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ABSTRACT

In this study, the protective effects of rutin (RUT) against spleen toxicity caused by deltamethrin (DLM) were 
investigated. For this purpose, DLM and/or RUT were applied to Sprague dawley rats for 28 days. According to 
results, DLM increased malondialdehyde (MDA) levels in spleen tissue, decreased glutathione (GSH) levels and 
mRNA transcript levels of superoxide dismutase (SOD), catalase (KAT) and glutathione peroxidase (GPx) enzymes. 
RUT treatment caused a decrease in MDA levels, activated SOD, KAT and GPx expressions and increased GSH lev-
els. Also, RUT showed anti-inflammatory effect in spleen tissue by suppressing the expressions of mitogen-ac-
tivated protein kinase-14 (MAPK14), nuclear factor kappa-B (NF-ĸB) and interleukin-1-beta (IL-1β) activated by 
DLM. It was observed that the expression of anti-apoptotic protein B-cell lymphoma-2 (Bcl-2) suppressed by 
DLM was activated by RUT. It is also among the other findings that the apoptotic protein Bcl-2-related X protein 
(Bax) is activated by DLM and suppressed by RUT. As a result, it was determined that DLM had a toxic effect on 
spleen tissue by causing oxidative stress, inflammation and apoptosis, however, RUT demonstrated antioxidant, 
anti-inflammatory and anti-apoptotic effects and protected spleen tissue from the toxic effect of DLM.
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ÖZ

Çalışmada deltametrinin (DLM) meydana getirdiği dalak toksisitesine karşı rutin’in (RUT) koruyucu etkileri araş-
tırılmıştır. Bu amaçla çalışmada Sprague dawley ratlara 28 gün boyunca DLM ve/veya RUT uygulandı. DLM’nin 
dalak dokusunda malondialdehit (MDA) seviyelerini arttırdığı, glutatyon (GSH) seviyelerini ve süperoksit dis-
mutaz (SOD), katalaz (KAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzimlerinin mRNA transkript seviyelerini ise azalttığı 
belirlendi. RUT tedavisinin ise MDA seviyelerinde azalma meydana getirdiği, SOD, KAT ve GPx ekspresyonlarını 
aktive ettiği ve GSH seviyelerini arttırdığı görüldü. Ayrıca RUT’un DLM tarafından aktive edilen mitojenle aktif-
leştirilen protein kinaz 14 (MAPK14), nükleer faktör kappa B (NF-ĸB) ve interlökin 1 beta (IL-1β) ekspresyonlarını 
baskılayarak dalak dokusunda anti-enflamatuar etki gösterdiği belirlendi. DLM tarafından baskılanan anti-a-
poptotik protein B hücreli lenfoma-2 (Bcl-2) ekspresyonunun RUT tarafından aktive edildiği görüldü. Ayrıca 
apoptotik protein olan Bcl-2 ile ilişkili X proteininin (Bax) DLM tarafından aktive edildiği, RUT tarafından ise 
baskılandığı elde edilen diğer bulgulardandır. Sonuç olarak DLM’nin oksidatif strese, enflamasyona ve apoptoza 
neden olarak dalak dokusunda toksik etki gösterdiği bununla birlikte RUT’un antioksidan, anti-enflamatuar ve 
anti-apoptotik etki göstererek dalak dokusunu DLM’nin toksik etkisinden koruduğu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, deltametrin, inflamasyon, oksidatif stres, rutin
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GİRİŞ

Giderek artan çevre kirliliği insan sağlığına ciddi 
zararlar vermektedir.1 Çevre kirliliğine neden olan 
ve insanlar dahil birçok canlıyı olumsuz etkile-
yen faktörlerden biri de pestisitlerdir.2 Pestisitler 
arasında deltametrin (DLM), tarımsal ürünleri, 
sebzeleri ve meyveleri karınca, akar, böcek ve bit 
gibi zararlılara karşı korumak için yaygın olarak 
kullanılan geniş spektrumlu sentetik bir dibro-

