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Arastirma Makalesi Research Article

Ratlarda Deltametrin’in Neden Oldugu
Dalak Toksisitesine Karsi Rutin’in
Potansiyel Koruyucu Etkilerinin Oksidatif
Stres, Apoptoz ve inflamasyon Belirtecleri
Uzerinden Arastiriimasi

Investigating Potential Protective Effects of Rutin
against Deltametrin-Induced Spleen Toxicity in
Rats through Oxidative Stress, Apoptosis and
Inflammation Markers

6z

Calismada deltametrinin (DLM) meydana getirdigi dalak toksisitesine karsi rutin’in (RUT) koruyucu etkileri aras-
tinlmistir. Bu amagla galismada Sprague dawley ratlara 28 giin boyunca DLM ve/veya RUT uygulandi. DLM’nin
dalak dokusunda malondialdehit (MDA) seviyelerini arttirdigi, glutatyon (GSH) seviyelerini ve stiperoksit dis-
mutaz (SOD), katalaz (KAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzimlerinin mRNA transkript seviyelerini ise azalttig
belirlendi. RUT tedavisinin ise MDA seviyelerinde azalma meydana getirdigi, SOD, KAT ve GPx ekspresyonlarini
aktive ettigi ve GSH seviyelerini arttirdigi gorildi. Ayrica RUT'un DLM tarafindan aktive edilen mitojenle aktif-
lestirilen protein kinaz 14 (MAPK14), nlikleer faktor kappa B (NF-kB) ve interlokin 1 beta (IL-18) ekspresyonlarini
baskilayarak dalak dokusunda anti-enflamatuar etki gosterdigi belirlendi. DLM tarafindan baskilanan anti-a-
poptotik protein B hiicreli lenfoma-2 (Bcl-2) ekspresyonunun RUT tarafindan aktive edildigi gortldi. Ayrica
apoptotik protein olan Bcl-2 ile iligkili X proteininin (Bax) DLM tarafindan aktive edildigi, RUT tarafindan ise
baskilandigi elde edilen diger bulgulardandir. Sonug olarak DLM’nin oksidatif strese, enflamasyona ve apoptoza
neden olarak dalak dokusunda toksik etki gosterdigi bununla birlikte RUT’un antioksidan, anti-enflamatuar ve
anti-apoptotik etki gostererek dalak dokusunu DLM’nin toksik etkisinden korudugu belirlendi.

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

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-kB) and interleukin-1-beta (IL-1B) 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.

Keywords: Apoptosis, deltamethrin, inflammation, oxidative stress, rutin

GiRiS

Giderek artan gevre kirliligi insan saghgina ciddi
zararlar vermektedir.! Cevre kirliligine neden olan
ve insanlar dahil birgok canliyi olumsuz etkile-
yen faktdrlerden biri de pestisitlerdir.? Pestisitler
arasinda deltametrin (DLM), tarimsal UrUnleri,
sebzeleri ve meyveleri karinca, akar, bécek ve bit
gibi zararlilara karsi korumak igin yaygin olarak
kullanilan genis spektrumlu sentetik bir dibro-

mo-piretroid insektisittir.> DLM baglangigta me-
meli tlrleri igin pestisitler arasinda en az toksik
bilesik olarak kabul edildi ancak yapilan ¢caligsmalar
DLM’nin memeli ve memeli olmayan organizma-
larda gesitli toksik etkilere neden oldugunu gos-
termistir.* DLM’nin muhtemelen reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) ve reaktif nitrojen tirlerinin (RNS)
olusumunu tetikleyerek oksidatif strese neden
oldugu ve toksisitesini bu sekilde gosterdigi bil-
dirilmistir* Bu nedenle DLM toksisitesine karsl
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dogal olarak meydana gelen antioksidanlarin kullanimi yogun ilgi
gormektedir.5”

Flavonoidler gesitli meyve, sebze ve bitkisel trlinlerden dogal ola-
rak elde edilen fenolik bilesiklerdir ve bir¢cok ¢alismada antioksi-
dan, anti-enflamatuar ve antiapoptotik 6zelliklere sahip olduklar
bildirilmistir.8*® Bu nedenle son zamanlarda arastirmacilarin ilgi
odag! haline gelmiglerdir. Rutin (RUT) (3,3’4’,5,7-pentahidroksifla-
von-3-rhamnoglukozit) flavonol kersetin ve disakkarit rutinozdan
olusan bir flavondur.®®® RUT'un onceki ¢alismalarda antioksidan,
antibakteriyel, anti-kanserojen, anti-enflamatuar, vazodilator, im-
miinomoddlator ve hepatoprotektif 6zelliklere sahip oldugu gos-
terilmigtir.'416-20

Sunulan ¢aligmada DLM’nin neden oldugu dalak toksisitesine kar-
s RUT'un potansiyel koruyucu etkileri oksidatif stres, enflamasyon
ve apoptozda rol oynayan bazi biyolojik belirtegler Gizerinden aras-
tinlmasi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT

Kimyasallar
Rutin, deltametrin ve diger tim kimyasallar analitik saflikta olup
Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA)dan temin edildi.

