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0z Bu ¢alismada, sentetik bir Tip II piretroid olan lambda-sihalotrinin (A-SHL) si¢anlarda olusturdugu gastrointestinal hasarin
oksidatif stres, apoptoz ve endoplazmik retikulum (ER) stresi ile iligkili mekanizmalar1 arastirilmis ve karvakroliin (KRV)
bu toksisiteye karsi koruyucu etkileri degerlendirilmistir. Erkek Sprague-Dawley sicanlar; saglikl kontrol, KRV, A-SHL, A-
SHL+KRV25 ve A-SHL+KRV50 olmak iizere bes gruba ayrilarak 21 giin siireyle oral yolla uygulanmistir. A-SHL grubunda
mide ve bagirsak dokularinda malondialdehit (MDA) diizeylerinin anlaml sekilde arttigi, glutatyon peroksidaz (GPx),
stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi ve glutatyon (GSH) diizeylerinin ise belirgin olarak azaldig1 saptanmistir (p<0.001).
Ayni grupta apoptotik sinyal yolaklarinda Bcl2 ile iligkili X proteini (Bax)/ B-hiicreli lenfoma 2 (Bcl2) oraninin pro-
apoptotik yonde degistigi ve Casp3 aktivasyonunun yiikseldigi belirlenmistir (p<0.001). Ayrica endoplazmik retikulum (ER)
stresi belirtecleri olan aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (Atf6), C/EBP homolog proteini (Chop) ve protein kinaz RNA
benzeri endoplazmik retikulum kinazi (Perk) gen ekspresyonlarinin anlaml diizeyde arttigi gozlenmistir (p<0.001). KRV
uygulanan gruplarda, 6zellikle yliksek doz KRV verilen A-SHL+KRV50 grubunda, oksidatif stres parametrelerinin bir
gostergesi olan MDA seviyelerinin baskilandigi (p<0.001), antioksidan savunma parametrelerinden olan GPx, SOD
aktiviteleri ve GSH seviyelerinin ise arttigl tespit edilmistir (p<0.001). Apoptoz belirteclerinden olan Bcl2 gen ekspresyon
dlizeyinin arttigl, Bax ve Casp3 gen ekspresyon seviyeleri ile ER stresi belirteglerinin anlamlh sekilde geriledigi tespit
edilmistir (p<0.001). Sadece KRV verilen gruplarda ise incelenen parametreler kontrol ve tedavi gruplarina paralel sekilde
seyretmistir. Sonug olarak, A-SHL'nin gastrointestinal dokuda ¢oklu molekiiler mekanizmalar tizerinden hasara yol actig1,
KRV'nin ise bu toksisiteye karsi belirgin ve doza bagh koruyucu etki gosterdigi ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Endoplazmik retikulum stresi, Gastrointestinal hasar, Karvakrol, Lambda-sihalotrin, Oksidatif stres.

ABSTRACT Investigation of The Effects of Carvacrol on Lambda-Cyhalothrin-Induced
Gastrointestinal Injury in Rats: Modulation of Apoptosis and Endoplasmic
Reticulum Stress Pathways

This study investigated the mechanisms associated with oxidative stress, apoptosis, and endoplasmic reticulum (ER) stress
in gastrointestinal damage induced by lambda-cyhalothrin (A-CHL) in rats and evaluated the protective effects of carvacrol
(CRV) against this toxicity. Rats were divided into five groups: control, CRV, A-CHL, A-CHL+CRV25, and A-CHL+CRV50, and
treatments were administered orally for 21 days. In the A-CHL group, malondialdehyde (MDA) levels significantly
increased, whereas glutathione peroxidase (GPx), superoxide dismutase (SOD), and glutathione (GSH) levels decreased
(p<0.001). Additionally, apoptotic signaling pathways were activated by a pro-apoptotic shift in the Bcl2-associated X
protein (Bax)/ B-cell lymphoma 2 (Bcl2) ratio and increased Casp3 activation (p<0.001). Moreover, endoplasmic reticulum
(ER) stress markers, including activating transcription factor 6 (Atf6), C/EBP homologous protein (Chop), and protein
kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase (Perk), were significantly elevated (p<0.001). In the CRV-treated groups,
particularly in the A-CHL+CRV50 group, MDA levels were significantly suppressed (p<0.001), while antioxidant defense
parameters such as GPx, SOD activity, and GSH levels were significantly increased (p<0.001). Furthermore, Bcl2 was
elevated, whereas Bax, Casp3, and ER stress markers were significantly reduced (p<0.001). CRV alone showed patterns
similar to the control group. In conclusion, A-CHL induces gastrointestinal damage through multiple molecular mechanisms
involving oxidative stress, apoptosis, and ER stress, whereas CRV exhibits a dose-dependent protective effect against this
toxicity.
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GiRiS

