T.C.
ERCIYES UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
VETERINERLIK FARMAKOLOJI -TOKSIKOLOJI ANABILIM DALI

RATLARDA TAU-FLUVALINAT MARUZIYETINE
KARSI DIOSMIN VE KRISININ ETKINLIGININ
DEGERLENDIRILMESI

Hazirlayan
Didem GEDIK

Danmisman
Prof. Dr. Gokhan ERASLAN

Doktora Tezi

Haziran 2023
KAYSERI






T.C.
ERCIYES UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
VETERINERLIK FARMAKOLOJI -TOKSIKOLOJI ANABIiLIM DALI

RATLARDA TAU-FLUVALINAT MARUZIYETINE KARSI
DiOSMIN VE KRiSIiNIN ETKINLIGININ DEGERLENDIRILMESI

( Doktora Tezi)

Hazirlayan

Didem GEDIK

Danisman

Prof. Dr. Gokhan ERASLAN

Bu Tez Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan TDK-2019-9194 kodlu proje ile

desteklenmistir.

Haziran 2023
KAYSERI



BILIMSEL ETiGE UYGUNLUK

Bu tezin kendi ¢alismam oldugunu, tiim bilgilerin akademik ve etik kurallara uygun
bir sekilde elde edildigini beyan ederim. Ayni zamanda akademik ve etik kurallarin
gerektirdigi gibi tiim materyal ve sonuglari tam olarak aktardigimi, bagkalarinin
eserlerinden yararlanilmasi1 durumunda ilgili eserlere bilimsel kurallara uygun olarak

atifta bulundugumu ve kaynaklar listesinde gosterdigimi belirtirim

Adi-Soyadi: Didem GEDIK

Imza:



YONERGEYE UYGUNLUK SAYFASI

“Ratlarda Tau-Fluvalinat Maruziyetine Kars1 Diosmin ve Krisinin Etkinliginin
Degerlendirilmesi” adli Doktora Tezi, Erciyes Universitesi Lisansiistii Tez Onerisi

ve Tez Yazma Yonergesi’ ne uygun olarak hazirlanmastir.

Tezi Hazirlayan Danisman

Didem GEDIiK Prof. Dr. Gokhan ERASLAN

Anabilim Dah Baskam

Prof. Dr. Gokhan ERASLAN



Prof. Dr. Gokhan ERASLAN danismanhiginda Didem GEDIK tarafindan

hazirlanan “Ratlarda Tau-Fluvalinat Maruziyetine Kars1 Diosmin ve Krisinin

Etkinliginin Degerlendirilmesi” adli bu c¢alisma jiirimiz tarafindan Erciyes

Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Veteriner Farmakoloji-Toksikoloji Anabilim

Dalinda Doktora tezi olarak kabul edilmistir.

JURI
Danisman
Uye

Uye

Uye

Uye

ONAY

Bu tezin kabuli Enstiti Yonetim Kurulunun

: Prof. Dr. Gokhan ERASLAN
: Prof. Dr. Murat KANBUR

: Prof. Dr. Meryem EREN

: Prof. Dr. Ebru YILDIRIM

: Dog. Dr. Miirsel KARABACAK

karar1 ile onaylanmustir.

23.06.2023

Prof. Dr. Bilal AKYUZ

Enstiti Mudira



TESEKKUR

Doktora egitimimin ve tez ¢alismamin planlanmasi ve yiiriitiilmesinde desteginini
esirgemeyen Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali Baskani ve Danigsmanim

kiymetli hocam Prof. Dr. Gokhan ERASLAN’a sayg1 ve tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismam ve hayatimin her doneminde benden yardimlarini esirgemeyen
kiymetli hocam Dr. Ogr. Uyesi Muhammet Yasin TEKELI'ye saygi ve

tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismam boyunca birlikte calistigim, desteklerini esirgemeyen ve bana katki

veren arkadaglarim Dr. Cogskun ASLAN ve Dr. Sinem CALIMLI’ya tesekkiir ederim.

Western blot goriintiileme asamasindaki katkilari i¢in Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji

Anabilim Dali’na tesekkiir ederim.

Tez projesine finansal destek veren Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimine tesekkiir ederim.

Doktora egitimime devam edebilmem icin benden desteklerini esirgemeyen Kayseri
Nimet Bayraktar Agiz ve Dis Saglig1 Hastanesi idaresine ve tez ¢alismam boyunca

yanimda olan degerli mesai arkadasim Osman CAGLAR’a tesekkiir ederim.

Biitiin egitim hayatimda oldugu gibi bu zorlu siire¢ boyunca da sevgi, anlayis, sabir
ve hosgorii gosteren, her zaman yanimda olan, en 6nemlisi bana inanan, bugiinlere
gelmemde benden daha c¢ok emekleri olan canim aileme sonsuz tesekkiirlerimi

sunarim.

Ecz. Didem GEDIK

Kayseri, Haziran 2023



RATLARDA TAU-FLUVALINAT MARUZIYETINE KARSI DIOSMIN VE
KRiSiNiN ETKINLiGiNiN DEGERLENDIRILMESI
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Danmisman: Prof. Dr. Gokhan ERASLAN

OZET

Calismada ratlarda tau-fluvalinat maruziyetinde diosmin ve krisinin etkisi aragtirildi.
Bu amagla Wistar Albino irki 4-6 haftalik erkek 60 adet rat kullanildi. Toplam 6 grup
olusturuldu ve bu gruplarin ilki kontrol diger 5’1 deneme olarak belirlendi (her grupta
10 adet rat). Kontrol grubundaki ratlara sadece tasit madde (misir yagi) uygulandi.
Deneme gruplarindaki ratlara ise sirasiyla, 20 mg/kg.ca diosmin (Grup 2), 20
mg/kg.ca krisin (Grup 3), 20 mg/kg.ca tau-fluvalinat (Grup 4), 20 mg/kg.ca tau-
fluvalinat ile 20 mg/kg.ca diosmin (Grup 5) ve 20 mg/kg.ca tau-fluvalinat ile 20
mg/kg krisin (Grup 6) 21 giin siireyle tasit madde iginde (misir yagi) agizdan gavajla
verildi. Deneme siiresi bitiminde tiim hayvanlardan kan ve doku (karaciger, bobrek,
beyin, testis, kalp, akciger) ornekleri alindi. Alinan doku 6rneklerinde ve kanda bazi
oksidatif stres parametreleri (MDA, NO, GSH, SOD, CAT, GSH-Px, GR, GST,
G6PD) degerlendirildi. Karacigerde kaspaz 3, 9 ve p53 ifadelendirme diizeylerinin
tespiti western blot yontemi ile belirlendi. Serumda bazi biyokimyasal parametrelerin
(trigliserit, kolesterol, BUN, kreatinin, iirik asit, total protein, albiimin, LDH, AST,
ALT, ALP ve PChE) aktiviteleri/diizeyleri 6lgiildii. Ratlarin canli agirliklar1 ve organ
(karaciger, bobrek, beyin, testis, kalp, akciger) agirliklar: alindi. Yalnizca diosmin ve
krisin verilen gruplarda degerlendirilen parametrelerin tiimiinde kontrol grubuna gore
anlamli bir farklilik s6z konusu olmadi (Grup 2 ve Grup 3). Sadece tau-fluvalinata
maruz kalan gruptaki hayvanlarin incelenen parametrelerin bircogunda kontrol
grubuna gore 6nemli farkliliklar saptandi (Grup 4). Tau-fluvalinat ile diosmin ve tau-
fluvalinat ile krisinin birlikte uygulandigi grupta incelenen parametrelerin
degerlerinde kontrol grubuna dogru yaklagma gozlendi fakat yine de bazilarinda
kontrol grubuna gére 6nemli bir degisimin oldugu tespit edildi (Grup 5 ve Grup 6).
Sonug¢ olarak, 20 mg/kg.ca dozunda 21 giin verilen tau-fluvalinat oksidatif
strese/doku hasarina neden olurken 20 mg/kg.ca dozunda uygulanan diosmin ve
krisinin bu hasar1 hafifletmede pozitif etkilerinin oldugu anlasildu.

Anahtar kelimeler: diosmin; Tau-fluvalinat; krisin; oksidatif stres.
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ABSTRACT

In this study, the effect of diosmin and chrysin on tau-fluvalinate exposure in rats
was investigated. For this purpose, 60 male Wistar Albino rats, 4-6 weeks old, were
used. A total of 6 groups were formed and the first of these groups was determined as
control and the other 5 as experimental (10 rats in each group). Control animals were
treated with vehicle (corn oil) alone. The experimental groups were 20 mg/kg.bw
diosmin (Group 2), 20 mg/kg.bw chrysin (Group 3), 20 mg/kg.bw tau-fluvalinate
(Group 4), 20 mg/kg.bw of tau-fluvalinate plus 20 mg/kg.bw of diosmin (Group 5)
and 20 mg/kg.bw of tau-fluvalinate plus 20 mg/kg.bw of chrysin (Group 6) were
administered orally to the animals by gavage in the vehicle (corn oil) for 21 days. At
the end of the trial period, blood samples and the organs (liver, kidney, brain, testis,
heart and lung) were taken. Some oxidative stress parameters (MDA, NO, GSH,
SOD, CAT, GSH-Px, GR, GST, G6PD) were evaluated in tissue samples and blood.
Detection of caspase 3, 9 and p53 expression levels in liver and blood was
determined by western bloting method. Some biochemical parameters (triglyceride,
cholesterol, BUN, creatinine, uric acid, total protein, and albumin, LDH, AST, ALT,
ALP and PChE) were measured in serum. The body weights and organ (liver,
kidney, brain, testis, heart and lung) weights of the rats were taken. There was no
significant difference in all parameters evaluated in the groups given diosmin alone
and chrysin alone compared to the control group (Group 2 and Group 3). Significant
differences were found in most of the examined parameters of the animals in the
group exposed to tau-fluvalinate alone compared to the control group (Group 4). In
the group in which co-administration of tau-fluvalinate and diosmin and co-
administration of tau-fluvalinate and chrysin were administered, it was observed that
the parameter values examined were closer to the control group, but there was
significant change in some of them compared to the control group (Group 5 and
Group 6). As a result, it was understood that tau-fluvalinate administered at a dose of
20 mg/kg.bw for 21 days caused oxidative stress/tissue damage, while diosmin and
chrysin administered at a dose of 20 mg/kg.bw had positive effects in mitigating this
damage.

Key words: Chrysin; Diosmin; Oxidative stress. Tau-fluvalinate.
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1. GIRIS VE AMAC

Pestisitler farkli amaglarla (cevre sagligi, halk sagligi, veteriner hekimlik, tarim vb gibi)
giiniimiizde siklikla kullanilan toksik kimyasallar arasinda yer almaktadir (Anadon ve
ark., 2009; Chrustek ve ark., 2018; Tudi ve ark., 2021). Bu hususda en biiyiik
endiselerden biri pestisitlerin hedef dist organizmalara verdigi zararin yanisira yogun ve
kontrolsiiz gevre kirliligine yol agmasidir (Saillenfait ve ark., 2015; Field ve ark., 2017).
Pestisit sinifinda yer alan piretroidler biiyiik ve kiigiik hayvan ektoparazitlerinin genis
yelpazesine etkili olup sprey, toz, sampuan, aerosol gibi ¢esitli formiilasyonlarda
uygulanabilmektedir. Kedi, kopek, biiyiik ve kiiciikbag hayvanlarda veteriner ilaci
olarak da kullanilmaktadir (Anadon ve ark., 2009). Hem tarim hem de kentsel alanlarda
tercih edilen piretroidler piretrinlerin sentetik analoglaridir. Etkilerini sodyum/klor
kanallar1 lizerinden gosterirler. Sinir ve kas gibi yapilar piretroid toksisitesinde birincil
hedeflerdir. Ayrica voltaj kapili sodyum kanallarinin agilip kapanma karakterlerini de,
geciktirmek suretiyle degistiririrler. Boylece sodyum iyonlarinin igeri giris siiresini
uzatirlar. Eger bu siire yeterince uzunsa aksiyon potansiyelinin esigi diisecegi i¢in
tekrarlayan uyarilar gozlenir (Casida ve ark., 1983; Bradberry ve ark., 2005; Clark ve
ark., 2012; Ramchandra ve ark., 2019). Tip I piretroidler titreme, saldirgan davranis,
asirt duyarlilik ve ataksi ile karakterize tremora yol acarken diger taraftan tip II
piretroidler ise salivasyona, koreoatetoz, salivasyon ve memelilerde motor fonksiyon
bozukluguna neden olur (Davies ve ark., 2007; Chrustek ve ark., 2018; Ensley, 2018).
Piretroidlerin memelilere oranla bocekler icin daha toksik olmasinin sebebi sodyum
kanal duyarliliginin fazlaligi, viicut kitlesinin kiigiikliigii, diisiik viicut sicaklifinin

yanisira memelilerde zayif deri emilimi ve zehirsiz metabolitlere dontistimi



nedeniyledir (Bradberry ve ark., 2005; Clark ve Symington, 2012; Gajendiran
veAbraham, 2018; Ravula ve Yenugu, 2021). Piretroidler hidrofobik yapida maddeler
olmas1 sebebiyle toprakta partikiillere ve organik yapili maddelere giiclii sekilde
baglanirlar. Bu yiizden su yada rilizgarla uygulandiklar1 yerden tasinmasi zor

bilesiklerdir (Braganca ve ark., 2019).

Tau-fluvalinat temel insektisidal bilesenleri olan Chrysanthemum tiirlerinin kuru ¢igek
0zlerinde bulunan piretrinlerden yapisal olarak tiiretilen genis spektrumlu tip II sentetik
piretroit insektisitir. Yapis1 dogal krizantem esterine benzer. [IUPAC adlandirmasi (RS)-
siyano-(3-fenoksifenil) metil N-(2-klor-4-triflorometilfenil)-D-valinattir. Baslangicta
1980°de rasemik karisim seklinde fluvalinat olarak tanitilmistir. Fluvalinat kullaniminin
sonlandirilmasindan sonra fluvalinatin bir izomerinden (R-formu) tiiretilen tau-
fluvalinat tiretilmistir. Bal arilar1 aslinda genel anlamda ¢ogu piretroidlere kars1 oldukca
duyarlidir ancak tau-fluvalinata kars1 duyarliliklar1 daha azdir. Varroa akarlar1 (Varroa
destructor) bal arilarinin ektoparazitleridir ve akarlar tau-fluvalinata bal arilarina gore
daha duyarlidir. Bu sebeple kovanlarda kullanimi giivenlidir ve 6zellikle ar1
kovanlarinda Varroatosis kontroliinde uygulama alani bulur. Ayrica siis bitkilerinde,
seralarda, bina ve ¢evrelerinde, karinca yuvalari, havug ve tohumluk olarak yetistirilen
diger trilnler i¢in genis spektrumlu piretroid insektisit/mitisit olarak kullanilir. Seftali,
patates, elma, armut, narenciye agaglari, asmalar, sebzeler, pamuk, cay ve tiitiin bitkileri
ve c¢imenlerdeki ¢ok cesitli bocekleri ve oriimcek akarlarini da kontrol altina alir
(Inchem,1998; Roberts ve Hutson, 1999; Williams, 2000; Tsigouri ve ark., 2001;
PubChem, 2004; EPA, 2005). Boceklerde periferal ve santral sinir sistemine etkir.
Voltaj kapilt sodyum kanallari, sinir sistemi ve diger uyarilabilir hiicrelerde aksiyon
potansiyellerinin baglatilmasi ve yayilmasi i¢in gereklidir. Sinir hiicrelerini tekrarlayan
desarjlar iiretmeleri i¢in uyarirlar ve sonunda felce neden olurlar (Davies ve ark., 2007;
Gonzalez-Cabrera ve ark., 2016; Wu, 2017). Orta derecede akut toksiktir. Oral
toksisitesi i¢in toksisite kategorisi II ve dermal toksisite i¢in kategori Ill olarak
simiflandirilir. Goz (toksisite kategori III) veya cilt (toksisite kategori IV) i¢in birincil
derecede tahris edici degildir. Akut agizdan rat LDsg’si erkeklerde 282 mg/kg.ca ve



disilerde 261-365 mg/kg.ca’dir (EPA, 1986; 2005; PubChem, 2004; EFSA, 2010).
Flavonoidler gesitli meyvelerin (narenciye meyveleri, kayisi, vigne, kusburnu, {iziim,
elma, yaban mersini gibi) govdesinde, kabugunda, cekirdeginde ayrica sebzelerde
(sogan, yesilbiber, brokoli, domates, 1spanak gibi), bazi i¢eceklerde (kahve, ¢ay, kirmizi
sarap gibi), soya iiriinleri ve baharatlarda yaygin bir sekilde bulunan polifenolik yapida
ikincil bitki metabolitidir. Cesitli nutrasotik, farmasotik, tibbi ve kozmetik
uygulamalarda genis bir kullanim spektrumuna sahiptir (Sultana ve Anwar, 2008;
Viskupicova ve ark., 2008; Panche ve ark., 2016). Antioksidan, antimutajenik,
antibakteriyel, antianjiyogenik, anti-inflamatuar, antialerjik, enzim diizenleyici
aktiviteler ve anti-kanser gibi Ozellikler sergilerler. Flavonoidlerin antioksidan
Kapasitesi reaktif oksijen tiirlerini temizlemesi, oksidazlarin inhibisyonu veya
antioksidan enzim aktivasyonu ile gelisen radikal hasarini onlemesi ile iliskilidir
(Ravishankar ve ark., 2013; Kumar ve Pandey, 2013; Panche ve ark., 2016; Shen ve
ark., 2022).

Diosmin narenciye meyvelerinde bulunan 3°,5,7-trihidroksi-40-metoksiflavon-7-
ramnoglukosid kimyasal yapisinda bir flavonoittir. Hesperidin  glikozitinin
dehidrojenasyonu ile elde edilebilecegi gibi dogal olarak da bulunabilir. Ik olarak
1925°de Scrophularia nodosa’dan izole edilmistir (Campanero ve ark., 2010).
Antihiperglisemik, lipid peroksidasyon onleyici, anti-inflamatuvar, antioksidan,
antimutajenik ve antihipertansif olmak tizere bir¢cok farkli biyolojik aktiviteye sahiptir
(Senthamizhselvan ve ark., 2014; Gerges ve ark., 2022; Huwait ve Mobashir, 2022).
Diosmin kronik vendz yetmezlik ve hemoroid gibi damar hastaliklarinin tedavisinde
kullanilan flebotonikler smifina ait bir maddedir. Diosmin bagirsak enzimleriyle
diosmetine doniisiir ve diosmetin glukuronokonjugati ile insanda plazmada ve idrarda
tespit edilebilmektedir (Monograph , 2004; Chen ve ark., 2019; Gerges ve ark., 2022).
Krisin 6zellikle propolis, bal ve mavi tutku ¢icegi (Passiflora caerulea)’inde yaygin
olarak bulunan ekonomik degere ve tibbi etkilere sahip bir flavonoittir. Radix
scutellariae en ¢ok bilinen krisin ve tlirevlerini tasiyan tibbi 6neme sahip bitkilerdendir.
Scutellaria baicalensi hem krisin hem de krisin-7-O-glukuronid yapisini ayrica baikalin,

skutellarein, wogonin gibi ana aktif bilesikleri i¢ceren bir bitkidir. Kimyasal yapis1 5,7-



dihidroksi-2-fenil-4H-kromen-4-on’dur (Nabavi ve ark., 2015; Stompor-Goracy ve ark.,
2021; Shen ve ark., 2022). Parkinson ve Alzheimer gibi norodejenaratif hastaliklar,
antiepileptik, hepatoprotektif, antiastmatik, antienflamatuar, bobrek koruyucu, anti-
diyabetojenik, antihipertansif, osteoporoz onleyici, antikanser, antitumor, antioksidan,
norotrofik, antidepresan ve antiaterojenik gibi bir¢ok farmakolojik etkilere sahiptir.
Genel anlamda doku ve organ koruyucusu olarak bilinir (Anandhi ve ark. 2014,
Mantawy ve ark. 2014; Nabavi ve ark., 2015; Stompor-Goracy ve ark., 2021; Shen ve
ark., 2022).

Serbest radikaller dis orbitalinde bir ya da daha fazla eslesmemis elektron tasiyan
yapilar olarak tanimlanmaktadir. Eslesmemis elektron tagiyan serbest radikaller diger
maddelerle kolaylikla reaksiyona girebilirken eslenmis elektron tasiyanlar ise daha
kararli yapidadirlar ve bundan dolayr non-radikal olarak adlandirilirlar. Serbest
radikaller oksijen veya azot kaynakli olabilir (Halliwell ve Gutteridge, 1984; 1985;
Valko ve ark., 2007). Bir antioksidan molekiilii aktif bir serbest radikale elektron
verebilecek kadar kararli bir yapiya sahiptir ve bdylece serbest radikalin zarar verme
kapasitesini azaltir. Antioksidanlar serbest radikalleri yakalama 6zellikleri ile hiicresel
hasar1 geciktirir veya Onlerler. Reaktif oksijen tiirlerini detoksifiye etmek i¢in hiicre
icinde ve disinda hem enzimatik hem de non-enzimatik antioksidanlar bulunur.
Enzimatik antioksidanlar siiperoksit dismutaz (SOD), glutasyon peroksidaz (GSH-Px),
glutasyon rediiktaz (GR), glutasyon-S-transferaz (GST), glukoz-6-fosfat-dehidrojenaz
(G6PD) ve katalaz (CAT) gibi enzimlerdir (Miller ve ark., 1993; Lobo ve ark., 2010;
Frijhoff ve ark., 2015; Irato ve Santovito, 2021). Enzimatik olmayan antioksidanlar ise
askorbik asit (C vitamini), a-tokoferol (E vitamini), glutasyon (GSH), karotenoidler,
flavonoidler ve diger antioksidanlardir (Miller ve ark., 1993; Cadenas 1997;
Ologundudu, 2021). Hiicresel oliimler iki farkli siirecle degerlendirilebilir. Tlki
inflamatuvar yanitin artmasi ile hiicre i¢i proteaz ve lizozomlarin serbest kalmasiyla
olusan nekroz; ikincisi ise fagositozlarca ¢evrelenmis hiicre kalintilarinin hizlica yok
olma siireci olan apoptozdur. Apoptozis (kontrollii hiicre 6liimii) organizma i¢i dengeyi
saglayan gerekli biyolojik olgudur (Israels ve Israels, 1999; Ayala ve ark., 2014).
Apoptoz molekiiler olaylarin bir enerjiye bagl dizisini igeren oldukca karmasik ve
kompleks bir mekanizmadir. Iki ana apoptik siirecten bahsedilir. Bunlar dissal

(ekstrinsik) /6liim reseptor ve igsel (intrinsik)/mitokondriyal yolaktir.



Bu iki mekanizma birbiri ile iliskili olup bir yolagi etkileyen molekiil digerini de
etkileyebilmektedir. Ekstrinsik olanlar transmembran reseptdr aracili timdr nekroz
faktor (TNF) reseptor geni siiperfamilyasi iiyeleri olan Oliim reseptorlerini igerir.
Intrinsik sinyal yollar1 hiicre i¢indeki hedefleri ve mitokondrial yolu tetikleyerek hiicre
ici sinyallerin iiretilmesiyle reseptdr aracili olmayan apoptozisi baslatir (Bellamy ve
ark., 1995; Rai ve ark., 2005; Elmore, 2007; Redza-Dutordoir ve Averill-Bates, 2016).
Apoptoz, kaspaz-3, 6, 7 ve 9 gibi efektor enzimatik kaspazlarin aktive olarak binlerce
proteinin proteolitik boliinmesiyle katalize bir hiicre Oliimiidiir. Apoptoz geciren
hiicrelerde gozlemlenen PARP boliinmesi ile PARP proteini kaspaz-3 aktivasyonu igin
siklikla kullanilan hiicresel protein belirtecidir. p53 geni tiimdr baskilayici 6zellikte olup
hiicrelerin yasamasi ve Olmesi ig¢in O6nemli bir rol istlenmektedir (Harris, 1996;

Bellamy, 1997; Cavalcante ve ark., 2019; Carneiro ve El-Deiry, 2020).

Tarimda, kapali-agik ortamda ve veteriner hekimlikte zararli miicadelesinde bu piretroid
grubu pestisitin kullanimi1 s6z konusudur (EMEA, 1995; EPA, 2005; EFSA, 2018).
Kullanim hatalar1 tau-fluvalinatin ¢evresel ortam ve gidalar araciligiyla insan ve diger
canlilarda maruziyete yol agmaktadir. Buda beraberinde bir¢ok toksik etkiyi beraberinde
getirmektedir. Pestisitler ve diger toksin bilesen maruziyetlerine kars1 diosmin (Eraslan
ve ark., 2017; Agir ve Eraslan, 2019; Mirzaee ve ark., 2019; Bozdag ve Eraslan, 2020;
Tekeli ve ark., 2021; Bahar ve Eraslan, 2023) ve krisin (Zeinali ve ark., 2018; Tekeli ve
ark., 2022; Zeinali ve ark., 2022; Tekeli ve ark., 2023) uygulamasmin etkilerinin
incelendigi calismalar mevcuttur. Giiniimiize kadar tau-fluvalinat maruziyetine karsi
diosmin ve krisinin etkisinin degerlendirildigi arastirmaya ise rastlanmamuistir.
Calismamiz bu agidan 6zgiin ve ileride yapilacak benzer ¢alismalara 151k tutacak nitelik
tasimaktadir. Bu kapsamda ratlara 21 giin boyunca farkli gruplar olusturarak diosmin,
krisin, tau-fluvalinat, tau-fluvalinat+diosmin ve tau-fluvalinat+krisin verilmistir.
Uygulama stiresinin sonunda, toksisite ve toksisiteye karsi etkinlik degerlendirmesi i¢in
ratlarin serumunda bazi biyokimyasal degiskenlerin (trigliserit, kolesterol, BUN,
kreatinin, iirik asit, total protein, albiimin, LDH, AST, ALT, ALP ve PChE) yani1 sira
kan/doku orneklerinde oksidatif stres parametrelerinden MDA, NO, GSH, SOD, CAT,
GSH-Px, GR, GST ve G6PD degerlendirilmistir. Ayrica karacigerde apoptozis

markirlarindan kaspaz 3, kaspaz 9 ve p53 ifadelendirme diizeyleri incelenmistir.



