiicrenin antioksidan sistemi ve onarim sistemi mevcuttur,
oksidasyona sebep olan molekiilleri tanir ve uzaklastirir. Bu sayede oksidatif strese

kars1 dayanabilir [58].

2.6. SERBEST RADIKALLER

Dis yoriingesinde birden ¢ok eslenmemis elektron barindiran, Oz veya nitrojen
kaynakli biyomolekiiller serbest radikallerdir. Kararsiz yapilar1 sebebiyle reaksiyona
girerek peroksidasyon reaksiyonlarina neden olur. Serbest radikallerin miktarinda artis
oldugunda yapisal bozukluklar olusabilir. Diisiik diizeyleri ise yararli olabilmektedir.
Serbest radikaller katarakt, ateroskleroz, parkinson hastaligi, iskemik hasar, romatoid
artrit gibi pek ¢ok hastaliga sebep olabilirler [59]. Serbest radikaller viicutta gerektigi
miktar1 asarsa, ¢evresindeki protein, lipid, niikleik asitler gibi molekiillerle etkilesime
girer. Bu etkilesim sirasinda hiicrenin yap1 ve organellerinde anomalilere neden olur
[60]. Serbest radikaller, oksidatif fagositoz reaksiyonlarinda ve mitokondriyal elektron
transportu sonucunda endojen olarak; toksinler, X-ray 1sinlari, giines 1sinlari,
pestisitler ve hava kirliligi gibi ¢evresel faktorler sonucunda eksojen olarak olusurlar.
Serbest radikaller, dokularda; lipid, protein ve DNA ile birlesir ve gorevlerini
aksatmalarina sebep olur. Bu nedenle yaslanmanin da sorumlusu olarak goriiliirler
[61]. Biyolojik sistemde oksijenden olusan serbest radikallere ROS denir. Radikal ve
radikal olmayan olarak ikiye ayrilirlar [59,60].

Serbest radikaller arasinda bulunan siiperoksit radikali, oksijen molekiiliine bir
elektron eklenmesiyle olusur ve asir1 reaktif degildir. Ekseriyetle hiicre
mitokondrisinde tiretilir. Normal kosullarda Oz~ , savunma sistemince etkisiz hale
getirilirken ,oksidatif stres altinda yeterince engellenemez ve mitokondride hasar

olusturur [61].
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Asirt reaktif olan OHe , biyolojik makromolekiillerle daha kuvvetli etkilesime girdigi
icin, biyolojik aglara diger ROS’den daha fazla zarar verir. Toksik etkisi fazla olan bu

radikal Haber-Weiss reaksiyonu ve Fenton reaksiyonu sonucunda olusmaktadir [62].

Cizelge 2.3. Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonu [61].

Fe3* + Oz — Fe?' + O:
Haber-Weiss reaksiyonu Fe* + H20: — Fe* + OHe+ OH"
02 + H202: — OHe+ OH + O:

Fenton reaksiyonu Fe** + H.0:2 — Fe** + OH++ OH~

ROS’nden bagka reaktif nitrojen tiirevleri de organizmada yer almaktadir ve NO- ile
NO: bu tiirlere drnektir. [62]. ROS ve RNS, diger radikal olmayan reaktif tiirlere hizla
doniisebilir. Bu tiirler serbest radikaller gibi tek elektron igermedigi halde kimyasal
reaksiyonlara katilabilirler. Radikal olmayan reaktif tiirler icinde H-O- bulunmaktadir.
Hiicrede biyolojik reaksiyonlar1 diizenleyen ve hiicre sinyallesmesini saglayan
molekiillerden biri olan hidrojen peroksit serbest radikallerden degildir. iki sekilde

olusur :

e O+ 'ye bir elektron eklenmesiyle

e O’ye iki elektron eklenmesiyle
Biyolojik zarlar1 kolayca gegebilir. Miyeloperoksidaz enzimi, hidrojen peroksiti

hipoklor6z aside doniistiiriir. Bu doniisiim sirasinda, geg¢is metallerinin oksidasyonu,

OHe olusturur [59-62].
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Cizelge 2.4. Reaktif O ve Nitrojen ¢esitleri [59].

Reaktif Oksijen Cesitleri

Radikaller Radikal olmayanlar
Stiperoksit. Oy~ Hidrojen peroksit (H,O»)
Hidroksil Hipokloroz asit
Peroksil Ozon
Hidroperoksil Peroksinitril
Reaktif Nitrojen Cesitleri
Nitrik oksit Nitrosil
Nitrojen dioksit Nitrikoksit

Nitroz asit
Dinitrojen trioksit
Dinitrojen tetraoksit
Nitronyum iyonu
Peroksinitrit

Alkil peroksinitrit

ROS hiicre zarindaki doymamis yag asitlerine etki ederek, peroksit, aldehit, alkol,
pentan, MDA gibi cesitli lirlinlerin olusumuna neden olurlar. Bu olaya LPO ad1 verilir.
Doymamis yag asidinin alfa metilen grubundan hidrojen atomu uzaklastirilmasi
sonucunda baslayan bu reaksiyonlar zincir tepkimeler seklindedir ve durdurulamazsa

otolize neden olur [2, 46, 60, 61].

2.7. ANTIOKSIiDAN MEKANIZMA

Hiicrelerin oksidatif hasara kars1 gelistirdikleri mekanizmaya antioksidan savunma

mekanizmasi denir [62].

Antioksidanlar 4 farklt mekanizma ile ¢aligirlar:

e Temizleme (Scavenging) etkisi: Enzimler tarafindan oksidanlarin zayif
molekiile donlismesi islemidir.

e Baskilama (Quencher) etkisi: Flavonoidler ve vitaminler tarafindan
oksidanlara hidrojen aktararak etkisiz hale getirilmesi islemidir.

e Onarma etkisi: Serbest radikalleri yakalayarak veya onlar1 daha zayif yeni
molekiillere doniistiirerek aktivitelerini azaltir ya da serbest radikalleri

kendilerine baglayarak reaksiyon zincirini kirar ve onarirlar.
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e Zincir koparma etkisi: E vitamini, hemoglobin ve seruloplazmin tarafindan

oksidanlarin baglanarak fonksiyonlarinin engellenmesi islemidir [63].

Viicut bazi antioksidanlar1 diyetle alirken bazilarini kendisi {iiretir. Antioksidanlar
endojen ve eksojen olarak ikiye ayrilirken endojenler de enzimatik (viicudun iirettigi)

ve enzimatik olmayanlar olarak ikiye ayrilir [64, 65].

Cizelge 2.5. Antioksidanlar [66].

Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik olmayan antioksidanlar
= Katalaz = Glutatyon
= Siiperoksit dismutaz = A, E ve C vitaminleri
=  Glutatyon peroksidaz = Melatonin
=  Glutatyon rediiktaz = Bilirubin

=  Albimin

=  Transferrin

2.7.1. Katalaz

4 hem grubundan olusan bir hemoprotein olan CAT, H2O2’yi Oz ve suya ayristirir.
Yiiksek konsantrasyonlarda aktivite kazanir. CAT aktivitesi diisiikken SOD aktivitesi
yiiksek olursa H,O, birikir. H,O, yigilmas: ise hidroksil radikallerinin ortaya
cikmasina sebebiyet verir. Kemik iligi, bobrek, karaciger dokulari ve kanda yogunlugu
yiiksektir. Peroksizomlarda %80 oraninda bulunmaktadir. Patolojik durumlarda artis

gosteren oksidatif strese karsi antioksidan sistemin 6ncelikli savascisidir. [67,68].

2H,0, - 2H,0 + O,

2.7.2. Siiperoksit Dismutaz

Stiperoksit molekiillerini O>‘e doniistiirerek ve ayn1 zamanda bagka bir siiperoksit
molekiiliinii H2O> e indirgeyerek hiicrelerimizi koruyan bir enzimdir [67]. Bakir-¢inko
iceren, demir igeren, mangan iceren dismutazlar olmak iizere ii¢ gruba ayrilir. Bakir-

¢inko iceren SOD sitoplazmada bulunur ve viicutta en bol olan SOD formudur.
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Enzimatik aktivitede 6nem arz eder. SOD yiiksek derecede H>O> olusumuna neden
olur ve insanlarda CAT ve GSH-Px enzimleri H,O» yikiminda ¢aligsmaktadir [68]. SOD
enziminin aktivitesi, oksijen tiiketimi yiiksek olan dokularda daha fazladir. Normal
metabolizmada siiperoksit iiretimi oldukg¢a yiiksek olmasina ragmen hiicre disi
aktivitesi ¢ok diisiiktiir. SOD bir metalloproteindir. Bir siliperoksit molekiiliinii O:

molekiiliine okside ederken, diger siiperoksit molekiiliinii H-O-’ye indirger [68,72,75].