Pestisitler, ekosistemler iizerinde ciddi toksik etkilere yol
acabilen ve cevreye en yaygin bicimde salinan kimyasal
maddeler arasinda yer almakta olup, kontrolsiiz ve yogun
kullanimlar1 ¢evresel ve biyolojik risklerin artmasina
neden olmaktadir (Garud ve ark. 2024). Son yillarda,
organofosforlu insektisitlerin ¢evre ve insan saghg
izerindeki olumsuz etkileri sebebiyle kullaniminin
kisitlanmasi, alternatif insektisit gruplarina yonelimi
artirmis ve bu durum sentetik piretroidlerin kullaniminda
belirgin bir artisa yol agmistir (Soderlund ve ark. 2002).
Piretroidler, piretrin yapilarina dayal olarak gelistirilen
sentetik insektisitler olup, 1970’lerde Chrysanthemum
cinerariifolium ¢icegi 6ziinden tiiretilmis ve giinlimiizde
tarim, hayvancilik ve halk sagliginda zararli boceklerin
kontroliinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Lopez-
Torres ve ark. 2022; Sakr ve Rashad 2023). Giiniimiizde
sentetik  piretroidler, diinya genelinde kullanilan
insektisitlerin %30’undan fazlasini olusturmakta olup
(Prasanthi ve Rajini 2005), memelilerde gorece diisiik
akut toksisite gostermeleri, cevrede hizli
biyodegradasyona ugramalar1 ve kalict kalintilar
birakmamalari nedeniyle ekonomik ve ¢evre agisindan
avantajli insektisitler olarak kabul edilmektedir (Kale ve
ark. 1999). Bununla birlikte, artan sayida c¢alisma
piretroidlerin ¢esitli metabolik siirecleri etkileyerek
insanlarda, evcil hayvanlarda ve baliklarda toksik etkilere
neden oldugunu gostermektedir (Adhikari ve ark. 2006).
iki tipe ayrilan piretroidlerden Tip I bilesikler akut toksik
dozlarda felg, asir1 uyarilabilirlik ve titremeye neden
olurken, Tip II piretroidler asir1 duyarllik, koreoatetoz ve
salivasyon ile karakterize toksisiteye yol a¢maktadir
(Zhang ve ark. 2021). Lambda-sihalotrin (Tip II piretroit
insektisit), Lepidoptera, Diptera ve Coleoptera gibi
gruplara karst etkili genis bir insektisidal etki
spektrumunun yani sira, yaprak, pas ve gal akarlarina
karsi da akarisidal ozellik gostermektedir. Sebzeler,
tahillar ve pamuk gibi tarim drinlerinde zararh
kontroliinde yaygin olarak kullanilmakta; ayrica
hayvancilikta, kiimes hayvanlarinda ve kopeklerde
keneler, pireler, bitler ve akarlar gibi dis parazitlerin
kontroliinde de tercih edilmektedir (Xu ve ark. 2023).
Hedef dis1 organizmalar tlizerindeki toksisitesinin goérece
diisiik oldugu bildirilse de yaygin kullanimi nedeniyle
insan maruziyetinin arttigl vurgulanmaktadir (Fetoui ve
ark. 2009). A-SHL biyolojik zarlarda birikerek oksidatif
stres ile enflamatuar yanitlan tetikledigi bildirilmektedir
(Turgut ve ark. 2011). Oksidatif stres, reaktif oksijen
tiirleri (ROS) iretimiyle antioksidan savunma sistemleri
arasinda dengenin bozulmasi ile ortaya ¢iktig
diisiiniilmektedir (Karaarslan ve ark. 2026). Oral A-SHL
maruziyetinin deneysel c¢alismalarda gastrointestinal
mikrobiyota kompozisyonunu degistirebildigi ve bunun
da bariyer fonksiyonu ve metabolik siireclerde olumsuz
etkilere yol acabilecegi 6ne siiriilmiistiir; bu tiir etkiler
dolayh olarak gastrointestinal hasar1 (GIH) tetikleyebilir
(Zheng ve ark. 2024).

Dogal bitki kaynakli bilesikler, 6zellikle fenolik bilesenler
diisiitk maliyet, yiiksek biyolojik etkinlik ve kolay
erigilebilirlik gibi avantajlar1 sayesinde farkli biyolojik
mekanizmalar lizerinden toksisiteye Kkarsi koruyucu
etkiler gosterebilmekte ve bu nedenle cesitli patolojik
durumlarin tedavisinde arastirmalarin odagi haline
gelmektedir (Ileriturk ve ark. 2023; Simsek ve ark. 2023;
Bozkurt ve ark. 2024; Kankili¢ ve ark. 2024;). Bu
kapsamda monoterpenoid yapida bir fenolik bilesik olan
Karvakrol (KRV), genellikle Lamiaceae familyasina ait
bitkilerde bulunur ve ayrica kekik, karabiber ve yabani
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bergamot esansiyel yaglarindan elde edildigi rapor
edilmistir (Aksu ve ark. 2016; Taslimi ve ark. 2017). KRV
yaygin olarak aroma maddesi ile gida katki maddesi
olarak kullanilmaktadir (Zotti ve ark. 2013) ve anti-
inflamatuar, antioksidan, anti-tiimoér, anti-apoptotik ve
anti-mikrobiyal etkiler dahil olmak iizere ¢ok sayida
farmakolojik ile biyolojik aktivitelerinin  oldugu
belirlenmistir (Xu ve ark. 2008; Suntres ve ark. 2015;
Sharifi-Rad ve ark. 2018). KRV bakimindan zengin kekik
suyunun, geleneksel olarak mide eksimesi basta olmak
lizere cesitli gastrointestinal rahatsizliklarin tedavisinde,
kan kolesterolii ve glukoz diizeylerinin distiriilmesinde
oral yolla kullanildig;; ayrica romatizmal agrilarda
haricen analjezik, halk hekimliginde ise antiseptik ve lokal
analjezik amagclarla uygulandigi rapor edilmistir (Oliveira
ve ark. 2012). Bunun yani sira KRV’nin hepatoprotektif ve
nefroprotektif etkiler sergiledigi (Nafees ve ark. 2013; ES
ve ark. 2015) ve mutlak etanol ile asitlendirilmis etanol
ile indiklenen mide lezyonlarini anlaml diizeyde
baskilayarak belirgin bir gastroprotektif etki ortaya
koydugu bildirilmistir (Oliveira ve ark. 2012). KRV’nin
antioksidan etkisinin aromatik halkaya bagl hidroksil
(OH) grubundan kaynaklandigi, anti-enflamatuar
etkisinin ise prostaglandin sentezinin inhibisyonu ile
iliskili oldugu; siklooksijenaz-2 (COX-2) aktivitesini
baskilayarak interlokin-1f (IL-18) ve prostaglandin E2
(PGE2) diizeylerini azalttig1 gosterilmistir (Hotta ve ark.
2010; Da Silva Lima ve ark. 2013; Shoorei ve ark. 2019;
Somensi ve ark. 2019). OH grubu iceren fenoller ile
yapilan bir ¢alismada fenol grubunun, hiicre i¢i serbest
radikalleri ortadan kaldirarak o6nemli bir antioksidan
gorevi gormesi bunu kanitlayacak nitelikte bir calisma
oldugu belirtilmistir (Bozkurt ve ark. 2024). Literatiirde
A-SHL'nin neden oldugu GiH’e iliskin calismalarin sinirh
oldugu, bu hasarin mekanizmasinin heniiz tam olarak
aydinlatilamadigl ve mevcut farmakolojik yaklasimlarin
yeterli etki gostermedigi dikkate alindiginda, bu
calismada A-SHL'ye bagh GiH'in biyokimyasal ve
molekiiler mekanizmalarinin arastirilmast  ve bu
toksisiteye karsi daha once etkileri incelenmemis olan
KRV’'nin potansiyel koruyucu roliiniin ortaya konulmasi
amaglanmaktadir.