Calisma Oncesinde ve sonunda canli agirlik, ¢alisma sonunda ise doku agirliklar kayit
edilmistir. Tim bu analizlerden yola ¢ikarak tau-fluvalinat maruziyetinin meydana
getirdigi olumsuz etkiler saptanmis bu maruziyete karsi diosmin ve Krisinin

uygulamasinin toksikasyona etkileri degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pestisitler

Pestisitler, esas olarak tarimda veya halk sagligi koruma programlarinda kullanilan
bitkileri zararlilardan, yabani otlardan veya hastaliklardan ve insanlar1 sitma, dang
hummasi ve sistozomiazis gibi vektor kaynakli hastalikladan korunmak i¢in kullanilan
madde ya da madde karigimlaridir. Pestisitler, tarimda zararli bocekleri ortadan kaldirip
hastalik vektorlerini kontrol altinda tutarak gida {iretimini artirdig i¢in yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Halk sagligi ve tarimsal 6l¢ekte bu sekilde kullanimi ciddi cevre
kirliligi ve akut/kronik zehirlenmelere neden olmaktadir (Abdollahi ve ark., 2004,
Anadon ve ark., 2009; Nicolopoulou-Stamati ve ark., 2016; Chrustek ve ark., 2018).
Pestisit terimi ‘’insan veya hayvanlarda olusabilecek hastaliklar1 tagiyan; gida, tarimsal
iriinler, ahsap ve ahsap liriinleri veya hayvan yemlerinin {iretimi, islenmesi, taginmast,
depolanmasi ve/veya pazarlanmasi sirasinda her tiirlii zararlinin yok edilmesi veya
kontrol altina alinmas1 amaciyla kullanilan maddelerdir’” seklinde tanimlanir. Bu tanim,
ayrica bitki biiylimesini diizenleyici, yaprak dokiicii, kurutucu veya meyve seyreltici
veya ham meyvelerin dokiilmesini dnleyici etkenleri ve depolanma ve taginma sirasinda
ticari mallarin bozulmasini Onlemek i¢in hasat Oncesi ve sonrasi {iriine uygulanan
maddeleri de kapsar (FAO, 2002; Maksymiv, 2015; Abubakar ve ark., 2020).
Pestisitlere inhalasyon, dermal yada daha az oranda agizdan maruz kalinmaktadir.
Pestisitlerin akut zehirli etkileri sistemik emilime bagl 6liime kadar gidebilir. Solunum
ve kardiyovaskiiler sistem de pestisitlere olduk¢a duyarlidir. Zira astim ve alerji dykiisii

olanlarin solunum sistemi ¢cok daha fazla etkilenir. Kronik toksik etkilerin en yayginlari



ise kanser, norotoksisite, dogum defektleri ve fertilitedir (Giiler ve Cobanoglu, 1997,

Yadav ve Devi, 2017; Eddleston, 2020).
2.1.1. Pestisitlerin Genel Ozellikleri ve Siniflandirilmasi
2.1.1.1. Kullamildiklar1 Zararh Grubuna Gore

Insektisit (bocek oldiiriicii), fungusit (mantar dldiiriicii), herbisit (yabanci ot dldiiriicii),
akarisit (akar oldiiriicii), bakterisit (bakteri dldiiriicli), rodentisit (kemirgen o6ldiiriicii),
nematosit (nematod Oldiiriicli), mollussisit (yumusakca oOldiiriicii), algisit (algleri
Oldiirticii), repellent (zararlilar1 kagirici), ovisit (kene ve bocek yumurtast 6ldiiriicii),
larvisid (larva gelisimini engelleyici), virusid (virlislere karsi etki eden) ve termisitler

(termitleri 6ldiirenler) (Yadav ve Devi 2017; Tiwari ve ark., 2019).
2.1.1.2. Kaynaklarina Gore

Organik kaynaklar: Dogal-bitki fitokimyasallar1 (ugucu yag, bitki Ozleri, yagh
tohumlarin kiispe artiklar1 gibi).

Sentetik-kimyasal sentez yolu ile iiretilenler: Piretroidler, organofosfatlar, karbamatlar,

organoklorinler gibi.

Inorganik kaynaklar: inorganik tuz karisimlari (bordo bulamaci, malahit yesili, siilfiir
gibi).
Biyolojik kaynaklar: Biyolojik pestisitler (mantar, bakteri, viriis gibi)

Biyolojik pestisitler (mantar, bakteri, viriis gibi) (Akashe ve ark., 2018; Bilal ve ark.,
2019; Abubakar ve ark., 2020).

2.1.1.3. Toksisitelerine Gore

Doz ve zaman olmak iizere iki faktdre baglidir. Ne kadar miktarda maddeye (doz) hangi
siklikla maruz kalindig1 (zaman) iki farkli tipte toksisitenin olusumuna neden
olmaktadir. Akut toksisite insan, hayvan ya da bitki tek bir doza kisa siireli maruz
kaldiginda geligir. Akut toksisite kendi igerisinde akut oral, akut dermal ve akut
inhalasyon gibi siniflandirilabilmektedir. Kronik toksisite ise bir pestisite tekrarl
maruziyetten sonra gecikmis zehirli etkinin ortaya ¢ikis halidir. Pestisitlere yiyecek,
hava ve suyla maruz kalmabilir. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan pestisit toksisitesi igin

yapilan siniflandirmaya gore ise 4 ana sinif bulunmaktadir. Bunlar; simif Ia, son derece
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tehlikeli olan; sinif Ib, ¢ok tehlikeli olan; sinif II, orta derecede tehlikeli olan; sinif III,
biraz tehlikeli olan; sinif IV, normal kullanildiginda tehlike arz etmesi olast degildir

seklinde siralanabilir (Tano, 2011; Saillenfait ve ark., 2015; Pathak ve ark., 2022).
2.1.1.4. Kimyasal Bilesimlerine Gore

Insektisitler (karbamatlar, organoklorinler, organofosfatlar, piretroidler,
neonikotinoidler, ¢esitli pestisitler gibi), fungusitler (nitrojen fungisitleri, amid
fungusitler, aromatik fungusitler, dikarboksimid fungisitler, dinitrofenol fungisitler
gibi), herbisitler (anilid herbisitler, fenoksiasetik herbisitler, kuaterner amonyum
herbisitleri, klorotriazin herbisitler, siilfoniliire herbisitleri gibi) ve rodentisitler
(inorganik rodentisitler, kumarin rodentisitleri gibi) seklinde siiflandirilabilirler

(Akashe ve ark., 2018; Abubakar ve ark., 2020; Gaikwad and Marial, 2022).
2.1.1.5. Giris Yollarima Gore

Sistemik pestisitler bitki veya hayvanlarca aliman ve dokularina transfer olan
pestisitlerdir. Temas pestisitleri temas ettikleri hedef canlilara etki ederler. Mide
zehirleri sindirim sistemi araciligi ile viicuda giren ve etkisini gosteren pestisitledir.
Fumigantlar buhar olusturarak hedef canlilar1 Gldiiren ve solunum yolu ile alinan
pestisitlerdir. Kovucular (repellentler), uygulandiklar1 alandan hasereleri kagirarak/uzak
tutarak haserelerin mahsiilii bulma yetenegini onlerler (Yadav ve Devi 2017; Akashe ve
ark., 2018; Sulaiman ve ark., 2019).

2.1.2. Diinyada Pestisit Kullanim

Pestisitlerin ge¢misi li¢ periyotta degerlendirilebilir: Birincisi (1870’lerden Onceki
donem) dogal pestisitlerin kullanimi1 6rnegin eski Yunanistan’da kiikiirtiin hasereleri
kontrol etmek igin kullanilmasi. Ikincisi (1870-1945) inorganik sentetik pestisit cag,
dogal malzemeler ve inorganik bilesikler agirlikli olarak bu dénemde kullanilmigtir.
Ugiinciisii (1945°den giiniimiize kadar) organik sentetik pestisit ¢agidir. Y1llik yaklagik
2 milyon ton pestisitin tliketiminde en blylik katkiyr Cin saglamaktadir ve bunu
Amerika Birlesik Devletleri ve Arjantin takip etmektedir (Zhang ve ark., 2011; Sharma
ve ark., 2019).



2.1.3. Ulkemizde Pestisit Kullanimi

Ulkemizde en ¢ok kullanilan pestisitler sirasiyla insektisitler, fungusitler, herbisitler,
akarisitler, bitki gelisim diizenleyicileri, fumigantlar ve nematositler, tuzak ve
feromonlar, kig miicadele ilaglar1 ve yazlik yaglar, rodentisitler ve mollusisitler,
biyolojik miicadele etmenleri ve biyopreparatlardir. Bolge olarak bakildiginda ise en
cok pestisiti Akdeniz Bolgesi kullanmaktadir. Organoklorlu insektisitler 1945°de
kullanilmaya baslanip 1960 ve 1970’lerde yaygimlagsmistir. 1983°den sonra
kullaninmmina ciddi kisitlamalar getirilmistir. Piretroid grubu pestisitler memelilerdeki
diisiik, haserelerde yiiksek toksisiteleri ve ¢evredeki kaliciliklarinin sinirli olmasi nedeni
hamambdcekleri, sivrisinek, karasinek ve kene ile miicadelede siklikla tercih
edilmektedir (Erdogrul ve ark., 2005; Avan ve Katan, 2021; Oz ve ark., 2021; Ozercan
ve Tasci, 2022).

2.2. Piretroidler ve Eldesi

Piretroidler, Chyrsanthemum cinsinden Chyrsanthemum cinerarifoliu ¢igeklerinden
ekstre edilen piretrinlerin yapisal modifikasyonu ile olusturulan sentetik insektisitlerdir.
Piretroidler piretrindeki asit/alkol yapisim1 korurlar ve benzer kimyasal o6zellikleri
gosterirler (Proudfoot, 2005; Burns ve Pastoor, 2018). Piretrum ¢igekleri ilk olarak
1800’li yillarin basinda Kafkas kabileleri tarafindan viicut bitlerinin kontroliinde
kullanilmistir. 1828’de Ermeniler tarafindan ticari boyutta iiretilmistir. Yugoslavya’da
tiretimin baslamasi yaklagik olarak 1840’larda ve 1. Diinya savasinin ortalarina kadar
devam etmistir. Japonyada II. Diinya savasindan once ve pesinden de Dogu Afrika’da
iretilmistir. Bocek tozu ilk olarak ABD’ye 1860’larda ithal edilmistir (Bhardwaj ve
ark., 2020). Nobel 6diillii iki Isvicreli kimyac1 Hermann Staudinger ve Leopold Ruzicka
tarafindan 1910-1916 yillar1 arasinda bu bilesiklerin temel kimyasal 6zellikleri ortaya
konmustur (Casida, 1980). 1935°de Charles depolara piiskiirtiilen mineral yag igindeki
piretrum ekstraktinin depolanan iriinlerdeki zararlilarin kontroliinde etkili oldugunu
tespit etmistir. 1940’larda Schechter ve arkadaslari Amerikada ilk sentetik piretroidler
olan alletrin ve bioalletrini gelistirdiler. Piretroidler bocekleri dldiirmede dikloro-
difenil-trikloroetan (DDT)’dan 20 kat daha fazla basariliydi ve ayrica ¢evre ve insan
sagligini etkilemiyordu. 1962°de Elliot ve arkadaslari Ingiltere’de piretroid halkasinda

molekiiler bir diizenleme ile sentetik bir piretroid olan resmetrini elde etmislerdir. Daha
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sonrasinda ise Sumitomo isimli bir japon kimya firmas1 molekiilii gelistirmistir. 1967°de
Elliot’un takim1 resmetrini izole ettikten sonra 4 farkli izomer karigimindan olusan ve 1.
nesil piretroid olan bioresmetrini iiretmislerdir. Permetrin ise 1970°de Michael Elliot
tarafindan gelistirilen giin 15181nda ¢abuk bozunmayan tarimsal amacl kullanilan ilk
piretroiddir. 2 yeni oldukca gii¢lii insektisit olan sipermetrin ve deltametrin 1976’da
Michael Elliot ve Japon meslektagi Izuru Yamamato tarafindan gelistirilmistir.
Fenvalerat ise 1976’da bir kimya firmasi olan Sumitoma tarafindan iiretilmistir (Pickett,

2016; Bhardwaj ve ark., 2020).
2.2.1. Piretroidlerin Siniflandirilmasi

Fiziksel ve toksikolojik 6zelliklerine gore tip 1 ve tip 2 olmak tizere 2 simifa ayrilirlar.
Tip 1 piretroidler yapisinda siklopropan karboksilik ester grubu bulundururlar. Bunlar
resmetrin, fenotrin, alletrin, teflutrin, bifenthrin, permetrin ve tetraetrindir. Tip 2
piretroidler siyano grubu tasirlar. Bunlar fenpropatrin, flumetrin, tralometrin,
deltametrin, siflutrin, sihalotrin, sipermetrin, fenvalerat, flusitrinat ve fluvalinattir. Tip 2
piretroidler koreatetozise ve salivasyona neden olur (Gajendiran ve Abraham, 2018;
Bhardwaj ve ark., 2020). Diger yandan siniflandirma dogal piretrinler ve sentetik
piretroidler seklinde de yapilabilir. Dogal piretrinler 6 bilesik icerir. Bunlar piretrin I ve
I, jasmolin I ve II ve sinerin I ve II’dir. Sentetik piretroidler ayrica I. ve II. nesil
piretroidler olarak da siniflandirilir. I. nesil piretroidlerin karakteristik 6zelligi 151k, hava
ve sicakliga kars1 oldukca hassas olmalaridir. Bu yilizden bu piretroidler genellikle ev ici
haserelerinin kontroliinde kullanilmaktadirlar. I. nesil piretroidlerin krizantemik asitteki
modifikasyonuyla elde edilen II. nesil piretroidler, 1s18a duyarli yapimin stabil hale
gelmesiyle ev disinda kullanilabilen insektisidal kapasitesi artirilmis bilesikler haline

gelmistir (Kaneko, 2010; Clark, 2012; Ensley, 2018).
2.2.2. Kimyasal Ozellikleri

Asit, ester ve alkol bagi igeren piretroidler organofosfatli bilesiklere benzese de asit
kisimlarinda iki karbon atomuna sahip olduklar1 i¢in stereoizomerik (cis ve trans)
bilesiklerdir. Bazi1 bilesiklerde, alkol grubunda sekiz farkli stereoenantiyomer verebilen
bir karbon atomu vardir. Bu sebeple piretroid grubu bilesikler stereo-spesifik
yapidadirlar. Sodyum kanallarina etkileri, bocek oldiirticii aktiviteleri ve memeli

toksisiteleri stereo-spesifik yapidan dolayr farklilik gdosterir. Cis-izomeri trans
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izomerinden daha toksiktir (Schleier ve Peterson, 2011; Costa, 2015). Piretroidlerde her
biri farkli biyolojik aktiviteye sahip dort stereoizomer bulunabilir. Rasemik karisimlar
veya tek izomerler seklinde (deltametrin) pazarlanabilir. Fakat farkli izomerler ticari
onemlerini yansitacak sekilde ortak isimlere sahip olabilir. Piretrumun bir insektisit
olarak baslica dezavantaji, 151k ve hava duyarliligidir. Sentetik piretroidlerin
gelistirilmesi dogal piretrinlerin yapisal modifikasyonuna dayanir. Bu sekilde 1s18a
dayanikli bilesikler sentezlenmis, hizli insektisidal aktivitenin yanisira daha zayif
memeli toksisitesine sahip bilesikler tiretilmistir (Soderlund ve ark., 2002; Bradberry ve
ark., 2005). Boceklerin hem merkezi hem de periferal sinir sistemi piretroidlerden
etkilenir. Baslangigta sinir hiicreleri uyarilir ve ardindan paraliz sekillenir. Bundan
sodyum kanallart sorumludur. Kanallar insektisitten dolay1 agik kalir ve de inaktivasyon
ya da deaktivasyonla kapanirlar. Boceklerde knock-down adi verilen subletal bir etki
olustururlar. Bunda yiiksek lipofilitelerinin rolii bliyiiktiir (Bloomquist, 1996; Raymond-
Delpech ve ark., 2005).

2.2.3. Piretroid Toksisitesi

Dermal maruziyet piretroid toksisitesinde en sik karsilasilan viicuda giris yollarindan
biridir ve biyoyararlanim genelde % 1 civarindadir. Emilim genelde agizdan maruziyeti
takiben midede ve genellikle % 36 oraninda gergeklesir. Emilimden hemen sonra
lipofilik ozelliginden dolayr hizlica dagilir ve tiikiirik salgisinda artis  ve
hipereksitabilite gibi kontrol edilemeyen etkiler meydana gelir. Bu insektisitlerin yari
Oomiirleri (kanda, plazmada) genellikle uzun degildir. Oral maruziyette bu siire dermal
maruziyetten daha kisadir. Ornegin siflutrinin yar1 6mrii 19-86 dakika arasinda
degismektedir. Klinik bulgular kedi ve kopek gibi memelilerde benzerdir. Bunlardan
bazilar; tiikiiriik salgisinda artig, kusma, nobet, dispne, bitkinlik, zayiflik ve 6liimdiir.
Norotoksik belirtilerin disinda memelilerde dermal, hepatik, renal, kardiak, endokrin ve
tireme fonksiyonunda bozukluklar gibi etkileri vardir (Malik ve ark., 2010; Ensley,
2018). Piretroidler, piretrinler ile olduk¢a benzer yapiya sahip kimyasallardir. Piretrinler
ile piretroidler insektisidal aktivitelerini gili¢lendirmek yani sinerjistik bir etki elde
etmek i¢in genellikle diger bilesenlerle kombine kullanilirlar. Bu sinerji bazi enzimlerce
yikimlanmay1 6nler bu da toksisitesini artirir. Cogu piretroid tek molekiilden olugmaz.
Bunun yerine gesitli molekiillerin benzer kimyasal formiillerinin ayni siralarinda olan

ama diizeni farkli atomlarindan olusmaktadir. Bu bilesikler stereoizomer olarak
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adlandirilir. Baz1 piretroidler sekiz farkli stereoizomerden olusur (Casida ve ark., 1983;

Todd ve ark., 2003).
2.2.4. Zehirlenmelerin Tedavisi

Mevcut bir antidotu olmadig1 i¢in zehirlenme durumlarinda tedavi semptomatiktir. Akut
zehirlenme ile gelen her hastada havayolu, solunum ve dolasimin optimizasyonu hayati
onem tagsir. Cilt dekontaminasyonu diisiiniilerek su ve sabun ile yikanir. Piretroidlerin
agizdan alinmasit durumunda solvent ile birlikte aspirasyon pnomonisi riski yiiksek
oldugundan gastrik lavajdan kagiilmalidir. Aktif komiir kullanimina dair kanitlar sinirl
olsa da agizdan alinmasi1 durumunda 1 saat igerisinde kullanimi diisiiniilebilir. Nobetler
antiepileptik tedavi ile yeteri miktarda kontrol edilebilmektedir. Fenobarbital ile
kiyaslandiginda benzodiazepinler konviilsiyonlarin ~ kontroliinde daha etkilidir
(Bradberry ve ark., 2005; Ramchandra ve ark., 2019). Iyi bir piretroid antidotu
piretroitin modifiye ettigi sodyum kanallarini1 segici bloke edebilmelidir. Lidokain ve
tetrakainin kardiyak toksisiteleri kullanimlarini kisitlasa da sodyum kanallarina
etkilerinden dolay1r hayvan calismalarinda olumlu sonuglar vermistir. Diazepam,
fenitoin ve fenobarbital piretroit zehirlenmesinin semptomatik tedavisinde kullanilir

(Oortgiesen ve ark., 1990; Ramchandra ve ark., 2019).
2.3. Tau-Fluvalinat
2.3.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Fluvalinat ilk olarak 1983’te tau-fluvalinat formunda kaydedilmistir. Sentetik piretriod
olan fluvalinat; siv1 halde, sar1 renkte, suda pratik olarak ¢dziinmeyen fakat organik
coziiciilerde coziinen, 1s18a dayanikli bir maddedir. Molekiiliin kimyasal formiilii
C26H2CIF3N,O3 ve kimyasal adi (RS)-alfa-siyano-3-fenoksifenil N-(2-kloro-a,a,a-
trifloro-p-tolil)-D-valinat olup molekiil agirhigi 502,93°tir (Sekil 2.1). Mavrik ve
Klartan en ¢ok bilinen ticari isimleridir (Kaneko ve Miyamoto, 2001; Kaya ve ark.,
2014). “Mavrik 2F isimli ticari preparat tau-fluvalinatin sudaki yag emiilsiyonu
seklinde hazirlanmistir ve 240 g/L etken madde igerir. Dort izomerden olusan fluvalinat
tau-fluvalinat formunda iken 1:1 oranda iki izomerin (R-o-Siyano ve S-o-Siyano)
karisimini temsil etmektedir (EFSA, 2010; Brancato ve ark., 2018).
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Sekil 2.1. Tau-fluvalinatin kimyasal yapisi (Aljedani, 2021).
2.3.2. Kullamim Alanlar

Tau-fluvalinat ilk olarak 1983 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’'nde gida dist
kullanimlar i¢in Zoecon Sirketine tescil edilmistir. 1986°da pamuk ve kahvede
kullanim1 i¢in genisletilmis ancak bu kullanimlar daha sonra iptal edilmistir. 1990
yilinda tau-fluvalinat, ar1 kovanlarinda kullanilmasi onaylanan ilk kimyasal olmustur.
Bos ar1 kovanlarina yerlestirilen seritlerle stirekli kullanimi1 su anda kayith tek gida
kullanimidir. 1999 yilinda, Kaliforniya’da tohumluk olarak yetistirilen havuglar icin
0zel bir yerel ihtiya¢ olarak onaylanmistir. Buna 2004 yilinda yine Kaliforniya’da
tohumluk olarak yetistirilen lahana/karnavut bitkileri igin ikinci bir kayit eklenmistir.
Boceklerde yiiksek etkinligi, kalint1 aktivitesinin kisa dmiirlii olmas1 ve diisiik memeli
toksisitesi tau-fluvalinati ideal bir insektisit yapar (EPA, 2005; Tao ve ark., 2016).
Meyve agaclari, sebze, tahil, pamuk, cay, tiitiin gibi {riinlerde bulunan Griimcek
akarinin ayni zamanda ar1 kovanlarinda Varroa dest. tiirii parazitlerin kontroliinde
kullanilir. Varroa bal arilarinin larva, pupa ve erginlerinde yasayan, onlarin kan sivisini
(haemolymph) emerek beslenen bir dis parazittir (Roberts ve Hutson, 1999;
Rosenkranz, 2010; Ritter, 2015). Tau-fluvalinat keneler ve akarlarda boceklere
oldugundan ¢ok daha toksiktir ve bu durumun 6nemli sonucu olarak Varroa destructor
akarin1 kontrol altina almakta yaygin bir sekilde kullanilir. Varroa jacobsoni, Apis
Cerena ve Apis Mellifera cinsi arilarda goriilen dis parazittir. Bu cins arilarda meydana
gelen hastaliklarda ilk sirada yer alir. Fluvalinat bu parazite kars: kullanilan en 6nemli
bilesenlerdendir (Kumova, 2001; Field ve ark., 2017). Apistan, Mavrik, Klartan gibi
ticari formiilasyonlarindan 6zellikle Apistan 1988’den bu yana varroatozisi kontrol
altina almak icin aricilikta yaygin olarak kullanilir. Her koloniye uygulanacak olan ilag

miktar1 uygulama teknigine gore degisir. Onerilen uygulama, yilda 1 ya da 2 kez 4-8
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haftalik periyotlarda 2 adet Apistan stribinin koloniye yerlestirilmesi seklindedir.
Apistan tau-fluvalinatin aricilikta kullanilan lipofilik halidir ve bu uygulama siiresince
toplam akarasit plastik stripler yardimiyla kii¢iik porsiyonlar seklinde uygulanmis olur.
Bununla birlikte resmi olmayan suda ¢6ziinen tarim formiilasyonunun uygulanmasi da
siklikla yapilmaktadir. Aricilar, tarimda kullanilan akdz siispansiyonu ya sprey seklinde
ya da bu formiilasyonun emdirildigi aga¢ (ahsap) parcalarini kullanarak uygulama
yapabilmektedir. Apistan olarak aricilikta kullanilan tau-fluvalinatta balda
kontaminasyona rastlanilmazken tarim formiilasyonunun kullanilmasi balda kalinti
olusturur. Tau-fluvalinat lipofilik karakterinden dolay1 baldan ziyade mumda birikmeye
daha meyillidir (Tsigouri ve ark., 2001; Hilllier ve ark., 2013; Erban ve ark., 2019).
Diger a-siyano grubu tasiyan piretroidlerin varroa kontroliinde kullanilmasi oldukca
toksik etkilere yol acarken tau-fluvalinatin spreyle ugus fazindaki arilara uygulanmasi
dahi oldukc¢a giivenlidir. Kovan i¢ine yapilan tekrarlayan uygulamalarda mum en fazla
200 ppm’e kadar kontamine edilebilmektedir. Tau-fluvalinatin varroa kontroliinde bu
denli yaygin ve tekrarlayan kullanimi direngli akar seleksiyonunun olugmasina ve
varroasid etkinliginde azalmaya neden olur. Tau-fluvalinat kaynakli varroa
direngliliginin mekanizmasi sodyum kanal genlerinde mutasyon gerceklesmesi seklinde
tanimlanir (Erban ve ark., 2019; Reid ve ark., 2020). Gelisen rezistans da “kdr (knock
down resistance)” mutasyonu meydana gelir. Akarin sodyum kanallarinin kap1
ozelliklerinde degisim yapmasiyla piretroitlerin baglanma noktalarina baglanamamalari

etki azalmasiyla sonuglanir (Hubert ve ark., 2013; Stara ve ark., 2019).
2.3.3. Zehirliligi ve Klinik Bulgulan