205 +2H" - H,0, + 0,

2.7.3. Glutatyon Peroksidaz

Hiicrelerin sitoplazmasinda bulunurlar. Selenosistein i¢eren 4 birimden olustugu icin
selenoprotein grubuna girerler [66-68]. H20:’1 su molekiiline parcalarlar [69].
Karaciger ve eritrositlerde enzim aktivitesi maksimun diizeye ¢ikar [70]. GSH-Px,
GSH’u okside ederek H»0O:’i suya indirgemektedir[71]. Yiiksek toksisiteli lipit
peroksitleri yag asitlerine doniistiiriir. GSH-Px, H2O: ve organik oksitleyicilerin GSH

tarafindan doniistiiriilmesini destekleyen peroksidazlardan biridir [72].

H,0, + 2GSH - GSSG + 2H,0

GSH-Px maksimum etki i¢in selenyumun destegine gereksinim duyar [75].

2.7.4. Glutatyon Rediiktaz
GR, Glutatyonun okside formunun (GSSG), NADPH kullanarak tekrar GSH’a
dontigmesini saglayan FAD iceren bir enzimdir [72,73]. Kaynag1 pentoz fosfat yolu

olan NADPH, bu sebeple serbest radikal hasarin1 engellemek i¢in gereklidir [75].

GSSG + NADPH + HY - 2GSH + NADP*

14



2.7.5. Glutatyon

GSH glisin, sistein ve glutamik asitten sentezlenmektedir. Viicuttan safra yoluyla
atilan GSH En ¢ok karacigerde sentezlenir.Safra i¢inde bulunan GSH’un LPO’u
onledigi, epitelyumu korudugu ve oksidatif streste 6nemli rol oynadigi bilinmektedir.
GSH-Px, substrati olan GSH’u kullanarak lipidleri peroksidasyondan korur [70-73].
GSH, a-tokoferol, vitamin C, sistein ve koenzim A gibi molekiillerin diizenlenmesi ve
korunmasinda rol alir. GSH’un koruma rolii hiicrelerin radyasyon ve toksik

bilesenlerine karsi da kendisini gosterir [74].

2.7.6. Vitamin E (Tokoferol)

Esansiyel vitaminlerden olan vitamin E’nin en aktif formu a-tokoferoldiir. Antioksidan
sistemde zincir kirici etki gostererek serbest radikallerin peroksidasyon zincirini kirar.

Onarim ve savunma goreviyle de antioksidan sitemde 6nemli rol iistlenir [66, 68, 75].

E vitamini, steroid hormonlarin sentezlendigi dokularda yiiksek seviyelerde bulunur.
Bu bolgelerde, LPO’nun zararli etkilerine karsi sitokrom p-450 enziminin kritik
steroid iiretim islevlerini muhafaza eder. Bu koruma mekanizmasi, hiicre zarlarinin

biitiinliiglinii ve dolayisiyla hiicrelerin saglikli isleyisini destekler [76].

2.7.7. Vitamin A

Gorme duyusunda onemli rol oynayan karotenler yagda c¢oziinebilen, diyetle
alindiktan sonra ince bagirsaktan pasif diflizyonla emilen vitaminlerdir [75]. En
onemli tiirevi olan B-karoten, giliclii bir O» temizleyicidir. Hiicre membranindaki
lipitleri dejenerasyon karsisinda korumakla gorevlidir [77].

2.7.8.Vitamin C

Askorbik asit yani C vitamini su i¢inde ¢oziinme 6zelligine sahip bir vitamin ¢esididir.

Hiicreleri zincir kirict etkisi sayesinde ROS etkilerine karsi korur [78]. Ayn1 zamanda
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Fe'¥{i, Fe™ ye déniistiirerek LPO’nu artirir. H>O2’in hidroksil radikaline ¢evrilmesine

sebep olmaktadir [79].

2.7.9. Melatonin

Karanlikta sentezlenerek uyku-uyaniklik ve sirkadiyen ritim diizenleme gibi goérevleri
bulunan kan-beyin bariyerini gecebilen bir hormondur [80]. Serbest radikallerin
etkilerinin azaltilmasi ve enzimatik antioksidanlar1 uyararak antioksidan sistemin

diizenlenmesine katki saglar [81].

2.7.10. Bilirubin

Hem metabolizmasinin son {iiriinii olarak Dbilinen bilirubin, eritrositlerin
parcalanmasiyla ortaya c¢ikar. Peroksi radikallerinde zincir kirict etki gostererek

antioksidan sisteme dahil olur [82, 83].

2.7.11. Albiimin

Insanda 35-50 mg/mL arasinda bulunan, 66 kDa’luk bir molekiil agirligina sahip bir
proteindir. Alblimin, demirin H2O> ile reaksiyonunda olusan bazi hidroksil

radikallerini temizleyerek antioksidan sisteme dahil olmaktadir [84].

2.7.12. Transferrin

Transferin, yliksek orada serumda diisiik miktarlarda ise biyosivilarda bulunur. Beyin
ve bircok dokuda sentezlenir. Hiicrelere Fe** tagmakla yiikiimliidiir. Fenton reaksiyonu
sirasinda Fe** , H20.’1 OHe’a doniistiirerek oksitadif stres olusturur. Transferrin,

serbest Fe™? konsantrasyonu azaltarak antioksidan sisteme dahil olur [85].

2.8. PROPOLIS

Propolis; arilarin kovanlarini savunmak, kovan i¢indeki zararlilar1 engellemek ve

kovan duvarindaki bosluklarin doldurulmasi i¢in kullandiklar1 biyobilesendir [86].
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Propolis toplandigr yer ve kaynaga gore rengi degisen suda erimeyen, alkolde
¢oziinebilen, oda sicakliginda elastik ve yumusak, 80°C iistii sicakliklarda eriyebilen,
kendisine 6zgii keskin aromatik kokusu olan bir ar1 iiriintidiir [87]. Arilar bitkilerden
topladiklar1 regineleri kendi enzimleri ve mumla birlestirerek yapiskan propolisi
olusturur. Antik ¢agdan beri insanlar tarafindan kullanilan propolis; antibakteriyel,
antioksidan, antiviral, antikanser etkileriyle 6n plana ¢ikmaktadir [88]. Propoliste
fenolik asitler, flavonoidler, B vitaminleri, metal iyonlari, A vitamini ve C vitamini de

dahil 300’den fazla kimyasal bilesen mevcuttur [89].

PROPOLISIN iCERIGI

W Esansiyel Yaglar B Polen,organik ve mineral maddeler

®m Mum ve yag asitleri Flavonoidler

Sekil 2.2. Propolisin kimyasal igerigi [89].

Propolis mikroorganizmalarin hiicre zar1 gegirgenligi ve zar potansiyelini bozarak

bakteri hareketliliginin azalmasini saglar [86].

2.8.1. Propolisin Antioksidan Etkisi

Propolis igerik bakimdan ¢ok zengin gesitlilige sahiptir. Igerigindeki yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip igerikler propolisin antioksidan etkisini agiklamaktadir.
Ozellikle igerdigi flavonoidler yiiksek antioksidan etkisiyle bilinmektedir.
Flavonoidler serbest radikalleri uzaklastirarak rejenerasyona olanak saglar [90].

Propolisin igerdigi kafeik asit, H>O2’in diizeyini azaltarak, LPO’nda hiicresel
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membrani koruyarak , ROS {iretimini inhibe ederek antioksidan mekanizmada rol alir

[91].

