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OZET

DELi BAL VE GRAYANOTOKSIN-III’UN FARE KARACIGERI
UZERINDEKIi ETKILERININ MOLEKULER DEGIiSIKLIKLERIN
INCELENMESI

Hiimeyra HAKSOY
Diizce Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Giilgiin CAKMAK ARSLAN
Ocak 2020, 99 sayfa

Deli bal (DB), Tiirkiye’nin Karadeniz Bolgesinde yaygin olarak yetisen Rhododendron
(ormangiilii) bitkisinden elde edilen &zel bir baldir. Icindeki grayanotoksin (GTX)
bilesiginden dolay1 insanlarda zehirlenmelere sebep olan bu bal alternatif tipta bazi
rahatsizliklar1 tedavi etmek i¢in siklikla kullanilmaktadir. DB’nin bir¢ok toksik etkisinin
oldugu bilinmesine ragmen, karaciger dokusundaki biyomolekiiller {izerindeki etkileri
ve etki siiresi heniiz bilinmemektedir. Bu c¢alismanin amaci, DB ve icindeki toksik
maddenin saf hali olan GTX-III’lin karaciger dokusunda meydana getirdigi etkilerin
doza ve zamana bagl olarak arastirilmasidir. Caligmanin birinci bdliimiinde, DB’nin
doza bagh etkilerini arastirmak amaciyla Mus musculus farelere ti¢ farkli
konsantrasyonda DB (25, 50 ve 75 mg/kg) ve GTX-III (0,01 mg/kg) uygulanmis ve 24
saat sonra bu farelerin karacigerleri ¢ikartilarak Azaltilmis Toplam Yansima-Fourier
Dontisim Kizilotesi (ATR-FTIR) spektroskopisi ile incelenmistir. Birinci bolimiin
sonuglari, 25 ve 50 mg/kg DB’nin karaciger dokusunda glikojen miktarindaki azalma
disinda herhangi anlaml bir degisiklik meydana getirmedigini ancak 75 mg/kg DB ve
GTX-III uygulamasinin glikojen miktarindaki azalmayla birlikte, doymus lipit ve
protein miktarinda artiga, lipit peroksidasyonuna, membran diizeninde azalmaya,
membran akigkanliginda artisa, proteinlerin ve niikleik asitlerin yap1 ve
konformasyonlarinda degisikliklere sebep oldugunu gostermistir. Caligmanin ikinci
boliimiinde, 75 mg/kg DB ve GTX-III'lin karacigerde meydana getirdigi zararh etkilerin
48 saat icinde normale doniip donmedigini arastirmak amaciyla bu iki dozun
uygulandigi fare karacigerleri 24 ve 48 saatlik uygulama siireleri sonunda incelenmis ve
sonuglar birbiriyle karsilastirilmustir. Ikinci boliimiin sonuglari, 48 saatlik siire sonunda,
glikojen miktarindaki azalisin hem 75 mg/kg DB hem GTX-III grubunda, doymus lipit
miktarindaki artigin sadece 75 mg/kg DB grubunda normale dondiiglinii, ancak lipit
peroksidasyonu, protein ve niikleik asitlerin yap1 ve konformasyonlarindaki, membran
diizen ve akigkanligindaki degisikliklerin normale donmesi i¢in 48 saatlik siirenin higbir
grupta yeterli olmadigin1 gostermistir. Tiim bu sonucglar, DB ve GTX-III’lin karaciger
dokusunda doza bagli yapisal ve fonksiyonel degisikliklere sebep oldugunu ve bu
zararl etkilerin hepsinin normale donmesi i¢in 48 saatlik siirenin yeterli olmadigini
ortaya ¢ikarmistir.