Hayvanlar ve Etik Kurul Onayi

Deneyde Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Aras-
tirma Merkezinden temin edilen yaslari 10-12 hafta ve agirliklari
220-250 gr olan 35 adet erkek Sprague Dawley ratlar kullanildi.
Calismanin etik kurul onayi Atatiirk Universitesi'nin Hayvan De-
neyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alindi (Tarih: 29 Mayis 2020, Proto-
kol Numarasi: 2020-05-78). Hayvanlarin beslenmelerinde gesme
suyu ve standart laboratuvar yemleri kullanildi. Yeme ve icme ad
libitum olarak saglandi. Hayvanlar 24 + 1°C sicaklida, %45 + 5 nem
oranina ve 12 saatlik aydinlik/karanlik dongliye sahip ortamda ba-
rindirildilar.

Deney Protokolii

Deneyde her birinde 7 hayvan bulunan 5 farkli grup olusturuldu.
Kontrol grubuna 28 giin boyunca 0,5 mL oral yolla serum fizyolo-
jik verildi. RUT grubuna 30 glin boyunca 50 mg/kg RUT oral yolla
verildi.? DLM grubuna 30 giin boyunca 1,28 mg/kg DLM oral yolla
verildi.?2 DLM + RUT 25 grubuna 30 glin boyunca 1,28 mg/kg DLM
oral yolla verildi. DLM uygulamasindan 30 dakika sonra 25 mg/kg
RUT yine oral yolla verildi. DLM + RUT 50 grubuna 30 glin boyunca
1,28 mg/kg DLM oral yolla verildi. DLM uygulamasindan 30 dakika
sonra 50 mg/kg RUT yine oral yolla verildi.

Son DLM uygulamasi yapildiktan 24 saat sonra (31. glin) ratlar hafif
sevofloran anestezisi altinda dekapite edilerek dalak dokularr alin-
di. Sonrasinda dokular biyokimyasal analizler yapilana kadar -80°C
sakland.

Dalak Dokusunda Lipid Peroksidasyon Derecesi ve indirgenmis
Glutatyon Seviyelerinin Analizi

Dalak dokulari %1,15’lik KCl icerisinde homojenize edildikten sonra
malondialdehit (MDA) seviyelerinin dlgimi i¢in 3500 R.P.M'de 15
dakika, glutatyon (GSH) seviyelerinin tayiniigin ise 10000 R.P.M'de
20 dakika santriftij edildi. Elde edilen stipernantantta MDA seviye-
leri Placer ve ark/nin?® gelistirdigi metot ile olclldi. GSH seviyeleri
ise Sedlak ve Lindsay 'in?* metoduna gore analiz edildi.

Dalak Dokusunda Total RNA izolasyonu, cDNA Sentezi ve Re-
al-Time PCR Analizleri

Dalak dokularinda total RNA izolasyonu QlAzol Lysis Reagent (Qia-
gen, Cat: 79306, Germany) ile Ureticinin protokolline gore yapildi.
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Elde edilen total RNA'larin konsantrasyonlari NanoDrop (Bio-Tek
Instruments Epoch, USA) cihazinda belirlendi ve alinan sonugla-
ra gore total RNA esitlemesi yapildi. Sonrasinda total RNA'lardan
iScript™ cDNA Synthesis Kit'i (Bio-Rad, United States) ile yine
dretici firmanin vermis oldugu talimatlar dogrultusunda cDNA
sentezi gergeklestirildi. Elde edilen cDNA'lar nlikleer faktor kappa
B (NF-kB) (F: AGTCCCGCCCCTTCTAAAAC, R: CAATGGCCTCTGTG-
TAGCCC), interlokin-1-beta (IL-1b) (F: ATGGCAACTGTCCCTGAACT,
R: AGTGACACTGCCTTCCTGAA), mitojenle aktive olan protein ki-
naz 14 (MAPK14) (F: GTGGCAGTGAAGAAGCTGTC, R: GTCACCAG-
GTACACATCGTT), Bcl-2 ile iligkili X proteini (Bax) (F: TTTCATCCAG-
GATCGAGCAG, R: AATCATCCTCTGCAGCTCCA), B hiicreli lenfoma
2 (Bcl-2) (F: GACTTTGCAGAGATGTCCAG, R: GACTTTGCAGAGAT-
GTCCAGQG), stperoksit 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
kullanildi. RT-PCR asamasinda ilgili genlerin primerleri, QuaniTe-
ct SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen, Cat: 204143, Germany),
RNaz free water ve cDNAlar ile karisim hazirlandi. Sonrasinda Ro-
tor-Gene Q (Qiagen, Germany) ile lg tekrarl olarak analiz iglemi
yapildi. internal kontrol olarak B-aktin (F: CAGCCTTCCTTCTTGG-
GTATG, R: AGCTCAGTAACAGTCCGCCT) kullanildi ve elde edilen CT
degerlerinden Livak ve Schmittgen’in® 2-24¢T metodu ile kat degi-
simi hesaplamalari gergeklestirildi.