MATERYAL VE METOT

Deney Hayvanlari

Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Arastirma ve
Uygulama Merkezi biinyesinde temin edilen 200-250 g
agirligindaki yaklasik 12 haftalik 35 tane erkek Sprague-
Dawley sican c¢alisma boyunca kullanilmistir. Standart
laboratuvar sartlarinda (45+5% nem, 24+1 °C ve 12 saat
aydinlik/karanlik doéngilisii ve smirsiz yiyecek ile su
verilerek tutuldu.) barindirilmis ve deney oncesinde 7
glin adaptasyon siiresi saglanmistir. Bu siire boyunca
hayvanlara ad-libitum yem ve su verilmistir. Bu ¢alisma,
Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'nun 25.02.2026 tarih ve 2026/2 sayili, 8 nolu
karar ile onaylanmis olup, tim deneysel uygulamalar
ulusal ve uluslararasi etik kurallar ¢ergevesinde
gerceklestirilmistir.

Kimyasallar

Calismada kullanilan Lambda-Sihalotrin (A-SHL; CAS No.
91465-08-6) ve Karvakrol (KRV; CAS No. 499-75-2),
Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, ABD)’den temin
edilmistir. Mevcut yapilan analizlerde kullanilan biitiin
kimyasallar analitik saflikta olup ayni firmadan satin
alinmustir.
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Deneysel uygulamalar

Sicanlar rastgele secilerek, her biri yedi hayvandan olusan
bes deney grubuna ayrildi. A-SHL dozu (6.23 mg/kg/giin),
bu bilesik i¢in sicanlarda bildirilen oral LD50 degerinin
(~56-79 mg/kg) yaklasik 1/10'una karsilik gelecek
sekilde, sub-akut toksisite olusturmak ancak letal etki
gostermemek lizere se¢ilmis; bu doz aynmi zamanda
piretroid kaynakli sistemik toksisite modellerinde yaygin
olarak kullanilan sicanlarda etkili bicimde uygulanmis
doz ile uyumludur. KRV ig¢in secilen 25 ve 50 mg/kg/glin
dozlar1 ise literatiirde KRV'nin antioksidan, anti-
enflamatuar ve sitoprotektif etkilerini ortaya koyan
calismalarda giivenlik araligi icinde kalan ve doz-yanit
iliskisinin degerlendirilmesine olanak taniyan etkin
dozlar olarak tercih edilmistir (ileritiirk ve Kandemir
2023). Deneysel gruplar asagidaki sekilde olusturuldu:

Saglikli Kontrol Grubu (Kontrol): Ratlara 21 giin boyunca
oral olarak serum fizyolojik ¢6zeltisi uygulandi.

Karvakrol Grubu (KRV): Ratlara 21 giin boyunca gavajla
agizdan 50 mg/kg/viicut agirhigi olacak sekilde KRV
uyguland.

A -Sihalotrin Grubu (A-SHL): Ratlara 21 giin boyunca oral
olarak 6.23 mg/kg/viicut agirhigi A-SHL uygulandi.

A -Sihalotrin + Karvakrol25 Grubu (A-SHL+KRV25):
Ratlara 21 giin boyunca oral yolla 25 mg/kg/viicut agirligi
KRV verildikten 30 dakika sonra 6.23 mg/kg/viicut
agirligi A-SHL verildi.

A -Sihalotrin + Karvakrol50 Grubu (A-SHL+KRV50):
Ratlara 21 giin boyunca gavajla agizdan 50 mg/kg/viicut
agirligl olacak sekilde KRV verildikten 30 dakika sonra
6,23 mg/kg/viicut agirhigi A-SHL verildi.

Numunelerin Alinmasi: Son A-SHL uygulamasindan 24
saat sonra (22. giin) ratlar hafif sevofloran anestezisi
altinda sakrifiye edilerek mide ve bagirsaklar1 alindi
Alian dokular molekiiler ve biyokimyasal analizler i¢in -
80 °C’de muhafaza edildi.

Oksidatif Stres Parametrelerinin (MDA, GPx, SOD ve
GSH) Ol¢iimii

Malondialdehit (MDA) ve glutatyon peroksidaz (GPx)
olctimleri Elisa kit ile yapildi. MDA diizeyleri ve GPx
aktivitesi ticari ELISA kitleri kullanilarak iiretici firma
protokollerine uygun sekilde analiz edildi. Bu amagla, toz
haline getirilmis mide ve bagirsak ornekleri fosfat
tamponlu salin (PBS) icerisinde 1:20 (a/h) oraninda
seyreltilmis ve doku homojenizatorii (Qiagen, TissueLyser
II) yardimiyla homojenize edilmistir. Elde edilen
homojenatlar 4 °C’de 3500 rpm’de 15 dakika santrifijj
edilmistir. Siipernatantlar toplanarak malondialdehit
(MDA; Kat No: 201-11-0157), glutatyon Peroksidaz (GPx;
Kat No: 201-11-1705), diizeyleri agisindan, ilgili ELISA kit
tireticilerinin (Sunred Biological Technology, Shanghai,
China) protokollerine uygun olarak analiz edilmistir.