Hiicre zan
gecirgenliginde
artis

Membran Bakteri
potansiyelinin hareketliliginin

bozulmasi . . azaltilmasi
Propolisin

antibakteriyel
etki
mekanizmasi

Viicudun

ATP tretiminin bagisiklik
azaltilmasi sistemini
uyarmak

Sekil 2.3. Propolisin antibakteriyel etki mekanizmasi [91].
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BOLUM 3

GEREC VE YONTEM

3.1. DENEY HAYVANLARI

Calisma Karabiik Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulunun 01/03/2022 tarih ve
2022/2/5 say1l1 onay1 ile Karabiik Universitesi (DETUM) Deneysel Tip Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nde gergeklestirildi. Calismada 3 ve 4 aylik 180-240 gram agirlikta
32 adet erkek sican kullanildi. Sicanlar, randomize her grupta ayri kafeslerde,
denemeye alindi. Deneme siiresince kafes temizligi her giin yapildi. Ad libidum

beslenme gerceklestirildi ve igme sular1 diizenli degistirildi.

3.2. KULLANILAN MALZEMELER

1,1,3,3-Tetrahidropropan Sigma
Dimetil stilfoksit Sigma
Asetik asit Isolab
Rediikte glutatyon Sigma
Bovine serum albumin AFG
Deltametrin Bayer
Di-sodyum hidrojen fosfat AFG
Etanol Carlo Erba
Etilen diamin tetra asetik asit Carlo Erba
Fenol Merck
Stiperoksit dismutaz enzim Kkiti Rel Assay
Formaldehit Isolab
Glutatyon peroksidaz enzim kiti Rel Assay
Metafosforik asit Carlo Erba
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N-butanol-1 Carlo Erba

Piridin Carl Roth
Potasyum dihidrojen fosfat AFG
Potasyum sodyum tartarat AFG
Propolis Sepenatural
Sodyum dihidrojen fosfat Acros
Sodyum dodesil siilfat Carlo Erba
Sodyum hidroksit Isolab
Sodyum klorid AFG

TAS kiti Rel Assay (Sican) 96'lik Rel Assay
Tiyobarbitiirik asit Sigma
TOS kiti Rel Assay (Sigan) 96'lik Rel Assay

DTNB (Ellman Reaktifi) (5,5-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik asit) ~ Sigma

3.3. KULLANILAN LABORATUVAR ARAC VE GERECLERI

e Derin dondurucu (-80 C°) Niive FR-490

e Distile su cihazi Niive

e ELISA mikroplate okuyucu Thermo

e Etiv Niive

e Hassas terazi Radwog As 220
e Homojenizator Bioprep-24

e Mikropipet seti Isolab

e pH metre AD 1000

e Santrifiij cihazi Niive NF 1200
e Subanyosu Niive ST 30
e Vorteks Velp ZX3
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3.4. DENEY GRUPLARININ OLUSTURULMASI

32 adet erkek sican, 8’erli olmak {lizere 4 gruba randomize olarak dagitildi. Deneme 14

giin boyunca siirdiiriildii.

e Kontrol Grubu: Deneme siiresince giinliik her bir sicana serum fizyolojik
(%10 DMSO igeren) + misir yagi oral gavaj yoluyla verildi.

e PROP Grubu: Deneme siiresince giinliik her bir sicana 100 mg/kg PROP
serum fizyolojik ¢dzeltisi (%10’luk DMSO igeren) ¢oziilerek oral gavaj
yoluyla verildi [92].

e DEL Grubu: Deney siirecinde, her bir siganin giinliik olarak almasi gereken
DEL dozu, misir yagi i¢inde c¢oziilerek 1,28 mg/kg oraninda (LD50’nin
1/100°1) oral gavaj yolu ile uygulanmistir [93].

e PROP + DEL Grubu: Deneme siirecinde, giinliikk her bir sigana 100mg/kg
PROP, serum fizyolojik ¢ozeltisi (%10’ luk DMSO igeren) ¢oziilerek oral gavaj
yoluyla (0,5mL) verildi. 45 dk sonrasinda DEL musir yag1 igerisinde 1,28
mg/kg (1/100 LD50) oraninda ¢oziilerek oral gavaj yoluyla verildi.

3.5. DOKU ORNEKLERININ ALINMASI

Aragtirmanin tamamlanmasinin ardindan, deney hayvanlarina ketamin dozu 100
mg/kg, ksilazin dozu ise 10 mg/kg olmak lizere anestezi uygulamasi yapildi. Bu
kombinasyon intraperitoneal yolla hayvanlara verilerek 6tenazi uygulandi. Abdomen
acilarak karaciger doku numuneleri alindi. Serum fizyolojikle yikanan karacigerin bir
parcasi biyokimyasal analizler i¢in -80°C de biyokimyasal analizlere kadar saklandi.
Diger bir parcasi da histopatolojik analizler i¢in %10 luk formaldehit ¢zeltisine alindi.
Karaciger dokusu homojenatinda; oksidatif stres ve antioksidan diizeylerin gostergesi
biyokimyasal parametreler ile formaldehitteki dokuda da histopatolojik analizler

gergeklestirildi.
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3.5.1. Karaciger Dokularinin Homojenizasyonu

Derin dondurucuda -80°C’de dondurulan karaciger dokular1 agsamali olarak buz i¢inde
oda sicakligina gelene kadar tutuldu. Ekstraksiyon islemi sirasinda, 1 mmol/L
konsantrasyonda EDTA ve pH degeri 7,4 olan 50 mM potasyum dihidrojen fosfat
(KH2POs) igeren tampon ¢ozeltisi tercih edildi [94].

Islem sirasinda, 500 mg agirliktaki doku 6rnegi alindi, son hacmi 5 mL olacak sekilde
soguk tampon ¢ozeltisi eklenip cam bir baget kullanilarak doku ezildi. Buz iginde
tiiplerdeki dokular, 16000 rpm’de 3 dakika homojenizator yardimi ile homojenize
edilip elde edilen homojenizat, +4 °C’de ve 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij islemine
tabi tutuldu. Sonug olarak ortaya ¢ikan siipernatantta oksidatif stres ve oksidatif stres

parametreleri analiz edildi.

3.6. KARACIGER DOKUSU MALONDIALDEHIT (MDA) TAYIiNi

Deneyin Prensibi:

LPO’un bir gostergesi olan MDA, tiyobarbiitirik asit (TBA) ile girdigi reaksiyon
sonucu pembe-kirmizi renkli kompleks olusturuldu. Olusan bu kompleksin absorbansi

spektrofotometrik yontemle analiz edildi [95].

Kullanilan Cézeltiler:

e Stok tetrametoksipropan: 1 mL ¢oziicli igerisinde, 0,92 gram
tetrametoksipropan ¢oziindiiriildii.

e  (Ginliik tetrametoksipropan: 10 mL stok ¢ozelti, distile su eklenerek toplam
hacmi 100 mL’ye ulasacak sekilde tamamlandi. Daha sonra, her giin
laboratuvar ¢alismalari i¢in bu ¢ozelti 1/10 oraninda daha da seyreltildi.

e  Sodyum dodesil siilfat (SDS): 8,1 gram SDS, distile su i¢inde ¢oziilerek 100
mL ¢ozelti haline getirildi.

e Asetik asit: 20 mL asetik asit, distile su eklenerek toplam hacmi 100 mL’ye

ulasacak sekilde seyreltildi ve pH degeri 3,5 olarak ayarlanda.
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e TBA: 0,8 gram TBA, distile su igerisinde ¢oziinerek 100 mL ¢ozelti haline
getirildi.
e N-butanol-piridin (15:1): Stok piridin ¢dzeltisinden alinan 1 mL, 15 mL n-

biitanol ile karistirilarak istenen ¢ozelti elde edildi.

Deneyin Yapilisi:

Deneyde kullanilan kor, standart ve test Orneklerinin tiiplerine asagidaki sekilde

belirtilen diizene uygun olarak pipetleme islemi uygulandi.