Fluvalinat gozler ve gesitli deri bolgeleri i¢in oldukca korozif olan sentetik piretroid
insektisit/akarisittir. Tip 2 sentetik piretorid sinifina ait olan tau-fluvalinat asir1 derecede
salivasyon, lakrimasyon, titreme, pengeleme, anormal tutumlar, siskin gozler ve
hipoaktiviteyi takiben goriilen hiperaktivite gibi karakteristik klinik belirtiler ortaya
cikarir. Gozlemlenen diger norotoksik etkiler ise yetistirmede, 6n ayak kavrama
giiciinde ve viicut sicakliginda azalma, agriya kars1 hassasiyet ve motor, otomatik ve

sensormotor fonksiyonunda azalmadir (EPA, 1986; 2016; He ve ark.,1989).
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2.3.4. Etki Sekli

Diger sentetik piretroidler gibi bdcekleri sinir sistemlerine zarar vererek Oldiiriir.
Ozellikle sentetik piretroidler akson Na ve K kanallarindaki miicadele ile merkezi sinir
sisteminde, periferal sinirlerde ve iskelet kasi liflerinde tekrarlayan desarjlara ve giiclii
uyarici eylemlere yol acar. Boylece sinirler sinyalden sonra resarj 6zelligini kaybeder.
Fluvalinat da diger tipik sentetik piretroidler gibi norolojik belirtilere sebep olur.
Kemirgenlerde periferal sinirlerde sinir hiicresi dejenerayonuna yol agar. Deri
parestezisi (ciltte karincalanma ve yanma hissi) meydana gelebilir (Vijverberg ve ark.,

1982; Aldridge, 1990; Soderlund ve ark., 2002; Dong, 2007; Casida ve Durkin, 2013).
2.3.5. Farmakokinetik

Bu gruptaki pestisitlerin emilimlerinin degiskenlik gosterdigi, dokularda birikme
egiliminin ¢ok fazla olmadigi, hizla metabolize edildigi, idrar ve digskiyla atilim
gosterdigi bilinmektedir. C14 ile isaretlenmis tau-fluvalinatin ratlara 1 mg/kg olarak
uygulanmasi ile uygulamadan 4 giin sonra % 9-19 oraninda idrarla ve % 75-88 oraninda
fecesle atilir. En 6nemli metabolik yolak, asit ve alkol kisimlarindaki ester baglantisinin
kopmasidir. Ester hidrolizi anilino asit olusumu ile sonuglanir. Baglica {iriner
metabolitler; anilino asit, anilino asitin hidroksi metil tlirevi, anilino asitin glisin
konjugati, haloanilin ve hidroksihaloanilinin siilfat konjugatidir. Diger yandan feges
metabolitleri ise anilino asit, anilino asitin amid tiirevi ve ¢esitli endojen bilesikler ile
anilino asiti cesitli kojugatlaridir. Insanlarda yapilmis toksikokinetik calismalar mevcut
degildir. Toksikokinetiginin sipermetrin yada deltametrin gibi diger piretroidlerdeki gibi
fenoksi benzoat iceren ester kalintilar1 seklinde oldugu distiniilmektedir (Kaneko ve

Miyamoto, 2001; Anadon ve ark., 2009; 2013; Tarazona ve ark., 2022).
2.4. Flavonoidler

Flavonoidler bitki tiirlerinde yaygin olarak bulunur ve fenilalaninden ikincil metabolit
olarak sentezlenirler. Pek ¢ok flavonoid bitki zarlarin1 kurumadan, oksidasyondan ve
UV hasarindan koruyucu antioksidan o6zellikler gosterir ve bitkilerin uygun gelismeleri
icin 6nemlidir. Bitkinin biiylimesini hizlandirir ve mikrobiyal etkiye kars1 bagisikligini
destekler. Ciceklerde renklenme ve tozlasma, yapraklarda ise bitkiyi UV-B radyasyonu
ve mantar enfeksiyonlar1 gibi fizyolojik degisimlerden koruma gorevleri bulunur

(Cushnie ve Lamb, 2015; Alkhalidy ve ark., 2018). Beslenmede 6nemli yeri vardir.
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Propolis, bal, cay ve sarabin yani sira meyve, sebze, kabuklu yemis, tohum, bitki
govdeleri ve cigeklerde yaygin olarak bulunur (Ross ve Kasum 2002; Cushnie ve Lamb,
2015). Bitki ve flavonoidleri iceren yiyecekler eski zamanlardan bu yana ¢esitli insan
hastaliklarinin tedavisinde kullanilmistir (Alkhalidy ve ark., 2018; Zaragoza ve ark.,
2022). Flavonoidler besin ve ila¢ kombinasyonunu karsilayan niitrasétikler olarak
adlandirilir. Hem hastaliklarin 6nlenmesinde hem de tedavisinde yararlari bilimsel
olarak kanitlanmis ‘herhangi bir toksik etkiye sahip olmayan gida eksrakti’ olarak
bilinirler (Ross ve Kasum, 2002; Alkhalidy ve ark., 2018). Dokuzbini askin flavonoid
bilesigi 15 karbon atomu (C6-C3-C6) ile yaygin 3 halka parcasinin (A-B-C halkalari)
basit kimyasal yapisint paylasir (Sekil 2.2). Metil, hidroksil, glikan, asetil veya diger
grupla heterosiklik halkanin (C halkas1) fonksiyonel grubunun degisimiyle ¢esitli alt
gruplar tiiretilir. Kimyasal yapilarina gore temelde flavonoidler (2-fenil kroman) ve
izoflavonoidler (3-fenil kroman) olmak iizere 2 ana gruba ayrilirlar. 2-fenil kromanlar
flavanon, flavon, flavanol, flavan-3-ol ve antosiyanidin alt gruplarini 3-fenil kromanlar
izoflavon, izoflavan ve pterokarpan alt gruplarin1 kapsarlar (Alkhalidy ve ark., 2018;
Xing ve ark., 2021).

Sekil 2.2. Flavonoidlerin genel yapis1 (Kumar ve Pandey, 2013).

e Flavonoller; en sik rastlanan flavonoidlerden bir tanesidir. Kapari, baharatlar,
elma, kizilcik, roka, kuskonmaz, brokoli, lahana, frenk sogani, kisnis, hindiba,
rezene, zencefil, bamya, sogan, biber, turp (¢ig, c¢ekirdek, yaprak), fasulye,
karabugday basta olmak iizere bir¢ok besinde bulunur. En bilinenleri kuersetin,
kamferol, mirsertin, izoramnetin, rutin, silimarin ve silibindir. Antioksidan,
antiinflamatuvar, antikanser, kardiovaskiiler hastaliklarin ve diabetin

Oonlenmesine katki verir (Wang ve ark., 2009; Xing ve ark., 2021).
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e Flavanonlar; kurutulmus kekik, greyfurt, limon, portakal, greyfurt suyu, limon
suyu, portakal suyunda bulunmaktadir. Hesperidin, naringenin, eriodiktiol ve
naringin grubun en ¢ok bilinenlerindendir. Genellikle turuncggillerde bulunur.
Bitkilerdeki formu glikozit seklindedir. Viicuda giren bu glikozit formu epitelyal
B-glukozidaz tarafindan deglikolizasyon islemine ugrar (Alkhalidy ve ark.,
2018; Wang ve ark., 2021).

e Flavonlar; kuru kekik, kereviz tohumu, kuru maydanoz, kekik, kereviz,
maydanoz, biberde bulunur. Luteolin, apigenin, viteksin ve orientin flavonlara
ornek  olarak  verilir.  Antiinflamatuar, antioksidan, antimikrobiyal,
antihiperglisemi, antialerji ve kanserde kimyasallarin zararli etkilerini dnleme
gibi sayisiz biyolojik ve farmakolojik 6zelliklere sahiptirler (Arts ve Hollman,

2005; Wang ve ark., 2021).

e Flavan-3-oller; elma, bakla, ceviz, fistik, sarap, kakao, ¢ay (yesil, siyah), soya
fasulyesinde bulunur. Katesin, gallokatesin, epikatesin, epigallokatesin,
epikatesin 3-gallat, epigallokatesin 3-gallat, teaflavin, tealavin 3-gallat, teaflavin
3’-gallat, teaflavin 3,3’-digallat-rearubin bu grubun en bilinen ornekleridir.
Antioksidan, antiinflamatuar, antikarsinojenik, immiinmodiilator, antialerjik ve

antiviral etkileri vardir (Alkhalidy ve ark., 2018; Martin ve Ramos, 2021).

e Antosiyanidinler; yaban mersini, bogiirtlen, aronya, miirver, ahududu, turna
yemisi, tasarmudu, kus liziimii, tiziim, erik, kirmiz1 lahana, patlican, ceviz, fistik,
sarap, kara fasiilyede bulunur. Siyanidin, delfinidin, malvidin, pelargonidin,
peonidin, petunidin antosiyanidinlere o6rnektir. Diger flavonoidlerden farkli renk
yapilar1 ile taninirlar. Temel yapidan, yardimci pigmentasyondan, metal iyon
kompleksinden ve vakuol pH’indan etkilendikleri i¢in farkli renklerde goriiniir

(Neuhouser, 2004; Gutierrez ve ark., 2017).

e Izoflavonlar; kirmiz1 yonca, soya fasiilyesi ve soya fasiilyesi iiriinlerinde (siit,
yogurt, peynir) bulunur. Daidzein, genistein ve glisitein 6rnek olarak
gosterilebilir. Bu bilesiklerin antioksidan, antitiimor ve -galaktosidaz inhibitorii

etkinlikleri vardir (Wang ve ark., 2020).

Bu bilesikler pek ¢ok fizyolojik ve biyokimyasal siiregte antioksidan, enzim sistemi

inhibitoérii ve toksik maddeler ile pigmentlerin prekiirsorii olarak ayni zamanda
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enfeksiyona karst savunma, inflamatuvar cevabin diizenlenmesi ve trombosit
birikiminin gidisatin1 kapsayan ¢ok 6nemli rollere sahiptirler. Flavonoidler antioksidan,
antiinflamatuvar, antiapoptik, antiviral, antitumorejenik aktiviteler gosterir. Diosminin
hepatik yaralanmay1 da igeren bazi organ hasarlarina karsi koruyucu etkisi vardir
(Pietta, 2000; Al-Asmari ve ark., 2021; Zaragoza ve ark., 2022). Flavonoidler aglikon
veya glikozitler seklindedir. Glikozit formundaki flavonoid bagirsaga girmeden once
seker kismindan ayrilirken, aglikon formundaki flavonoid hiicre membranlarindan
gecebilmektedir. Emilen flavonoidler karacigere ulastiklarinda birgok farkli metabolik
reaksiyonlara maruz kalir. Karacigerde glukuronitler, siilfatlar ve metillenmis tiirevleri
gibi ¢esitli konjugasyon formlarina doniisiir (Ross ve ark., 2002; Walle ve ark., 2005;
Viskupicova ve ark., 2008). Agizdan baglayarak, flavonoidler ilk olarak bitki
matriksinden salinir ve bazilar1 flavonoid glikozitler tiikiiriikte aglikonlara hidrolize
edilirler. Baz1 flavonoidler mideden emilirken ¢ogunlugu ince bagirsakta enzimatik
hidrolize ugrar ve ileri derecede metabolize edilirler. Hidrolize edilme siireci beta
glukosidaz tarafindan flavonoidlerin glikozilasyonunu igerir. Hidrolize flavonoid ince
bagirsakta glukuronik asit ile konjugasyona ugrayarak daha fazla metabolize edilir.
Konjugasyonla flavonoid, yapisindaki B halkasindaki bir hidroksil grubu ile
glukuronidasyona daha az egilimli hale gelir. Bu durum daha uzun siireli bir
metabolizasyona neden olur (Németh ve ark., 2003; Walle ve ark., 2005; Alkhalidy ve
ark., 2018).

2.5. Diosmin
2.5.1. Kimyasal yapisi

Diosminin kimyasal yapist 3',5,7-trihidroksi-4’-metoksi flavone-7-ramnoglukozittir
(Sekil 2.3) (Gerges ve ark., 2022; Huang ve ark., 2022).

OH O

Sekil 2.3. Diosminin kimyasal yapis1 (Gerges ve ark., 2022).
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2.5.2. Kaynaklar

Diosmin ve onun aglikon formu diosmetin olduk¢a yaygin bilinen polifenolik
bilesiklerdir. Buchu bitkisinin (Barosma tiirleri, Rutaceae familyasi) yapraklarinda ve
Zufa otunda (Hyssopus officinalis L) bulunur. Yada turunggillerin perikarpindaki
hesperidinden sentetik olarak elde edilebilir (Khamchun ve ark., 2021; Zaragoza ve

ark., 2022).
2.5.3. Farmakolojik Etkileri

Diosmin en yaygin zayif kan akisinin neden oldugu bacak yaralar1 ve hemoroidi
onlenmede kullanilir. Siskinlikleri azaltip normal ven fonksiyonunu diizelterek etkisini
gosterir (Huwait ve Mobashir, 2022). Venoz yetmezlikte flebotonik olarak kullanilir ve
hemoroidal hastaliklarin siddetini ve semptomlarini diizenler (Khamchun ve ark., 2021;
Zaragoza ve ark., 2022). Ilk olarak sar1 kantaron bitkisinde 1925°de bulunmustur.
Hemoroid, wvarisli damarlar, vendz yetmezlik, bacak iilserleri ve diger dolasgim
bozukluklarinda kullanilmistir. Kan akisinin  kisith  oldugu vendz yetmezlikte
inflamasyonu azaltip normal kan akigii diizenler (Monograph, 2004; Huwait ve
Mobashir, 2022). Diosmin ve metabolitlerinin antioksidan, reaktif oksijen tiirlerini
yakalayict ve antiinflamatuvar etkisi vardir. Antialerjik, antibakteriyel, Ostrojenik,
antikanser, hepatoprotektif, noroprotektif, kardiyovaskiiler koruma, renoprotektif, retina
koruyucu, antitrombotik ve antiviral potansiyelleri bulunmaktadir. Agizdan alindiginda
sudaki ¢ozilintirliigliniin zay1f olmasi nedeniyle sinirli sistemik biyoyararlanima sahiptir
(Boisnic ve ark., 2018; Zheng ve ark., 2020; Gerges ve ark., 2022). Antioksidan 6zelligi
oksidatif dengesizlige bagli enzim ve biomarkerlar1 igeren bir dizi degiskenin
aktivitelerini bagarilt bir sekilde diizenlemesiyle ilintilidir. MCF-7, MDA-MB-231 ve
SKBR-3 meme kanser hiicreleri, ayn1 zamanda DU145 prostat kanser hiicreleri, A431
cilt kanser hiicreleri ve kolon, agiz, mesane ve 6zefagus kanserinde apoptozisi tetikler.
Ayrica antidiabetik Ozellikleri de mevcuttur. Diabette, noropati ve dislipidemi gibi
iligkili komplikasyonlarinda terapotik etkilere sahiptir. Diosmin ve hesperidin
kombinasyonu kronik vendz yetmezlik ve hemoroid tedavisinde etkilidir. Ayn1 zamanda
insan eklem kondrositlerinde kondroprotektif etkiye sahiptir (Khamchun ve ark., 2021,
Zaragoza ve ark., 2022; Huwait ve Mobashir, 2022). Ilk kez 1969’da inflamatuvar

hastaliklarda terapotik ajan olarak kullanilmistir. Lipit peroksidasyon gostergeleri olan
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malondialdehit ve nitrik oksit seviyelerini azaltirak oksidatif strese karsi koruyucu etki
gosterir. Siiperoksit dismutaz gibi antioksidan enzim aktivitesini ve glutasyon
seviyelerini artirir (Gandhi ve ark., 2020; Wojciak ve ark., 2022). Diosminin mikronize
nutrasdtik formiilasyonu ticari ismi Daflon® uzun yillar kronik vendz hastaliklarda,
hemoroidde, subkonjonktival ve retinal hemoraji, dis eti kanamasi ve diabetin
tedavisinde kullanilmistir (Thanapongsathorn ve ark.,1992; Srinivasan ve ark., 2019).
Oksidatif stres, miyokard infkartiis, serebral iskemi reperfiizyon hastaligi, diabet, noral
hiicre hasari, hipoksi ve kanseri i¢eren c¢esitli hastaliklarin gelisimiyle baglantilidir. Bu
antioksidan ozelliklerinden dolayi, oksidatif stresle tanimlanan hastaliklar igin gesitli
terapotik etkiler sunabilir. Serbest oksijen radikallerinin yakalanmasi ve prostaglandin
ve prekiirsorii olan isoprostan gibi oksidatif stres goOstergelerinin diizeylerinin
azaltilmas gibi etkilerinden dolay: antioksidan aktivitesi mevcuttur. Artrit, alerji, astim,
otoimmiin hastalik, ateroskleroz, diabet ve kanseri iceren pek ¢ok inflamasyonlu
hastaliga neden olur. En yaygin inflamasyon gostergeleri notrofil, bazofil, eozinofil,
trombosit, makrofajlar gibi bagisiklik sistem hiicreleri ile diger hiicre yiizey reseptorleri,
selektinler gibi adhezyon molekiilleri ve sitokinler gibi soliibl mediyatorlerdir

(Monograph, 2004; Feldo ve ark., 2018; Huwait ve Mobashir, 2022).
2.5.4. Farmakokinetik

Diosmin insanlarda plazma yar1 omrii agizdan alindiginda 26-43 saat arasindadir.
Bagirsak mikroflora enzimlerince hidrolize olan diosmetine doniisiir. Bu sekli daha
kolay emilir ve viicudun her boliimiine dagilir (Huang ve ark., 2022; Huwait ve
Mobashir, 2022). Diosmetin bagirsak ¢eperinden emilip sistemik dolagima gectiginde
enzimatik olarak 3-O-glukuronid ve 3,7-O-diglukuronide esterlenir. Agizdan diosmin
alimin1 takiben plazma diosmetin diizeyi diigliktiir. Plazma konsantrasyonlarinda
bagirsak emiliminde partikiill boyutunun kisitlayicit etkisinden dolayr diosminin
mikronize formu gelistirilmistir. Diosmin fenolik asit veya glisin konjuge tiirevlerine
parcalanarak idrarla viicuttan atilir. Alkil fenolik asit gibi parcalanma tiriinlerinin varligi
metabolizma yolagimin diger flavonoidlere benzedigini gosterir (Russo ve ark., 2018;

Huwait ve Mobashir, 2022).
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2.6. Krisin
2.6.1. Kimyasal Yapisi

Krisin (5,7-dihidroksi-2-fenil-4H-kromen 4-on) 15 karbon iskeletine sahip flavon
sinifindan polifenolik bir bilesiktir (Miyamoto ve ark., 2006; Ganai ve ark., 2020) (Sekil
2.4).

OH

OH (o)
Sekil 2.4. Krisinin kimyasal yapis1 (Miyamoto ve ark., 2006; Ganai ve ark., 2020).
2.6.2. Kaynaklar

En 6nemli dogal kaynag: ¢arkifelek meyvesi (passiflora spp), bal ve propolistir. Salgi
balinda bu flavonoidin igerigi 0,10 mg/kg’dir. Orman ballarinda bu oran 5,3 mg/kg’a
kadar ¢ikabilir. Propolisteki krisin igerigi 25 g/kg civarindadir. Mantarlardaki krisin
diizeyi ise 0,17-0,34 mg/kg aralifindadir. Krisin ve tiirevleri tibbi olarak oldukca iyi
bilinen Radix scutellariae’nin birincil bilesenlerinden biridir. Dogada aglikon yapisiyla
O-glikozit veya C-glukozit formu seklinde bulunmaktadir (Naz ve ark., 2019;
Moghadam ve ark., 2020; Gao ve ark., 2021). Krisin igeren bazi kaynaklar; Oroxylum
indicum, Cytisus multiflorus, Cytisus villosus, Crataegus oxyacantha, Pelargonium
crispum, Mangifera indica, Desmos cochinchinensis, Passiflora incarnate, Passiflora
coerulea, Scutellaria immaculata, Scutellariabaicalensis, Scutellaria ramosissima,
Scutellaria orientalis, Scutellaria bornmuelleri, Scutellaria lateriflora, Scutellaria
tomentosa, Pyrus pashia, Teloxys graveolens, Artocarpus heterophyllus, Centaurea
omphalotricha, Eriodictyon califomicum, Alpinia oxyphylla, Lactarius deliciosus,
Suillus bellinii, Pleurotus ostreatus ve Chaetomium globosum (Hadjmohammadi ve
ark., 2010; Al-Hatamleh ve ark., 2020; Talebi ve ark., 2021)’dur.
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2.6.3. Farmakolojik Etkileri

Krisin diger flavonoidlerin aksine A halkasinda hidroksil gruplart (5,7-dihidroksi)
bulunduran B halkas1 {lizerinde herhangi eklenti yap1 olmayan bir kimyasal yapiya
sahiptir. Krisinin biyolojik aktiviteleri B ve C halkalarindaki oksijenasyon eksikligi ile
ilgilidir. Farkli flavonlarin antioksidan aktivitesi farkli kimyasal yapilarindan
kaynaklanir. C-4 iizerinde karbonil grubunun varligi ve C-2 ve C-3 arasinda ¢ift bag
olmast krisinin antioksidan aktivitesi ile yakindan iligkilidir. Flavonoidler diisiik
dozlarda oldukga etkilidir oysa yiiksek miktarda tiiketildiginde toksik etkiye neden olur.
Krisinin 6nerilen giinliik dozu 0,5-3 g arasindadir (Naz ve ark., 2019; Pingili ve ark.,
2019; Gao ve ark., 2021). Obeziteye ve kardiyovaskiiler hastaliklara etkilidir.
Antialerjik, hepatoprotektif, noroprotektif, antikanser, antidiabetik, antibakteriyel,
antihipertansif, vasodilatdr, anksiyolitik, antiviral, antidstrojenik, antiaging,
antikonviilsan, antioksidan ve antiinflamatuar etki gibi bircok Ozelliklere sahiptir.
Mezenkimal kok hiicre proliferasyonunu artirir (Kasala ve ark., 2015; Naz ve ark.,
2019; Huo ve ark., 2021). Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz1 (iNOS) ve niikleer faktor-
kB’yi baskilayarak astimi onler. Histon deasetilasyon ve DNA topoizomeraz
inhibisyonuna sebep olur. Iskemi sonrasi fonksiyonel iyilesmeyi giiclendirerek
kardiyoprotektif etki olusturur. Histamin salimin1 ve proinflamatuvar sitokin
ekspresyonunu  bloke ederek  antiinflamatuar  aktivite  gosterir.  Ostrojen
reseptorii/mitojenlerce aktive edilen protein kinazin (MAPK) aktivasyonuyla
osteoporozun Oniine gecer. TNF-a ve interlokin (IL)1b’nin inhibisyonu ile matriks
metalloproteinaz-2  aktivitesini azaltip renoprotektif, antihiperkolestrolemik ve
antidiabetik etki gosterir. Meme kanser hiicresinde metastik donemi onleyici rolii vardir

(Samarghandian ve ark.,2016; Pingili ve ark., 2019).
2.6.4. Farmakokinetik

Krisinin oral biyoyararlanimi diisiiktiir. Hizla diskiyla atilir. Siilfat formu plazmada
saptanabilmektedir. Olduk¢a diisiik c¢ozirlikte, zayif derecede emilen ve hizla
metabolize edilen bir madde oldugundan biyoyararlanimi ¢ok diisiiktiir (Farkhondeh ve
ark., 2019; Talebi ve ark., 2021). Oral krisin verildiginde degismemis krisin diizeyi ¢ok
azdir. Krisinin plazmaya baglanmasi % 99’dan yiiksektir. Bu degerler kuersetin ile

olduk¢a benzerlik gosterir. Krisinin oral biyoyararlanimi siirhidir. Agirlikli olarak
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glukuronidasyon ve siilfat konjugasyonu ile metabolize edilir. Daha az olarak da
karaciger ve bagirsak hiicrelerinde oksidasyona ugrar (Nabavi ve ark., 2015; Talebi ve
ark., 2021). Metabolitlerinin eliminasyonu MRP2 tasiyicisiyla efflux ile atilimina
baghdir. Krisin glukuronat ve siilfat, idrarda ve plazmada oldukga diisiik seviyede
bulunur. Krisin ve metabolitlerinin eliminasyon yolagi fecesle olur. lyi bilinen
testesteron artici bitkisel kaynaklardandir. Insanlarda 500 mg krisin herhangi yan etkiye
ve akut dozajinda gozlenebilir bir toksik etkiye yol agmaz. Yiiksek dozda flavonoidler
toksisiteye neden olabilir (Nabavi ve ark., 2015; Mani ve Natesan, 2018; Talebi ve ark.,
2021)

2.7. Oksidatif Stres

Serbest radikaller dis yoriingesinde bir ya da daha fazla eslesmemis elektron bulunan
molekiill ya da molekiil parcalaridir. Diger molekiillerden bir elektron yakalama
yatkinliklarindan dolay1 stabil degildir ve oldukga reaktif yapilardir. Siiperoksit iyonu
(Oy), hidroksil radikali (OH), alkoksil radikali (RO), peroksil radikali (ROO),
hidroperoksil radikali (ROOH) gibi reaktif oksijen tiirleri oksidatif stresle ortaya cikar.
Reaktif nitrojen tiirleri ise nitrik oksit (NO), nitrik dioksit (NO;) ve peroksinitrit (NO3)
gibi maddelerdir. En ¢ok bilinen bu iki tiirlin disinda reaktif kiikiirt tiirleri, reaktif
karbonil tiirleri ve reaktif selenyum tiirleri bulunmaktadir (Halliwell ve Gutteridge,
1990; Finaud ve ark., 2006; Pisoschi ve Pop, 2015; Sies ve ark., 2017). Oksidatif stres,
oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar lehine degismesi, redoks
sinyallerinin ve fizyolojik fonksiyonlarin bozulmasiyla karakterize bir durumdur.
Oksidatif stres geri doniisiimsiiz kimyasal modifikasyonlara neden olur. Oksidatif stres
kavrami, redoks homeostazinin kararli degisikligini ifade eder. Bu dengenin bozulmasi
stresi baglatan olaydir (Frijhoff ve ark., 2015; Ursini ve ark., 2016). Viicutta serbest
radikallerin neden oldugu olumsuz etkileri 6nlemek i¢in bir¢cok antioksidan savunma
sistemi bulunur. Antioksidanlar, hedef molekiilde oksidatif hasar1 geciktiren veya
engelleyen maddelerdir. Bu molekiiller elektron vererek serbest radikalleri noétralize
edecek kadar kararlidir. Serbest radikal hasarina karsi korunma sisteminin temeli
oksidasyon karsit1 enzimatik sistemdir. Antioksidanlar biyolojik oksidan ile antioksidan
dengesini korumak i¢in fazla reaktif oksijen tiirlerini detoksifiye eden temizleyicilerdir.
Endojen antioksidanlar; radikal olusumunu engelleyerek, kendilerini okside ederek ve

notralizasyona neden olarak diger molekiillerin oksidasyon reaksiyonlarini geciktirerek
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etki gosterirler. Ayrica bazi antioksidanlar metal selatorleri gibi davranip metal pro-
oksidanlar1 daha kararli kimyasal formlara doniistiirtirler (Halliwell ve Gutteridge, 1990;
Gulcin, 2020; Vona ve ark., 2021). Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
glutasyon peroksidaz (GSH-Px) gibileri enzimatik antioksidanlar ve tokoferol (E
vitamini), askorbik asit (C vitamini), betakaroten, retinol (A vitamini), flavonoidler,
tioller, koenzim Q10 gibi bir ¢ok madde ise non-enzimatik antioksidanlardandir.
Flavonoidlerin konfigiirasyonlar1 ve toplam hidroksil gruplarinin sayis1 biiyiik dlgiide
antioksidan kapasitelerini etkiler. B halkas1 hidroksil konfigiirasyonu ROS yakalamanin
en 6nemli belirleyicisidir (Halliwell ve Gutteridge, 1984; 1990; Finaud ve ark., 2006;
He ve ark., 2017).