Hazirlanan homojenatta siiperoksit dismutaz (SOD)
aktivitesi, (Sun ve ark. 1988) tarafindan tanimlanan
yontem esas alinarak 6l¢iilmistiir. Bu yontem, ksantin-
ksantin oksidaz sistemi araciligiyla iiretilen siiperoksit
radikalinin nitroblue tetrazolium (NBT)'u indirgemesi
sonucu olusan renk degisimine dayanmaktadir. Reaksiyon
sonunda meydana gelen mavi renkli formazon bilesigi,
maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu 560 nm’dir.
Formazonun 560 nm’de oOlgiilen absorbans degerleri
kullanilarak SOD aktivitesi hesaplanmistir.

Hazirlanacak homojenatta glutatyon (GSH) diizeyinin
olctimii (Sedlak ve Lindsay 1968) bildirdigi metoda gore
yapildi. Bu yonteme goére DTNB [5,5-Ditiyobis (2-

nitrobenzoik) asit], siilfidril grubuna sahip bilesikler
tarafindan indirgenerek meydana gelen sar1 renk
spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda o6lgiildi.
Sonuglar, GSH i¢in standart grafik cizildikten sonra
ekstrapolasyon yontemi ile hesaplandu.

Real Time -PCR Analizleri

Aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (Atf6), C/EBP
homolog proteini (Chop) ve protein kinaz RNA benzeri
endoplazmik retikulum kinazi (Perk), Bcl2 ile iligkili X
proteini (Bax), B-hiicreli lenfoma 2 (Bcl2) ve sistein-
aspartik asit proteaz 3 (Casp3) genlerine ait primerler,
NCBI'de yer alan Primer-BLAST aract kullanilarak
tasarlanmistir. Dokular homojenize edildikten sonra,
toplam RNA izolasyonu iretici firmanin talimatlar
dogrultusunda QIAzol Lizis Reaktifi (Qiagen, Kat. No.
79306)  kullanilarak  gercgeklestirilmistir. ~ RNA'nin
konsantrasyonu ve safligi NanoDrop spektrofotometresi
(BioTek Epoch) ile degerlendirilmistir. Toplam RNA’dan
cDNA sentezi, RT2 First Strand Kiti (Qiagen, Kat. No.
330404) kullanilarak yapilmistir. Kantitatif gercek
zamanli PCR (qRT-PCR) analizi, RT2 SYBR® Green qPCR
Mastermix (Qiagen, Kat. No. 330500) ve gene 0zgi
primerler kullanilarak Rotor-Gene Q Serisi Yazilimi 2.3.1
(Qiagen, Almanya) aracihigiyla gergeklestirilmistir.
Goreceli gen ekspresyon diizeylerinin hesaplanmasinda,
i¢ kontrol olarak B-aktin kullanilarak 2#-AACT yo6ntemi
uygulanmistir. Tasarlanan primer dizileri Tablo 1’'de
sunulmustur (Livak ve Schmittgen, 2001; Bolat ve ark.
2025).

Tablo 1: ilgili genlere ait primer dizilimleri.

Table 1: Primer sequences of the related genes.

Gen/ Forward g:i‘:flge Uzunluk Accession
Gene Primer (5'-3") (5'~3") (bp) No.
Atf TCAACTCAGCA GACCAGTGAC 130 NM_00110
CGTTCCTGA AGGCTTCTCT 7196.1
Perk GATGCCGAGAA AGATTCGAGA 198 NM_03159
TCATGGGAA  AGGGACTCCA 9.2
Cho GAAGCCTGGTA GAACTCTGAC 209 NM_00110
P TGAGGATCT TGGAATCTGG 9986.1
Casp3 ACTGGAATGTC GCAGTAGTCG 270 NM_01292
P2 AGCTCGCAA CCTCTGAAGA 2.2
Bax TTTCATCCAGG AATCATCCTC 154 NM_01705
ATCGAGCAG TGCAGCTCCA 9.2
Bel2 GACTTTGCAGA TCAGGTACTC 214 NM_01699
GATGTCCAG AGTCATCCAC 3.2
Acth CAGCCTTCCTT AGCTCAGTAA 360 NM_03114
CTTGGGTATG CAGTCCGCCT 4.3

Atf6: Activating Transcription Factor 6; Perk: Eukaryotic Translation
Initiation Factor 2 Alpha Kinase 3; Chop: DNA Damage Inducible
Transcript 3; Casp3: Caspase-3; Bax: Bcl-2-Associated X Protein; Bcl2: B-
Cell Lymphoma 2; Actb: Beta-Actin (B-Aktin, i¢ kontrol / endogenous
reference); bp: baz ¢ifti / base pair.

istatistiksel Analizler

Orneklem biiyiikliigii icin gii¢c analizi yapildi; a=0.05 ve
giic (1-B)=0.80 hedeflenmistir; her grupta n=7 grupta elde
edilen post-hoc giic 0.86 olarak hesaplanmistir. Giig¢
analizi icin Dhouibi ve ark. (2021) c¢alismasi referans
olarak alindi. Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri
SPSS (Siiriim 22.0, IBM Corp., Armonk, NY, USA) yazilimi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Calismadaki 6rnek sayisi
50'den az oldugundan, verilerin normal dagilim gdsterip
gostermedigini  belirlemek icin Shapiro-Wilk testi
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kullanildi. Test sonucunda, belirtegler i¢in p>0.05 degeri
elde edildi. Tim degiskenler normal dagilim gosterdigi
icin gruplar arasindaki farkliliklar tek yonli varyans
analizi (one-way ANOVA) ile incelenmis, gruplar arasi
karsilastirmalar i¢in Post Hoc test olarak Tukey testi
kullanildi. Tim veriler ortalama*standart sapma
(meanzSD) seklinde sunulmugtur. istatistiksel anlamlilik
diizeyi p<0.05, p<0.01, p<0.001 olarak kabul edilmis ve p
degerleri virgiilden sonra ii¢ basamakh olacak sekilde
raporlanmistir.