Kor Standart Ornek
Standart - 50 uL -
Homojenizat - - 50 uL
SDS ¢oz. 100 uL 100 uL 100 uL
Asetik Asit ¢oz. 750 uL 750 uL 750 uL
TBA ¢oz. 750 uL 750 uL 750 uL
Distile su 400 nL 350 uL 350 uL

Tiipler, deney protokoliine uygun olarak 95 °C sicaklikta yarim saat siiresince
inkiibasyona alind1. Cozelti, suyun altinda serinletildi. Uzerine 500 pL distile su ve 2,5
mL n-biitanol-pridin karisiminin eklenmesinin ardindan kapali tiiplere alinarak vorteks
yardimiyla beyazlasincaya kadar karistirildi. Ornekler, 4000 rpm’da 15 dakika
boyunca santrifiij makinesinde islendi. Siipernatantin bir mL’si ayrilarak pleytlere
aktarildi, 532 nm dalga boyunda kér numuneye gore ELISA cihaz1 kullanilara dl¢iim
yapildi. Spektrofotometrik analiz gergeklestirildi. Karaciger dokusu MDA diizeyleri,
kalibrasyon egrisi kullanilarak belirlendi. [95].
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3.7. KARACIGER DOKUSU GLUTATYON (GSH) TAYINi

Deneyin Prensibi:

Beutler ve ark. [96]’nin tanimladig1 prosediire gore gergeklestirilen GSH tayin
metodunda, siipernatanttan alinan hemolizat icerisindeki -SH gruplar1 icermeyen
proteinler ayristirildi. Ardindan, berraklastirilmis sivida, -SH gruplarinin DTNB ile
reaksiyonu sonucu meydana gelen sar1 renkli kompleks, 412 nm’de kolorimetrik
yontemle Olgiildii. Karaciger dokusundan elde edilen siipernatantta GSH miktarinin
tespiti icin, klasik DTNB metodu uygulanarak 5,5’-dithionitrobenzoik asit ile renk

degisimi gozlemlendi ve spektrofotometrik yontemle analiz edildi.

Kullanilan Cozeltiler

e  (Coktiiriicii: 1,67 gram Metafosforik asit, 0,2 gram EDTA ve 30 gram NaCl’den
olusan karisim, 100 mL’lik distile su ile tamamlanarak ¢ozelti haline getirildi.
Elde edilen bu karisim 3 hafta dayaniklidir.

e Fosfat ¢ozeltisi: Disodyum hidrojen fosfatin 26,7 grami, 500 mL distile su ile
karistirilarak tamamlandi. Bu ¢ozelti bir y1l siireyle stabil kalabilmektedir.

e DTNB c¢ozeltisi (Ellman’s reaktifi): 40 mg DTNB, yiizde birlik sodyum sitrat
coOzeltisi kullanilarak 100 mL hacme ulasacak sekilde hazirlandi. Elde edilen
bu karisim 13 hafta dayaniklidir.

e GSH standardi: GSH’un 40 mg’1, distile su ile seyreltilerek 100 mL hacimde

¢ozelti haline getirildi. Bu karigim taze hazirlandi.

Deneyin Yapilist

e Kor: 2 mL distile su ve 3 mL ¢oktiiriicli karistirilarak hazirlandi.

e Standart: 0,2 mL GSH Standard: ile 1,8 mL distile su ve 3 mL prespitasyon
cozeltisi karistirildi. Karisim 5 dakika siireyle bekletildi. Ardindan standart bir
stizge¢ kagidi kullanilarak filtre edildi ve elde edilen siipernatantin 1 mL’si yeni
bir tiipe aktarildi. Bu tiipe 4 mL fosfat ¢ozeltisi ve 0,5 mL DTNB ayiraci

eklendi ve karisim homojen hale gelene kadar karistirildi. Elde edilen ¢ozelti,
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412 nm dalga boyunda ve 10 dakika i¢inde distile suya kars1 spektrofotometrik
olarak olciildii.

e Numune: Siipernatanttan 0,2 mL alinarak iizerine distile su 1,8 mL olarak
eklenip karistirildi, igine ¢oktiirticii 3 mL eklendi ve karigtirildi. 5 dakika
beklendi [96].

Karigim siiziildiikten sonra, 1 mL siipernatant siiziintiiden alindi. Bu siipernatanta 0,5
mL DTNB ve 4 mL fosfat ¢ozeltisi eklendi. Olusan renkli karisim pleytlere aktarildi
ve 412 nm dalga boyunda ELISA cihazi kullanilarak spektrofotometrik 6l¢iim yapildi.
GSH diizeyleri, kalibrasyon egrisi kullanilarak belirlendi.

3.8. KARACIGER DOKUSU TOTAL ANTIOKSIDAN SEVIYE (TAS) TAYiNi

Karaciger dokusu TAS tayini, Erel [97] yontemi kullanilarak 6l¢iildii. Bu yontem,
antioksidanlarin ABTS (2,2 '-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
radikalini indirgeyerek renksiz hale getirmesi esasina dayanir. Analiz TAS Rel Assay
marka kitle, dlciimler 660 nm’de ve 25°C’de ELISA cihazinda spektrofotometrik
olarak yapildi. Testin kalibrasyonu i¢in Trolox, yani vitamin E’nin bir analogu,

kullanildi ve sonuglar mmol Trolox Equiv/L cinsinden raporlanda.

3.9. KARACIGER DOKUSU TOTAL OKSIDAN SEVIYE (TOS) TAYINi

Karaciger 6rneklerinin TOS tayini, Erel’in [98] metodolojisi dogrultusunda incelendi.
Bu analiz i¢in Rel Assay Diagnostics tarafindan Gaziantep/Tiirkiyede iiretilen Total
Oksidan Status kitleri kullanildi. Ferrik iyonlar ve kromojen soliisyonunun
etkilesimiyle meydana gelen turuncu renkli kompleks, 530 nm’de ve 25 °C ortam
sicakliginda ELISA cihazinda spektrofotometrik olarak olgiilerek tespit edildi.
Kalibrasyon agamasinda H2O: referans alind1 ve bulgular pmol H2O: Equiv /L olarak

kaydedildi.
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3.10. KARACIGER DOKUSU OKSIDATIF STRES iINDEKSI (0Si) DEGERI
HESAPLAMASI

Karaciger dokusunun OSI degeri, TOS’ nin TAS’ye oraninin 10 ile ¢arpilmasiyla
hesaplanir [99]. Bu hesaplama su formiille yapildi: [100]
OSI =TOS (umol H2O2 Equiv/L) / TAS (mmol Trolox Equiv/L) x 10

3.11. KARACIGER DOKUSU SUPEROKSID DiSMUTAZ (SOD) TAYINi

SOD enzim tayini i¢in, ELISA yoOntemiyle analiz yapmak icin tasarlanmis kitler
kullanildi. Pleytler, sigan SOD antikorlar1 ile kaplanmistir. Numuneler kuyucuklara
eklendiginde, enzim bu antikorlara baglanir. Biyotinle isaretlenmis sican SOD
antikoru eklenir ve numunedeki SOD’ye baglanir. Streptavidin-HRP eklenir ve
biyotinle isaretlenmis SOD antikorlaria baglanir. Inkiibasyon siirecinin ardindan,
baglanmamis Streptavidin-HRP yikama adimu ile uzaklastirilir. Daha sonra substrat
cozeltisi eklenir ve sigan SOD miktaria bagl olarak renk gelisir. Reaksiyon, asidik
durdurma ¢ozeltisi eklenerek sonlandirilir ve absorbans 450 nm dalga boyunda 6l¢iiliir

[101].

3.12. KARACIiGER DOKUSU GLUTATYON PEROKSIDAZ (GSH-Px)
TAYINI

GSH-Px enzim tayini, ELISA yontemiyle analiz yapmak i¢in 6zel kitler kullanildi.
Pleytler, sican GPx-1 antikorlar1 ile kaplanmistir. Numunede bulunan GSH-Px-1
kuyucuklara eklendiginde, enzim bu antikorlara baglanir. Ardindan streptavidin-HRP
eklenir ve biyotinlenmis GSH-Px-1 antikoruna baglanir. inkiibasyon siirecinden sonra,
baglanmamis streptavidin-HRP yikama adimi ile uzaklastirilir. Daha sonra substrat
cozeltisi eklenir ve sican GSH-Px-1 miktarina bagl olarak renk olusur. Reaksiyon,
asidik durdurma ¢ozeltisi eklenerek sonlandirilir ve absorbans 450 nm dalga boyunda

sleiiliir [102].
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3.13. KARACIGER DOKUSU HiSTOPATOLOJIK ANALIZLERI

Detayl1 histopatolojik incelemelerde, asagidaki laboratuvar ekipmanlarindan

yararlanildi.
Hassas Terazi : Bel Engineering, Italya
Kronometre : Isolab Laborgerate GmbH