2.8. Apoptoz

Apoptozis ve programli hiicre 6liimii genellikle birbirinin yerine kullanilan terimlerdir.
Hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri, genlerle diizenlenen, programli, RNA, protein
sentezi ve enerjiye gereksinim duyan ve organizmada homeostazi dengeleyen olaya
verilen isimdir. Bu terim ilk olarak 1972’de J.F K. Kerr tarafindan tanimlanmistir (Kerr
ve ark., 1972; Renehan ve ark., 2001). Apoptoz dogumdan Sliime kadar bir¢ok farkl
durumda meydana gelen bir olgudur. Memelilerde el ve ayak parmaklar1 arasindaki
bosluklarin meydana gelmesi, merkezi sinir sisteminin sekillenmesi, cinsel gelisimde
duktus sisteminin gerilemesi, menstruasyon esnasinda endometriyumun fonksiyonel
tabakasinin uzaklastirilmasi, dongli sonunda korpus luteumun involiisyonu, diabet,
Parkinson, Alzheimer, bagisiklik sistemi hastaliklari, timoér olusumu, oksidatif stres gibi
pek ¢ok durumda apoptozis meydana gelir (Kannan ve Jain, 2000; Marti ve ark., 2001;
Degterev ve ark., 2003; Subramaniam ve Chesselet, 2013; Arya ve White, 2015).
Apoptoz siireci ¢ok hiicreli organizmalarda yiiksek oranda devam eder ve genetik olarak
kontrol edilir. Apoptoz uyarisi alan bir hiicre ¢evre hiicrelerden bagini koparip biiziisiir
ve kromatin iplik yogunlasir. DNA niikleozamdan ayrilip jel elektroforezinde bakilirsa
merdiven bant goriiniimii aldig1 goriiliir. Organeller yapisal biitiinliigiinii korurken hiicre
zarindaki fosfotidil serin zarin i¢ yiizeyinden dis ylizeyine geger. Hiicre ¢ekirdegi
kiicliliip pargalara ayrilir ve sonugta hiicre kopar apoptik cisimler meydana gelir.
Meydana gelen apoptik cisimler makrofajlar tarafindan algilanir. Fagositoz olay1 baslar
(Bellamy, 1995; Elmore, 2007; D'Arcy, 2019). Apoptoz siirecinde Bcl-2 ailesi gibi

molekiiller, p53, kaspazlar, kalsiyum, sitokrom-c gibi proteinler ve mitokondriyonlar rol
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oynar. Bcl-2 hiicrenin yasayip yasamayacagina karar veren onemli bir gen ailesidir.
Mitokondriyal dis zarin gegirgenligini diizenler. Birbirinden zit iki liyesi vardir. Bunlar;
proapoptik iiyeler ve antiapoptik iiyelerdir. Bir hiicrede bulunan proapoptik ve
antiapoptik yap1 orami hiicresel stres diizeyi hakkinda bilgi verir. Bu stres diizeyini
besinler, DNA hasar1 ve protein islenme boyutu gibi durumlar belirler. Proapoptikler
apoptoza yatkinligr artirirken antiapoptikler azaltir. Bad, Bax, Bid, Bak, Bim, Puma,
BclXs, ve noxa propapoptik Bcl-2 tiyeleridir (Adams ve Cory, 2001; Mcllwain ve ark.,
2013; Warren ve ark., 2019). p53’e bagimli apoptozis i¢in uyaricilar; DNA hasari,
onkogen aktivasyonu, hipoksi, belirli sitokinler ve sitokin yoklugu ve 1s1 sokunu igerir.
Yaglanmay1, hiicre dongiisini G1 ve/veya G fazinda durdurmasi veya apoptozu
indiikleyerek hiicresel biliylimeyi kisitlamasi p53°tin 6zelliklerindendir. Hasar tamir
edilemeyecek durumda ise Bax, Apaf-1 ve Fas aktivasyonu artirip Bcl-2 ve Bcl-xL’yi
baskilar ve apoptozu indiikler (Vousden ve Lu, 2002; Redza-Dutordoir ve Averill-
Bates, 2016). Fas, TNF reseptorlerinden en ¢ok bilinenidir. Fas aracili apoptoz normal
hiicre fonksiyonlariin siirdiiriilmesi i¢in gereklidir ve hiicrelerde ¢esitli sinyal yolaklar1
tarafindan diizenlenir. Fas reseptorlerinin en Onemli rollerinden birisi bagisiklik
yanitinin diizenlenmesidir. Fas reseptor sinyali T hiicresi ve B hiicresinin geligimini,
olgunlagmasint ve kaldirilmasini diizenler. Bir enfeksiyona karsi edinilmis bagisiklik
yaniti siiresince olgunlasmis T hiicrelerinin aktivasyonu ornek olarak verilebilir. Fas
reseptorleri APO-1 veya CD95 olarak bilinen tip-1 membran proteinleridir (Curtin ve
Cotter, 2003; Strasser ve ark. 2009). Kaspazlar bir¢ok hiicrede inaktif proenzim
formunda yaygin sekilde bulunur. Bir kez aktive olduklarinda ise bir proteaz kaskadinin
baslamasma izin veren diger prokaspazlari aktive edebilirler. Kaspazlar aktive
edildiklerinde geri doniisiimsiiz bir zorunluluk ile hiicre 6liimii ortaya ¢ikar. En iyi
bilinen 10 kaspaz; baslaticilar (kaspaz-2,-8,-9,-10), effektorler ya da karar vericiler
(kaspaz-3,-6,-7) ve inflamatuar kaspazlar (kaspaz-1,-4,-5) olarak siniflandirilabilir.
Kaspaz aktivitesi hiicresel bir aile tarafindan diizenlenir. Apoptozisin inhibitdr etkisinde
kaspaz-3, kaspaz-7 ve kaspaz-9 inhibisyonu muhtemel rol oynamaktadir (Rai ve ark.,
2005; Xu ve ark.,2019). Apoptozis mekanizmasit oldukga karisik ve birbiriyle iligki 2
ana yolakdan olusur. Ekstrinsik yolda TNF reseptorleri (6liim reseptorleri olarak da
adlandirlir) rol oynar. Oldiiriicii reseptérler ligand ve karsiliklari ile FasL/FasR, TNF-
o/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 ve Apo2L/DR5’i igerir. Intrinsik yol,
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mitokondriyal yolak olarak da bilinir ve Bcl-2 ailesi tarafindan diizenlenir. Bu yola
digsal uyaranlar aracilik eder. Oliim reseptorlerinin siiper ailesinden transmembran
proteinlerinin  oligomerizasyonu ile veya spesifik faktorlerin  hiicre  dist
konsantrasyonlar1 belirli bir esige ulastiginda; Oliimciil sinyallerin veya bagimlilik
reseptOrlerinin iletilmesini tetikler. DNA hasari, hipoksi, hatali bir hiicre dongiisii ve
hiicrenin hayatta kalma faktorlerinde birinin kaybindan kaynaklanan hiicresel stres
sinyallerine cevap olarak olusur (Ashkenazi ve Dixit, 1998; Ren ve ark., 2010; Gurzov
ve Eizirik, 2011). Apoptozun tespitinde 3 farkli yontem vardir. Apoptozun tespiti,
membran degisiklikleri, DNA fragmantasyonu, sitotoksisite ve hiicre proliferasyonu,
mitokondriyal hasar, immiinolojik tespit ve mekanizma bazli analizler ile ilgili
yontemleri igerir. Bunlardan ilki morfolojik goriintiileme yontemidir. Isik mikroskobu
ile degerlendirilen hematoksilen ve giemza boyama; floresan mikroskobu ile
degerlendirilen propidium iyodiir ve hoechst; elektron mikroskobu ve faz kontrast
mikroskobu bu yontemlerdendir. Ikincisi ise immunohistokimyasal y&ntemlerdir.
Anneksin V, TUNNEL, M30 ve kaspaz-3 bu yontemlere girer. Sonuncu yontem ise
biyokimyasal yontemlerdir. Bunlar agaroz jel elektroforez ve western blottur (Galluzzi

ve ark., 2009; Banfalvi, 2017).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Malzeme, Cihaz Ve Kimyasallar
3.1.1. Kullamilan Cihazlar ve Laboratuvar Malzemeleri

Antikoagulantl tiip (Lityum heparin)
Antikoagulantsiz tiip
Azot altinda ugurma sistemi (Digital Dry Bath)
Azot tanki (SJ-CRYO-YDS-10)
Balon joje
Beher
Buz makinesi (Kale Buzzbar)
Buzdolabi (Profilo BD 2663TM)
Deiyonize su cihaz1 (GLF, 2004)
. Derin dondurucu (Arctiko ULUF 550-2M -80 °C)
. Dikey elektroforez sistemi (Biorad)
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. ELISA mikroplate okuyucu (Bio-Tek synergy H1 reader)
. ELISA plate yikayic1 (Bio-Tek Elx 50)

. Enjektor (21 G)

. Ependorf tiip (200 pl, 1,5 ml ve 2 ml)
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. Erlenmayer
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. Gaz kromatografi vialleri (Agilent)
. Gaz kromatografisi (Agilent 6890N)
. Hassas terazi (Sartorius TE3102S ve BP1215)
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. Homojenizator (Heidolph Silient Crusher M)



21. Isitict Blok (DLAB HCM-100 Pro)

22. Kaniil

23. Manyetik karistiric1 (Heidolph MR Hei-Standard)

24. Mikropipet (Termo Finnpipette 1-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 ul)
25. Mini trans blot sistemi (Biorad)

26. Oto-ornekleyici (Agilent 7683B)

27. pH metre (Metler Toledo seven easy pH GmbH 8603)

28. Sogutmal1 santrifilij (Sigma 3K30)

29. Spektrofotometre kiiveti (Quartz) (Helma)

30. Su banyosu (Niive BM402)

31. UV-VIS Spektrofometre (Thermo Helios o)

32. Vida kapakli tiip

33. Vorteks (Heidolph Reaxtop)

34. Western blot goriintiileme sistemi (Fusion Fx, Vilber Lourmat)

35. Yatay karistiric1 (Heidolph Rotamax 120)
3.1.2. Kimyasallar

1.1.3.3. tetraetoksipropan (C11H240,) (Sigma T 9889)
1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) (Supelco 1024270025)
2-merkaptoetanol (Sigma M3148)
2-tiyobarbitiirik asit (C4HsN,0,S) (Merck 108180)
5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) (Sigma D8130)
Akrilamid (CH,=CHCONH,) (Sigma A8887)
Amonyum persiilfat (APS) (Sigma A9164)
Amonyum siilfat ((NH4),SO,4) (Merck 101217)
Aseton (Merck 10020)

. Azot gaz1 (% 99,9999)

. Bakir klorit dihidrat (CuCl,2H,0) (Merck 102733)

. Bakir siilfat (CuSOg,) (Merck 102791)

. Bax poliklonal antikor (Elabscience E-AB-13814)

. Bcl-2 poliklonal antikor (Elabscience E-AB-60012)

. Beta-aktin poliklonal antikor (Elabscience E-AB-40338)

. Bromofenol mavisi (C19H10Br4,0sS) (Sigma 114391)
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17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44,
45.
46.
47.

Cryo tiip (Distan vidali 2 ml)

D-glukoz-6-fosfat sodyum tuzu (CsH12NaOgP) (Sigma G7879)
Dimetil sulfoksid ((CH3),SO) (Merck 1.16743)

Diosmin ((C2sH33015) (Sigma D3525)

Di-sodyum hidrojen dodekahidrat (Na;HPO412H,0) (Merck 106573)
Etanol absolut (CH3;CH,0OH) (Merck 100983)

Etilendiamin tetraasetik asit potasyum (EDTA) (KOOCCH;);NCH,CH;N
(CH,COOK)CH,COOH-2H,0 (Merck 814696)

Flavin adenin diniikleotit (FAD) (C27H31NgNa,015P,xH,0) (Sigma N6625)
Folin ciocalteu’s fenol (CgHgO) (Merck 109001)

Formaldehit (CH,0) (Merck 104002)

Glasiyel asetik asit (CH3COOH) (Merck 100056)

Gliserol (C3HgO3) (Sigma G9012)

Glisin (NH,CH,COOH) (Sigma G8898)

Glutasyon okside (Santa Cruz SC29093A)

Glutasyon rediiktaz (NAD(P)H) (Sigma G3664)

Hemoglobin (Sigma H2500)

Hidrojen gazi (% 99,9999)

Hidrojen peroksit (H20,) (Merck 108600)

Hidroklorik asit (HCI) (Merck 100314)

Kaspaz-3 (Elabscience E-AB-60017)

Kaspaz-9 (Cell Signaling 9508S)

Kemiliiminesans goriintiileme reaktifi (Thermo 34080)

Ketamin (Alfamin)

Krisin (C15H1004) (Sigma C80105)

Ksantin (Sigma X0626)

Ksantin oksidaz (Sigma X1875)

Ksilazin (Rompun % 2)

Magnezyum klorid (MgCl,) (Sigma M8266)

Metanol (CH3OH) (Merck UN1230)
N,N,N'",N"-tetrametiletilendiamid ((CH3)2NCH,CH;N(CHz3),) (Sigma T9281)
N,N'-Metilenbisakrilamid (CH,=CHCONH),CHy) (Sigma M7256)
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48.
49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
77.

78.

N,N-metilen-bis-akrilamid (CH,=CHCONH)2CH, (Sigma M7256)
N-1-naftiletilendiamin dihidrokloriir (C12H16Ci2N2) (NED) (Merck 106237)
n-Butanol (CH3(CH2)3;0H) (Merck 100988)

n-Hekzan (Merck 104368)

Nitrat rediiktaz (Sigma N7265)

Nitro blue tetrazolium klorid (C4oH30N1006-2Cl) (Sigma N6876)
Ortofosforik asit (HsPO,4) (Merck 100563)

p53 (Elabscience E-AB-60866)

PCR tiipleri (Isolab 0,2 ml)

Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,4) (Merck 104873)

Potasyum fosfat dibazik (K;HPO,) (Ks[Fe(CN)e]) (Sigma 60356)
Potasyum hekzosiyanoferrat (Merck 104971)

Potasyum klorid (KCI) (Merck 104936)

Potasyum siyanid (KCN) (Merck 104965)

Potasyum sodyum tartarat tetrahidrat (C4H4;KNaOg4H,0) (Merck 108087)
Pridin (CsHsN) (Merck 107462)

Rabbit anti rat Ig G (Elabscience E-AB-1005-200)

Rediikte glutasyon (C1oH17N306S) (Merck 104090)

RIPA lizis buffer sistem (Santa Cruz 24948A)

S1g1r albumini (Sigma A4503)

Sodyum azid (NaN3) (Merck 106688)

Sodyum dihidrojenfosfat dihidrat (NaH,PO42H,0) (Merck 106345)
Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma L3771)

Sodyum hidrojen karbonat (C1,H,50S0,0ONa) (Merck 106329)
Sodyum hidroksit (NaOH) (Carlo Erba 480507)

Sodyum karbonat (Merck 106392)

Sodyum kloriir (NaCl) (Merck 106404)

Sodyum nitrit (NaNO,) (Merck 106549)

Spektra™ multikolor protein markir (Thermo 26634)

3-Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat disodyum tuzu (NADP) (Sigma

10128031001)
Sulfanilamid (CgHgN»O,S) (Merck 11799)



79. Super Signal™ West piko PLUS kemiluminesent substrat (Thermo 34580)

80. Siit tozu (Sigma 70166)

81. Tau-fluvalinat (PESTANAL Sigma 46294)

82. Triklorasetik asit (TCAA) (CCI3COOH) (Merck 100810)

83. Triton X-100 (CgH17,CsH4(OCH,CH;)nOH) (Merck 108603)

84. Trizma baz (NH,C(CH,0H)3) (Sigma T6066)

85. Trizma hidroklorid (NH,C(CH,0OH)3-HCI) (Sigma T5941)

86. Tween 20 (C1gH3406) (Sigma P1379)

87. B-merkaptoetanol (HSCH,CH,0H) (Sigma 3148)

88. B-Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat sodyum tuzu hidrat (Sigma N0505)

89. B-Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat tetrasodyum (B-NADPH) (Sigma
N6505)

3.2. Kullanilan Reaktifler
3.2.1. Biyokimyasal Analizlerde Kullanilan Reaktifler

Drabkin reaktifi (1 g sodyum hidrojen karbonat (NaHCO3)+0,2 g potasyum
hekzosiyanoferrat (Ks[Fe(CN)g])+0,05 g potasyum siyanid (KCN) alinip distile suda
cozdiiriilerek 1000 ml’ye tamamlandi), Folin Fenol ¢ozeltisi (% 10) (1 kisim folin
ciocalteu's fenol (CsHgO)+9 kisim distile su toplam hacim 10 kisima tamamlandi), bakir
reaktifi (4 g sodyum karbonat (Na,CO3) 40 ml distile suda ¢ozdirildi, 0,268 g
potasyum sodyum tartarat tetrahidrate (C;H;KNaOg4H,O) 10 ml distile suda
¢ozdiiriildii, 0,128 g bakir siilfat (CuSO4) 10 ml distile suda ¢ozdiiriildii; bunlar sirasiyla
20:1:1 oraninda olacak sekilde alindi ve karistirildi), tuzlu fosfat tamponu (PBS) (8 ¢
sodyum Klorit+0,2 g potasyum klorit+1,44 g sodyum dihidrojenfosfat dihidrat+0,24 g
potasyum dihidrojen fosfat tartilarak 1 L’ye distile su ile tamamland1 (pH: 7,4), sigir
serum albiimini (BSA)/PBS stok ¢ozeltisi (0,008 g sigir albiimini+5 ml PBS), sodyum
dodesil siilfat (SDS) (% 8,1) ¢ozeltisi (2,43 gtdistile suda 30 ml’ye tamamlandi), asetik
asit (% 20) ¢ozeltisi (46 ml glasiyel asetik asittsu ile hacmi 230 ml’ye tamamlandi),
tiyobarbitiirik asit (TBA) (% 0,9) ¢ozeltisi (2,07 g TBA+hacmi distile su ile 230 ml’ye
cozdiiriilerek ayarlandi), 1.1.3.3.tetraetoksipropan standart ¢ozeltisi (0,05 ml 1.1.3.3.
tetraetoksipropan+etanol ile son hacim 10 ml’ye ayarlandi. Bu karigimdan 0,2 ml alinip

distile su ile hacmi 10 ml’ye tamamlandi), SOD reaktifi (NaOH (0,1 N) (Ksantin stok
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¢ozeltisi icin) (0,40 g sodyum hidroksit+toplam hacim 100 ml olacak sekilde distile
suda ¢ozdiirtildii), ksantin stok (3 mmol/L) ¢ozeltisi (0,023 g ksantin+5 ml NaOH (0,1
N) ile ¢ozdiiriilerek distile su ile hacmi 50 ml’ye ayarlandi), ksantin ¢alisma ¢ozeltisi
(20 ml ksantin stok c¢ozeltisitdistile su ile son hacim 200 ml’ye tamamlandi),
EDTA.Na,.2H20 (0,6 mmol/L) ¢ozeltisi (0,022 g etilendiamin tetraasetik asit potasyum
(EDTA)+toplam hacim 100 ml’ye c¢ozdiiriilerek tamamlandi), nitroblutetrazolium
(NBT) (0,15 mmol/L) ¢6zeltisi (0,012 g nitro blue tetrazolium klorit+toplam hacim 100
ml olacak sekilde distile suda ¢ozdiiriildii), Na,CO3; (400 mmol/L) ¢ozeltisi (2,544 g
sodyum karbonat (Na,COs)+toplam hacim 60 ml olacak sekilde distile suda
¢ozdiiriildii), sigir serum albiimin (1 g/L, % 0,1) ¢ozeltisi (0,03 g sigir albiimini+toplam
hacim 30 ml olacak sekilde distile suda ¢6zdirildi), SOD reaktifi (200 ml ksantin
calisma c¢ozeltisi) 100 ml EDTA+100 ml NBT+60 ml Nay,CO3+30 ml sigir serum
albiimin ¢ozeltisi+toplam hacim 490 ml olacak sekilde karistirildi), amonyum siilfat
¢ozeltisi (2 mol/L) (13,214 g amonyum siilfat+50 ml distile suda ¢ozdiiriildii), ksantin
oksidaz (0,1666 U/ml) ¢ozeltisi (ksantin oksidaz enziminden (40 U/12,1 ml) 105,5
pl+2000 pl 2 M amonyum siilfat ¢ozeltiside ¢ozdiiriildii), bakir kloriir (0,8 mmol/L)
¢ozeltisi (0,0136 g bakir klorit dihidrat+100 ml distile suda ¢6zdiirtildi), tris-HCI
tamponu (0,2 M)+EDTA tamponu (20 mM) (7,08 g tris hidroklorit+6,68 g tris
base+3,72 g etilendiamintetraasetik asit (EDTA) tartildi+hacmi distile su kullanilarak
500 ml’ye ayarlandi (pH: 8,2), sodyum sitrat (% 1) ¢ozeltisi (1 g tri-sodyum sitrat
dihitrat+100 ml distile suda ¢6zdiiriildii), DTNB (10 mM) ¢ozeltisi (0,396 g 5,5’-ditio-
bis-2-nitrobenzoik asit (DTNB)+100 ml % 1°lik sodyum sitrat ¢ozeltisinde ¢ozdiiriildii),
glutasyon standart c¢ozeltisi (0,01229 g rediikte glutasyon+10 ml distile suda
¢ozdiiriildii), fosfat tamponu (pH: 7,0; 50 mmol/L) (14,536 g sodyum dihidrojen fosfat
dihidrat+7,044 g potasyum fosfat dibazik-+distile suda ¢ozdiiriilerek son hacim 2000 ml
ayarlandi), fosfat tamponunda hidrojen peroksit ¢ozeltisi (250 ml fosfat tamponu+275
ul hidrojen peroksit 1s1k almayan bir siseye ekledi ve c¢alkalandi), tris-HCI (0,1 M)
tamponu (4,44 g tris hidroklorit+2,65 g tris base tartildi distile suda ¢ozdiiriilerek son
hacim 500 ml tamamland1 (pH 8,0 olarak ayarlandi1), glutasyon (60 mM) ¢ozeltisi
(0,0922 g rediikte glutasyon+bir miktar distile su igerisinde ¢6zdiiriildii ve son hacim 5
ml olarak ayarland), NADPH (2 mM) c¢ozeltisi (0,00249 g B-Nikotinamid-adenin

diniikleotid fosfat (indirgenmis), tartildi bir miktar distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek son
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hacim 4,5 ml olarak ayarlandi), amonyum stilfat (3,6 M) cozeltisi (4,757 g amonyum
stilfat+bir miktar distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek son hacim 10 ml’ye ayarlandi),
glutasyon rediiktaz ¢ozeltisi (2,5 KU olan glutasyon rediiktaz 12 pl+88 ul distile suyla
karistirildi. Bu karisimdan 12 pl alind1 1988 pl 3,6 M amonyum siilfat ile karistirildi),
sodyum azit (30 mM) c¢ozeltisi (0,0195 g sodyum azid tartildi+10 ml distile suda
cozdiiriilerek ayarlandi), H2O; (1,5 mM) ¢ozeltisi (128,9 pl hidrojen peroksit iistiine 1 L
distile su eklendi), potasyum fosfat (50 mM) tamponu (5,356 g potasyum fosfat dibazik
ve potasyum dihidrojen fosfat tartildi ve az miktarda distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek
pH 7,0’ye ayarland1 ve son hacim 1000 ml’ye ayarlandi), rediikte glutasyon (20 mM)
cozeltisi (0,0307 g rediikte glutasyon+bir miktar distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek son
hacim 5 ml’ye ayarlandi)), CDNB (20 mM) ¢ozeltisi (0,0202 g 1-kloro-2,4-
dinitrobenzen (CDNB)+az miktarda etanolde ¢ozdiiriildiikten sonra hacmi distile su ile
10 mlI’ye tamamlandi, potasyum fosfat (0,5 M) tamponu (3,7713 g potasyum fosfat
dibazik+0,4556 g potasyum dihidrojen fosfattaz miktarda distile su igerisinde
¢ozdiiriilerek hacmi 50 ml olarak ayarlandi (pH: 7,2 olarak ayarlandi), EDTA (50 mM)
¢ozeltisi (0,9306 g etilendiamin tetraasetik asit potasyum-+bir miktar distile su i¢erisinde
cozdiiriilerek hacmi distile su ile 50 ml’ye tamamland1 (pH 7,6), GSSG (30 mM)
¢ozeltisi (0,0295 g L-glutasyon oksit disodyum tuzu+bir miktar distile su igerisinde
¢ozdiiriilerek son hacim 1,5 ml olarak ayarlandi), NADPH (1 mM) ¢ozeltisi (0,0037 g
B-Nikotinamid-adenin diniikleotid fosfat (indirgenmis)+10 mM Tris-HCI tamponunda
¢ozdiiriilerek son hacim 4,5 ml’ye ayarlandi), tris-HCI (10 mM) ¢ozeltisi (0,1212 g tris
hidroklorit+0,0278 g tris base+bir miktar distile su igerisinde ¢ézdiiriiliilerek son hacim
100 ml olarak ayarlandi (pH 7,6), fosfat tamponu (10,1414 g sodyum dihidrojenfosfat
dihidrat+0,6803 g potasyum fosfat dibazik+bir miktar distile suda ¢ozdiiriilerek son
hacim 100 ml’ye tamamland1 (pH 7,5), NADPH (0,86 mM) ¢d6zeltisi (0,00716 g B-
Nikotinamid-adenin diniikleotid fosfat 4Na (indirgenmis)+distile su i¢inde ¢ozdiiriilerek
10 ml’ye tamamlandi), FAD c¢ozeltisi (0,11 mM) (0,0046 g flavin adenin diniikleotit
(FAD)+distile su i¢inde ¢ozdiiriirlerek 50 ml’ye tamamlandi), nitrat rediiktaz (1 U/ml)
cozeltisi (pH 7,5’1uk fosfat tamponu ile 1 U/ml konsantrasyonda taze olarak
hazirlandi), fosforik asit (% 5) ¢ozeltisi (2,941 ml % 85’lik fosforik asitten alinarak
tizerine eklenen distile su ile hacim 50 ml’ye tamamlandi), siilfanilamid (% 1) ¢ozeltisi