BULGULAR

OKksidatif Stres Parametrelerinin Sonuglari

A-SHL uygulamasinin, lipid peroksidasyonunu artirmasi
sonucu gastrointestinal dokularda MDA diizeyleri
istatistiksel ag¢idan arttig1 belirlenmistir (p<0.001).
Kontrol grubu ile A-SHL+KRV25 ve A-SHL+KRV50 gruplari
karsilastirildiginda mide dokusunda istatistiksel bir fark
varken (p<0.001), bagirsak dokusunda sadece A-
SHL+KRV25 grubuyla anlamh fark oldugu (p<0.001) ve A-
SHL+KRV50 grubuyla anlamli bir fark olmadigi tespit
edilmistir. Mide ve bagirsak dokularinda, A-SHL grubu ile

kiyaslandiginda A-SHL+KRV25, A-SHL+KRV50 ve KRV50
tedavi gruplarinda MDA diizeylerinde azalma oldugu
tespit edilmistir (p<0.001). Mide ve bagirsak dokularinda
her iki tedavi grubunda da MDA diizeyleri diistiigu
belirlenmis ancak A-SHL+KRV50 tedavi grubundaki diisiis
dramatik bir sekilde daha goktur (p<0.001) (Sekil 1).
A-SHL uygulamasi kontrol grubuna kiyasla GPx
seviyelerinde 6nemli derecede azalmaya sebep olmustur
(p<0.001). Bu diisiis, her iki dokuda da o6nemli bir
oksidatif stres olustugunu ve mevcut antioksidan
enzimlerin  serbest radikalleri noétralize ederken
tiikendigini gostermektedir. Mide dokusunda, A-SHL
uygulanan grup ile karsilastirildiginda GPx seviyelerinde
A-SHL+KRV25 ile anlamli bir fark olmadigi ve A-
SHL+KRV50 (p<0.001) ile anlaml bir degisiklik oldugu
tespit edilmistir. Bagirsak dokusunda, A-SHL uygulanan
grup ile kiyaslandiginda GPx seviyelerinde hem A-
SHL+KRV25 grubunda hem de A-SHL+KRV50 grubunda
anlamli fark bulunmustur (p<0.001). A-SHL+KRV25 ve A-
SHL+KRV50 tedavi gruplar1 arasinda istatistiksel agidan
her iki dokuda da anlamli fark oldugu belirlenmistir
(p<0.001) (Sekil 1).
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Sekil 1: A-SHL ile indiiklenen GIH {izerine KRV’nin gastrointestinal dokularda oksidatif hasarin géstergesi olan MDA ve GPx
lizerine etkisi. Her gruptaki siganlara ait veriler ortalama * standart sapma (SD) (n = 7) olarak belirtilmistir. Tek Yonli
ANOVA ve Tukey Post Hoc testi kullamilarak analiz edilmistir. Istatistiksel anlamlilik (kontrol vs. digerleri: *p<0.05, *p<0.01,
“p<0.001; A-SHL vs. digerleri: #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001; A-SHL+KRV25 ve A-SHL+KRV50: 2p<0.05, 244p<0.01,

888p<0.001).

Figure 1: The effect of KRV on MDA and GPx, which are indicators of oxidative damage, in gastrointestinal tissue in the A-
SHL-induced GID. Data for the rats in each group are expressed as mean # standard deviation (SD) (n = 7). Analysis was
performed using One-Way ANOVA and Tukey Post Hoc test. Statistical significance was defined as follows: (control vs. others:
"p<0.05, *p<0.01, "p<0.001; A-SHL vs. others: #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001; A-SHL+KRV25 and A-SHL+KRV50: 4p<0.05,

88p<0.01, 448p<0.001).

A-SHL uygulamasi kontrol grubuna kiyasla hem mide hem
de bagirsak dokularinda SOD seviyelerinde belirgin bir
diisiis tespit edilmistir (p<0.001). Her iki dokuda da A-
SHL uygulanan grup ile Kkarsilastirildiginda tedavi
gruplarinda SOD seviyelerinde anlamli artisin oldugu
(p<0.001), ozellikle mide dokusunda tedavi gruplarinda
uygulanan KRV ile beraber toksisitenin azaldigi hatta
kontrol grubunun seviyesine ¢iktig1 tespit edilmistir.
Bagirsak dokusunda ise yine tedavi gruplarinda toksisite
azalmis ancak SOD seviyeleri ytikselmis olsa da kontrol
grubunun seviyesine ¢ikmadigi belirlenmistir (Sekil 2).
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GSH seviyeleri incelendiginde, kontrol grubu degerlerine
kiyasla A-SHL uygulamasi ile beraber her iki dokuda da
onemli bir diisiis sergiledigi saptanmistir (p<0.001). A-
SHL ile indiiklenen gastrointestinal hasar, es zamanli KRV
tedavisi ile her iki dokuda da geri ¢evrilmis 6zellikle A-
SHL+KRV50 tedavi gruplarinda kontrol grubu seviyesine
ciktigi ayrica bagirsakta bu seviye kontrol grubu
seviyesini daha ¢ok gectigi tespit edilmistir (p=0.007).
Tedavi gruplar1 degerlendirildiginde, her iki dokuda da
yliksek doz KRV grubundaki iyilesmenin diisiik doz
grubuna gore daha belirgin oldugu go6zlenmistir
(p<0.001) (Sekil 2).
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Sekil 2: A-SHL ile indiiklenen GIH iizerine KRV'nin gastrointestinal dokularda oksidatif hasarin gdstergesi olan SOD ve GSH
iizerine etkisi. Her gruptaki sicanlara ait veriler ortalama # standart sapma (SD) (n=7) olarak belirtilmistir. Tek Yonli ANOVA
ve Tukey Post Hoc testi kullanilarak analiz edilmistir. Istatistiksel anlamhlik (kontrol vs. digerleri: *p<0.05, *p<0.01,
**p<0.001; A-SHL vs. digerleri: #p<0.05, ##p<0.01, ##p<0.001; A-SHL+KRV25 ve A-SHL+KRV50: 4p<0.05, 44p<0.01,

888p<0.001).