Distile Su Cihazi : Niive ND8

Doku Takip Cihazt  : Leica TP 1020
Mikrotom : Leica RM 2155
Isik Mikroskobu : Nikon Eclipse Ci

Goriintlileme Yazilimi: Hayear®

Oncelikle, sicanlarin karin bolgesi acilarak karaciger dokusu dikkatlice ¢ikarildi. Bu
dokular, go6zle muayene edildikten sonra, kesilerek %10’luk noétral formalin
sollisyonunda sabitlendi. Daha sonra, bu ornekler boyut olarak kiigiiltiiliip, takip
kasetlerine yerlestirildi ve su altinda bir gece bekletildikten sonra otomatik doku takip
cthazinda (Leica TP 1020) alkol dereceleri artan sirayla (50, 70, 80, 96’lik ve absolut
alkol) dehidrasyon islemine tabi tutuldu ve ksilol ile seffaflastirildi. Erimis parafin
igerisinde 28°C ve 56-58°C sicakliklarinda, iki saat bekletilen dokular kullanilarak
parafin bloklar1 olusturuldu. Rotary mikrotom (Leica RM 2155) kullanilarak parafin
bloklardan 5 pm kalinliginda kesitler alindi. Su banyosunda lamlara yerlestirilen
kesitler, etiivde kurutulduktan sonra, ksilol serileri ile absolut ve 96, 80, 70 ve 50°lik
alkol ile islemden geg¢irilerek HE (hematoksilen-eozin) boyasi ile renklendirildi [103]
ve lamel ile kapatildi. Hazirlanan kesitler, Nikon Eclipse Ci marka 151k mikroskobu
altinda incelenerek doku ve lezyon hasari, 0’dan 3’e kadar derecelendirildi. Bulgu
yoklugu 0 olarak, varlig1 ise hafiften siddetliye dogru 1 ile 3 arasinda degerlendirildi
ve histopatolojik bulgular Hayear® marka dijital kamera ile kaydedildi [93].

3.14. iISTATISTIK ANALIZLER

Arastirma verilerinin grup i¢i ve gruplar arasi istatistiksel analizleri Microsoft Excel

(2016) ve SPSS (21.0) programlar1 kullanilarak yapildi. Tiim gruplardaki analiz
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sonugclar aritmetik ortalama =+ standart sapma (X+£SS) olarak sunuldu. Verilerin normal
dagilima uygunlugu Shapiro Wilk normalite testi ile degerlendirildi. Normal dagilim
gosteren gruplarin verileri ANOVA testi ile karsilastirildi. Parametrelerin varyans
homojenligi Levene testi kullanilarak degerlendirildi. Post hoc test olarak Tukey HSD

testi ve Dunnett T3 ¢oklu karsilagtirma testi uygulandi.

Normal dagilim gostermeyen gruplarin verileri ise Kruskall Wallis testi ile analiz edilip

post hoc pairwise comparison testi uygulandi.

Her iki testte de gruplararasi anlamlilik p<0,05 kabul edildi.
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1. KARACIGER DOKUSU BiYOKIMYASAL BULGULARI

Karaciger dokusu MDA, GSH, TAS, TOS, OSI diizeyleri Cizelge 4.1’ de sunulmustur.

Cizelge 4.1. Karaciger dokusu MDA, GSH, TAS, TOS, OSI diizeyleri.

TAS

MDA GSH umol TOS
Gruplar nmol/g yas nmol /g yas mmol H:0: OSI
doku doku  rolox g ouiv/L
Equiv/L q
Kontrol 1,95+0,39 63,70+0,39* 1,03+0,14" 3,62+0,33*  35,15+1,9%
PROP 1,67+0,23% 85,39+1,01* 1,04+0,18" 3,87+0,79*  37,21+6,1%
DEL 2,35+£0,21° 58,26+0.27° 0,72+0,03* 13,43+0,90** 186,53+8,7™

PROP+DEL 1,92+0,19* 63,37+1,66* 1,02+0,19" 9,37+0,92*  91,86+7,3"

Siitunlar incelendiginde farkli harf ve sembol icerenler istatistik acidan 6nemlidir (p<0,05).

Karaciger dokusuna ait SOD ve GSH-Px enzim diizeyleri Cizelge 4.2°de sunulmustur.

Cizelge 4.2. Karaciger dokusuna ait SOD ve GSH-Px enzim diizeyleri.

Gruplar SOD U/mg protein GSH-Px U/mg protein
Kontrol 11,81+1,41% 19,47+0,89*
PROP 25,79+6,34° 24,70+3,85Y
DEL 8,54+0,89°¢ 6,15+1,06”
PROP+DEL 18,14+2,50¢ 19,14+0,79*

Stitunlar incelendiginde farkli harf ve sembol icerenler istatistik acidan 6nemlidir (p<0,05).
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4.1.1. Karaciger Dokusu Malondialdehit (MDA) Diizeyleri

Calismada, PROP ve DEL maddelerinin karaciger dokusu {izerindeki etkileri
incelendi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, PROP uygulanan grupta MDA
(1,67£0,23 nmol/g) seviyelerinde diislis gozlemlenirken, DEL (2,35+0,21nmol/g)
uygulanan grupta bu seviyelerde belirgin bir artis saptandi. PROP ve DEL birlikte
uygulandiginda MDA seviyeleri, kontrol grubuna yakin bir deger olan 1,92+0,19
nmol/g olarak 6l¢iildii. PROP+DEL grubunda DEL grubuna gore MDA diizeylerinde
istatistiksel anlamda azalma tespit edildi (p<0,05). Istatistik analizler, tiim gruplarin
normal dagilim gosterdigini ve gruplar arasinda anlamli farkliliklar oldugunu ortaya

koydu (p<0,05).
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Kontrol Propolis Deltametrin Deltametrin+propolis

Sekil 4.1. Karaciger dokusu MDA diizeyleri (nmol/g yas doku).

4.1.2. Karaciger Dokusu Glutatyon (GSH) Diizeyleri

PROP uygulanan grubun GSH diizeylerinin (85,39+1, nmol/g) kontrol grubu ile
karsilastirilmasinda, GSH seviyelerinde onemli bir artis gdzlendi. Ote yandan,
deltametrin uygulanan DEL grubunda, kontrol grubuna kiyasla GSH (58,26+0,27
nmol/g) seviyelerinde 6nemli bir diisiis saptandi. PROP ve DEL grubunun GSH
diizeylerinin DEL grubu ile karsilastirnrlmasinda GSH diizeyleri kontrol grubu
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diizeylerine inmistir. Istatistik analizler, gruplar arasinda anlamli farkliliklar oldugunu

gostermistir (p<0,05).
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Kontrol Propolis Deltametrin Deltametrin+Propolis

Sekil 4.2. Karaciger dokusu GSH diizeyleri (nmol/g yas doku).

4.1.3. Karaciger Dokusu Total Oksidan Kapasite (TOS) Diizeyleri

Kontrol grubu ile PROP grubu karsilagtirilmasinda, PROP grubu TOS (3,87+0,79
umol H,O, Equiv /L) degerlerinde hafif bir artis gézlemlendi. DEL grubu ile kontrol
grubunun karsilastirilmasinda TOS (13,43+0,90 pmol H,O, Equiv /L) degerlerinde
dikkate deger bir artis tespit edildi. Ancak, PROP+DEL birlikte uygulandiginda, TOS
(9,37+0,92 pumol H,O, Equiv /L) degerlerinin DEL uygulanan gruba gore anlamli
derecede diistiigii tespit edildi. Istatistik analizler, gruplar arasinda anlaml farkliliklar

oldugunu ortaya koydu (p<0,05).
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Kontrol Propolis Deltametrin Deltametrin+Propolis

Sekil 4.3. Karaciger dokusu TOS diizeyleri (umol H,O; Equiv/L),

4.1.4. Karaciger Dokusu Total Antioksidan Kapasite (TAS) Diizeyleri

Kontrol grubu ile PROP grubu karsilastirildiginda, TAS degerlerinde minimal bir
degisiklik gozlemlendi. DEL uygulanan grup ile kontrol grubunun karsilagtirilmasinda
TAS degerlerinde 6nemli bir diisiis saptandi. PROP+DEL birlikte uygulandiginda,
TAS degerlerinin neredeyse kontrol grubu seviyelerine yakin oldugu gozlendi.
Istatistik analizler, gruplar arasinda anlamli farkliliklar oldugunu ortaya koydu

(p<0,05).
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Sekil 4.4. Karaciger dokusu TAS diizeyleri (mmol Trolox Equiv/L).
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4.1.5. Karaciger Dokusu Oksidatif Stres Indeksi (OSI) Diizeyleri

Kontrol grubu ile PROP grubu OSI degerlerinin karsilastiriimasinda, PROP uygulanan
grup OSI degerlerinde hafif bir artis gdzlemlendi. DEL uygulanan grupta, kontrol
grubuna kiyasla OSI (186,53+8,7) degerlerinde nemli bir artis saptandi. PROP+DEL
birlikte uygulandiginda , OSi (91,86+7,3) degerlerinin DEL uygulanan gruba gére
azaldiz1 gzlemlendi. Istatistik analizler, gruplar arasinda anlamli farkliliklar oldugunu

ortaya koydu (p<0,05).
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Kontrol Propolis Deltametrin Deltametrin+Propolis

Sekil 4.5. Karaciger dokusu OSI diizeyleri.