mo-piretroid insektisittir.3 DLM başlangıçta me-
meli türleri için pestisitler arasında en az toksik 
bileşik olarak kabul edildi ancak yapılan çalışmalar 
DLM’nin memeli ve memeli olmayan organizma-
larda çeşitli toksik etkilere neden olduğunu gös-
termiştir.4 DLM’nin muhtemelen reaktif oksijen 
türlerinin (ROS) ve reaktif nitrojen türlerinin (RNS) 
oluşumunu tetikleyerek oksidatif strese neden 
olduğu ve toksisitesini bu şekilde gösterdiği bil-
dirilmiştir.4 Bu nedenle DLM toksisitesine karşı 

http://orcid.org/0000-0001-6775-7858
http://orcid.org/0000-0001-5367-0743 
http://orcid.org/0000-0001-8884-4168
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/


doğal olarak meydana gelen antioksidanların kullanımı yoğun ilgi 
görmektedir.5-7

Flavonoidler çeşitli meyve, sebze ve bitkisel ürünlerden doğal ola-
rak elde edilen fenolik bileşiklerdir ve birçok çalışmada antioksi-
dan, anti-enflamatuar ve antiapoptotik özelliklere sahip oldukları 
bildirilmiştir.8-13 Bu nedenle son zamanlarda araştırmacıların ilgi 
odağı haline gelmişlerdir. Rutin (RUT) (3,3’,4’,5,7-pentahidroksifla-
von-3-rhamnoglukozit) flavonol kersetin ve disakkarit rutinozdan 
oluşan bir flavondur.13-15 RUT’un önceki çalışmalarda antioksidan, 
antibakteriyel, anti-kanserojen, anti-enflamatuar, vazodilatör, im-
münomodülatör ve hepatoprotektif özelliklere sahip olduğu gös-
terilmiştir.14,16-20 

Sunulan çalışmada DLM’nin neden olduğu dalak toksisitesine kar-
şı RUT’un potansiyel koruyucu etkileri oksidatif stres, enflamasyon 
ve apoptozda rol oynayan bazı biyolojik belirteçler üzerinden araş-
tırılması amaçlanmıştır.

MATERYAL ve METOT 

Kimyasallar
Rutin, deltametrin ve diğer tüm kimyasallar analitik saflıkta olup 
Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA)’dan temin edildi.

Hayvanlar ve Etik Kurul Onayı
Deneyde Atatürk Üniversitesi Tıbbi Deneysel Uygulama ve Araş-
tırma Merkezinden temin edilen yaşları 10-12 hafta ve ağırlıkları 
220-250 gr olan 35 adet erkek Sprague Dawley ratlar kullanıldı. 
Çalışmanın etik kurul onayı Atatürk Üniversitesi’nin Hayvan De-
neyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alındı (Tarih: 29 Mayıs 2020, Proto-
kol Numarası: 2020-05-78). Hayvanların beslenmelerinde çeşme 
suyu ve standart laboratuvar yemleri kullanıldı. Yeme ve içme ad 
libitum olarak sağlandı. Hayvanlar 24 ± 1°C sıcaklığa, %45 ± 5 nem 
oranına ve 12 saatlik aydınlık/karanlık döngüye sahip ortamda ba-
rındırıldılar.

Deney Protokolü
Deneyde her birinde 7 hayvan bulunan 5 farklı grup oluşturuldu. 
Kontrol grubuna 28 gün boyunca 0,5 mL oral yolla serum fizyolo-
jik verildi. RUT grubuna 30 gün boyunca 50 mg/kg RUT oral yolla 
verildi.21 DLM grubuna 30 gün boyunca 1,28 mg/kg DLM oral yolla 
verildi.22 DLM + RUT 25 grubuna 30 gün boyunca 1,28 mg/kg DLM 
oral yolla verildi. DLM uygulamasından 30 dakika sonra 25 mg/kg 
RUT yine oral yolla verildi. DLM + RUT 50 grubuna 30 gün boyunca 
1,28 mg/kg DLM oral yolla verildi. DLM uygulamasından 30 dakika 
sonra 50 mg/kg RUT yine oral yolla verildi.