Figure 2: The effect of KRV on SOD, and GSH, which are indicators of oxidative damage, in gastrointestinal tissue in the A-
SHL-induced GID. Data for the rats in each group are expressed as mean * standard deviation (SD) (n=7). Analysis was
performed using One-Way ANOVA and Tukey Post Hoc test. Statistical significance was defined as follows: (control vs. others:
"p<0.05, *p<0.01, ™p<0.001; A-SHL vs. others: #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001; A-SHL+KRV25 and A-SHL+KRV50: 4p<0.05,

88p<0.01, 884p<0.001).

Apoptotik Sinyal Yolaklar1 Parametreleri Analiz
Sonuglar1

A-SHL uygulamasi kontrol grubuna kiyasla hem mide hem
de bagirsak dokularinda Bax gen ekspresyon
diizeylerinde belirgin bir artisa neden olmustur
(p<0.001). Bu durum, A-SHL'nin hiicrelerde apoptozu
gliclii bir sekilde uyardigin1 géstermektedir. KRV50 tek
basina Bax gen ekspresyon seviyelerini kontroliin altina
diistirmiistiir. A-SHL ile birlikte uygulandiginda (A-SHL +
KRV25/50), doza bagh olarak Bax seviyelerinde anlaml
bir azalma saptanmistir (p<0.001). Ozellikle KRV50 dozu,
pro-apoptotik sinyali kontrol seviyelerine yaklastirmistir
(Sekil 3).

A-SHL uygulamasi kontrol grubuna kiyasla hem mide hem
de bagirsak dokularinda Bcl2 gen ekspresyon
diizeylerinde ciddi bir azalmaya sebep olmustur
(p<0.001). Bu durum hiicrenin savunma mekanizmasinin
zayifladigina isaret eder. KRV50 uygulamasi, Bcl2 gen
ekspresyon seviyelerini bazal seviyenin {lizerine ¢ikararak
hiicre koruyucu etkisini gostermistir. A-SHL'nin neden
oldugu diisiis, KRV ilavesiyle anlamli sekilde geri
dondirilmistir. A-SHL + KRV50 grubunda BclZ2 gen
ekspresyon seviyeleri, kontrol grubunun bile iizerine
cikmistir (p<0.001) (Sekil 3).

Apoptozun ana ylriitiicii enzimi olan Casp3 seviyeleri, A-
SHL uygulanan mide ve bagirsak dokularinda en yiiksek
seviyeye ulasmistir (p<0.001). Her iki dokuda KRV
uygulamasi, A-SHL  tarafindan  tetiklenen Casp3
aktivasyonunu doz bagimli olarak baskilamistir
(p<0.001). Ozellikle 50 mg/kg (KRV50) dozunun
kombinasyonu, enzimatik aktiviteyi kontrol degerlerine
kadar minimize etmistir. Her iki tedavi grubu birbirleri ile
kiyaslandiginda midede (p=0.016) ve bagirsakta
(p<0.001) anlamh bir fark oldugu tespit edilmistir (Sekil
3).

ER Stresi Parametreleri Analiz Sonuglari

Gastrointestinal dokularda Atf6 gen ekspresyonu diizeyi,
kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak artis
meydana gelmistir (p<0.001). Bu durum, A-SHL'nin ER
limeninde yanlis katlanmis protein birikimine bagh
olarak katlanmamis protein yamiti (UPR) yanitini
etkinlestirdigini kanitlamaktadir. A-SHL ile birlikte
uygulanan KRV (25 ve 50 mg/kg), Atf6 gen ekspresyon
seviyelerini doza bagh olarak diigiirmiistiir. Ozellikle A-
SHL + KRV50 grubunda, Atf6 seviyeleri A-SHL grubuna
gore ¢ok daha diistik seviyelerde saptanmistir (p<0.001).
Her iki tedavi grubu birbirleri ile kiyaslandiginda midede
(p=0.001) ve bagirsakta (p=0.011) anlamh bir fark oldugu
tespit edilmistir (Sekil 4).

ER stresinin en kritik sensorlerinden biri olan Perk gen
ekspresyonu seviyeleri, A -SHL grubunda Kkontrol
grubunun yaklasik 4.5 katina (mide) ve 2 Kkatina
(bagirsak) c¢ikarak en yiiksek degerine ulasmistir
(p<0.001). KRV ilavesi, Perk aktivasyonunu gicli bir
sekilde inhibe etmistir (p<0.001). A -SHL + KRV50
kombinasyonu uygulanan gruplarda Perk ekspresyonu,
kontrol degerlerine oldukea yakin seviyelere gerilemistir
(p<0.001) (Sekil 4).

ER stresine baghh apoptozun ana aracisi olan Chop gen
ekspresyonu seviyeleri, A-SHL uygulanan tiim dokularda
keskin bir sekilde artmistir (p<0.001). Bu artis, ER
stresinin siddetli oldugunu ve hiicreyi 6liime (apoptoz)
stirikledigini gostermektedir. KRV uygulamasi, Chop
ekspresyonunu 6nemli 6l¢iide baskilayarak (p<0.001) A-
SHL'nin neden oldugu pro-apoptotik ER stresi sinyallerini
zayiflatmistir. KRV50 dozunun etkisi, KRV25 dozuna gore
daha belirgin bulunmustur (p<0.001) (Sekil 4).
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Sekil 3: A-SHL ile indiiklenen GIH modelinde KRV’nin gastrointestinal dokularda apoptotik sinyal yolaklarimin (Bax, Bcl2 ve
Casp3) gen ekspresyon diizeyleri lizerine etkisi. Her gruptaki sigcanlara ait veriler ortalama # standart sapma (SD) (n=7)
olarak ifade edilmistir. Tek Yénlii ANOVA ve Tukey Post Hoc testi kullanilarak analiz edilmistir. Istatistiksel anlamlilik
(kontrol vs. digerleri: *p<0.05, *p<0.01, **p<0.001; A-SHL vs. digerleri: #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001; A-SHL+KRV25 ve A-
SHL+KRV50: 2p<0.05, 24p<0.01, 244p<0.001).