4.1.6. Karaciger Dokusu Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Diizeyleri

Kontrol grubu ile propolis uygulanan PROP grubunun karsilastirilmasinda, PROP
uygulanan grupta SOD (25,79+6,34 U/mg protein) aktivitesinde istatistik anlamlilikta
artis gozlemlendi. DEL uygulanan grup ile kontrol grubunun kiyaslamasinda SOD
(8,54+0,89 U/mg protein) aktivitesinde anlamli bir azalma saptandi. PROP ve DEL
birlikte uygulandiginda , SOD (18,14+£2,50 U/mg protein) aktivitesinin DEL
uygulanan gruba gore artt1g1 tespit edildi. Istatistik analizler, gruplar arasinda anlaml

farkliliklar oldugunu ortaya koydu (p<0,05).
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Sekil 4.6. Karaciger dokusu SOD enzim diizeyleri (U/mg protein).

4.1.7. Karaciger Dokusu Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Enzim Diizeyleri

Kontrol grubu ile PROP grubunun karsilastiritlmasinda, PROP grubunda GSH-Px
(24,70+£3,85 U/mg protein) aktivitesinde dnemli bir artig gézlemlendi. DEL uygulanan
grupta, kontrol grubuna kiyasla GSH-Px (6,15+1,06 U/mg protein) aktivitesinde
anlamli bir azalma saptandi. PROP+DEL birlikte uygulandiginda, GSH-Px
(19,14£0,79 U/mg protein) aktivitesi DEL uygulanan gruba gore arttig tespit edildi.
Istatistik analizler, gruplar arasinda anlamli farkliliklar oldugunu ortaya koydu

(p<0,05).
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Sekil 4.7. Karaciger dokusu GSH-Px enzim diizeyleri (U/mg protein).
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4.2. KARACIGER DOKUSU HISTOPATOLOJIiK BULGULARI

Cizelge 4.3. Karaciger dokusu histopatolojik hasar skoru dagilimlari.

Hasar Skoru

Gruplar (Ortalama+Standart Sapma)
Kontrol 0,40+0,49?
PROP 0,75+0,31%
DEL 2,25+0,53°
PROP+DEL 1,40+0,45°¢

Siitunlar incelendiginde farkli harf igerenler istatistik agidan 6nemlidir (p<0,05).

Karaciger dokusunun histopatolojik incelemesinde, Propolis uygulanan PROP grubu
ve kontrol grubundaki karaciger doku Orneklerde normal histolojik yapilar
gozlemlendi. (Sekil 4.8) Bununla birlikte, DEL uygulanan grupta inflamasyon,
dejenerasyon ve bag dokusunda artis goriiliirken, PROP ile birlikte DEL uygulanan
grupta ise konjesyon gibi patolojik degisiklikler saptandi. DEL grubunda, karaciger
hasar skoru 2,25+0,53 olarak en yiiksek degere ulast1 (Cizelge 4.3). Istatistik analizler,
DEL grubunun kontrol ve PROP gruplarina gore anlamli derecede daha yiiksek hasar
gosterdigini (p<0,05) ortaya koydu. Ancak, PROP+DEL grubunda, DEL grubuna

kiyasla karaciger hasar skorunda anlamli bir diistis (p<0,05) gézlemlendi.
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Kontrol Grubu

Propolis Grubu

Sekil 4.8. Kontrol ve Propolis grubu karaciger dokusu histopatolojik bulgular1 x10’luk
biiyiitme.
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Deltametrin Grubu

Propolis + Deltametrin Grubu

Sekil 4.9. Deltametrin ve Propolis+Deltametrin grubu karaciger dokusu histopatolojik
bulgulart x10’1uk biiyiitme (f: fibrozis, d: dejenerasyon, i: inflamasyon, c:
konjesyon)
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TARTISMA

Calismamizda DEL kaynakli hepatotoksisitenin azaltilmasinda PROP'un koruyucu
etkisi incelendi. Sentetik piretroid grubunda, genis spektrumlu bir insektisit olan DEL,
Na* kanallarinin uzun siire a¢ik kalmasina neden olarak insanlarda oksidatif strese ve
karaciger enzim degerlerinde bozulmaya sebep olur [104]. DEL lipofilik yapisi
sayesinde hiicre zarindan kolayca gegerek oksidatif hasara yol agar. Bu bilesik, cesitli
serbest radikaller iiretir, bu radikaller hiicre zarina saldirarak LPO’nun bir sonucu

olarak hiicre zarinda destabilizasyon ve dejenerasyona yol agar [105].

Pestisitlerin biyotransformasyona ugradigi yer olan karaciger, toksikasyondan en fazla
etkilenen dokudur [106]. Normalde diisiik seviyelerde bulunmasi gereken ROS,
hiicrelerde bulunan makro molekiilleri (niikleik asitler, proteinler ve lipidler) hasara
ugratarak dokularda islev kayiplarina sebebiyet verir ve birgok hastaligin patogenezini
olusturur [107]. Dislik diizeyleri antioksidan sistem tarafindan temizlenerek
antioksidan — oksidan denge saglanir. Fakat DEL gibi ajanlar bu dengeyi bozarak
oksidatif stres meydana getirir. Bu dengesizlik bozuklugun derecesine ve hedef
hiicrenin  6zelligine bagli olarak apoptozise veya proliferasyon sonucunda

malignitelere sebep olur [108,109].

ROS tarafindan olusturulan hasara karsi ilk savunma SOD, CAT ve GSH-Px gibi
enzimler tarafindan gergeklestirilir. SOD, hiicrede yliksek oranda {iiretilen siiperoksit
radikalini H202’e doniistiiriir. Olusan H20O: ciddi hasarlara yol agabilen reaktif bir
molekiildiir. CAT ve GSH-Px, H20:’yi; su ve molekiiler O:’e parcalayarak, SOD
aktivitesindeki artis dogrultusunda H2O: birikmesinin 6niine gecer [110-112].

Serbest radikal olusumunda DEL intoksikasyonunun Onemli rol oynadigi

bilinmektedir [113]. DEL ile kronik maruziyet superoksit radikali, nitrik oksit,
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hidroksil radikali ve peroksinitrit gibi radikaller {ireterek hiicre zarina saldirir. Serbest

radikallerin birikmesinin oksidatif hasarla iligkili oldugu bildirilmistir [114].

DEL ile siganlar iizerinde yapilan g¢alismalar incelendiginde antioksidan enzim
aktivitelerinde azalma gozlenirken, LPO ve oksidatif streste artig gorilmiistiir [115].
Asirt ROS iiretimi sonucu LPO iiriinli olan MDA’da artis goriiliir bu artig ise hiicre

hasarimin gostergesidir [116].

Caligmamizda 8 adet sigana DEL (1,28 mg/kg, 1/100 LD50) uygulandi. 15 giin
sonunda yapilan biyokimyasal analizlerde DEL grubunda MDA’da artis goriildii. Bu
artis1 oksidatif hasarla iligskilendirdik [116].

Ikincil savunma ise GSH gibi nonenzimatik ajanlar tarafindan yapilir. GSH, serbest
radikalleri okside forma doniistiirerek hiicreleri agir metallerden ve peroksitlerden

korur [117,118].