(0,5 g siilfanilamid+% 5°’lik fosforik asit ¢ozeltisinden bir miktar alinip ¢ozdiiriilerek
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son hacim ayni ¢ozeltiyle 50 ml’ye tamamlandi), N-(1-naftil) etilendiamin ¢ozeltisi
(0,05 g N-l1-naftil etilendiamin dihidrokloriir (NED)+az miktarda distile suyla
¢ozdiriilereck hacim 50 ml’ye tamamlandi), griess reaktifi (1:1 oraninda % 1’lik
stilffanilamid ¢ozeltisi ve % 0,1°lik N-(1-naftil) etilendiamin ¢ozeltisi karistirildi),
NO,/NOj standart (80 pmol/ml) ¢ozeltisi (0,0552 g sodyum nitrit+10 ml distile suda
¢ozdirildi), tris (1 M )-EDTA (5 mM) tamponu (8,88 g tris hidroklorit+5,30 g tris
base+0,1861 g etilendiamin tetraasetik asit potasyum (EDTA)+distile suda ¢ozdiirtilerek
son hacimde 100 ml olarak ayarland1 (pH 8,0), MgCl, ¢ozeltisi (0,1 M) (0,9521 g
magnezyum klorit+100 ml distile suda ¢ozdiiriildii), glukoz 6-fosfat (6 mM) ¢ozeltisi
(0,0073 g D-Glukoz-6-fosfat+4 ml distile suda ¢ozdiiriildii), NADP+ (2 mM) ¢ozeltisi
(0,0063 g B-Nikotin adenin diniikleotit fosfat disodyum tuzu+4 ml distile su igerisinde

¢Ozdiirtldii).

3.2.2. Western Blotta Kullamlan Reaktifler

Akrilamid ¢ozeltisi: 1 g bisakrilamid+29 g akrilamid+100 ml distile suda ¢ozdiiriildi.
Jel tamponu

1. Ayirici jel tamponu (Alt Jel): pH 8,8’¢ ayarl tris HCI (1,5 M).

2. Yigilama jel tamponu (Ust Jel): pH 6,82’¢ ayarli tris-HCI (0,5 M).

SDS (% 10): 10 g sodyum dodesil siilfat (SDS)+100 ml distile suda ¢6zdiiriildii.

APS (% 10): 0,1 g amonyum persiilfat (APS)+1 ml distile suda ¢ozdiiriildii.

4X Yigicl jel cozeltisi (0,5 M Tris, % 0,4 SDS): 3,0275 g tris baz+0,2 SDS+distile
suyla 50 ml’ye tamamlandi (pH 6,8).

6X Yiikleme tamponu: 7 ml 4X yigict jel ¢ozelti+1,2 mg bromofenol mavisi+1 g
SDS+3,6 ml gliserol (Bioshop, GLY001)+distile su ile 10 ml hacme tamamlanarak 5-10
dakika kaynatildi ve 1X olarak seyreltilerek kullanildi.

Protein yiikleme tamponu: Taze olarak 100 pl yiikleme tamponu igerisinde 4 pl B-

merkaptoetanol eklenerek deney giinii hazirlandi.

1X Elektroforez yiiriitme ¢ozeltisi: 10 ml hacmindeki SDS 100 ml 10X elektroforez

yiirlitme ¢ozeltisi icerisine eklenerek distile suyla 1 L hacme tamamlandi.
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10X Elektroforez yiiriitme cozeltisi: 6,055 g tris baz+28,82 g glisin+200 ml hacme

tamamlandi.

Transfer ¢ozeltisi: 150 ml metanol+100 ml 10X elektroforez yiiriitme ¢ozeltisi+distile

suyla 1 L’ye tamamlanda.

% S Oranindaki siit tozu ¢ozeltisi: 500 mg yagsiz siit tozu tartildi ve TBST eklenerek

10 ml’ye tamamlandi.

10X TBS (Trisbuffered saline): 24 g tris baz+88 g NaCl+distile suda ¢ozdiiriilerek 1
L’ye tamamland1 (pH 7,6).

TBST (Trisbuffered saline, Tween 20 % 0,1): 10X TBS’ten 100 ml+900 ml distile
su+1 ml Tween 20 eklendi.

3.3. Yontem
3.3.1. Deneyde Kullanilan Hayvan

Arastirma kapsamimda Erciyes Universitesi Deneysel Arastirmalar Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nden temin edilen Wistar Albino irki 4-6 haftalik erkek (150-200 g)
ve her bir grupta 10’ar hayvan olacak sekilde toplamda 60 adet rat kullanildi. Hayvanlar
22-24 °C oda 1sisinda 12 saat aydinlik/karanlik ortaminda tutuldu. Gruplar
olusturulurken kafeslerin (polietilen yapida) her birine en fazla 4 rat yerlestirildi.
Hayvanlarin yemleri ve sular1 ise uygulama boyunca siirekli onlerinde hazir halde

bulunduruldu.
3.3.2. Deneyde Olusturulan Gruplar

Grup 1: Kontrol grubu olarak belirlendi. Bu gruptaki ratlara yalnizca tagit madde (misir

yagi1) agizdan gavajla uygulandi.

Grup 2: Ratlara 20 mg/kg.ca dozundaki diosmin misir yagi iginde agizdan gavajla

uygulandi.

Grup 3: Ratlara 20 mg/kg.ca dozunda krisin musir yagi i¢inde agizdan gavajla
uygulandi.

Grup 4: Ratlara 20 mg/kg.ca dozunda tau-fluvalinat misir yagi i¢inde agizdan gavajla

uygulandi.

36



Grup 5: Ratlara 20 mg/kg.ca dozunda tau-fluvalinat ile 20 mg/kg.ca dozunda diosmin

misir yagi i¢inde agizdan gavajla uygulandi.

Grup 6: Ratlara 20 mg/kg.ca dozunda tau-fluvalinat ile 20 mg/kg.ca dozunda krisin

misir yagi i¢inde agizdan gavajla uygulandi.

Tim uygulamalar her giin giinde bir kez 21 giin siireyle gerceklestirildi. Tau-fluvalinat
uygulandiktan 4 saat sonra diosmin/krisin verildi. Calismada uygulanan tau-fluvalinat
icin ratlarda agizdan LDsp degeri (EPA, 1986; EMEA, 1995) esas alindi. Krisin
(Zeinali ve ark., 2018; Tekeli ve ark., 2022; Zeinali ve ark., 2022; Tekeli ve ark., 2023)
ve diosmin (Eraslan ve ark., 2017; Agir ve Eraslan, 2019; Mirzaee ve ark., 2019;
Bozdag ve Eraslan, 2020; Tekeli ve ark., 2021; Bahar ve Eraslan, 2023) dozunun
ayarlanmasinda Onceki yillarda gerceklestirilmis benzer ¢alismalar g6z Oniinde
bulunduruldu. Deney protokolii Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu’na sunuldu ve onay (18/156) alindu.
3.3.3. Orneklerin Toplanmasi

Yirmi birinci gliniin sonunda ratlara 87 mg/kg.ca ketamin ve 13 mg/kg.ca dozunda
ksilazin kas i¢i yolla verilerek anesteziye alindi. Kalbe yesil uclu kaniil yardimiyla
antikoagulantli (lityum heparin) ve antikoagulantsiz tiiplere kan alidi. Takiben servikal
dislokasyonla hayvanlarin karaciger, bobrek, beyin, testis, kalp ve akcigeri ¢ikarildi.
Doku ve kanda malondialdehit (MDA), nitrik oksit (NO), glutasyon (GSH), katalaz
(CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), glutasyon peroksidaz (GSH-Px), glutasyon rediiktaz
(GR), glutasyon-S-transferaz (GST) ve glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD)
aktiviteleri/diizeyleri degerlendirildi. Karaciger kaspaz 3, 9, p53, Bax ve Bcl-2
ifadelendirme diizeyleri western blot yontemi ile belirlendi. Serum trigliserit, kolesterol,
kan iire azotu (BUN), kreatinin, {irik asit, total protein, alblimin, aspartat
aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), alkalen fosfataz (ALP), laktat
dehidrogenaz (LDH) ve pseudokolin esteraz (PChE) aktiviteleri/diizeyleri
degerlendirildi. Calisma sonunda tiim hayvanlarin canli agirliklar ile organ agirliklar
kaydedildi. Gruplarin plazma ve karaciger tau-fluvalinat diizeyi gaz kromatografi

cihazinda belirlendi.
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3.3.4. Eritrositlerin Yikanmasi ve Hemolizatlarin Hazirlanmasi

Antikoagulanthi tiiplere alinan kanlar santrifiij edilerek plazmalar1 ¢ikarildi. Sekilli
elemanlar1 i¢ine alan bolim l6kosit ve trombositlerinden tamamiyle temizlendikten
sonra eritrosit tabakasi ardi ardina {i¢ sefer tuzlu fosfat tampon (pH 7,4) yardimiyla
3000 rpm devirde 10 dakika santrifiij edildi ve istteki faz atildi. Altta kalan eritrosit
tabakas1 yine eritrosit hacmi kadar tuzlu fosfat tampon (pH 7,4) eklenerek hafifce
calkalanip analize hazir hale getirildi (Winterbourn ve ark., 1975). Numuneler analizler
yapilana kadar derin dondurucuda (-80 °C) muhafaza edildi. Analiz sirasinda oda
kosullarinda erimeye birakildi ve eritrosit siispansiyonu (400 pl) tizerine hemoliz igin
buz soguklugunda tuzlu fosfat tampon (1600 pl) eklendi ¢alkalandi ve 5000 rpm’de 5
dk santriifiij edildi. Ustteki kisim tekrar alinarak (hemolizat) analizleri (hemoglobin
diizeyi, CAT, GSH-Px, GR, GST, GR ve G6PD aktiviteleri) yapilana kadar +4 °C’de
bekletildi. SOD aktivitesinin degerlendirilmesinde 300 pl hemolizat ve 300 pl
kloroform/etanol (6/10 v/v) karisimi ilave edilerek 10-15 sn vortekslenerek 5000
rpm’de 5 dk (+4 °C) santrifiij edildi. Ust faz alinarak analizler gerceklestirildi.

3.3.5. Doku Homojenatinin Hazirlanmasi

Alman dokulardaki protein diizeyinin belirlenmesinde Lowry ve ark. (1951)’nin
metodunu esas alan Miller (1959)’in yontemi kullanildi. Ependorf tiiplere 250 pul doku
siipernatantt PBS kullamlarak 25 kat seyreltildi. Uzerine 250 ul alkali bakir reaktifi (%
2 bakir siilfat, % 2 sodyum potasyum tartarat ve % 20 sodyum karbonat; 1:1:100
oraninda) eklendi vortekslendi oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. 1:9 oraninda
distile suda seyreltilmis 2 N folin-fenol reaktifinden tiiplere 750 pl eklenerek yine
vortekslendi 50 °C sicaklikta 30 dakika bekletildi. Ardindan 300 pl alinarak
mikropleytlere aktarildi ve olusan mavi renkli bilesigin absorbanst 540 nm dalga
boyunda kore karst mikroplaka okuyucuda okundu. Alinan absorbanslarin
hesaplanmasinda standart egrisi kullanildi ve degerler mg-protein/ml siipernatant

cinsinden hesaplanda.

38



3.3.6. Yapilan Biyokimyasal Analizler
3.3.6.1. Hemoglobin Diizeyinin Eritrositlerde Belirlenmesi

Fairbanks ve Klee (1987)’nin yontemi kullanildi. Ependorfa 900 ul drabkin reaktifi (0,2
o/L K3Fe(CN)g, 0,05 g/L KCN ve 1 g/L NaHCOj; igerir) pipetlendi tizerine 100 pl
hemolizat eklendi ve 5 dk bekletildikten sonra spektrofotometrede 540 nm dalga
boyunda drabkin reaktifine karsi okundu. Olgiilen absorbanslarin miktara
dontstiirilmesinde daha 6nce hemoglobin kullanilarak hazirlanmis olan standart egrisi

esas alindi. Sonuglar mgHb/ml hemolizat cinsinden hesaplandi.
3.3.6.2. Protein Diizeyinin Dokularda Belirlenmesi

Lowry ve ark. (1951)’nin yontemini esas alan ve Miller (1959) tarafindan modifiye
edilen metoda gore yapildi. Analiz i¢in ependorf tiiplere 10 pl doku siipernatanti, 240 pl
distile su ile 250 pl bakir reaktifi eklendip tiiplerin agzi kapatilarak 10 saniye
vortekslendi ardindan iizerine 750 pl folin fenol ¢ozeltisi eklendi 30 dakika 50 °C’de
bekletildi. Tiiplerden 300 pl alinarak mikroplatelere aktarildi ve 540 nm dalga boyunda
kore karst okundu. Kalibrasyon egrisi i¢in sigir albiimini kullanilarak ayni siiregler

tekrarlandi. Miktar tayini mg-protein/ml siipernatant olarak degerlendirildi.
3.3.6.3. Malondialdehit (MDA) Diizeyinin Plazma ve Dokularda Belirlenmesi

Plazma MDA diizeyinin belirlenmesinde Yoshioka ve ark.’nin (1979) metodu
kullanildi. Vida kapakli cam tiliplere sirasiyla 0,5 ml plazma, 2,5 ml % 20’lik
triklorasetik asit ve 0,5 ml % 0,67’lik tiyobarbitiirik asit eklenerek tiiplerin agizlari
kapatild1 sicakligi 95 °C’ye ayarlanmis su banyosunda 30 dakika bekletilerek soguk su
altinda hizla sogutuldu ve 4 ml n-butanol ilave edilerek 30 sn vortekslendi takiben 3000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki pembe renkli n-butanol faz1 535 nm’de
spektrofotometre cihazinda kore karst okundu. Alinan absorbanslar 1.1.3.3.

tetraetoksipropanda hazirlanmis standart egrisine gore nmol/ml cinsinden hesaplandi.

Doku MDA diizeyinin 6l¢iimiinde Ohkawa ve ark. (1979)’nin yontemi esas alindi. Vida
kapakli cam tiiplere 200 pl doku siipernatanti, plazma veya standarttan ilave edildi.
Uzerine % 8,1°lik sodyum dodesil siilfat (SDS), 1,5 ml % 0,9 tiyobarbitiirik asit, 1,5 ml
% 20’lik glasiyel asetik asit ile 600 pl distile su eklenerek kapaklar kapatildi. Su
banyosunda 95 °C’de 60 dakika bekletildi. Soguk su altinda tiipler hizla oda sicakligina
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getirildi. Ependorfa 400 pl alindi, takiben 150 pl disitle su ile 750 pl n-butanol/pridin
(15:1) karisimi ilave edilerek 1 dakika siireyle vortekslenip 4000 rpm’de 10 dakika
santrifiijjlendi. 532 nm’de kore karsi mikroplaka okuyucuda iist kissmdan 200 pl
alimarak mikropleytlere aktarilarak okundu. MDA diizeyinin hesaplanmasinda cizilen
standart egri icin 1.1.3.3.tetraetoksipropan kullanildi. Veriler nmol/ml veya nmol/mg-

protein olarak tanimlandi.
3.3.6.4. Nitrik Oksit (NO) Diizeyinin Plazma ve Dokularda Belirlenmesi

Olgiimler Tracey ve ark. (1995)nin metoduna gore yapildi. Mikropleyt kuyucuklarma
40 pl distile su, 20 pl 0,33 M fosfat tamponu, 10 pl 0,86 mM NADPH, 10 ul 0,11 mM
FAD, 10 pl doku siipernatanti ve 10 pl 1 U/ml nitrat rediiktaz pipetlenerek 5 dk
calkalayicida tutularak karanlik ortamda oda 1sisinda 1 saat bekletilerek takiben 200 pl
griess reaktifi eklendi 10 dk oda 1sisinda tutuldu. 540 nm dalga boyunda mikroplaka
okuyucuda absorbans degerleri okundu. Sonuglarin hesaplanmasi ¢izilen standart egriye

gore yapildi. Degerler, nmol/ml veya nmol/mg-protein seklinde hesaplandi.
3.3.6.5. Glutasyon (GSH) Diizeyinin Eritrosit ve Dokularda Belirlenmesi

Sedlak ve Lindsay (1968) yontemi tsakip edildi. Ependorf tiiplere 100 pl standart/doku
slipernatanti/hemolizat, 300 ul 20 mM EDTA bulunduran 0,2 M tris tamponu (pH: 8,2),
20 pl 10 mM DTNB (% 1’lik sodyum sitrat i¢cinde) ve 1480 pul metanol eklendi. Oda
sicakliginda ¢alkalayicida 30 dk bekletilerek takiben 3000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi.
Ust fazdan 300 ul mikropleytlere aktarildi. Takiben 412 nm dalga boyunda kére karst
mikroplaka okuyucuda okundu. Farkli yogunluklardaki GSH ¢ozeltisi kullanilarak
standart egrisi yardimiyla miktar tayini yapildi. Sonuglar nmol/ml hemolizat veya

nmol/mg-protein tarzinda ifade edildi.

3.3.6.6. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Eritrosit ve Dokularda

Belirlenmesi

Sun ve ark. (1988)’nin metodu SOD aktivitesi 6l¢iimiinde kullanildi. Ependorf tiiplere
orneklerin kloroform/etanol ekstraktindan 150 pl alindi tizerine 735 pl SOD reaktifi
(strastyla 20:10:10:6:3 oranlarinda 0,3 mM ksantin ¢dzeltisi, 0,6 mM EDTA, 0,15 mM
NBT, 400 mM Na,CO3 ve 1 g/L albiimin) eklendi. Reaksiyon 15 pl ksantin oksidaz
cozeltisi (0,1666 U/ml) eklenerek baslatildi 37 °C’de 20 dk inkiibasyona birakildi.
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Uzerine 300 pl 0,8 mM bakir kloriir ¢ozeltisi konuldu ve kor tiipleri icin de numune
yerine distile su eklendi. 560 nm dalga boyunda SOD reaktifine karsi 300 pl
mikropleyte eklenen numuneler okundu. Okunan absorbanslar U/mgHb ve U/mg-

protein olarak verildi.
3.3.6.7. Katalaz (CAT) Aktivitesinin Eritrosit ve Dokularda Belirlenmesi

Luck (1965)’un yontemi numune analizleri i¢in kullanildi. Kullanilacak H,0, ¢ozeltisi
(% 35°1ik) 50 mM fosfat tampona (3,522 g KH,PO, ve 5,796 g Na,HPO, deiyonize
suda ¢ozdiiriilerek 1 litreye tamamlandi, pH 7’ye ayarlandi) 240 nm’deki absorbansi
fosfat tampona kars1 0,500 olacak sekilde eklendi. Olgiimlerde her numune icin farkli
hacimlerde 6rnek alindi (5-175 pl numune pl numune) ve tizerine farkli hacimlerde 50
mM fosfat tamponu eklenerek 3 ml’ye tamamlandi. Spektrofotometrede 45 sn siireyle
absorbans diistisleri kaydedildi. Elde edilen absorbanslar k/gHb ve k/g-protein seklinde
ifade edildi.

3.3.6.8. Glutasyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivitesinin Eritrosit ve Dokularda

Belirlenmesi

Paglia ve Valentie (1967)’nin metodu esas alindi. Analizler icin kuyucuklara sirasiyla
220 ul 0,1 M tris tamponu (pH: 8), 10 pl doku siipernatanti/hemolizat, 10 pul 80 mM
GSH, 10 pul 0,24 U GR ve 10 pl 30 mM sodyum azid ilave edilerek 5 dk bekletildi.
Ardindan yine kuyucuklara 10 pul 1,5 mM hidrojen peroksit ve 30 pul 2 mM NADPH
eklendi ve orneklerdeki absorbans diisiisleri 340 nm dalga boyunda 30 sn araliklarla 3
dk kaydedildi. Sonuglar, nmol/dk/gHb ve nmol/dk/g-protein olarak ifade edildi.

3.3.6.9. Glutasyon Rediiktaz (GR) Aktivitesinin Eritrosit ve Dokularda

Belirlenmesi

Carlberg ve Mannervik (1985)’in yontemi takip edildi. Kuyucuklara 182 pl distile su,
63 ul 0,5 M potasyum fosfat tamponu (pH 7,6), 10 pul 30 mM GSSG ve 15 pl doku
siipernatanti/hemolizat konularak iizerine 30 ul 1 mM NADPH eklendi. Absorbans
diisiisleri kore karst her 30 saniyede bir 3 dk siireyle 340 nm dalga boyunda izlendi.

Elde edilen veriler nmol/dk/gHb ve nmol/dk/g-protein cinsinden hesaplandi.
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3.3.6.10. Glutasyon S-Transferaz (GST) Aktivitesinin Eritrosit ve Dokularda

Belirlenmesi

Habig ve ark. (1957)’nin metoduna gore gerceklestirildi. Mikropleyte 235 pl 50 mM
potasyum fosfat tamponu (pH: 7), 20 ul 20 mM GSH ve 15 ul doku
stipernatanti/hemolizat eklendi takiben 30 pul 20 mM CDNB (3/2 oraninda etanol/dH,0
icinde) ilave edilerek absorbanslardaki ylikselmenin okumasi 20 sn araliklarla 2 dk
boyunca 340 nm dalga boyunda gergeklestirildi. Elde edilen veriler, nmol/dk/gHb ve

nmol/dk/g-protein olarak tanimlandi.