Figure 3: The effect of KRV on the gene expression levels of apoptotic signaling pathways (Bax, Bcl2, and Casp3) in
gastrointestinal tissue in the A-SHL-induced GID model. Data for the rats in each group are expressed as mean * standard
deviaiton (SD) (n=7). Analysis was performed using One-Way ANOVA and Tukey Post Hoc test. Statistical significance was
defined as follows: (control vs. others: *p<0.05, *p<0.01, **p<0.001; A-SHL vs. others: #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001; A-
SHL+KRV25 and A-SHL+KRV50: 4p<0.05, 44p<0.01, 444p<0.001).
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Sekil 4: A-SHL ile indiiklenen GIH modelinde KRV’nin gastrointestinal dokularda ER stresi belirteclerinin (Atf6, Perk ve Chop)
gen ekspresyon diizeyleri lizerinde etkisi. Her gruptaki sicanlara ait veriler ortalama + standart sapma (SD) (n=7) olarak

ifade edilmistir. Tek Yénlii ANOVA ve Tukey Post Hoc testi kullamlarak analiz edilmistir. Istatistiksel anlamlilik (kontrol vs.
digerleri: "p<0.05, "p<0.01, **p<0.001; A-SHL vs. digerleri: #p<0.05, ##p<0.01, #*p<0.001; A-SHL+KRV25 ve A-SHL+KRV50:
4p<0.05, 424p<0.01, 444p<0.001).

Figure 4: The effect of KRV on the gene expression levels of endoplasmic reticulum stress markers (Atf6, Perk, and Chop) in
gastrointestinal tissue in the A-SHL-induced GID model. Data for the rats in each group are expressed as mean * standard
deviation (SD) (n=7). Analysis was performed using One-Way ANOVA and Tukey Post Hoc test. Statistical significance was
defined as follows: (control vs. others: *p<0.05, “p<0.01, *p<0.001; A-SHL vs. others: #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001; A-
SHL+KRV25 and A-SHL+KRV50: 4p<0.05, 44p<0.01, 244p<0.001).
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TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada A-SHL uygulamasi, gastrointestinal
dokularda lipit peroksidasyonunun gostergesi olan
MDA’nin arttigini ve antioksidan savunma sistemleri olan
SOD, GSH ve GPx'in baskilandigin1 géstermistir. Sonuglar
degerlendirildiginde, KRV uygulamasinin lipid
peroksidasyonunu baskilayarak ve antioksidan savunma
sistemini giiclendirerek A-SHL kaynakli gastrointestinal
hasar1 azalttig1 tespit edilmistir. Bu bulgular, sentetik
piretroidlerin hedef dis1 dokularda ROS {iretimini
artirarak oksidatif hasara yol actigimi bildiren o6nceki
calismalarla uyumludur (Kale ve ark. 1999; Fetoui ve ark.
2009). Mevcut giincel calismalar, piretroid maruziyetine
bagh oksidatif stresin yalmizca lipid hasariyla smirh
kalmayip hiicresel sinyal aglarini da derinden etkiledigini
gostermektedir (Yang ve ark. 2020).

Oksidatif stresin artisina paralel olarak Bax/Bcl-2
oraninin ylikselmesi ve Casp3 aktivasyonunun artmasi,
mitokondriyal apoptotik yolaklarin aktive oldugunu
gostermektedir. Apoptozun, ER stresi ile fonksiyonel
olarak baglantili oldugu ve 6zellikle Perk-Chop ekseninin
apoptotik sinyallesmeyi giiclendirdigi bildirilmektedir
(Dogan ve ark. 2023; Fang ve ark. 2024). Bu calismada
Perk, Atf6 ve Chop gen ekspresyonlarinin artmasi, A-SHL
maruziyetinin gastrointestinal dokuda belirgin bir ER
stresi yaniti olusturdugunu gostermektedir.

Bu bulgular, A-sihalotrin kaynakli GIH’de endoplazmik
retikulum stresi ile mitokondriyal apoptotik yolak
arasinda  karmasik  bir  etkilesim  bulundugunu
diistindiirmektedir. Perk ve Atf6 yolaklarinin anlamh
diizeyde yukar1 regille edilmesi, A-sihalotrinin
endoplazmik retikulumda protein katlanma homeostazini
bozdugunu ve pro-apoptotik transkripsiyon faktori
Chop’un aktivasyonuna yol actigin1 gostermektedir. ER
stresi aracili bu apoptotik siireg, Bax/Bcl2 oranindaki
artis ve Casp-3 aktivasyonuyla da desteklenmektedir.
Mekanistik olarak Chop’un kronik aktivasyonu anti-
apoptotik Bcl2 ekspresyonunu baskilarken, Baxin
mitokondriye translokasyonunu tesvik ederek sitokrom-c
salinimini ve ardindan kaspaz kaskadinin aktivasyonunu
tetiklemektedir. Gilincel veriler ayrica ER stresinin
bagirsak bariyer biitiinligiinii bozarak inflamasyon ve
hiicre 6limiini hizlandirdigini ve GIH'de o6nemli bir
mekanizma haline geldigini belirtmektedir (Chen ve ark.
2023; Fang ve ark. 2024). Ayrica A-SHL'nin bagirsak
mikrobiyota = kompozisyonunu ve  safra  asidi
metabolizmasini degistirdigi, bunun da gastrointestinal
hasar1 dolayli olarak siddetlendirebildigi gosterilmistir
(Zheng ve ark. 2024).