SOD, Siiperoksit radikalini H202’e doniistiirmekle gorevlidir [119]. GSH-Px, ¢esitli
fizyolojik maddeler tarafindan hiicrede etkisiz hale getirilir. Patolojik hayvan
modellerinde oksidatif stresin meydana geldigi dokularda GSH-Px aktivitesinin
azaldig1 rapor edilmistir. GSH-Px oksidatif streste inaktive olmaktadir [120]. SOD ve
GSH-Px aktivitesindeki azalis sonucu viicutta MDA artisi olur. Serbest radikaller ve

ROS artarak oksidatif strese ve karaciger hasarina neden olur [121].

Calisgmamizda da yukaridaki bilgilerle uyumlu olarak DEL verilen grupta karaciger
dokularinda SOD ve GSH-Px enzimlerinin aktivitelerinde bir azalma ve MDA
diizeylerinde bir artis saptandi, bu degisikliklerin oksidatif hasardaki artigin gostergesi
oldugunu ayrica MDA’da kontrol grubuna gore anlamli artis olmasinin asir1 ROS
tiretimine bagli oldugunu diistintiyoruz. Verilerimiz DEL grubunda, GSH ve GSH-Px
seviyelerinde azalma oldugunu gosterdi. Bu azalmanin DEL tarafindan olusturulan
oksidatif strese veya GSH-Px enzim inhibisyonuna bagli GSH depolarinin

tilkkenmesine bagli oldugunu diistiniiyoruz [116-122].
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DEL kullanilarak gergeklestirilen sican deneylerinde yapilan incelemeler, toksisitenin
meydana gelmesindeki ana etkenin oksidatif stresin yiikselmesi oldugunu
gostermektedir. DEL’in, LPO seviyelerini yiikseltmesinin yani sira, antioksidan
enzimlerin aktivitesinde bir diisiise neden oldugu goézlemlenmistir [123]. Orhan ve
ark. (2024) 30 giin boyunca oral gavaj yoluyla DEL uygulanan sicanlarla yaptigi
calismada SOD, GSH-Px ve GSH seviyelerinde DEL uygulanan gruplarda azalma,;
MDA diizeyinde ise artis tespit etmisler ve DEL’ in oksidatif DNA hasarina sebep
oldugunu bildirmislerdir [124].

Cihan ve ark. (2022) yaptigi calismada DEL’in SOD ve GSH-Px ekspresyon
seviyelerini baskilayarak oksidatif stres olusturdugu bildirilmistir [125]. Abdel-Daim
ve ark. (2013) yaptig1 bir calismada, DEL’in karacigerdeki GSH ile SOD seviyelerini
diistirdiigii, buna karsiik MDA seviyesini artirdigini gézlemlemislerdir. Ayrica,
karaciger hasarinin biyokimyasal gostergeleri olan AST, ALT ile LDL seviyelerinde
artis saptanmig, bu artist da asirt ROS iiretimi ve oksidatif stresin varligina

baglamislardir [126].

Ball1 ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢calismada, DEL’in sicanlarin beyin dokularinda MDA
seviyelerinde artisa ve GSH ile SOD aktivitelerinde azalmaya yol agarak sican siyatik

sinirinde DEL’e bagl oksidatif stresin varligini ortaya koymuslardir [127].

Sharma ve ark. (2014) Wistar siganlarinin testis, karaciger ve bobreklerinde DEL’in
doza bagh etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada DEL’e maruziyet sonucu si¢anlarin
testis, karaciger ve bobrek dokularinda, antioksidan enzimlerin (GSH, SOD ile GSH-
Px) diizeylerinde azalmalar gézlemlemis ve ayn1 dokularda LPO seviyelerinde artis
saptamistir. Histolojik analizler sonucunda testis, karaciger ve bobreklerde 6nemli
morfolojik degisiklikler oldugunu bildirmislerdir. Arastirma, DEL’in yiiksek
dozlarmin, doza baglh olarak sistemik toksisiteyi artirdigi ve daha siddetli toksik
etkilere sebep oldugunu ayrica proinflamatuar sitokinleri aktive ederek karaciger

dokusunda da inflamasyona neden oldugu sonucuna ulasmislardir [128].

Sharma ve ark (2018) yaptig1 bir bagka calismada DEL maruziyeti sonucunda

sicanlarda enzimatik olmayan antioksidan GSH ve enzimatik antioksidanlar olan SOD
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ve GSH-Px aktivitelerinde azalmalar gozlemlemislerdir. Bu azalmalar DEL
maruziyetinin hiicreler iizerindeki olumsuz etkilerini gdstermistir. Ayrica LPO
seviyesinde artis ve GSH seviyelerinde azalma tespit etmislerdir. GSH’deki bu azalma,
pestisit maruziyeti sonrasi serbest radikallerin detoksifikasyonu i¢in GSH’in artan
kullanimina, SOD aktivitesinde 6nemli azalmalar tespit edilmis, bu durum dokularin
serbest radikalleri yonetme kapasitesindeki azalmaya, GSH-Px aktivitesindeki dnemli
azalmalar ise GSH-Px’in bir substrati olan GSH seviyesindeki diisiise baglanmistir. Bu

degisikliklerin ROS kaynakli hiicre hasarindan kaynaklandigi diisiintilmektedir [129].

Calismamizda da DEL verilen grupta MDA seviyesinde artis, GSH, SOD ve GSH-Px
seviyelerinde azalma, bag dokusunda artig, dejenerasyon ve inflamasyon gibi
patolojiler oldugu goriildii. Bu veriler oksidatif hasarin varligini kanitlar niteliktedir.
Caligmamiz; deltametrinin  antioksidanlar {iizerine etkileri iizerine yapilan

arastirmalarla uyumludur [123-129].

Glinlimiizde organik iiriinlerin kullanimi1 hizla artmaktadir. Aragtirmalar bu bilesiklerin
toksikasyonla savasgtigini, oksidatif stresin etkilerine karsi antioksidan tepki

olusturdugunu gostermektedir [130].

Bitkilerde bulunan giiclii antioksidan etkileriyle taninan flavonoidler serbest
radikalleri etkisiz hale getirerek LPO’nu Onler. Peroksi radikalleri ile doymamis yag
asitlerinin etkilesimini engelleyerek LPO’nun baglangic asamasina etki eder.
Flavonoidlerin antioksidan etkilerinin lipid peroksit ve tekli oksijen radikallerini

uzaklastirma aktiviteleri ile baglantili oldugu diisiiniilmektedir [131-133].

Propolis iizerinde yapilan ¢alismalar icerdigi flavonoid, fenolik asit ve terpenoid
sayesinde antioksidan-oksidan dengenin saglanmasina yardimci oldugunu ve CAPE
bileseniyle antiinflamatuar ve antioksidan etki gostererek toksisiteye karsi koruyucu
olabilecegini ortaya koymustur [134,135]. Saglikli bireyler {izerinde yapilan bir
arastirmada, oral yolla alinan propolisin kanin antioksidan aktivitesini artirdig

belirlenmistir [136].
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Caligmamizda 14 giin boyunca 8 sicana PROP (100 mg/kg) uygulandi. 14 giiniin
sonunda karaciger dokusunda PROP’in koruyucu etkisi arastirildi. Calisma sonunda
PROP grubunda GSH, SOD ve GSH-Px gibi biyobelirte¢ seviyelerinin arttigi, MDA
ve karaciger dokusu histopatolojik hasar skorlarinin azaldigi goriildii. Deltametrinin
zararli etkisine kars1 PROP grubunda ve koruyucu amagli propolis verilen PROP+Del
grubunda oksidatif stres belirteglerin diistligli, endojen antioksidan ajanlarin arttigi
tespit edildi. Koruyucu amagla verilen propolisin deltametrinin zararh etkisinden

karacigeri korudugu ortaya konuldu.

DEL’in erkek albino sicanlarin iireme sistemleri tizerindeki etkilerini inceleyen bir
arastirmada, bu maddenin testislerde ve sperm hiicrelerinde anomalilere yol actig
tespit edilmistir. Ancak, propolisin, lireme saglig lizerindeki toksik etkileri azalttig
gbozlemlenmistir. Bu iyilestirici etki, propolisin igerdigi flavonoid bilesenlerin

antioksidan 6zelliklerinden kaynaklandig1 sonucuna varilmistir [137].