Son DLM uygulaması yapıldıktan 24 saat sonra (31. gün) ratlar hafif 
sevofloran anestezisi altında dekapite edilerek dalak dokuları alın-
dı. Sonrasında dokular biyokimyasal analizler yapılana kadar -80oC 
saklandı.

Dalak Dokusunda Lipid Peroksidasyon Derecesi ve İndirgenmiş 
Glutatyon Seviyelerinin Analizi
Dalak dokuları %1,15’lik KCl içerisinde homojenize edildikten sonra 
malondialdehit (MDA) seviyelerinin ölçümü için 3500 R.P.M’de 15 
dakika, glutatyon (GSH) seviyelerinin tayini için ise 10000 R.P.M’de 
20 dakika santrifüj edildi. Elde edilen süpernantantta MDA seviye-
leri Placer ve ark.’nın23 geliştirdiği metot ile ölçüldü. GSH seviyeleri 
ise Sedlak ve Lindsay ’in24 metoduna göre analiz edildi. 

Dalak Dokusunda Total RNA İzolasyonu, cDNA Sentezi ve Re-
al-Time PCR Analizleri
Dalak dokularında total RNA izolasyonu QIAzol Lysis Reagent (Qia-
gen, Cat: 79306, Germany) ile üreticinin protokolüne göre yapıldı. 

Elde edilen total RNA’ların konsantrasyonları NanoDrop (Bio-Tek 
Instruments Epoch, USA) cihazında belirlendi ve alınan sonuçla-
ra göre total RNA eşitlemesi yapıldı. Sonrasında total RNA’lardan 
iScript™ cDNA Synthesis Kit’i (Bio-Rad, United States) ile yine 
üretici firmanın vermiş olduğu talimatlar doğrultusunda cDNA 
sentezi gerçekleştirildi. Elde edilen cDNA’lar nükleer faktör kappa 
B (NF-kB) (F: AGTCCCGCCCCTTCTAAAAC, R: CAATGGCCTCTGTG-
TAGCCC), interlökin-1-beta (IL-1b) (F: ATGGCAACTGTCCCTGAACT, 
R: AGTGACACTGCCTTCCTGAA), mitojenle aktive olan protein ki-
naz 14 (MAPK14) (F: GTGGCAGTGAAGAAGCTGTC, R: GTCACCAG-
GTACACATCGTT), Bcl-2 ile ilişkili X proteini (Bax) (F: TTTCATCCAG-
GATCGAGCAG, R: AATCATCCTCTGCAGCTCCA), B hücreli lenfoma 
2 (Bcl-2) (F: GACTTTGCAGAGATGTCCAG, R: GACTTTGCAGAGAT-
GTCCAG), süperoksit dismutaz (SOD) (F: AATGTGGCTGCTGGAA-
AGGA, R: GCTTCCAGCATTTCCAGTCT), katalaz (KAT) (F: CTGAGA-
GAGTGGTACATGCA, R: AATCGGACGGCAATAGGAGT), glutatyon 
peroksidaz (GPx) (F: CAAGGTGCTGCTCATTGAGA, R: ATGTCCGA-
ACTGATTGCACG) mRNA transkript seviyelerinin belirlenmesinde 
kullanıldı. RT-PCR aşamasında ilgili genlerin primerleri, QuaniTe-
ct SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen, Cat: 204143, Germany), 
RNaz free water ve cDNA’lar ile karışım hazırlandı. Sonrasında Ro-
tor-Gene Q (Qiagen, Germany) ile üç tekrarlı olarak analiz işlemi 
yapıldı. İnternal kontrol olarak β-aktin (F: CAGCCTTCCTTCTTGG-
GTATG, R: AGCTCAGTAACAGTCCGCCT) kullanıldı ve elde edilen CT 
değerlerinden Livak ve Schmittgen’in25 2−ΔΔCT metodu ile kat deği-
şimi hesaplamaları gerçekleştirildi.