3.3.6.11. Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz (G6PD) Aktivitesinin Eritrosit ve
Dokularda Belirlenmesi

Beutler (1971)’nin metodu takip edildi. Deneyde kuyucuklara 1650 ul distile su (kore
1800 ul), 300 pl tris-EDTA (pH:8, 1 M-5 mM), 300 ul MgCl, (0,1 M), 300 ul NADP*
(2 mM) ve 150 pl doku siipernatanti/hemolizat eklendi ve 37 °C’de 10 dk inkiibasyona
birakildi. Adindan 300 pl glukoz-6-fosfat (6 mM) ilave edilerek 340 nm dalga boyunda
3 dk siireyle absorbans ¢ikis1 kaydedildi. Okunan veriler, nmol/dk/gHb ve nmol/dk/g-

protein seklinde verildi.
3.3.6.12. Biyokimyasal Parametrelerin Aktivitesinin/Diizeyinin Belirlenmesi

Serum trigliserit, kolesterol, kan iire azotu (BUN), kreatinin, iirik asit, total protein,
albiimin, laktad dehidrogenaz (LDH), aspartat aminotransferaz (AST), alanin
aminotransferaz (ALT), alkalen fosfataz (ALP) ve pseudokolinesteraz (PChE)
aktivitelerinin/diizeylerinin belirlenmesi Roche Cobas marka kit ve ayni marka

otoanalizor kullanilarak gergeklestirildi.
3.3.7. Western Blot Analiz
3.2.7.1. Karaciger Dokusunda Protein izolasyonu ve Miktar Tayini

Ependorf tiiplere buz akiisii lizerinde deney hayvanlarindan alinan karaciger dokusunun
70 mg’1 bisturiyle alinip tizerine 0,7 ml RIPA tamponu (50 ml RIPA tamponu+500 pl
200 mM PMSF+500 pl proteaz inhibitor kokteyl+500 upl (100 mM) sodyum
ortovanadat) eklenerek buzla dolu kanteyner icerisinde homojenize edildi. Takiben buza
gomiilii halde 30 dakika bekletilerek sogutmali santrifiijde (+4°C) 10000 rpm’de 10 dk
santrifiij edildi ve siipernatant baska bir tlipe aktarildi. Santrifiij islemi tekrar yapildi.
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Ustte toplanan yag tabakasindan almamak kosuluyla orta kistmdan 300-400 ul’lik
boliim baska bir tiipe transfer edildi ve 1/4 oraninda RIPA tamponuyla seyreltildi.
Protein Sl¢iimii Lowry ve ark. (1951)’nin metodunu esas alan Miller (1959) tarafindan

modifiye edilen yonteme gore yapildi.
3.2.7.2. Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)
3.2.7.2.1. Poliakrilamid Jelin Hazirlanmasi

Alt jel (% 10’luk) 4,1 ml distile su, 3,4 ml akrilamid-bisakrilamid karigimi (29/1), 2,5
ml alt jel tamponu (pH:8.8), % 10’luk amonyum persiilfat (APS), 0,1 ml % 10’luk SDS
ve 0,04 ml TEMED icermektedir. ifade edilen karisim hizla cam plakalar arasina iist jel
smirina kadar dokiilerek tizerine n-butanol tasacagi noktaya kadar ilave edilerek
jellesme saglanana kadar beklemeye birakildi. Ardindan {istte bulunan n-butanol fazi
plakalar arasindan uzaklastirildi ve 3 sefer distile suyla yikandi. Jelin iist kismindaki su

kurutma kagidina emdirildi.

Ust jel (% 5°lik) 5,7 ml distile su, 1,7 ml akrilamid-bisakrilamid karisim1 (29/1), 2,5 ml
iist jel tamponu (pH:6,8), % 10’luk amonyum persiilfat (APS), 0,1 ml % 10’luk SDS ve
0,04 ml TEMED igermektedir. Karisim hizla cam plakalar arasina tasana kadar dokiildii
taraklar jel icerisine yerlestirildi. Jel donduktan sonra kasetler elektroforez tankina
konularak tizerine soguk 1X elektroforez yiiriitme ¢ozeltisi eklendi. Ardindan taraklar

cikarilarak kuyucuklarin sekillenmesi saglandi.
3.2.7.2.2. Proteinlerin Hazirlanmasi, Jele Yiiklenmesi ve Elektroforez

Her kuyucuga yliklenecek protein miktar1 40 pg olarak belirlendi ve kuyucuklara
yiikklemeden 6nce 6X laemmli tampon hazir halde bulunduruldu (7 ml 0,5 M Tris-HCI
(pH 6,8)+3,6 ml gliserol+1 g SDS+1,2 mg bromofenol mavisi ilave edilip karistirildi -
20°C’ye alind1). Taze olarak 96 pl 6X laemmli tampona 4 pl -merkaptoetanol ilave
edilerek yiikleme tamponu hazirlandi. 40 pg protein yiikleme tamponuyla 6 kat
seyreltilerek 95 °C’de 5 dakika 1s1tict kuru blokta kaynatildi. Ardindan her bir kuyucuga
hesap edilen miktar kadar yiiklendi. Tankin etrafi buzla kaplandi ve st jelde 100 V ve
alt jelde 200 V uygulanarak elektroforez islemi yapildi ve isleme bromfenol mavisi jelin

alt ucuna ulasincaya kadar devam etti.
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3.2.7.2.3. Transfer, Bloklama, Primer ve Sekonder Antikor ile Inkiibasyon

Elektroforezden sonra iist jel kesilerek atildi ve alt jel distile suyla yikandi. Transfer
kasetinin siyah ylizeyinden beyaz yiizeyine dogru sirasiyla siinger, whatman kagidi, jel,
poliviniliden difloriir (PVDF) membran (metanolde 15 sn aktive edildi), whatman
kagidi ve siinger yerlestirildi ve kaset kapatildi. Kaset tanka yerlestirildi. Etrafina buz
akiisti konuldu ardindan tamami transfer ¢ozeltisiyle dolduruldu. Sonrasinda 90 dakika
250 mA akima maruz burakilarak proteinlerin membrana transferini gerceklestirildi.
Bloklama i¢in membran % 5°lik siit tozunda 45 dakika 140-250 rpm’de calkaland1 ve
stit tozu kalintilarindan arindirmak i¢in membran 3 kez TBST ¢ozeltisiyle yikandi.
Ardindan gece boyu calkalayicida membran ylizeyine primer antikor dokiilerek +4
°C’de bekletildi. Ug kez TBST ¢ozeltisiyle 10 dakika yikanmp membran sekonder
antikorla oda sicakliginda karanlik ortamda calkalayicida 2 saat tutuldu. Takiben 10
dakika 3 kez TBST ¢ozeltisiyle yikandi.

3.2.7.2.4. Gorintiilleme

Kemiliiminesans goriintiileme reaktifi, peroksit soliisyonu ve luminol soliisyonu (1:1:1)
karistirllarak hazirlandi. Karanlik odada membranin yiizeyine dokiildii. Fusion Fx
cihazinda gorlinti alindi ve bant yogunlugu Image J programi kullanilarak

gerceklestirildi ve degerler B-aktin yogunluguna oranlanarak hesaplandi.
3.2.8. Plazma ve Karaciger Tau-fluvalinat Analizi

Plazma/doku tau-fluvalinat analizinin ekstraksiyon asamasi Yavuz ve ark. (2010)’nin
belirledigi metodda bazi uyarlamalar yapilarak gergeklestirildi. 0,25 ml plazma/0,25 g
karaciger dokusu (trimlenmis karaciger) alindi. Uzerine 2,75 ml n-hekzan/aseton (8/2,
v/v) eklendi ve tiiplerin agizlar1 kapatildi oda kosullarinda 10 dakika bekletildi.
Ardindan 3 dakika vortekslenerek sogutmalr santrifiijde (+4°C) 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Ustte kalan kistmdan 1,5 ml alinip ayn tiiplere konularak azot gaziyla
ucuruldu. Devaminda 600 pl n-hekzan ilave edildi ve vortekslenerek viyallere aktarildi.
Gaz kromatogrifisinde, kapillar kolon (HP-5MS, 30 m-0,25 mm-25 mm) ve oto-
ornekleyici baglantili elektron yakalama dedektorii (ECD) kullanilarak gergeklestirildi.
Analizlerde cihaz sartlarinin olusturulmasinda Mekebri ve ark (2008), Wang ve ark
(2009) ve Hunter ve ark (2010)’1n yontemi modifiye edilerek kullanildi. Alinan veriler,

ng/ml (plazma) ve ng/g (karaciger) seklinde hesaplandi.
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Tablo 3.1. Plazma ve karaciger tau-fluvalinat analizinde kullanilan GC kosullari.

Cihaz Boliimii Sartlar
Enjeksiyon

Enjeksiyon modu Splitless
Sicaklik 260 °C
Tas1yic1 gaz Helyum
Basing 27 psi
Cihaza uygulanan numune hacmi 2ul

Gaz akis hizi 51,2 ml/dk
Gaz atilma hiz1 45,5 ml/dk
Dedektor

Tipi nECD
Yardimc1 gaz Azot
Dedektor 1s1s1 325°C
Gaz akis sekli Stirekli
Gaz akis hizi 60 ml/dk
Firin

Baslangi¢ bekleme siiresi 2 dakika
Baslangic 1s1s1 70 °C

Birinci asama

25 °C/dk hizla 150 °C’ye ulasild1

Ikinci asama

3 °C/dk hizla 200 °C’ye ulasildi

Uciincii asama

8 °C/dk hizla 280 °C’ye ulasildi

Toplam analiz siiresi

41,87 dk

Kolon
Mod Stirekli basing
Basinci 27 psi

Kolon 6lgtileri

30 m, 0,25 mm, 0,25 ym

Kolon tipi

Kapillar kolon (HP-5MS)

Kolon gaz akis hiz1

2,8 ml/dk

45



Hz

SHF1

20000 +

=000

15000 ~

10000 -

1 Tau-Fluvalinat
a5 i iuratinat

o ~
~ - o ot - ~ N - o @0 & -
= B g §38 & § EESEEIR W i - &
sEowiraws TR © £ EERT B PSR R S HTY SEMEES g,
10 15 20 25 30 35 40
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zamani.
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3.3. Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin istatistiksel hesaplanmasinda IBM SPSS 21,0 istatistik programi kullanildi ve
degerler aritmetik ortalama ve standart sapma seklinde ifade edidi. Gruplar arasi
onemlilikler tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Duncan testi (p<0,05 esas alinarak)
ile belirlendi. Western blot sonuclarinin kontrole gore karsilastirilmasi independent

sample t testi ile gergeklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Diosmin

Kontrol grubu (Grup 1) ile yalmzca diosmin uygulanan grup (Grup 2)
karsilastirildiginda oksidatif stres parametreleri (MDA, NO, GSH, SOD, CAT, GSH-PX,
GR, GST ve G6PD), serum biyokimyasal parametreleri (trigliserit, kolestrol, BUN,
kreatinin, iirik asit, total protein, albiimin, LDH, AST, ALT, ALP, pseudokolinesteraz
diizeyleri/aktiviteleri) ve agirliklarda (canli agirlik, organ agirligt ve organ bagil
agirligi) istatistiksel olarak anlamli bir degisim s6z konusu olmamistir (Tablo 4.1-9).
Benzeri sekilde karaciger kaspaz-3 kaspaz-9, p53, Bcl-2 ve Bax ifadelendirme
diizeylerinde kontrol grubuna goére Onemli bir farkliligin olmadigr goézlemlenmistir

(Sekil 4.1-3).
4.2. Krisin

Kontrol grubu (Grup 1) ile yalnzca krisin verilen grup (Grup 3) karsilastirildiginda
oksidatif stres parametreleri (MDA, NO, GSH, SOD, CAT, GSH-Px, GR, GST ve
G6PD), serum biyokimyasal parametreleri (trigliserit, kolestrol, BUN, kreatinin, iirik
asit, total protein, albimin, LDH, AST, ALT, ALP, pseudokolinesteraz
diizeyleri/aktiviteleri) ve agirliklarinda (canli agirlik, organ agirligt ve organ bagil
agirligy) istatistiki anlamda bir farklilik belirlenmemistir (Tablo 4.1-9). Ayni sekilde
kaspaz-3 kaspaz-9, p53, Bcl-2 ve Bax ifadelendirilme seviyelerinde kontrole gore

istatiksel bir farkin sekillenmedigi tespit edilmistir (Sekil 4.1-3).



4.3. Tau-Fluvalinat

Kontrol grubuna gore degerlendirilen numunelerde yalnizca tau-fluvalinat (Grup 4)
verilen grupta MDA ve NO diizeylerinde énemli bir artis s6z konusu olmusken GSH
diizeylerinde ise anlamli bir diisiis saptanmistir. Antioksidan enzimlerden tiim doku ve
eritrosit aktivitelerinde (testis GST, akciger G6PD ve eritrosit GR aktivitesi disinda)
onemli bir disiis belirlenmistir (Tablo 4.1-7). Biyokimyasal parametreler arasinda
trigliserit, kolestrol, toplam protein ve albiimin, LDH ve PChE diizeyleri/aktivitelerinde
diisiis; BUN, kreatinin, iirik asit, AST, ALT, ALP ve diizeyleri/aktivitelerinde 6nemli
artig tespit edilmistir (Tablo 4.8). Deneme sonunda Olgiilen canli agirlik ve doku
agirliklarinda (karaciger, kalp, bobrek, testis, akciger, beyin) ve relatif karaciger
agirlhigindaki diisiislerin 6nemli oldugu anlasilmistir (Tablo 4.9). Kaspaz 3, kaspaz 9,
p53 ve Bax ifadelendirme diizeylerinde bulunan artis ve Bcl-2 ifadelendirme
diizeyindeki diisiis istatiksel olarak farklidir (Sekil 4.1-3). Grubun plazma ve karaciger
dokusu ortalama tau-fluvalinat diizeyi sirasiyla 8,70 ng/ml ve 5,07 ng/g bulunmustur.

4.4. Tau-Fluvalinat ve Diosmin

Tau-fluvalinat ile birlikte diosmin uygulanan grubun (Grup 5) degerlerinin kontrol
grubu (Grup 1) degerlerine dogru yaklastig1 saptanmistir. Yine de karaciger GSH, GST
ve G6PD aktivitesi; bobrek GST ve G6PD aktivitesi; testis MDA, CAT ve G6PD
aktivitesi/diizeyi; kalp GSH, CAT ve G6PD aktivitesi; akciger SOD, CAT ve GR
aktivitesinde istatistiksel farklilik vardir (Tablo 4.1-7). Benzer sekilde biyokimyasal
parametrelerden trigliserit, kolesterol, LDH ve PChE aktivitesi/diizeyinde 6nemlilik
mevcuttur. Canli agirlik, karaciger, akciger ve beyin agirliginda istatistiki onemlilik
mevcuttur (Tablo 4.8). Kaspaz 3, kaspaz 9 ve p53 ve Bcl-2 ifadelendirme diizeyinde
saptanan degisimler istatiksel olarak anlamlidir (Sekil 4.1-3). Grubun plazma ve
karaciger dokusu ortalama tau-fluvalinat miktar1 sirasiyla 4,72 ng/ml ve 2,17 ngl/g

olarak saptandi.
4.5. Tau-Fluvalinat ve Krisin

Tau-fluvalinat ile birlikte krisin uygulanan grup (Grup 6) ve kontrol grubu (Grup 1)
kiyaslandiginda sonuglarin kontrol grubu degerlerine dogru yaklastig: tespit edilmistir.
Bu yaklagmaya ragmen oksidatif stres parametrelerinden karaciger GSH, GST ve

G6PD; bobrek GST; testis CAT ve G6PD; kalp GSH ve CAT; akciger GSH, SOD,
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CAT, GR; eritrosit GR aktivitesi/diizeylerinde 6nemli farkliliklar belirlenmistir (Tablo
4.1-7). Biyokimyasal parametrelerden trigliserit, kolesterol, LDH ve PChE
aktivitesi/diizeyinde farkliliklar devam etmistir (Tablo 4.8). Canli agirlik, karaciger ve
akciger agirliklarinda her iki grup arasinda istatistiki fark bulunamamustir (Tablo 4.9).
Kaspaz 3, p53, Bax ve Bcl-2 ifadelendirme diizeyinde farkliliklar gézlenmistir (Sekil
4.1-3). Grubun plazma ve karaciger dokusu ortalama tau-fluvalinat seviyesinin sirastyla

3,20 ng/ml ve 2,48 ng/g oldugu anlasilmistir.
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Tablo 4.1. Diosmin, krisin, tau-fluvalinat uygulanan gruplarin (tek basina/birlikte) rat karaciger dokusuna ait bazi oksidatif stres

parametreleri.

Parametre Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6
(n:10) (n:10) (n:10) (n:10) (n:10) (n:10)
MDA (nmol/mg-protein) 3,02+0,40° 2,84+0,32° 2,92+0,40° 4,06+1,44° 3,00+0,64° 2,95+0,41°
NO (nmol/mg-protein) 2,32+0,43% 2,23+0,31° 2,41+0,45° 3,05+0,77° 2,31+0,32° 2,20+0,21%
GSH (nmol/mg-protein) 64,1344,61° 68,37+4,30° 67,25+7,90 51,7545,51° 59,1444 24° 54,3243,27°
SOD (U/mg-protein) 0,58+0,03% 0,62+0,11% 0,66+0,14° 0,46+0,11° 0,57+0,07% 0,55+0,09°
CAT (k/g-protein) 869,38+330,53% | 890,7972+181,75% | 929,98+142,36% | 595,3 8i164,48b 924,26+110,82* | 761,05+191,3 g%
GSH-Px (nmol/dk/g-protein) 17,5543,31° 16,6954+4,13% 15,1943,15° 9,36+4,09° 13,6945,532 14,6343,31°
GR (nmol/dk/g-protein) 22,03+5,19° 20,5826+3,33° 23,48+3,34° 15,3242,54° 19,75+4,23° 20,24+3,60°
GST (nmol/dk/g-protein) 177,91+£24,74* 171,0354i47,59ab 184,44+37,64° 134,92+33,14° 143,12j:38,36bC 135,03+28,27¢
G6PD (nmol/dk/g-protein) 31,67+3,99° 29,7274+5,14% 33,66+5,54° 21,51+6,00° 25,64+4,96™ 26,51+4,12°

Grup 1, Kontrol; Grup 2, Diosmin; Grup 3, Krisin; Grup 4, Tau-fluvalinat; Grup 5, Tau-fluvalinat-Diosmin; Grup 6, Tau-fluvalinat-Krisin. abe Ayni
satirda farkli harfleri tagiyan grup verileri onemlidir (p<0.05).
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Tablo 4.2. Diosmin, krisin, tau-fluvalinat uygulanan gruplarin (tek basimna/birlikte) rat bobrek dokusuna ait bazi oksidatif stres

parametreleri.

Parametre Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6
(n:10) (n:10) (n:10) (n:10) (n:10) (n:10)
MDA (nmol/mg-protein) 2,05+0,55° 1,96+0,15% 2,12+0,24° 2,70£0,80° | 2,50+0,84% | 2,31+0,48%
NO (nmol/mg-protein) 2,42+0,53% 2,35+0,212 2,60+0,24% 3,20+0,59" 2,77+0,322 2,68+0,58?
GSH (nmol/mg-protein) 39,63+4,63% 41,46+5,76 44,05+3,97° 34,4249.83° | 44,10+£3,95 | 41,67+3,67°
SOD (U/mg-protein) 0,890,112 0,83+0,06° 0,910,122 0,700,16° 0,87+0,09° | 0,82+0,12°
CAT (k/g-protein) 99,10+13,14* | 90,19+15,08* | 96,76+17,87% | 71,79+17,13" | 91,50+17,29% | 89,25+12,92°
GSH-Px (nmol/dk/g-protein) | 27,79+5,63° 25,736,442 27,21+8,64° 17,9945,46° | 25,09+8,11% | 22,77+6,33%
GR (nmol/dk/g-protein) 28,20+4,85° 27,31£5,62° 26,73+6,08° 19,9746,97° | 24,87+527% | 26,55+3,85°
GST (nmol/dk/g-protein) 88,82421,43% | 84,47+21,64° | 77,66+18,83% | 4545+21,27° | 53,01+18,98° | 58,90+24,71"
G6PD (nmol/dk/g-protein) 23,05+2,75% | 21,97+5,01%* | 20,82+2,31% 15,39+4,34° | 18,58+3,47™ | 20,52+3,90%

Grup 1, Kontrol; Grup 2, Diosmin; Grup 3, Krisin; Grup 4, Tau-fluvalinat; Grup 5, Tau-fluvalinat-Diosmin; Grup 6, Tau-fluvalinat-Krisin. **¢. Aymi
satirda farkli harfleri tagiyan grup verileri onemlidir (p<0.05).
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Tablo 4.3. Diosmin, Krisin, tau-fluvalinat uygulanan gruplarin (tek basina/birlikte) rat beyin dokusuna ait bazi1 oksidatif stres parametreleri.

Parametre Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6
(n:10) (n:10) (n:10) (n:10) (n:10) (n:10)
MDA (nmol/mg-protein) 1,7740,23% | 1,84+0,29® 1,7240,29° 2,43+0,63° 1,92+0,66%° 2,21+0,61™
NO (nmol/mg-protein) 3,3940,32° | 3,10£0,43% | 3,24+0,27% 3,74+0,45" 3,42:0,24% 3,36+0,36%
GSH (nmol/mg-protein) 37,32+7,75% | 39,43+4,03° 38,17+3,34% 29,67+7,71° 37,67+6,24% 36,14+8,62°
SOD (U/mg-protein) 0,84+0,13% 0,77+0,17° 0,81+0,12° 0,61ﬂ:,21b 0,89+0,11° 0,80+0,22°
CAT (k/g-protein) 5724126 | 5,68+131° | 555+1,18° 4,18+1,38° 5,46+0,92°% 6,30+2,14%
GSH-Px (nmol/dk/g-protein) | 15,92+4.81° | 17,28+4,08% | 16,07+4,26° 11,58+1,84° 16,94+5,16 | 152742,05°
GR (nmol/dk/g-protein) 16,90+3,93% | 18,10+4,38% | 17,01+4,99% 11,95+1,49° 16,6245,66° | 17,11+4,25°
GST (nmol/dk/g-protein) 57,76425,32% | 55,74+18,30° | 51,66+16,83% | 33,10£12,31° | 52,05£1537% | 56,47+13,06°
G6PD (nmol/dk/g-protein) 46,85+3,41% | 44,83+17,19* | 43,83+13,90° 28,89i10,49b 37,19ﬂ:5,83ab 40,24+11,87%

Grup 1, Kontrol; Grup 2, Diosmin; Grup 3, Krisin; Grup 4, Tau-fluvalinat; Grup 5, Tau-fluvalinat-Diosmin; Grup 6, Tau-fluvalinat-Krisin. **¢. Aymi
satirda farkli harfleri tagiyan grup verileri dnemlidir (p<0.05).
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Tablo 4.4. Diosmin, Krisin, tau-fluvalinat uygulanan gruplarin (tek basina/birlikte) rat testis dokusuna ait bazi1 oksidatif stres parametreleri.

Parametre Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6
(n:10) (n:10) (n:10) (n:10) (n:10) (n:10)
MDA (nmol/mg-protein) 4,70£1,15% 4,54+0,62° 5,00+0,44%° 6,29+1,21° 5,82+1,17™ 5,01+1,40®
NO (nmol/mg-protein) 3,85+1,25° 3,77+0,83° 3,70+0,59° 5,12+1,74° 4,18+,96™ 4,36+0,65°
GSH (nmol/mg-protein) 32,09+5,31% 35,62+5,60° 33,33+4,43° 23,34+4,67° 27,80+5,08" 28,15+4,11°
SOD (U/mg-protein) 0,42+0,13° 0,44+0,17° 0,41+0,07 0,27+0,06° 0,38+0,12% 0,42+0,14%
CAT (k/g-protein) 6,22+1,80° 6,19+0,99° 5,79+1,68° 3,70+0,89" 4,23+1,30° 4,3141,59
GSH-Px (nmol/dk/g-protein) 21,82+5,92° 24,82+6,54° 23,32+45,03° 16,60+2,86" 22,39+6,17° 19,88+5,51%
GR (nmol/dk/g-protein) 6,71£2,10° 7,47+1,14° 7,50+1,85° 4,58+1,67° 6,77+1,74° 6,67+2,15°
GST (nmol/dk/g-protein) 228,35+62,60° | 203,08+73,92° | 235,03487,96° | 324,72+103,59° | 252,25+57,54% | 273,00+£67,75®
G6PD (nmol/dk/g-protein) 14,58+2,15° 13,28+4,57® 12,07+4,26% 8,69+2,60° 10,48+1,69° 9,98+2,38%

Grup 1, Kontrol; Grup 2, Diosmin; Grup 3, Krisin; Grup 4, Tau-fluvalinat; Grup 5, Tau-fluvalinat-Diosmin; Grup 6, Tau-fluvalinat-Krisin. abe Ayni
satirda farkli harfleri tagiyan grup verileri onemlidir (p<0.05).
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Tablo 4.5. Diosmin, Krisin, tau-fluvalinat uygulanan gruplarin (tek basina/birlikte) rat kalp dokusuna ait baz1 oksidatif stres parametreleri

Parametre Grup1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6
(n:10) (n:10) (n:10) (n:10) (n:10) (n:10)
MDA (nmol/mg-protein) 3,81+0,62° 3,57+0,63° 3,60+1,13° 4,79+1,08" 3,40£0,90®° | 3,93+1,20®
NO (nmol/mg-protein) 3,31+0,49° 3,27+0,44° 3,15+0,29° 3,93+0,89" 3,56£0,41% | 3,57+0,58%
GSH (nmol/mg-protein) 63,51£7,04% | 59,35+4,02%° | 60,17+7,97® | 4587+6,87° | 53,25+621° | 53,83+8,41™
SOD (U/mg-protein) 0,73+0,12° 0,72+0,12° 0,70£0,05 0,53+0,13" 0,74+0,08 0,760,142
CAT (k/g-protein) 23,28+7,04° 25,55+5,22% | 22,49+596° 8,32+1,93° 13,36+3,74" | 14,30+2,92°
GSH-Px (nmol/dk/g-protein) 10,92+3,26° 11,1942,82% | 11,72+2,59° 7,54+1,33 10,89+2,93% | 11,40+4,30°
GR (nmol/dk/g-protein) 6,17+1,79% 6,62+1,89% 6,31+1,29% 3,93+1,42" 6,07+1,21 6,17+2,77°
GST (nmol/dk/g-protein) 20,68+11,66° | 21,18+5,51° | 24,32+848" | 12,86+6,11° | 22,16+6,13% | 23,69+9,54°
G6PD (nmol/dk/g-protein) 50,45+8,39% | 48,004826™ | 44,1042,85® | 33,57+9,40° | 40,46+13,32" | 43,41+12,30%

Grup 1, Kontrol; Grup 2, Diosmin; Grup 3, Krisin; Grup 4, Tau-fluvalinat; Grup 5, Tau-fluvalinat-Diosmin; Grup 6, Tau-fluvalinat-Krisin. abe Ayni
satirda farkli harfleri tagiyan grup verileri onemlidir (p<0.05).
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Tablo 4.6. Diosmin, krisin, tau-fluvalinat uygulanan gruplarin (tek basma/birlikte) rat akciger dokusuna ait bazi oksidatif stres

parametreleri.