istatistiksel Analiz

Dalak dokularinda gerceklestirilen analizlerin istatistiksel deger-
lendirmesi IBM SPSS programinda versiyon 20.0 (IBM Statistical
Package for the Social Sciences Corp., Armonk, NY, ABD) yapildi.
Deney gruplari arasinda istatistiksel farklar tek yonli varyans ana-
lizi (One-way ANOVA) ile yapildi. Gruplar arasi farkliliklar ise Tukey
coklu karsilastirma testi ile belirlendi. RT-PCR analizlerinde her or-
nek 3 tekrarli galisildi ve sonuglar ortalama + SD olarak sunuldu. P
<,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

DLM ve RUT Uygulamalarinin Dalak Dokusunda Oksidatif Stres
Uzerine Etkisi

DLM ve RUT uygulamalarinin dalak dokusunda MDA ve GSH se-
viyeleri Uzerine etkisi Sekil 1'de sunulmustur. Elde edilen verilere
gore DLM’nin dalak dokusunda kontrol grubuna goére GSH sevi-
yelerini azaltti§i MDA seviyelerini ise arttirdidi belirlendi (P < ,05).
Bununla birlikte RUT antioksidan etki gostererek lipid peroksi-
dasyonunu doz bagimli olarak azaltarak MDA seviyelerini kontrol
grubuna yaklastirdigr belirlendi (P < ,05). Ayrica GSH seviyelerinin
RUT uygulamasi ile birlikte MDA seviyelerine ters korelasyon gos-
tererek DLM grubuna gore arttigi gorildi (P <,05).

Oksidatif stres durumu ayrica RT-PCR metodu kullanilarak SOD,
KAT ve GPx enzimlerinin mRNA transkript seviyelerinin dlgilmesi

I
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Sekil 1. Dalak dokusu MDA ve GSH seviyeleri
MDA, Malondialdehit; GSH, Glutatyon



8

"
B

m
g

(SOD/p-aktin)
3
=
(KAT/paktin]
e
2

mRNA ekspresyonseviyes!
mANA ekspresyon seviyesi

e
&

NRRTVRVRRRRRWS I

RIS

02

DUMARUT 25 DLM4

T s

)
e
&

mRNA ekspresyon seviyesi
(GPx f-aki
s

DM DLM+RUT25 DLM-RUTS0

Sekil2. Dalak dokusu SOD, KAT ve GPx mRNA transkript seviyeleri
SOD, Superoksit dismutaz; KAT, Katalaz, GPx; glutatyon peroksidaz
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Sekil 3. Dalak dokusu NF-kB, IL-18 ve MAPK14 mRNA transkript
seviyeleri

NF-kB, nliklear faktdr kappa B; IL-1B, interldkin 1-beta; MAPK14, Mitojenle aktive
olan protein kinaz 14

A Bax B Bck2

(Bek2/B-aktin)
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Sekil 4. Dalak dokusu Bax ve Bcl-2 mRNA transkript seviyesileri
Bax, Bcl-2 ile iligkili X proteini; Bcl-2, B hiicreli lenfoma 2

ile arastirildi ve sonugclar Sekil 2’de verildi. DLM’'nin SOD, KAT ve
GPx ekspresyon seviyelerini baskilayarak oksidatif strese neden
oldugu gortlirken, RUT uygulamasinin bu antioksidan enzimlerin
ekspresyonlarini doz bagiml olarak yukari yonlt dizenledigi be-
lirlendi.