İstatistiksel Analiz
Dalak dokularında gerçekleştirilen analizlerin istatistiksel değer-
lendirmesi IBM SPSS programında versiyon 20.0 (IBM Statistical 
Package for the Social Sciences Corp., Armonk, NY, ABD) yapıldı. 
Deney grupları arasında istatistiksel farklar tek yönlü varyans ana-
lizi (One-way ANOVA) ile yapıldı. Gruplar arası farklılıklar ise Tukey 
çoklu karşılaştırma testi ile belirlendi. RT-PCR analizlerinde her ör-
nek 3 tekrarlı çalışıldı ve sonuçlar ortalama ± SD olarak sunuldu. P 
< ,05 değeri istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 

BULGULAR

DLM ve RUT Uygulamalarının Dalak Dokusunda Oksidatif Stres 
Üzerine Etkisi
DLM ve RUT uygulamalarının dalak dokusunda MDA ve GSH se-
viyeleri üzerine etkisi Şekil 1’de sunulmuştur. Elde edilen verilere 
göre DLM’nin dalak dokusunda kontrol grubuna göre GSH sevi-
yelerini azalttığı MDA seviyelerini ise arttırdığı belirlendi (P < ,05). 
Bununla birlikte RUT antioksidan etki göstererek lipid peroksi-
dasyonunu doz bağımlı olarak azaltarak MDA seviyelerini kontrol 
grubuna yaklaştırdığı belirlendi (P < ,05). Ayrıca GSH seviyelerinin 
RUT uygulaması ile birlikte MDA seviyelerine ters korelasyon gös-
tererek DLM grubuna göre arttığı görüldü (P < ,05).

Oksidatif stres durumu ayrıca RT-PCR metodu kullanılarak SOD, 
KAT ve GPx enzimlerinin mRNA transkript seviyelerinin ölçülmesi 
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Şekil 1. Dalak dokusu MDA ve GSH seviyeleri 
MDA, Malondialdehit; GSH, Glutatyon



ile araştırıldı ve sonuçlar Şekil 2’de verildi. DLM’nin SOD, KAT ve 
GPx ekspresyon seviyelerini baskılayarak oksidatif strese neden 
olduğu görülürken, RUT uygulamasının bu antioksidan enzimlerin 
ekspresyonlarını doz bağımlı olarak yukarı yönlü düzenlediği be-
lirlendi. 

DLM ve RUT Uygulamalarının Dalak Dokusunda Enflamasyon 
Üzerine Etkileri
NF-kB, IL-1β ve MAPK14 inflamasyonda rol oynayan önemli be-
lirteçlerdir. Dalak dokusunda bu yolaklara ait mRNA transkript 
seviyeleri değerlendirildiğinde DLM’nin NF-kB, IL-1β ve MAPK14 
ekspresyon seviyelerini kontrol grubuna göre önemli derecede 
arttırdığı belirlendi (P < ,05). DLM ile birlikte RUT uygulanan rat-
ların dalak dokularında bu belirteçlerin mRNA transkript seviyeleri 
incelendiğinde, DLM grubuna göre dikkate değer bir azalma mey-

dana geldiği gözlendi (P < ,05). Ayrıca 50 mg/kg verilen dozun 25 
mg/kg’a göre inflamasyon üzerine daha etkili olduğu görüldü (P < 
,05). Yalnızca RUT uygulamasının ise kontrol grubuna göre anlamlı 
bir fark oluşturmadığı da elde ettiğimiz veriler arasındadır. NF-kB, 
IL-1β ve MAPK14 yolaklarına ait mRNA transkript seviyeleri Şekil 
3’te özetlenmiştir. 

DLM ve RUT Uygulamalarının Dalak Dokusunda Apoptoz Üze-
rine Etkileri
Bax ve Bcl-2 apoptozda önemli rol oynayan proteinlerdir. Bu pro-
teinlerin aktivasyon düzeylerine ait mRNA transkript seviyeleri 
değerlendirildiğinde, DLM uygulamasının dalak dokusunda Bax 
ekspresyonunu tetikleyerek Bcl-2 ekspresyonunu ise baskılayarak 
apoptoza neden olduğu tespit edildi (P < ,05). Bununla birlikte RUT 
verilen ratların dalak dokusunda Bax ekspresyonunun doz bağımlı 
olarak baskılandığı belirlendi (P < ,05). Ayrıca RUT uygulamasının 
Bcl-2 mRNA transkript seviyelerini yine doz bağımlı olarak arttır-
dığı görüldü (P < ,05). Bax ve Bcl-2’nin dalak dokusundaki mRNA 
transkript seviyeleri Şekil 4’te verilmiştir.