KRV uygulamasi ise 6zellikle yliksek dozda oksidatif stres
belirteglerini  baskilamis, apoptoz ve ER stresi
parametrelerini anlamh sekilde azaltmistir. Bu durum,
KRV'nin yalnizca antioksidan o6zellikleriyle degil ayni
zamanda UPR sensorlerini modiile ederek sitoprotektif
etki gosterebilecegini diisiindiirmektedir. Nitekim KRV
uygulamasi Perk ve Atf6 ekspresyonunu baskilayarak
hiicresel stres yanitini sinirlamis ve Chop aracili terminal
apoptoza gecisi azaltmis goOriinmektedir. Son donem
calismalar1 da KRV'nin A-SHL kaynakli toksisiteyi
antioksidan savunmayi giiclendirmenin yani sira apoptoz
ve ER stresi yolaklarini birlikte modiile ederek azalttigini
gostermektedir (Kandemir ve ark. 2025). Ayrica KRV’nin
bagirsak epitelinde oksidatif stres kosullarinda hiicresel
dayaniklihg: artirdig ve bariyer fonksiyonunu korudugu
bildirilmektedir (Hsu ve ark. 2025).

Mevcut calismanin gii¢lii yonlerinin yani sira, bulgularinin
yorumlanmasinda goéz 6niinde bulundurulmasi gereken

bazi kisithliklar1 bulunmaktadir. Birincisi, ¢alismamizda
endoplazmik retikulum stresi (Atf-6, Perk, Chop) ve
apoptotik sinyallesme (Bax, Bcl2, Casp3) yolaklarina ait
belirtegler yalnizca mRNA diizeyinde degerlendirilmis,
protein diizeyinde Western Blot veya
immiinohistokimyasal (IHK) yontemlerle dogrulama
yapilmamistir. Transkripsiyonel diizenlenmenin protein
ekspresyonuna her zaman dogrudan yansimayabilecegi
ve post-transkripsiyonel mekanizmalarin ER stresi ve
apoptoz proteinlerinin nihai aktivitesinde belirleyici rol
oynayabilecegi bilinmektedir. Bu nedenle, gen ekspresyon
profilinde gozlenen degisikliklerin protein diizeyinde de
dogrulanmasi, KRV'nin koruyucu etkisinin molekiiler
mekanizmasinin daha gii¢lii bicimde ortaya konulabilmesi
acisindan énem tasimaktadir. ikinci olarak, calismamizda
gastrointestinal hasar oksidatif stres, ER stresi ve apoptoz
parametreleri lizerinden molekiiler ve biyokimyasal
diizeyde kapsaml sekilde degerlendirilmis; ancak doku
diizeyindeki mikroskobik hasarin ortaya konulmasini
saglayacak histopatolojik incelemeler yapilmamistir.
Villus boyu kisalmasi, kript hasari, mukozal biitiinligiin
bozulmasi ve enflamatuar hiicre infiltrasyonu gibi yapisal
degisikliklerin degerlendirilmemis olmasi, A-SHL kaynakl
doku hasarinin ve KRV'nin koruyucu etkinliginin
morfolojik diizeyde objektif olarak skorlanmasina olanak
tanimamustir. Bu durum, biyokimyasal bulgularin
yorumlanmasinda bir kisithlik olusturmaktadir. Sonraki
calismalarda, mevcut molekiiler bulgularin Western Blot
ve IHK gibi protein diizeyi analizleri ile desteklenmesi,
ayrica rutin histopatolojik degerlendirme ve TUNEL gibi
in situ apoptoz tespit yontemlerinin kullanilmasi, KRV'nin
A-SHL toksisitesine kars1 sergiledigi gastroprotektif
etkinin biitlincil bicimde ortaya konulmasma o6nemli
katki saglayacaktir.

Sonu¢ olarak, bu c¢alisma A-SHL'nin gastrointestinal
dokuda olusturdugu toksisitenin oksidatif stres, ER stresi
ve buna bagl gelisen apoptotik sinyallesme yolaklari ile
yakindan iligkili oldugunu ortaya koymustur. Elde edilen
bulgular, A-SHL maruziyetinin 6zellikle Perk ve Atf6 sinyal
yolaklarim1 aktive ederek hiicre ici protein katlanma
homeostazini bozdugunu ve bunun sonucunda pro-
apoptotik  bir transkripsiyon faktorii olan Chop
diizeylerinde belirgin artisa yol ag¢tigini gostermistir.
Artan Chop ekspresyonu ile birlikte Bax/Bcl2 dengesinin
apoptotik yonde degismesi ve Casp3 aktivasyonunun
tetiklenmesiyle beraber ER stresinin geri doniissiiz 6zellik
kazanmasindan dolay1 hiicre o6liimiiniin baslatildigini
dogrulamaktadir. Bununla birlikte, dogal bir fenolik
bilesik olan KRV uygulamasinin bu patolojik siiregleri
doza bagh olarak anlamli sekilde baskiladig1 belirlenmis;
ozellikle 50 mg/kg dozunda KRV'nin pro-apoptotik
belirtegleri (Bax, Casp3 ve Chop) azaltirken anti-apoptotik
Bcl2 duzeylerini korudugu ve antioksidan savunma
sistemini yeniden dengeleyerek gastrointestinal dokuda
belirgin bir sitoprotektif etki olusturdugu saptanmistir.
Bu bulgular, KRV'nin yalnizca gii¢lii bir antioksidan degil,
ayni zamanda ER stres yamtlarini modiile edebilen
potansiyel bir farmakolojik ajan oldugunu ve piretroid
kaynakli gastrointestinal hasarin 6nlenmesinde umut
verici bir dogal Kkoruyucu strateji sunabilecegini
gostermektedir. Bununla birlikte, bu koruyucu etkinin
molekiiler diizeydeki mekanizmalarinin daha ayrintih
bicimde ortaya konabilmesi icin gelecekte yapilacak
calismalarin uzun silireli maruziyet modelleri ile
desteklenmesi, mekanizmanin klinik diizeyde ne o6l¢iide
aktarilabilir oldugunu netlestirecektir.
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