Anahtar sozciikler: Deli bal, FTIR Spektroskopisi, Karaciger, Grayanotoksin.
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF MAD HONEY AND
GRAYANOTOXIN-IIT ON MOUSE LIVER AT MOLECULER LEVEL

Hiimeyra HAKSOY
Diizce University
Graduate School of Natural and Applied Sciences, Department of Biology
Master’s Thesis
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Giilgiin CAKMAK ARSLAN
January 2020, 99 pages

Mad Honey (MH), is a special honey obtained from Rhododendron plants which is
commonly grown in the Black Sea Region of Turkey. This honey, which causes
poisoning in humans due to grayanotoxin (GTX) in it, is frequently used in alternative
medicine to treat some disorders. Although it is known that DB has many toxic effects,
its effects on biomolecules in liver tissue and duration of action are not yet known. The
aim of this study is to investigate the dose and time-dependent effects of MH and GTX-
ITI, which is the pure form of the toxic compound in MH, on liver tissue. In the first part
of the study, to investigate the dose-dependent effects of MH three different
concentrations of MH (25, 50 and 75 mg/kg) and GTX-III (0.01 mg/kg) were
administered to Mus musculus mice, liver tissues of these mice were removed after 24
hours and examined by Attenuated Total Reflection-Fourier Transformation Infrared
(ATR-FTIR) Spectroscopy. The results of the first part showed that 25 and 50 mg/kg
MH didn’t cause any significant alterations in the liver tissue except a decrease in the
glycogen amount but 75 mg/kg MH and GTX-III administration caused lipid
peroxidation, an increase in saturated lipid amount, a decrease in membrane order, an
increase in membrane fluidity, changes in the structure and conformations of proteins
and nucleic acids in addition to decrease in glycogen amount. In the second part of the
study, to investigate whether the harmful effects induced by 75 mg/kg MH and GTX-III
on the liver returned to normal in 48 hours, the livers of mice administered these two
doses were examined after 24 and 48 hours and the results were compared with each
other. The results of the second part showed that the decrease in glycogen amount
returned to normal values in both 75 mg/kg DB and GTX-III groups, the increase in the
saturated lipid amount returned to normal values only in 75 mg/kg MH group after 48
hours. However, the 48 h-period were not sufficient to return to normal values for the
lipid peroxidation, changes in the structure and conformation of proteins and nucleic
acids and membrane order and fluidity in any of the groups. All these results revealed
that MH and GTX-III cause dose-dependent structural and functional changes in liver
tissue and the 48 h-period is not sufficient for normalization of all these harmful effects.

Keywords: Mad Honey, FTIR Spectroscopy, Liver, Grayanotoxin.
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1. GIRIS

1.1. BAL

Bal, ¢ekici tadi ve kolay erisilebilirligi nedeniyle, diinya ¢apinda binlerce yildir gida
olarak tiiketilmektedir. I¢inde bircok farkli biyokimyasal maddeyi barmdiran bal
icerdigi maddelerin tiirline ve miktarina bagli olarak tibbi amaglhi kullanilabilir ya da
zehirlenmeye sebep olabilir. Balin besin olarak kullanimi1 MO 2100-200 yillarina kadar
uzanmaktadir. Tarihsel siirecte balin geleneksel ve tamamlayici tipta gastrit, peptik
iilser, hipertansiyon, yara iyilesmesi, soguk alginligit ve diyabet i¢in ila¢ olarak

kullanildig1 goriilmektedir [1].

Bal, bitkilerin c¢iceklerinden veya diger canli kisimlarindan salgilanan nektarlar
kullanilarak bal arilar1 tarafindan iretilmektedir. Armin iiretim sirasinda kullandig:
kaynaga gore; salgi ve ¢igek bali olmak ilizere 2 ana gruba ayrilir [2]. Cigek bali bitki
ciceklerinin nektarindan, salgi bali ise bitkilerin veya bitki iizerinde yasayan boceklerin
salgisindan olusmaktadir [2]. Bitki {lizerinde yasayan bazi bocekler, bitkilerin canli
kisimlarindan yararlanarak bir salgi yaparlar. Bu salgi maddesi bal arilar1 (A4pis
mellifera) tarafindan toplanir ve bilesimleri degistirilip petek gozlerine depo edilir.
Nektarlarin ya da salgi maddesinden {iretilen bilesigin peteklerde beklemesi sonucu
olgunlagmasi ile dogal bir fonksiyonel gida olan bal olugsmaktadir. Polen ¢esitliligi balin
tat ve aromasindaki g¢esitlilige neden olan faktordiir. Monofloral ballarda kaynagina
bagl olarak tek bir polen tiirli baskin oldugu icin kendine 6zgii bir aroma olurken
polifloral ballarda tek bir bitki poleni baskin degildir. Balin isimlendirilmesi elde

edildigi bitkinin adiyla yapilir [3].