DLM ve RUT Uygulamalarinin Dalak Dokusunda Enflamasyon
Uzerine Etkileri

NF-kB, IL-1B ve MAPK14 inflamasyonda rol oynayan onemli be-
lirteclerdir. Dalak dokusunda bu yolaklara ait mRNA transkript
seviyeleri degerlendirildiginde DLM’'nin NF-kB, IL-13 ve MAPK14
ekspresyon seviyelerini kontrol grubuna gére onemli derecede
arttirdigi belirlendi (P < ,05). DLM ile birlikte RUT uygulanan rat-
larin dalak dokularinda bu belirteglerin mRNA transkript seviyeleri
incelendiginde, DLM grubuna gore dikkate deger bir azalma mey-

dana geldigi gozlendi (P < ,05). Ayrica 50 mg/kg verilen dozun 25
mg/kg’a gore inflamasyon Uzerine daha etkili oldugu gortldu (P <
,05). Yalnizca RUT uygulamasinin ise kontrol grubuna gére anlamli
bir fark olusturmadigi da elde ettigimiz veriler arasindadir. NF-kB,
IL-1B ve MAPK14 yolaklarina ait mRNA transkript seviyeleri Sekil
3’te Ozetlenmistir.

DLM ve RUT Uygulamalarinin Dalak Dokusunda Apoptoz Uze-
rine Etkileri

Bax ve Bcl-2 apoptozda 6nemli rol oynayan proteinlerdir. Bu pro-
teinlerin aktivasyon dizeylerine ait mRNA transkript seviyeleri
degerlendirildiginde, DLM uygulamasinin dalak dokusunda Bax
ekspresyonunu tetikleyerek Bcl-2 ekspresyonunu ise baskilayarak
apoptoza neden oldugu tespit edildi (P <,05). Bununla birlikte RUT
verilen ratlarin dalak dokusunda Bax ekspresyonunun doz bagimli
olarak baskilandigi belirlendi (P < ,05). Ayrica RUT uygulamasinin
Bcl-2 mRNA transkript seviyelerini yine doz bagimli olarak arttir-
digi gorildi (P < ,05). Bax ve Bcl-2'nin dalak dokusundaki mRNA
transkript seviyeleri Sekil 4'te verilmistir.

TARTISMA

Sunulan calismada ratlarin dalak dokularinda DLM ile toksisite
olusturulduktan sonra RUT'un potansiyel koruyucu etkileri oksi-
datif stres, enflamasyon ve apoptoz lizerinden arastirildi.

Oksidatif metabolizmanin yan Urinleri olan stiperoksitler, peroksit-
ler ve hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tirleri (ROT), hiicrelerde
yer alan niikleik asitler, proteinler ve lipidler gibi makro molekdille-
re hasar vererek dokularin islevlerinin kaybolmasina neden olur ve
bdylece birgok hastaligin patogenezini olusturur.©2¢ Normal sartlar
altinda her zaman dusik seviyelerde Uretilen bu ROT lar vicutta
yer alan antioksidan savunma sistemi tarafindan temizlenerek ok-
sidan-antioksidan denge kurulmaktadir?” Ornegin siperoksit ra-
dikali SOD tarafindan hidrojen peroksite, hidrojen peroksit ise KAT
ve GPx tarafindan su ve molekuler oksijene dontstirilmektedir.2®
Ayrica 6nemli bir antioksidan tripeptid olan GSH serbest radikal-
leri baglayarak okside forma (GSSG) dontserek hiicreleri oksidatif
hasara karsl korumaktadir.?® Bununla birlikte DLM'nin de aralarinda
bulundugu cesitli ajanlar tarafindan oksidatif stres yiiksek derece-
de meydana geldiginde oksidan-antioksidan denge bozulmakta ve
dalak dahil bircok dokuda toksisite meydana gelmektedir.?*-3* Su-
nulan galismada da DLM’nin dalak dokusunda muhtemelen serbest
radikal olusumunu arttirarak GSH depolarinin tiikenmesine neden
oldugu gorildi. Ayrica DLM'nin antioksidan enzimlerin aktivitele-
rinde azalmaya neden oldugu da belirlendi. Ote yandan énemli bir
antioksidan madde olan RUT'un antioksidan enzimlerin ekspres-
yonlarini aktive ettigi ve GSH depolarini yeniledigdi tespit edildi. Boy-
lece dalak dokusunda lipid peroksidasyonunun hafifleyerek MDA
seviyelerinin azaldig goriildi. Onceki calismalarda da RUT uygu-
lamasinin gesitli toksik ajanlar tarafindan meydana gelen oksidatif
stresi azalttigi bildirilmistir.3'e