TARTIŞMA 

Sunulan çalışmada ratların dalak dokularında DLM ile toksisite 
oluşturulduktan sonra RUT’un potansiyel koruyucu etkileri oksi-
datif stres, enflamasyon ve apoptoz üzerinden araştırıldı. 

Oksidatif metabolizmanın yan ürünleri olan süperoksitler, peroksit-
ler ve hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen türleri (ROT), hücrelerde 
yer alan nükleik asitler, proteinler ve lipidler gibi makro molekülle-
re hasar vererek dokuların işlevlerinin kaybolmasına neden olur ve 
böylece birçok hastalığın patogenezini oluşturur.10,26 Normal şartlar 
altında her zaman düşük seviyelerde üretilen bu ROT’lar vücutta 
yer alan antioksidan savunma sistemi tarafından temizlenerek ok-
sidan-antioksidan denge kurulmaktadır.27 Örneğin süperoksit ra-
dikali SOD tarafından hidrojen peroksite, hidrojen peroksit ise KAT 
ve GPx tarafından su ve moleküler oksijene dönüştürülmektedir.28 
Ayrıca önemli bir antioksidan tripeptid olan GSH serbest radikal-
leri bağlayarak okside forma (GSSG) dönüşerek hücreleri oksidatif 
hasara karşı korumaktadır.26 Bununla birlikte DLM’nin de aralarında 
bulunduğu çeşitli ajanlar tarafından oksidatif stres yüksek derece-
de meydana geldiğinde oksidan-antioksidan denge bozulmakta ve 
dalak dahil birçok dokuda toksisite meydana gelmektedir.29-34 Su-
nulan çalışmada da DLM’nin dalak dokusunda muhtemelen serbest 
radikal oluşumunu arttırarak GSH depolarının tükenmesine neden 
olduğu görüldü. Ayrıca DLM’nin antioksidan enzimlerin aktivitele-
rinde azalmaya neden olduğu da belirlendi. Öte yandan önemli bir 
antioksidan madde olan RUT’un antioksidan enzimlerin ekspres-
yonlarını aktive ettiği ve GSH depolarını yenilediği tespit edildi. Böy-
lece dalak dokusunda lipid peroksidasyonunun hafifleyerek MDA 
seviyelerinin azaldığı görüldü. Önceki çalışmalarda da RUT uygu-
lamasının çeşitli toksik ajanlar tarafından meydana gelen oksidatif 
stresi azalttığı bildirilmiştir.13,16

Oksidatif stres ve enflamatuar yanıt arasında yer alan bağlantıya 
dair kanıtlar giderek artmaktadır.11 NF-kB, hücre göçü, hücre dön-
güsü kontrolü, apoptoz ve enflamasyon da dahil olmak üzere bir 
dizi fizyolojik süreci düzenleyen bir transkripsiyon faktörleri aile-
sidir.17,35,36 NF-kB kaskadının çeşitli inflamatuar durumların pato-
fizyolojisinin temelinde yer aldığı ve oksidatif stresin, sitokinlerin 
ve MAPK14’ün bu kaskadı anormal şekilde aktive ettiği bilinmek-
tedir.13,37 IL-1b’nın da aralarında bulunduğu pro-enflamatuar sito-
kinlerin ekspresyonlarını tetikleyerek enflamatuar süreci başlattı-
ğından dolayı NF-kB’nin aktivasyonunun uygun bir şekilde inhibe 
edilmesi büyük önem arz etmektedir.17 Önceki çalışmalarda çeşitli 
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Şekil2. Dalak dokusu SOD, KAT ve GPx mRNA transkript seviyeleri 
SOD, Süperoksit dismutaz; KAT, Katalaz, GPx; glutatyon peroksidaz

Şekil 3. Dalak dokusu NF-ĸB, IL-1β ve MAPK14 mRNA transkript 
seviyeleri 
NF-ĸB, nüklear faktör kappa B; IL-1β, interlökin 1-beta; MAPK14, Mitojenle aktive 
olan protein kinaz 14