Dogal tatlandirict maddesi olarak bilinen bal kompleks bir yapiya sahiptir. Fiziksel ve
kimyasal yapisi; bitki kaynagina, nektar ve salginin yapisina, iklim kosullaria, arinin
bal yapma oOzelligine ve saklama kosullarina gore farklilik gostermektedir [4]. Bal
kimyasal olarak yaklasik; %82 karbonhidrat, %17 su, %0,7 mineral madde, %0,3
protein ve vitamin, organik asit, fenolik bilesikler ve serbest aminoasit gibi makro ve
mikro bilesenlerden olusmaktadir [5]. Ozellikle fruktoz ve glukozca zengin, seker

konsantrasyonu ytiksek bir ¢ozeltidir [6]. Ayrica yapisinda sakkaroz, maltoz, izomaltoz,
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nigeroz, turanoz, maltuloz, 16kroz, kojibioz, neotrehalaz, gentibioz, laminariboz ve

izomaltuloz gibi disakkaritler de bulunmaktadir [2].

1.2. DELI BAL

Deli bal (DB); Fundagiller (Ericaceae) familyasina ait Rhododendron (Ormangiilii) adi
verilen bitkilerle beslenen arilarin iirettigi monofloral dogal bir baldir [7]. Avrupa’da
Alp Daglari, doguda Katkas ve Himalaya Daglari, Cin, Tibet, Nepal, Myanmar, Yeni
Gine, Japonya, Endonezya, Filipinler, Kuzey Amerika ve Tiirkiye’de goriilmektedir [8].
Ayrica halk arasinda aci bal, tutar bal olarak bilinen bu bal Tiirkiye’nin Karadeniz
Bolgesi’nde yaygin olarak tiretilmektedir [8]. Bu balin diger ballardan farkli olarak hos
olmayan aci bir tad1 vardir [9]. Diger ballara gore ge¢ kristallestigi bildirilmis olan bu
bal normal ballardan daha kirmizi ve kahverengi bir renge sahiptir ve kendine has

kokusu bulunmaktadir [9] (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Diizce’li tireticilerden temin edilen deli bal.

Silici ve ark. (2008) yaptiklar1 bir calismada DB’nin nem, kiil, seker, mineral madde
bakimindan diger ballardan farkli olmadigini ancak diger ballara gére daha fazla oranda
bakir, kobalt, krom, nikel, selenyum, ¢inko, kalsiyum ve magnezyum minerallerini
icerdigini  bildirmistir [10]. Ayrica yaptiklar1 baska bir ¢alismada Karadeniz
Bolgesi’nden temin ettikleri ¢esitli DB 6rneklerinde 6zellikle organik asitler, fenoller,
ketonlar ve alkollerin bulundugu toplam 72 farkl bilesik tespit edilmistir [8]. Yapilan
caligmalarda bu balin yiliksek fenolik madde icerdigi ve bundan dolayr yiiksek
antioksidan, antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir [8]. Bu nedenle bu



balin toksik etkilerinin yani1 sira Onemli Ol¢iide biyoaktif 6zellige de sahip oldugu

bilinmektedir [11].