Oksidatif stres ve enflamatuar yanit arasinda yer alan baglantiya
dair kanitlar giderek artmaktadir." NF-kB, hiicre gogu, hiicre don-
glsU kontroll, apoptoz ve enflamasyon da dahil olmak Gzere bir
dizi fizyolojik stireci diizenleyen bir transkripsiyon faktorleri aile-
sidir.»%3¢ NF-kB kaskadinin gesitli inflamatuar durumlarin pato-
fizyolojisinin temelinde yer aldigi ve oksidatif stresin, sitokinlerin
ve MAPK14'Un bu kaskadi anormal sekilde aktive ettigi bilinmek-
tedir®%" |L-1b’nin da aralarinda bulundugu pro-enflamatuar sito-
kinlerin ekspresyonlarini tetikleyerek enflamatuar siireci baslatti-
gindan dolayl NF-kB'nin aktivasyonunun uygun bir sekilde inhibe
edilmesi biiyiik dnem arz etmektedir!” Onceki calismalarda gesitli
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toksik ajanlarin MAPK14 ve NF-kB aktivasyonuna neden olarak
IL-1b seviyelerinde artisa neden oldugu ve bdylece enflamatuar
slireci aktive ederek doku hasarina yol agtigi bildirilmistir.%2° Su-
nulan g¢alismada da ratlara DLM uygulamasi ile dalak dokusunda
MAPK14 ve NF-kB’nin mRNA transkript seviyelerinde 6nemli artig-
larin meydana geldigi ve muhtemelen buna bagli olarak IL-1b’nin
ekspresyonunu tetikleyerek enflamasyon meydana geldigi belir-
lendi. RUT uygulamasinin ise oksidatif stresi hafifleterek NF-kB
ekspresyonunu baskiladigi ve bdylece IL-1b'’nin mRNA transkript
seviyelerini azalttigi gorildi. Onceki calismalarda RUT ile benzer
ozelliklere sahip dogal antioksidanlarin ayni sekilde oksidatif stresi
azaltti§i ve enflamasyonu hafiflettigi boylece hedef dokulari toksik
ajanlarin hasarindan korudugu bildirilmistir.4°

Programlanmis hiicre 6limu olgusu olan apoptoz, gesitli kimya-
sallar veya gevresel uyaranlar tarafindan tetiklenen hicresel bir
slirectir ve hiicresel homeostazin kontroliinde 6nemli bir role sa-
hiptir!"3® Ayrica apoptotik sliregte mitokondride Uretilen ROS’lar
onemli bir gorev almaktadir.*' Mitokondriyal membran gegirgenli-
gi, ozellikle anti-apoptotik Bcl-2 ve pro-apoptotik Bax proteinleri
dahil olmak Uzere Bcl-2 proto-onkogen ailesi tarafindan kontrol
edilir!®242 Bax’in aktivasyonu ile mitokondriye girmesi, membran
gecirgenliginin bozulmasina neden olur. Bu, apoptotik slrecin
baslamasina buyuk olglide katkida bulunan kaspazlarin sitokrom
¢ salinimina ve aktivasyonuna yol acgar.!®# Bcl-2 proteini, Baxl
inaktive ederek membran potansiyelini arttirir ve apoptotik sire-
ci baskilar.*24 Ayrica MAPK14 yolunun apoptotik yolda kaspaz-3
aktivasyonu sagladigi ve apoptoz siirecini hizlandirdigi bildirilmis-
tir.%®44 Daha 6nce yapilan bir ¢alismada DLM'ye maruz kalmanin
hiicre sagkalimini 6nemli dlclide etkiledigini ve splenositlerde
apoptozu indikledigi gosterilmistir.*® Sunulan ¢alismada da DLM
uygulamasinin dalak dokusunda MAPK14'Un ve Baxin mRNA
transkript seviyelerini arttirdigi bununla birlikte Bcl-2 ekspresyo-
nunu baskiladigi boylece dalak dokusunda apoptoza neden olarak
toksisiteye onemli katki sagladigi belirlendi. Ote yandan RUT te-
davisinin Bax ve MAPK14 ekspresyonlarini baskilayarak Bcl-2 eks-
presyonunu ise aktive ederek apoptozu baskiladigi ve bdylece da-
lak dokusunu DLM'nin yikici etkisinden korudugu gériildii. Onceki
caligmalarda toksik ajanlarin tetikledigi apoptotik yolu fitokimya-
sallarin baskiladigi ve bdylece hedef dokulari bu toksik ajanlarin
olusturacagi hasardan korudugu bildirilmistir.2133¢

Sonug olarak, RUT tedavisinin oksidatif stresi, enflamasyonu ve
apoptozu hafifleterek dalak dokusunu DLM’nin yikici etkisinden
korudugu sonucuna varildi.
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