Parametre Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6
(n:10) (n:10) (n:10) (n:10) (n:10) (n:10)
MDA (nmol/mg-protein) 3,60+0,60% 3,69+1,01% 3,50+0,90° 5,06+1,71° 3,98+1,23% 3,671,292
NO (nmol/mg-protein) 3,47+0,68% 3,53+0,65° 3,24+0,45° 4,22+1,07° 3,42+0,51° 3,31+0,52°
GSH (nmol/mg-protein) 52,3146,10° | 53,97+7,95% | 47.91+7,19® 39,40+6,69" 46,14+7,02° | 40,94+4,34%
SOD (U/mg-protein) 0,69+0,13 0,66+0,15% 0,62+0,09% 0,49+0,09° 0,58+0,08" 0,52+0,06°
CAT (k/g-protein) 14,13+3,63° 12,35+2,30° 13,83+3,20° 9,37+2,03" 10,0242,17° | 9,48+1,55"
GSH-Px (nmol/dk/g-protein) 14,33+3,37° 13,47+5,09° 14,75+4,17° 9,4242,58" 13,72+4,89% 11,05+2,832
GR (nmol/dk/g-protein) 13,62+2,95° 15,6144,64° | 12,73+2,75%® 7,57+3,22° 9,4742,74° | 10,44+1,71%
GST (nmol/dk/g-protein) 51,10+7,84% | 49,91+10,74% | 46,27+9,03® | 2828+13,40° | 38,32+13,64° | 35,63+12,77%
G6PD (nmol/dk/g-protein) 5,12+1,96° 5,03+1,62° 5,25+2,37° 7,32+0,97° 6,05+1,69% 5,38+1,79%

Grup 1, Kontrol; Grup 2, Diosmin; Grup 3, Krisin; Grup 4, Tau-fluvalinat; Grup 5, Tau-fluvalinat-Diosmin; Grup 6, Tau-fluvalinat-Krisin. **¢. Aymi
satirda farkli harfleri tagiyan grup verileri onemlidir (p<0.05).
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Tablo 4.7. Diosmin, Kkrisin, tau-fluvalinat uygulanan gruplarin (tek basimna/birlikte) rat eritrosit/plazmaya ait bazi oksidatif stres

parametreleri

Parametre Grup 1l Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6
(n:10) (n:10) (n:10) (n:10) (n:10) (n:10)
MDA (nmol/ml) 63,62+10,92° 65,12+13,96° 75,62+17,35° 107,82+49,39" 91,72+43,12% 87,44+33,00%
NO (nmol/ml) 26,35+5,18° 24,20+3,58° 25,39+4,82° 36,51+13,23" 28,33+4,31° 30,42+3,80°
GSH (nmol/ml) 5048,20+1189,12% | 4759,04+717,63% | 4959,66+731,17° | 3847,30+349,18" | 4598,71+527,37* | 4667,10+1078,80°
SOD (U/mgHb) 1,49+0,27° 1,56+0,58° 1,43+0,30° 0,95+0,46° 1,2140,41% 1,35+0,40°
CAT (k/gHb) 329,85+103,44° 306,13+93,04% 315,69+88,57° 223,23+62,69° 264,42432,10% 291,12+67,88%
GSH-Px (nmol/dk/gHb) 236,19+72,73% 230,56+79,43% 253,88+41,38° 163,53+35,11° 208,84+54,11% 230,56+55,44%
GR (nmol/dk/gHb) 2,74+0,97% 2,69+0,77% 2,5129+0,73° 3,90+1,66° 3,39+1,23% 4,12+0,87°
GST (nmol/dk/gHb) 25,23+9,78° 24,89+17,57° 22,78+10,94° 6,45+4,28" 19,5242,98° 17,4045,37
G6PD (nmol/dk/gHb) 52,94+14,43° 46,48+20,09%° 48,64+11,37® 31,93+10,70° 38,48+11,57" 43,01+11,37%°

Grup 1, Kontrol; Grup 2, Diosmin; Grup 3, Krisin; Grup 4, Tau-fluvalinat; Grup 5, Tau-fluvalinat-Diosmin; Grup 6, Tau-fluvalinat-Krisin. abe Ayni
satirda farkli harfleri tagiyan grup verileri onemlidir (p<0.05).
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Tablo 4.8. Diosmin, Krisin, tau-fluvalinat uygulanan gruplarin (tek basina/birlikte) rat serum biyokimyasal parametreleri

Parametre Grup1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6
(n:10) (n:10) (n:10) (n:10) (n:10) (n:10)
Trigliserit (ma/dL) 109,00+27,17% | 103,40+15,52° 113,60+34,95° 65,00+£21,78" 76,80+18,18" 74,00+13,21°
Kolesterol (ma/dL) 55,90+7,66° 53,10+8,67% 53,70+6,05% 45,60+2,95° 49,20+4,61% 48,8043,48"
BUN (ma/dL) 17,43+4,48% 18,38+4,00° 16,57+3,28% 22,27+4,89° 15,59+5,42% 14,02+2,29°
Kreatinin (ma/dL) 0,30:£0,03? 0,31+0,03 0,29+0,03 0,40+0,12" 0,28+0,03 0,29+0,03°
Urik Asit (ma/dL) 1,13+£0,28° 1,01+0,19° 0,98+0,35° 1,54+0,74° 0,95+0,34° 0,92+0,27°
T-Protein (mg/dL) 5,84+0,17° 5,80+0,28° 5,76+0,20° 4,73+1,21° 5,36+0,23° 5,47+,22°
Albumin (ma/dL) 3,83+0,19° 3,78+0,17° 3,90+0,54° 2,90+0,78" 3,62+0,13° 3,78+3,78°
AST (U/dL) 113,60+£13,69* | 121,80+22,06° 115,00+15,24% 147,20+35,12° 104,10+15,24% 120,20+28,67°
ALT (U/dL) 52,50+15,87° 48,30+5,35° 50,50+8,47° 71,40421,37 46,60+4,45° 45,40+6,70°
ALP (U/dL) 192,30+35,13* | 188,50+39,67° 204,80+31,93° 256,80+59,95" 177,20+35,73° 173,20+29,82°
LDH (U/dL) 1300,80+559,85% | 1328,20+594,97* | 1259,00+377,91° | 737,50+236,84° | 762,80+£365,25" | 796,40+318,25"
PChE (U/L) 175,90425,94% | 168,00+23,56% 176,00+14,59° 131,40+44,38° 130,00+19,53° 147,00+12,85"

Grup 1, Kontrol; Grup 2, Diosmin; Grup 3, Krisin; Grup 4, Tau-fluvalinat; Grup 5, Tau-fluvalinat-Diosmin; Grup 6, Tau-fluvalinat-Krisin. abe Ayni
satirda farkli harfleri tagiyan grup verileri onemlidir (p<0.05).
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Tablo 4.9. Diosmin, krisin, tau-fluvalinat uygulanan gruplarin (tek basina/birlikte) canli agirliklari, organ agirliklart ve relatif organ

agirliklar
Parametre Grup1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6
(Agirhk) (n:10) (n:10) (n:10) (n:10) (n:10) (n:10)
Canh Agirhk (g) | 253,90420,14° | 249,10+14,27% | 256,60+18,74% | 214,50+16,69° | 232,00+17,17° 228,10+£17,47™
Karaciger (g) 10,43£1,00* | 10,42+1,14% 11,02+0,96% 7,76+1,27° 8,77+1,29" 8,54+1,03"
Kalp (q) 2,09+0,25° 1,97+0,45° 2,02+0,26° 1,30+0,22° 2,19+1,40° 1,73+0,20%
Bobrek (q) 1,86+0,14% 1,87+0,31° 1,92+0,14° 1,68+0,20° 1,89+0,10° 1,9340,09
Testis (q) 2,61£0,26° 2,53+0,37° 2,70+0,10° 2,25+0,42° 2,560,122 2,49+0,19%
Akciger (g) 0,880,13 0,96+0,18 0,92+0,14% 0,710,08" 0,76+0,09" 0,76+0,06"
Bevin (q) 1,86+0,28° 1,80+0,22° 1,82+0,25° 1,44+0,32° 1,50+0,23" 1,59+0,41%°
Relatif Karaciger | 4,10£0,25% 4,18+0,39° 4,30+0,33° 3,65+0,71° 3,77+0,43" 3,73+0,20™
Relatif Kalp 0,82+0,06 0,79+0,19 0,79+0,10 0,61+0,13 0,92+0,51 0,76+0,05
Relatif Bobrek 0,73+0,04 0,75+0,15 0,75+0,08 0,79+0,13 0,820,08 0,85+0,05
Relatif Testis 1,03+0,12 1,01+0,15 1,05+0,07 1,05+0,20 1,1140,07 1,09+0,08
Relatif Akciger 0,35+0,05 0,38+0,08 0,36+0,07 0,33+0,02 0,33+0,04 0,33+0,03
Relatif Beyin 0,73+0,12 0,72+0,09 0,71+0,08 0,67£0,17 0,64+0,10 0,70+0,20

Grup 1, Kontrol; Grup 2, Diosmin; Grup 3, Krisin; Grup 4, Tau-fluvalinat; Grup 5, Tau-fluvalinat-Diosmin; Grup 6, Tau-fluvalinat-Krisin. abe Ayni

satirda farkli harfleri tasiyan grup verileri dnemlidir (p<0.05).
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Sekil 4.1. Diosmin, krisin ve tau-fluvalinat uygulanan gruplarin (tek basina ve
birlikte) rat karaciger dokusu kaspaz-3, kaspaz-9 ve p53 ifadelendirme diizeyleri.

p<0,05 (kontrol grubuna gore).
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Sekil 4.2. Diosmin, krisin ve tau-fluvalinat uygulanan gruplarin (tek basina ve
birlikte) rat karaciger dokusu Bax ve Bcl-2 diizeyleri. . p<0,05 (kontrol grubuna

gore).
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Sekil 4.3. Diosmin, krisin ve tau-fluvalinat uygulanan gruplarin (tek basina ve
birlikte) rat karaciger dokusu Western Blot bant goriintiisii.
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda tau-fluvalinat maruziyetinin doku ve organ diizeyindeki etkileri
degerlendirilmis ve bu etkilere karst diosmin ve krisinin onarict etkilerinin olup
olmadigi ve bunun boyutu arastirilmistir. Bu kapsamda, bazi oksidatif stres
paramereleri, apoptozis parametreleri ve bazi biyokimyasal parametreler
incelenmistir. Oksidatif stres serbest radikallerin iiretimi sonucunda sekillenir
(Banerjee ve ark., 2001; Lobo ve ark., 2010). Serbest radikaller dig yoriingelerinde
eslenmemis elektron tasiyan kararsiz yapilardir ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) ya da
reaktif nitrojen tiirleri (RNS) olarak nitelendirilir. Eslenmemis elektron serbest
radikalin kimyasal reaktivitesinden sorumludur. Hiicrelerde ya da dokularda farkli
reaksiyonlar olustururlar. Serbest oksijen radikalleri iskemi, hiperoksijenizasyon ve
enflamasyon gibi bir¢ok durumda rol oynar (Bulkley 1983; Basaga, 1989). Yiiksek
diizeylerde ROS, lipit, protein ve niikleik asit membranlarini da iceren hiicresel
hasarin en Onemli aracilarindan biri olmaktadir. Oksidatif stres antioksidan
savunmasi ile hiicrelerin lipit katmanmin peroksidasyonuna neden olan serbest
radikal iiretimi arasindaki dengesizlikle sekillenir (Miller ve ark., 1993; Valko ve
ark., 2006). Biyolojik sistemlerdeki en o©nemli serbest radikaller oksijenden
tirevlenmektedir. Oksijen demir-kiikiirt iceren bazi enzimler ile indirgenerek olusur.
Hiicresel yapilara hasar verme potansiyeli ¢ok fazla olan siiperoksit grubu SOD
araciligr ile hidrojen peroksit ve oksijene doniistiriiliir. Hidrojen peroksit ise
dokulardaki CAT ve GSH-Px gibi enzimlerle su ve oksijene ¢evrilir (Cadenas, 1997,
Mates, 2000). GR okside glutasyonun indirgenmesinden rol alir (Pannala ve ark.,
2013). G6PD, NADPH diizeyinin hiicresel ortamda idamesinde gorevlidir (Yang ve
ark., 2019). NADPH katkisiyla okside GSH rediikte GSH’a ¢evrilir (Lienkamp ve



ark., 2020). GSH enzimatik olmayan antioksidanlardandir. Ug aminoasitten
olusur (sistein, glutamin ve glisin) biyolojik sistemde sentezlenir ve serbest
radikallerin canli organizmadan uzaklastirilmasinda ve pek ¢ok bilesigin (ilag, toksik
madde gibi) baglanmasinda rol alirlar (Townsend ve ark., 2003; Lushchak, 2012).
GST ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda rol alan farkli bilesenlerin ve
radikallerin GSH’a konjugasyonunu saglar (Ramsay ve Dilda, 2014). Endojen ROS
kaynaklarini mitokondri, plazma zari, endoplazmik retikulum ve peroksizomlar
olusturur (Phaniendra ve ark., 2015). Eksojen ROS kaynaklari ise gevre kirleticileri,
ilaclar, metaller, toksik bir ¢ok kimyasal, ultraviyole 151k, radyasyon gibi unsurlar
eksojen serbest radikal kaynaklaridir (Bhattacharyya ve ark., 2014). Apoptozis
parametreleri i¢inde p53 hiicresel ortamda denge rolii goriir. Serbest radikal
diizeyinin artt1i§1 ortamda zararl etkileri baskilamada transkripsiyonu artarak olumlu
etki olusturmaya calisirken (hiicre i¢i antioksidan enzim aktivitelerini artirir) ayni
zamanda disaridan kimyasal maruziyeti ile p53 aktivasyonu hiicre i¢i oksidatif stresi
ve mitokondriyal ROS seviyelerini artirir (Erster ve Moll, 2005; Liu ve Xu, 2011;
Liu ve ark., 2020). Bu siirecte p53, hiicreyi apoptoza da yonlendirebilir (Liu ve Xu,
2011). Eger hiicre apoptoza dogru egilim gdsterirse kaspazlarin aktivasyonundan
bahsedilir. Kaspaz 9, 3 aktivasyonu ve diger kaspazlar siireci apoptoza gotiiriir

(Mcllwain ve ark., 2013).

Pestisitlerin genis 6l¢ekte kullaniliyor olmast maruziyet riskini de beraberinde getirir
(FAO, 2002; Saillenfait ve ark., 2015). Piretroidlerin bireysel anlamda canli
organizmasinda bazi sitokrom P450 izoformlar1 (oksidasyon i¢in) ve
karboksilesterazlarca (hidroliz i¢in) metabolizmasi sirasinda reaktif oksijen tiirleri
sekillenir bu da dolayisiyla oksidatif stresi tretir (Lu ve ark. 2019; Ravula ve
Yenugu, 2021). Ayrica piretroid maruziyetinde inflamasyon, DNA hasar1 ve apoptoz
stireci gozlenir (Chrustek ve ark., 2018; Ensley, 2018). Nrf2 ve Ho-1'in mRNA
ekspresyonunu artirir; beraberinde Nrf2’nin sitozolden ¢ekirdege translokasyonuyla
karacigerinde sitokrom P450 enzimleri, oksidatif stres ve apoptozla ilgili genlerin
ekspresyonu indiiklenir (Martinez ve ark., 2018; Ravula ve Yenugu, 2021). Biyolojik
sistemde GSH diizeyini ve antioksidan enzim aktivitelerini degistirir (Kale ve ark.,
1999). Dengenin oksidasyon tarafina kaymasiyla lipitlerin peroksidasyonuna,
proteinlerin karbonilasyonuna ve niikleik asitlerin oksidasyonuna sebep olur (Ravula
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ve Yenugu, 2021). Bu yapilara olan etkinin tersine ¢evrilmesi veya minimale
indirilmesi i¢in bazi enzimatik (SOD, GR, GSH-Px, GST, G6PD, CAT gibi) ve
enzimatik olmayan (GSH) antioksidan savunma sistemleri devreye girer (Banerjee ve
ark., 2001; Bashir ve Jan, 2015) dolayisiyla bu parametrelerde degisimler s6z konusu
olur (Mariana ve ark., 2009; Santana ve ark., 2022; Deyashi ve Chakraborty, 2016).
Diger taraftan bu grubun icinde yer alan piretroidler yine giinlimiizde pestisit sinifi
icinde hem i¢c ve dis ortamda hem de hayvanlarda veteriner hekimligi alaninda
kullanim bulmaktadir (Anadén ve ark., 2013). Mevcut calismalar piretroid grubu
insektisitlerin oksidatif stresi indiikledigini gostermektedir (Hu ve ark., 2010; Yang
ve ark., 2020).

Flavonoidler meyve, sebze, bitkisel {irlinler ve bunlarin kabuk, govde ve
¢ekirdeginde bulunan dogal bilesiklerdir. Flavonodiler antioksidan etkilerini serbest
radikalleri baglamasi, prooksidan 6zellik gosteren ve serbest radikal iiretiminde ko-
faktor olarak rol alan metallerle kelasyon, redoks reaksiyonlarindan sorumlu bazi
oksidazlar1 inhibe etmesi ve antioksidan enzimlerin aktivasyonuna yol agmalar1 gibi
etkileri vardir (Prochazkova ve ark., 2011; Panche ve ark., 2016). Krisin antioksidan
ozelligi belirgin flavonoitlerdendir (Stompor-Goracy ve ark.,2021; Mani ve Natesan,
2018). Kaspaz aktivasyonuna yol agar. Lipid peroksidasyonu inhibe eder ve
antioksidan enzimleri iyilestirir. Serbest radikal siipiiriicii aktiviteleri vardir (Khoo ve
ark., 2010; Pushpavalli ve ark., 2010). Aromatazi inhibe eder. GSH sentez
yolaklarinda olumlu etkileri vardir. Bazi sitokromal ve sitokromal olmayan
enzimlerin (ksantin oksidaz) inhibisyona yol acarak oksidatif strese sebep olan
yolaklar1 inhibe eder (Mani ve Natesan 2018; Naz ve ark., 2019). Diosminin
antioksidan etki mekanizmalar1 arasinda antienflamatuvar etkisi (ksantin oksidaz,
aldoz rediiktaz, fosfodiesteraz gibi ¢esitli enzimleri inhibe ederek), serbest radikalleri
baglayict potansiyeli ve antioksidan enzim sentezinin indiiksiyonu bulunur (Huwait

ve Mobashir, 2022).
5.1. Diosmin

Sadece diosmin uygulanan grupta degerlerin kontrol grubu degerleriyle ortiismesi
veya benzer olmasi belirtilen doz ve siirede ratlarin biyolojik sisteminde diosminin

negatif bir etkiye sebep olmadigini gdstermektedir. Incelenen tiim parametreler icin
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bu kaniya varilmistir. Benzer aragtirmalara goz atildiginda; Vafa ve ark. (2020)
ratlara 28 giin 40 mg/kg.ca dozunda diosmini agizdan uygulamislardir ve LPO, CAT,
GSH, GSH-Px, GR ve GST seviyelerinde/aktivitelerinde kontrol grubuna gore
anlaml bir farklilik bulamamaiglardir. Tahir ve ark. (2012) ratlara 28 giin boyunca 20
mg/kg.ca dozunda agizdan diosmin uygulamiglar viicut agirliklarinda, karaciger
relatif agirliginda, MDA, CAT, GSH, GSH-Px ve GR aktivite/diizeylerinde ve ALT,
AST ve LDH seviylerinde anlamli bir farkliligin bulunmadigini kaydetmislerdir.
Eraslan ve ark. (2017), ratlara 50 mg/kg.ca dozunda 21 giin siireyle verdikleri
diosminin eritrosit, karaciger ve bobrek MDA diizeyi ile SOD, CAT ve GSH-Px
aktivitelerinde (bobrek i¢in GSH-Px aktivitesi hari¢) dnemli degisime yol agmadigini
bildirmislerdir. Yine, Bahar ve Eraslan (2023) ratlara 10 ve 20 mg/kg.ca dozunda 28
giin agizdan diosmin uygulamislar ve canl agirlik ve organ agirliklarinda kontrole
gore anlamli bir farkliligin olmadig1 saptamislardir. Diger taraftan karaciger, bobrek,
beyin, testis, kalp, akciger ve eritrositte incelenen MDA, NO, GSH, SOD, CAT,
GSH-Px, GR, GST ve G6PD aktivite/diizeyleri ile biyokimyasal parametreler i¢inde
AST, ALT, ALP, LDH, BUN, kreatinin, iirik asit, albiimin, total protein, kolestrol,
trigliserit ve pseudokolinestraz degerlerinde 6onemli degisim gozlememislerdir. Ayni
calismada kaspaz-3, Kkaspaz-9 ve p53 ifadelendirme diizeylerinde anlamli bir
farkliliga rastlamamislardir. Mahgoup ve ark. (2020) ratlara 200 mg/kg.ca dozunda
oral diosmini bir ay uygulamislar karaciger i¢in SOD’un yanisira kreatinin, tire, AST
ve ALT aktivite/diizeylerinde ve kaspaz-3 seviyelerinde bir farkliligin olmadigini
rapor etmislerdir. Abdel-Reheim ve ark. (2017) 20 mg/kg.ca miktarinda diosmini
agizdan 10 giin uygulamiglar ALT, AST, ALP ve LDH degerlerinde ve karaciger
GSH, MDA ve NO seviyelerinde kontrol grubuna gore bir degisimin olmadigini
bildirmislerdir. Agir ve Eraslan (2019) ratlara 30 giin 100 mg/kg.ca dozunda
uyguladiklar1 diosminin AST, ALT, ALP ve LDH aktiviteleri ile karaciger/eritrosit
MDA, NO, GSH diizeyleri ile SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerinde degisime neden
olmadigin1 gozlemislerdir. Tekeli ve ark. (2021) ratlara 28 giin siireyle 50 mg/kg.ca
dozunda uygulanan diosminin karaciger, bobrek, beyin, kalp ve testis oksidatif stres
patametrelerinde (MDA, NO, GSH, SOD, CAT ve GSH-Px diizeyleri/aktiviteleri) ve
biyokimyasal parametrelerde (kreatinin, BUN, ALT, AST) farkliliga sebep
olmadigini tespit etmislerdir. Bozdag ve Eraslan (2020) ratlara 50 mg/kg.ca dozunda
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42 giin uyguladiklar1 diosminin trigliserit, kolesterol, BUN, kreatinin, iirik asit, LDH,
AST, ALT, ALP, total protein, albliimin ile MDA, NO, SOD, CAT, GSH-Px ve GSH
diizey/aktiviteleri ile canli agirlik ve doku agirliklarinda kontrol grubuna gore 6nemli
bir degisim yapmadigini gérmiislerdir. Bu yoniiyle yukaridaki c¢aligma sonuclari

mevcut ¢calismada da gézlenmistir.
5.2.Krisin

Kontrol grubuna gore yalnizca krisin verilen grupta, incelenen tiim parametrelerde
anlaml farklihigin gbézlenmemesi; ¢alisilan doz ve siirelerde krisinin rat
organizmasinda olumsuz etkiye yol agmadigi anlamina gelmektedir. Konuya iligkin
daha onceki ¢alismalar takip edildiginde; Ciftci ve ark. (2011) 50 mg/kg.ca dozunda
agizdan krisinin 60 giin uygulanmasi sonrasinda karaciger MDA, SOD, GSH-Px
degerlerinde anlamli bir farklilik olmadigini kaydetmislerdir. Tahir ve Sultana (2011)
40 mg/kg.ca dozunda krisinin agizdan 28 giin uygulanmasi relatif organ ve viicut
agirliginda, karaciger ve bobrek dokusunda CAT, GSH, GSH-Px, GR ve MDA
diizey/aktivitelerinde ve AST, ALT, LDH, kreatinin ve BUN biyokimyasal
degerlerinde 6nemli bir degisim belirleyememislerdir. Anand ve ark. (2012) 20
mg/kg.ca dozunda krisini agizdan 8 hafta siireyle uygulamislar karaciger, bobrek ve
beyin dokusu CAT, SOD, GSH-Px, GST, GR, G6PD degerleri ile yine aym
dokularda MDA ve GSH diizeylerinde anlamli bir degisimin olmadigin1 rapor
etmislerdir. Rehman ve ark. (2013) ratlara 40 mg/kg.ca dozunda krisinin 20 giin
uygulanmasini takiben BUN, kreatinin ve LDH degerleri ile bobrek dokusu GSH,
GR, GSH-Px, CAT, SOD, MDA ve GST seviyelerinde anlamli bir farkliliga
rastlanilmadig1 goriilmiistiir. Ali ve ark. (2014) 80 mg/kg.ca dozunda krisini agizdan
ratlara 20 giin vermisler ve LDH, AST, ALT ile MDA, GSH, GR, GSH-Px, CAT ve
SOD aktivite/diizeylerinde anlamli bir farkliliga rastlamamislardir. Anitha ve
Rajadurai (2014) ratlara 100 mg/kg.ca dozundaki krisini 45 giin uygulamislar
karaciger ve bobrek SOD, CAT, GST, GR ve GSH degerlerinde kontrol grubuna
gore Onemli bir farklilik belirleyememislerdir. Rashid ve ark. (2014) ratlara 100
mg/kg.ca dozunda krisini 21 gilin uyguladiktan sonra bobrek MDA, GSH, SOD,
CAT, GR, GSH-Px, p53 ve kaspaz-3 ile serum BUN, kreatin, LDH degerlerinde
farklilik bulamamiglardir. Kandemir ve ark. (2017) agizdan 25-50 mg/kg.ca dozunda