Sicanlar lizerinde yapilan bir calismada metotreksatla karaciger hasari olusturulmus ve
propolis eklenmesi sonucu karacigerde MDA diizeyini azalma ve GSH-Px seviyesinde

artma gorilmiistiir [138].

Lipopolisakkarit ile endotoksemi olusturulan siganlarla yapilan bagka bir ¢alismada
lipopolisakkarit uygulanan gruplarda ciddi doku hasar1 goriilmiis, propolis verilen

gruplarda ise bu hasarin azaldig: tespit edilmistir [139].

Gomaa ve ark (2011) pretiroid grubu insektisitlerden sipermetrinle yaptig1 ¢alismada,
sipermetrin uygulanmasi, karaciger enzimlerinde, total kolesterol ve MDA
seviyelerinde belirgin bir artis; total protein, albumin, trigliserid ve antioksidan enzim
seviyelerinde ise azalma go6zlenmis. Histopatolojik incelemeler sonucunda,
hepatositlerinde hidropik dejenerasyon, merkezi ve portal venlerde tikaniklik tespit
edilmis. Sipermetrin ile birlikte propolis uygulanan gruplarda ise, karaciger enzimleri,
total kolesterol ve MDA seviyelerinde 6nemli bir diisiis; antioksidan enzimler, total
protein ve trigliserid seviyelerinde ise 6nemli bir yiikselis tespit edilmis. Sipermetrin

kaynakli lezyonlarda propolis uygulamasi sonucu iyilesme oldugu goriilmiis. Bu
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bulgular 1s181nda, propolisin sipermetrinin hepatotoksik etkilerini hafifletmede olumlu

etkiler sundugu sonucuna varilmistir [140].

Ayni zamanda propolisin, LPO’nu inhibe ederek oksidatif stresin yol actigi retinal
hasara kars1 noroprotektif etki gosterdigi [141] bunun yani sira Shukla ve ark (2004)
yaptig1 calismada, karbon tetrakloriir ile indiiklenen hepatotoksisite durumunda
propolis ekstraktinin histopatolojik hasar1 onardig1 [142] El-Khatib ve ark (2002)
arastirmasinda ise, karbon tetrakloriir ile tetiklenen hepatotoksisitede propolis LPO’nu

ve sitozolik LDH ge¢irgenligini diislirdiigli bulunmustur [143].

Weina Gao ve ark [144] yaptigi c¢alismada, propolis grubunda serum GSH,
flavonoidler ve polifenollerin seviyelerinde dnemli bir artis gdzlemlenmis ve serum
LDH aktivitesinde Onemli bir diisiis tespit edilmistir. Bu bulgular, propolisin

antioksidan fonksiyonunu iyilestirme konusunda etkili oldugunu goéstermektedir.

Sathiavelu ve ark [145]’nin gergeklestirdigi calismada, bal ve propolisin aktif
bilesenlerinden biri olan krisinin, etanol ile indiiklenen hepatotoksisiteye karsi

oksidatif stresi hafifletme yolunda olumlu etkiler sagladigi gozlemlenmistir.

Propolis, antioksidan aktivitesiyle dikkat ¢eker ve hem hayvan modellerinde hem de
insanlarda MDA diizeylerinin yiikselmesini Onleyerek antioksidan enzim aktivitesini
artirma yetenegi kanitlanmistir. Daha 6nce yapilan calismalar, propolisin MDA ve
stiperoksit anyonunun fazla iiretimini azalttigin1 ve mitokondriyal dokuda solunum
kontrol oranmi diizeltebildigini, bdylece oksidatif stresle iliskili doku hasarini
engelleyebilecegini ortaya koymustur. Bu sebeple, propolis, mitokondriyal oksidatif
stresi azaltarak glikoz metabolizmasini iyilestirir [146]. Serbest radikalleri notralize
ederek hiicre i¢i oksidatif stresi azaltir ve bu sayede serbest radikallerin neden

olabilecegi doku hasar1 ile DNA mutasyonlarini dnler [147].

Malathion maruziyetine ugramis sicanlarin karaciger dokularinin histolojik
incelemelerinin yapildig1 bir calismada karacigerde dejeneratif degisiklikler tespit
edilmis, ayrica sitoplazma bolgelerinde normal hiicresel organellerin eksik oldugu ve

artan sayida lipid vakuolii bulundugu goriilmiis. Bu degisiklikler, sitoplazmanin odak
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dejenerasyonunu dogrular niteliktedir. Pestisitlerle yapilan bagka bir calismada
pestisitlerin karaciger sintizoidlerinde dilatasyona, kupfter hiicrelerinde proliferasyona
ve siniizoidlerde genislemeye neden oldugu gézlemlenmis. Bu bulgular, pestisit
maruziyetinin karaciger dokusunda belirgin yapisal degisikliklere yol agtigini
gostermektedir.  DEL’in lipofilikligi, hiicre zarlarina kolay dahil edilmesini
destekleyerek fiziksel ve kimyasal bozulmalara sebebiyet verir ve zarlarda islev
bozukluguna yol acar. Bu nedenle, DEL’in birincil etkileri, zar lipid yapisi
diizeyindeki degisikliklerden kaynaklanmaktadir. Bu degisiklikler, sitoplazmanin odak
dejenerasyonunu dogrulamaktadir. Sonug olarak, sitoliz olusmakta ve karacigerin ana
parankim hiicreleri olan hepatositlerin biyomembraninin sizdirmasi, K ¢ikigi, Na*

girisi ve hiicreye su girisine neden olarak sitotoksik 6dem olusmaktadir [148,149].

Sicanlarin karaciger dokularinda pestisit maruziyeti sonucunda siniizoidal dilatasyon,
kupffer hiicre proliferasyonu, santral venin konjesyonu, portal alanda inflamatuar
hiicre infiltrasyonu, konjesyone hepatosit ¢ekirdekleri etrafinda haleler ve fibrozis
olustugunu propolisin veya ar1 iirlinlerinin bu etkileri azalttigini rapor eden c¢alismalar

mevcuttur [150-152].

Calismamizda da DEL grubunda deney sonucunda elde edilen dejenerasyon,
inflamasyon ve fibrozis gibi bulgularin PROP+DEL grubunda goriilmedigi, bu grupta
konjesyon varliginin oldugu goriildii. Literatiirle uyumlu olarak DEL’in sebep oldugu
patalojik sorunlarin propolis verilen Prop+DEL grubunda goriilmemesi propolisin
anti-inflamatuar aktivitesi ile karaciger hasarini 6nledigini ortaya koyar niteliktedir

[137-152].

Yapilan literatiir ¢alismasinda, propolis uygulamasinin oksidatif stresi azaltma ve
hiicre hasarin1 6nleme amaci tagidig1 gézlemlenmistir. Sicanlarin karaciger dokusunda
yaptigimiz analizler sonucunda yukarida belirttigimiz literatiirlerle uyumlu veriler elde
edildi. Propolisin GSH, SOD VE GSH-Px gibi antioksidan seviyelerini artirarak MDA
ve karaciger dokusu histopatolojik hasar skorlarini diisiirdiigii ve boylece oksidatif
strese kars1 koruyucu bir etki olusturdugu goriildii. DEL ile siganlarda karaciger hasari
olusturulan bu ¢aligmada DEL uygulanan gruplarda MDA, TOS ve OSI degerlerinde
artig goriilirken, GSH, TAS, SOD ve GSH-Px degerlerinde azalma goriildii.
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Deltametrin uygulanan grup, karaciger dokusu histopatolojik hasar skorunda en
yiiksek skora sahip olan grup olarak goriildii. Karaciger dokusu histopatolojik hasar
skoru propolis verilen gruplarda ise azalma gdsterdi. PROP uygulanan gruplarda MDA
azalmas1 ve GSH, SOD, GSH-Px ve TOS degerlerinde artig goriilmesi propolisin

oksidatif streste koruyucu olabilecegini gostermektedir.
Sonug olarak tarimda ve insan yagaminda yaygin olarak kullanilan pretiroidlerden olan

deltametrinin  verebilecegi hasara kars1i antioksidan 06zellige sahip propolis

kullaniminin yararli olabilecegi kanaatine varildi.
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