Şekil 4. Dalak dokusu Bax ve Bcl-2 mRNA transkript seviyesileri 
Bax, Bcl-2 ile ilişkili X proteini; Bcl-2, B hücreli lenfoma 2



toksik ajanların MAPK14 ve NF-kB aktivasyonuna neden olarak 
IL-1b seviyelerinde artışa neden olduğu ve böylece enflamatuar 
süreci aktive ederek doku hasarına yol açtığı bildirilmiştir.38,39 Su-
nulan çalışmada da ratlara DLM uygulaması ile dalak dokusunda 
MAPK14 ve NF-kB’nin mRNA transkript seviyelerinde önemli artış-
ların meydana geldiği ve muhtemelen buna bağlı olarak IL-1b’nın 
ekspresyonunu tetikleyerek enflamasyon meydana geldiği belir-
lendi. RUT uygulamasının ise oksidatif stresi hafifleterek NF-kB 
ekspresyonunu baskıladığı ve böylece IL-1b’nın mRNA transkript 
seviyelerini azalttığı görüldü. Önceki çalışmalarda RUT ile benzer 
özelliklere sahip doğal antioksidanların aynı şekilde oksidatif stresi 
azalttığı ve enflamasyonu hafiflettiği böylece hedef dokuları toksik 
ajanların hasarından koruduğu bildirilmiştir.40

Programlanmış hücre ölümü olgusu olan apoptoz, çeşitli kimya-
sallar veya çevresel uyaranlar tarafından tetiklenen hücresel bir 
süreçtir ve hücresel homeostazın kontrolünde önemli bir role sa-
hiptir.11,39 Ayrıca apoptotik süreçte mitokondride üretilen ROS’lar 
önemli bir görev almaktadır.41 Mitokondriyal membran geçirgenli-
ği, özellikle anti-apoptotik Bcl-2 ve pro-apoptotik Bax proteinleri 
dahil olmak üzere Bcl-2 proto-onkogen ailesi tarafından kontrol 
edilir.10,12,42 Bax’ın aktivasyonu ile mitokondriye girmesi, membran 
geçirgenliğinin bozulmasına neden olur. Bu, apoptotik sürecin 
başlamasına büyük ölçüde katkıda bulunan kaspazların sitokrom 
c salınımına ve aktivasyonuna yol açar.10,42 Bcl-2 proteini, Bax’ı 
inaktive ederek membran potansiyelini arttırır ve apoptotik süre-
ci baskılar.42,43 Ayrıca MAPK14 yolunun apoptotik yolda kaspaz-3 
aktivasyonu sağladığı ve apoptoz sürecini hızlandırdığı bildirilmiş-
tir.39,44 Daha önce yapılan bir çalışmada DLM’ye maruz kalmanın 
hücre sağkalımını önemli ölçüde etkilediğini ve splenositlerde 
apoptozu indüklediği gösterilmiştir.45 Sunulan çalışmada da DLM 
uygulamasının dalak dokusunda MAPK14’ün ve Bax’ın mRNA 
transkript seviyelerini arttırdığı bununla birlikte Bcl-2 ekspresyo-
nunu baskıladığı böylece dalak dokusunda apoptoza neden olarak 
toksisiteye önemli katkı sağladığı belirlendi. Öte yandan RUT te-
davisinin Bax ve MAPK14 ekspresyonlarını baskılayarak Bcl-2 eks-
presyonunu ise aktive ederek apoptozu baskıladığı ve böylece da-
lak dokusunu DLM’nin yıkıcı etkisinden koruduğu görüldü. Önceki 
çalışmalarda toksik ajanların tetiklediği apoptotik yolu fitokimya-
salların baskıladığı ve böylece hedef dokuları bu toksik ajanların 
oluşturacağı hasardan koruduğu bildirilmiştir.9,13,30

Sonuç olarak, RUT tedavisinin oksidatif stresi, enflamasyonu ve 
apoptozu hafifleterek dalak dokusunu DLM’nin yıkıcı etkisinden 
koruduğu sonucuna varıldı.
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