6 glin boyunca verdikleri krisinin, kontrol grubu ile karsilastirildiginda bobrek
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dokusunda incelenen MDA, SOD, GSH-Px, CAT ve GSH degerlerinde anlamli bir
degisime yol agmadigini gostermiglerdir. Kugukler ve ark. (2021) 50 mg/kg.ca
dozunda krisini agizdan 7 giin uygulamislar viicut agirligi, ire, kreatinin
seviyelerinde, bobrek MDA, GSH, SOD, CAT, GSH-Px ve bobrek p53 degerlerinde
onemli bir degisiklik tespit etmemislerdir. Tekeli ve ark. (2021), ratlara 50 mg/kg.ca
dozunda agizdan 28 giin krisin uygulamas: yapmislar kan, kalp, karaciger, bobrek,
beyin ve testis MDA, NO, GSH, SOD, CAT ve GSH-Px aktivite/diizeyleri ile canli
agirlik, organ agirliklar ve trigliserit, kolesterol, BUN, kreatinin, AST, ALT ve
psodokolinestreaz  degerlerinde  farklihk  bulamamislardir.  S6z  konusu

degerlendirmeler bahse konu ¢alisma sonuglariyla benzerlik arz etmektedir.
5.3. Tau-Fluvalinat

Kontrol grubuyla kiyaslandiginda incelemesi yapilan tiim numunelerden elde edilen
sonuclarda, tau-fluvalinat uygulanan grupta MDA ve NO diizeylerinde anlamli bir
artis GSH diizeylerinde ise dnemli bir diislis saptanmasinin yanisira; antioksidan
enzimlerden tiim doku ve eritrosit aktivitelerinde (akciger G6PD, testis GST ve
eritrosit GR aktivitesi disinda) onemli bir diisiisiin mevcudiyeti tau-fluvalinatin
serbest radikal olusumunu tetikledigi ve hiicresel antioksidan savunma siteminin bu
ataklara kars1 harekete gectigi fakat mevcut potansiyelinin yeterli olmadigir anlamina
gelir. Ek olarak kaspaz 3, kaspaz 9, p53 ve Bax ifadelendirme diizeylerinde artisin ve
Bcl-2 ifadelendirme diizeyinde diislisiin  g6zlenmesi de serbest radikallerin
dogrudan/dolayli yoldan radikalleri yeterince elimine edemedigini ortaya
koymaktadir. Bu parametredeki degisimler siirecin apoptozise dogru yonlendigini de
ifade eder. Trigliserit, kolesterol, toplam protein ve albiimin, LDH ve
pseudokolinesteraz diizeyleri/aktivitelerinde diisiis varken BUN, kreatinin, {irik asit,
AST, ALT ve ALP diizeyleri/aktivitelerinde 6nemli artigin tespit edilmis olmas1 da
yiiksek diizeyde tretilen serbest radikallerin biyojik sistemde olumsuz etkilere yol
actiginin ve organlarda hasara sebep oldugunun belirtecidir. Deneme sonunda
Ol¢iilen canli agirlik ve doku agirliklarinda (karaciger, kalp, bobrek, testis, akciger,
beyin) ve relatif karaciger agirligindaki diistisler de organizma ve organlara olumsuz
etkilerinin yansimasidir. Plazma ve karaciger tau-fluvalinat diizeyinin diisiik
cikmasinda, deney protokolii geregi son uygulamadan ancak 24 sonra kan

alinmasinin ve dokularinin c¢ikarilmasmin etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Ayrica bu pestistin metabolizmasinin oldukga hizli olabilecegi de akilda tutulmalidir.
Serbest radikal olusturma mekanizmast muhtemelen piretroidler i¢in yukarida da
ifade edildigi gibi metabolizmada rol alan enzimleri aktive etmesi (sitokrom P450 ve
karboksilesterazlar gibi) (Lu ve ark. 2019; Ravula ve Yenugu, 2021), inflamasyon
(Al-Omar ve ark., 2020), Nrf2 ve Ho-1'in mRNA ekspresyonunu artirarak karaciger
sitokrom P450 enzim, oksidatif stres ve apoptozla ilgili genlerin ekspresyonunu
indiiklemesi (Martinez ve ark., 2018; Ravula ve Yenugu, 2021) sebebiyledir. Tau-
fluvalinat da CYP450 enzim aktivitesini indiiklemektedir (Johnson ve ark., 2006).
Yiiksek diizeyde serbest radikal lipid peroksidasyonuna sebep oldugu icin MDA
diizeyi artar serbest radikalleri baglama gayreti nedeniyle GSH diiser antioksidan
enzimlerin serbest radikalleri daha zehirsiz metabolitlere ¢evrilmesi igin tiikenmesi
s06z konusu olur. Bu etkiler tau-fluvalinatin dogrudan etkisiyle de s6z konusu olabilir.
Apoptotik parametrelerden p53 ifadelendirme diizeyindeki degisimler de serbest
radikal hiicreyi apoptoza siiriikkledigini akla getirmektedir. Aslinda p53’iin
antioksidan 6zelligi de bulunmaktadir (Sablina ve ark., 2005). Serbest radikallerin
etkisiz kilinmast yoniinde basar1 saglanmadigi takdirde, bu seferde bu protein
ekspresyonun artis1 sirasiyla kaspaz 9 ve kaspaz 3’1 indiikleyerek apoptozis siirecini
tetikler. Yukarida ifade edilen bazi biyokimyasal parametrelerde, canli agirlik ve
doku agirliklarindaki degisimlerin tau-fluvalinatin dogrudan veya dolayli etkisiyle
ilintili oldugu distniilmektedir. Konuya iligkin, Garg ve ark. (1997) ratlara 35
mg/kg.ca dozunda agizdan 21 giin verilen tau-fluvalinatin AST ve BUN degerlerinde
ve 70 mg/kg.ca dozunda ayn1 yol ve siireyle uygulamasi BUN diizeyinde artisa; 70
mg/kg.ca dozunda yapilan uygulamanin relatif karaciger agirliginda anlamli bir artisa
yol agtifin1 belirlemislerdir. Tau-fluvalinatin deney hayvanlarinda incelenen
parametreler kapsaminda degerlendirilen ¢alismalarin azlifindan dolayr diger
piretroidlerle gerceklestirilen arastirmalardan; Yousef ve ark. (2006) 1,28 mg/kg
agizdan deltametrini 30 glin uygulamislar GST ve SOD aktivitelerinin 6nemli dlgiide
geriledigini, AST, ALT, LDH, kolesterol, trigliserit, {ire ve kreatinin seviyelerinin
arttigini bildirmiglerdir. Kanbur ve ark. (2008) tarafindan farelerde yapilan ¢alismada
sipermetrin i¢in 5 ve 10 mg/kg.ca olmak tizere iki farkli dozu kullanilmugtir. 15.
giinde yapilan ol¢iimlerde MDA ve CAT degerlerindeki degisim iki doz iginde
anlamli iken NO ve GSH-Px diizey/aktivitelerinde anlamli farklilik sadece 10
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mg/kg.ca verilen grupta gérmislerdir. 45. giinde yapilan 6l¢iimlerde MDA, CAT ve
GSH-Px degerlerinde her iki doz i¢in anlamli farklilik var iken NO ve SOD i¢in
sadece 10 mg/kg.ca verilen grupta anlamli degisiklige neden olmustur. Calismanin
60. gilinii i¢in yapilan olgiimlerde MDA, SOD, CAT ve GSH-Px degerlerinde her iki
doz i¢in de anlamli farklilik var iken NO i¢in yine sadece 10 mg/kg.ca verilen grupta
anlaml degisim oldugu gozlemlenmistir. Eraslan ve ark. (2008) tarafindan ratlarda
yapilan ¢alismada 125 mg/kg.ca dozunda uygulanan sipermetrinin plazmada MDA,
SOD ve CAT, karaciger ve bobrek dokusu MDA, SOD, GSH-Px, beyin dokusu
MDA, SOD, CAT ve GSH-Px degerlerinde, biyokimya ol¢limlerinde ise glukoz ve
trigliserit diizeylerinde anlamli bir farklilifa neden oldugu rapor edilmistir. Kanbur
ve ark. (2010) 15 mg/kg.ca dozunda flumetrini agizdan 15 giin vermisler ve serum,
karaciger, bobrek ve beyin MDA ile NO degerlerinde anlamli bir artig ve eritrosit,
karaciger, bobrek ve beyin dokusu SOD, CAT, GSH-Px aktivitelerinde anlamli bir
diistise neden oldugunu belirlemislerdir. Singh ve ark. (2012) flumetrinin oral 2
mg/kg.ca dozunda 14 giin siireyle uygulanmasini takiben serum ve karaciger dokusu
ALT, AST, MDA CAT ve SOD diizey/aktivitelerinde anlamli degisim tespit
etmiglerdir. Eraslan ve ark. (2016) tarafindan 80 mg/kg.ca dozunda gavajla ratlara
sipermetrin verilerek yapilan akut toksisite ¢alismasinda MDA i¢in karaciger, dalak,
testis ve eritrositlerde; NO i¢in karaciger, bobrek ve dalak dokusunda, SOD igin
karaciger, beyin ve eritrositlerde, CAT igin bobrek, beyin ve eritrositlerde, GSH-Px
icin karaciger, beyin, dalak ve eritrositlerde anlamli farlilik go6zlemislerdir.
Biyokimyasal parametrelerden ise glukoz, trigliserit, AST ve ALP degerlerinde
farklilik rapor edilmistir. Karaciger GSH degerinde farklilik gézlemislerdir. Kronik
toksisite i¢in 60 giin agizdan 12,5 mg/kg.ca dozunda sipermetrin uygulamasi
yapilmis olup MDA seviyeleri icin karaciger, bobrek, beyin, dalak, testis ve
eritrositlerde; NO i¢in karaciger, bobrek, beyin ve dalak dokusunda; SOD, CAT ve
GSH-Px aktivitesi i¢in karaciger, bobrek, beyin, dalak, testis ve eritrositlerde anlamli
farklilik gormiislerdir. Biyokimyasal parametrelerden glukoz, trigliserit, kolestrol,
AST ve ALP degerlerinde anlamli farklilik belirlemislerdir. Karaciger GST ve GSH
degerlerinde de anlamli farkliliklar tespit gozlemislerdir. Kanbur ve ark. (2016)
ratlara sipermetrinin akut ve kronik etkilerin degerlendirildigi ¢alismada

sipermetrinin akut etki i¢in 80 mg/kg.ca dozunda; kronik etki i¢in 40 giin 12
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mg/kg.ca dozunda agizdan verildigi calismada akut etki icin degerlendirilen
gruplarda; MDA degerleri karaciger, bobrek, beyin, testis ve eritrositte, NO degerleri
karaciger, beyin ve testis dokusunda, SOD degerleri karaciger, bobrek, beyin ve
eritrositte, CAT aktivitesi karaciger, bobrek beyin, dalak ve eritrositte, GSH-Px
degerlerinde karaciger, bobrek, beyin, testis ve eritrositte anlamli farkliliklar ifade
etmiglerdir. Biyokimyasal parametrelerden glukoz, AST ve ALP degerlerinde
istatistiksel farklilik tespit etmislerdir. Kronik etki icin MDA diizeyleri karaciger,
bobrek, beyin, testis ve eritrositlerde, NO diizeyi karaciger, bobrek, beyin ve testis
dokusunda, SOD aktivitesi karaciger, bobrek, dalak, testis ve eritrositlerde, CAT ve
GSH-Px aktivitesi karaciger, bobrek, beyin, dalak, testis ve eritrositlerde anlamli
farklilik raporlamislardir. Biyokimyasal parametrelerden glukoz, trigliserit, AST,
ALT, ALP ve total protein degerlerinde de anlamli farklilik belirlemislerdir. Salama
ve ark. (2019) 1 mg/kg.ca dozunda 28 giin haftada 3 kez agizdan uygulanan
flumetrinin, karaciger ve beyin dokusu CAT, SOD, GSH aktivite/diizeylerinde
onemli bir diisise MDA degerinde ise anlamli bir artisa sebep oldugunu
bildirmislerdir. Beyin dokusu kaspaz-3 ifadelendirme diizeyinde artis gozlenmistir.
Tekeli ve ark. (2021) ratlara 5 mg/kg.ca dozundaki deltametrini agizdan 28 giin
siireyle vermisler kan, kalp, karaciger, bobrek, beyin ve testis MDA ve NO
seviyelerinde artis; GSH diizeyinde diisiis; SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerinde
diisiis/ytlikselis; AST ve ALT aktiviteleri ile iire ve kreatinin diizeylerinde anlamli
artis gozlemlemislerdir. Benito-Murcia ve ark. (2022) arilara degisen miktarlarda
uyguladiklar1 tau-fluvalinatin 156 ppm’i GST aktivitesinde yiikselise neden olurken
350 ppm dozundaki uygulama ise CAT aktivitesinde artisa sebep olmustur. Kasuba
ve ark. (2022) Wistar siganlarina 28 giin boyunca giinliik 2.186 mg/kg.ca, 0.015
mg/kg.ca, 0.157 mg/kg.ca ve 0.786 mg/kg.ca dozlarinda a-sipermetrine agizdan
maruz kalma sonucunda kontrole goére siganlarin bobrek, karaciger ve beyin
agirhginin etkiledigi, beyin GSH-Px aktivitesi ile TBA diizeyinde artisa; karaciger
GSH-Px aktivitesinde artisa; kan GSH-Px aktivitesinde diisiise; bobrek ve
karacigerde kolinesteraz aktivitelerinde azalmaya yol ac¢tigi rapor etmislerdir.
Meritiirk ve Kandemir (2023) 6,23 mg/kg.ca dozunda agizdan 21 giin verilen A-
sihalotrinin karaciger ve bobrek MDA diizeylerini artirirken, SOD, CAT, GSH-Px
aktiviteleri ve GSH diizeylerini azalttigi bildirilmistir. Ayrica biyokimyasal
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parametrelerden AST, ALT, ALP, iire ve kreatinin diizey/aktivitelerinde anlamli artis
tespit etmislerdir. Karaciger kaspaz 3 ve Bax ifadelendirme diizeyinde artisa Bcl-
2’de diisiis saptamislardir. Yukarida sunulan tiim ¢alisma verileri mevcut ¢alismayla

uyusmaktadir.
5.4. Tau-Fluvalinat ve Diosmin

Degerlerin konrol grubuna dogru yaklastigi gézlenmistir. Bu durum diosminin tau-
fluvalinatin yol agtig1 olumsuz ekileri hafiflettigini ortaya koymaktadir. Buna ragmen
baz1 degerlerde istatistiksel fark devam etmektedir. Karaciger GSH, GST ve G6PD
aktivitesi; bobrek GST ve GO6PD aktivitesi; testis MDA, CAT ve G6PD
aktivitesi/diizeyi; kalp GSH, CAT ve G6PD aktivitesi; akciger SOD, CAT ve GR
aktivitesi; trigliserit, kolesterol, LDH ve PChE aktivitesi/diizeyinde; canli agirlik,
karaciger, akciger ve beyin agirliginda; kaspaz 3, kaspaz 9 ve p53 ifadelendirme
degerlerinde ve Bcl-2 ifadelendirme diizeyinde tespit edilen farkliliklar tau-fluvalinat
maruziyetinin yol actigi olumsuz etkileri biitiiniiyle ortadan kaldirmadigini fakat
belirli bir oranda iyilesmeye katkisinin oldugunu gostermektedir. Bu durum tau-
fluvalinat tarafindan {iretilen serbest radikallerin diizeyinin yiiksek olmas1 ile
aciklanabilir. Diosminin bu noktada etkiyi ortamda mevcut olan serbest radikalleri
baglayarak ya da redoks tepkimelerinde rol alan bazi metalleri tutarak gosterdigi
diisiiniilmektedir. Ayrica tau-fluvalinati dogrudan baglayarak sistemik dolasima
gecisinini smirlandirilmast da benzer etkiye yol agabilir. Kesin olmamakla birlikte
plazma ve doku tau-fluvalinat diizeyleri incelendiginde, yalmizca tau-fluvalinat
verilen gruba gore daha diisiik olmasi bu durumu akla getirmektedir. Diosmin
inflamasyonda rol alan ksantin oksidaz, aldoz rediiktaz ve fosfodiesterazi inhide
ederek de (Monograph, 2004; Ibrahim ve ark., 2018; Serafim ve ark., 2020)
antiinflamatuvar etkiyle serbest radikal olusumunu sinirlandirabilir. Diosminin
antioksidan enzim aktivitesini artiric1 etkisi de (Wojciak ve ark., 2022) serbest
radikallerin daha az zararli ve zararsiz bilesiklere doniisiimiinii dolayli yoldan
artirabilir. Litereatiirde diosminin tau-fluvalinat maruziyetinde etkisinin incelendigi
bir ¢aligma olmadig1 i¢in oksidatif strese yol agan diger pesisitlere karsi etkileri
gozden gegirildiginde; Mirzaee ve ark. (2019) parakuatin neden oldugu akciger
hasarma kars1 farelere 50 ve 100 mg/kg.ca dozunda agizdan diosmin vermis;

parakuat uygulamadan 3 giin 6nce diosmin verilmeye baslanmis sonrasinda da 24
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giin calisma devam edilmis GSH ve CAT aktivite/diizeylerinde artis MDA
seviyesinde azalma tespit etmislerdir. Tekeli ve ark. (2021) ratlara 5 mg/kg.ca
dozunda agizdan 28 giin deltametrin vermisler 50 mg/kg.ca dozunda uyguladiklar
diosminin, deltametrinin yol ag¢tigt doku hasarmi ortaya koyan parametreleri
iyilestirdigini (MDA, NO, SOD, CAT, GSH-Px, GSH, kretinin, BUN, AST, ALT,
canlt agirlik, organ agirliklart) belirtmislerdir. Bahar ve Eraslan (2023) ratlarda
bendiokarbin yol actig1 oksidatif stres ve organ hasarina kars1 20 mg/kg.ca dozunda
ve 28 giin verilen diosminin incelenen parametreleri (oksidatif stres, biyokimyasal
parametre, apoptotik parametreler) kontrol grubu degerlerine yaklastirdigini; fakat
baz1 parametrelerde dokulara gore degiskenlik gdstermekle birlikte (SOD, GSH-PX,
G6PD, CAT, GR, GST, MDA, NO, LDH, AST, canli agirlik, akciger agirligi,
karaciger kaspaz 3, karaciger kaspaz 9 ve karaciger p53 ifadelendirme diizeylerinde)
kontrol grubuna goére onemli farklarin oldugunu bildirmislerdir. Bu yoniiyle daha

onceki ¢aligmalardan elde edilen sonuglar mevcut ¢alisma ile ortiigmektedir.
5.5. Tau-Fluvalinat ve Krisin

Incelenen parametre sonuclarinin konrol grubuna dogru yaklastig1 anlasilmistir. Bu
durum, Krisinin tau-fluvalinatin yol agtigi olumsuz eckileri hafiflettigini ortaya
koymaktadir. Buna ragmen bazi degerlerde istatistiksel fark devam etmektedir. Bu
yaklagmaya ragmen, karaciger GSH, GST ve G6PD; bobrek GST; testis CAT ve
G6PD; kalp GSH ve CAT; akciger GSH, SOD, CAT, GR; eritrosit GR
aktivitesi/diizeylerinde Onemli degisimler; trigliserit, kolesterol, LDH, PChE
aktivitesi/diizeyinde farkliliklar; canli agirlik, karaciger, akciger agirliklarinda her iki
grup arasinda istatistiki fark; kaspaz 3, p53, Bax ve Bcl-2 ifadelendirme diizeyinde
farkliliklarin devam etmesi krisinin tam anlamiyla tau-fluvalinatin sekillendirdigi
hasar1 gideremedigini aciklamaktadir. Flavonoidler antioksidan yeteneklerini,
endojen antioksidanlar1 artirarak veya koruyarak gergeklestirmektedirler (Ross ve
Kasum, 2002). Krisin GSH sentezini artirirken CYP4502E1, alkol dehidrojenaz ve
ksantin oksidazi inhibe ederek serbest radikal olusumunu baskilar (Tahir ve Sultana,
2011; Naz ve ark., 2019; Mishra ve ark., 2021). Krisinin oksidatif stres durumunda
biyolojik sistemde antioksidan enzim sistemini indiikliyerek ve GSH sentezini
artirarak bu olumsuz etkileri giderdigi diisiiniilmektedir. Ayrica bu flavonoitin

dogrudan pestisiti baglayarak da benzeri etki olustrmasi muhtemel olabilir. Net
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olmamakla birlikte plazma ve doku tau-fluvalinat diizeylerinin sadece tau-fluvalinat
uygulanan gruba gore daha diisilk olmasi da bu ihtimali akla getirmektedir. Tau-
fluvalinat maruziyetine karst krisinin etkisinin degerlendirlidigi ¢alismaya
rastlanmamis olmakla birlikte pestisit maruziyetinde krisinin etkisinin incelendigi
diger ¢alismalar incelendiginde; Zeinali ve ark. (2018) farelere 20 mg/kg.ca dozunda
diazinonun verilmesini takiben 28 giin boyunca haftada bes kez 12,5, 25 ve 50
mg/kg.ca dozunda krisin vermisler kreatinin ve LDH degerlerinde olumlu degisimler
rapor etmislerdir. Cerit ve Ko¢ (2019)’un baliklarda gerceklestirdikleri ¢alismada
1,25 ve 2,5 mg/kg.ca dozunda verilen krisinin sipermetrinin neden oldugu AST ve
ALT degerlerinin, karaciger SOD ve CAT ve bobrek SOD, GSH-Px ve CAT
aktivitelerinin kontrole dogru yaklastigini ifade etmislerdir. Wang ve ark. (2019)
ratlara 5 mg/kg dozunda 4 hafta ANTU maruziyetine karsi 10, 20, 40 mg/kg.ca
dozunda krisin vermis LDH, AST ve ALT degerlerinde ve SOD, GSH, MDA, NO
degerlerinde doza bagli bir sekilde kontrol grubuna yaklastigini goézlemislerdir.
Tekeli ve ark. (2022) 10 mg/kg.ca dozunda propetamfos maruziyetine karsi 50
mg/kg.ca dozunda krisini 28 giin vermisler krisin uygulanan grupta oksidatif stres,
lipid peroksidasyon ve antioksidan seviyelerinde ve serum biyokimya
gostergelerinde iyilesme belirlemislerdir. Naseri ve ark. (2023) tarafindan ratlarda
yapilan g¢aligmada 12,5, 25 ve 50 mg/kg.ca dozunda periton i¢i krisinin 45 giin
uygulanmasinin klorprifos verilmesine etkisi degerlendirilmis GSH, SOD, MDA, NO
degerlerinde doz bagimli sekilde kontrol degerlerine yaklasildigini gérmiislerdir.
Roshanravan ve ark. (2023) sicanlara 10 mg/kg.ca dozunda 45 giin boyunca
uygulanan klorprifos uygulamasinda yine aym siireyle 12,5, 25 ve 50 mg/kg.ca
dozunda krisin uygulamislar karaciger MDA, NO ve GSH diizeylerinde iyilesmeye
yol actig1 yani degerlerin kontrol grubu degerlerine yaklagtigin1 bildirmislerdir.
Tekeli ve ark. (2023) tarafindan yapilan calismada emamektin benzoatin neden
oldugu toksisitede krisinin etkinliginin ratlada degerlendirildigi ¢aligmada 20 giin 50
mg/kg.ca agizdan krisin uygulamasinin MDA, NO ve GSH diizeyleri ile GSHPx,
GR, GST, SOD ve CAT aktivitelerinin sadece emamektin benzoat alan grup ile
kiyaslandiginda anlamli olarak degistigini belirlemislerdir. Parametrelerinin kontrol
grubuna yaklastigi kontrol ve krisin verilen grup arasinda tiim parametreler igin

anlamli farkliligin olmadigin1 gézlemlemislerdir.
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Sonug olarak, tau-fluvalinat maruziyeti ratlarda biyolojik sistemde olumsuz etkilere
sebep olmustur. Bu etkilerin boyutu incelenen parametrelerdeki Onemli
degisimlerden de anlasilmaktadir. Bu sonuglar tau-fluvalinatin verilen doz ve siirede
organizmada serbest radikal iiretimini tetikledigi hiicresel savunma sisteminin bu
etkiyi bertaraf etmede yetersiz kaldigi gostermektedir. Bu etkilerin elime edilmesi
icin kullanilan diosmin ve krisinin pestisitin yol actig1 toksik etkileri gerilettigi
anlasilmaktadir. Dolayisiyla diosmin ve krisin, tau-fluvalinatt maruziyetinden ileri
gelen muhtemel zehirlenmelerde; koruyucu veya temel tedavi segeklerini

destekleyici amagla segenek olarak degerlendirilebilir.
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