DB vyapisinda bulunan grayanotoksin (GTX) bilesiginden dolayr insanlarda
zehirlenmelere neden olmaktadir [12]. Halk bu zehirli balin kaynatildiginda ya da
bekletildiginde zamanla toksisitenin ortadan kalkacagina ve tedavi amach
kullanilabilecegine inanir [13]. Insanlar DB’yi bir¢ok hastalik tedavisinde alternatif
tedavi maddesi olarak tiiketmektedir [14]. Bu nedenle DB zehirlenmesi siklikla
goriilmekte ve konuyla ilgili bir¢ok klinik ¢alisma bulunmaktadir [14]. DB ve GTX
iceren preperatlar Cin ve Hindistan’da geleneksel tipta, Avrupa ve Amerika’da halk
tarafindan ila¢c olarak kullanilmaktadir [14]. Giinlimiizde alternatif tipta diyabet,
hipertansiyon, bazi1 gastrointestinal bozukluklar, cinsel islev bozukluklari, romatoid
artrit, cesitli viral enfeksiyonlar, soguk alginligi ve cilt rahatsizliklarinin tedavisinde
kullanilmaktadir [1], [15]-[20]. DB'nin tibbi bir iiriin olarak kullanilip kullanilmayacagi
tam olarak anlasilmis olmamasina ragmen literatiirde baz1 hastaliklarda kullaniminin
faydali oldugunu bildiren calismalar bulunmaktadir. Ornegin, DB'nin diyabetik
siganlarda kan glukozunu azalttig1 [21], hipertansiyonlu si¢anlarda kan basincini ve kalp
atim hizim1 azalttigi [22], erkek sicanlarda hem toplam hem de serbest testosteron
seviyelerini arttirdig1 [23], antimikrobiyal [8], [24], antioksidan [25] ve anti-inflamatuar
[26] etkileri oldugu bildirilmistir [27]. Ayrica DB'nin kemik kiriklarinin iyilesmesini
hizlandirdigr ve GTX igeren Rhododendron Oziitiinlin prostat karsinomu ve adeno

karsinom hiicre kiiltiirleri lizerinde sitotoksik etkileri oldugu gosterilmistir [28].

1.3. TARIiHTE DELI BAL

Literatiire bakildiginda tarih kitaplarinda DB hakkinda birgok bilgi bulundugu
goriilmektedir. M.O. 23-M.O. 79 yillar1 arasinda yasayan iinlii doga bilimcisi Gaius
Plinius Secundus “Natural History” adli eserinde DB ve onun zehir 6zelligi ile ilgili

asagidaki ifade yer almaktadir [29].

““.... gercekten arilarin besinleri o kadar onemlidir ki; bu yiizden ballarinda zehirle bile
karsilasabiliviz. Pontus’da, Herakleia’da aymi aridan olan ballar birkag yil sonra oldiiriicii
olabilmektedir.”’

DB zehirlenmesi hakkinda tarih kitaplarinda M.O 430-355 arasinda Atinali tarihgi ve
ordu komutan1 Ksenophon ve onun askerlerinin maruz kaldigi bir durum

anlatilmaktadir. Tanju Gokeel tarafindan Tiirkceye “Anabasis, Onbinlerin Doniisii”



olarak c¢evrilen bu eserde Trabzon Kenti igerisindeki Colchianlarin miicadele eden
Ksenophon ve askerlerinin maruz kaldigi DB zehirlenmesi ve sonrasinda gelisen olaylar

su sekilde anlatilmaktadir:

e doruga ulagan Yunanlilar bol erzak dolu bir¢ok kéyde konakladilar. Bu kéyde onlart
sasirtan bir tek seyle karsilastilar: Bir¢ok kovan vardi ve bu kovanlardaki peteklerden bal yiyen
askerler kustular, ishal oldular ve i¢clerinden hi¢chbiri ayakta duramiyordu, az yiyenler korkiitiik
sarhos olmus insanlara, ¢ok yiyenlerse azgin ¢ilginlara hatta can c¢ekisen insanlara
benziyorlardi. Bu durumda bir¢ogu bir bozgun sonrasindaymis gibi yere serilmis ve biiyiik bir
umutsuzluk baslamisti. Ertesi giin kimsenin olmedigi goriilmiis ve sarhosluk yaklasik olarak bir
giin énce basladig1 saatte sona ermisti. Uciincii ve dérdiincii giin ise, miishil almis gibi bitkin
diismiig halde ayaklandilar”.

Bu bilgilerden de anlasildig tizere Trabzon bolgesinde yasayan Colchianlarin aricilikla
ugrastiklari, DB ve zararli etkilerini bildikleri ve Colchianlarin, bu balin bir tiiketim
maddesi olmasinin yani sira onu biyolojik silah olarak da kullanan ilk topluluk olduklar1
goriilmektedir [30]. Colchianlar disinda DB’nin biyolojik silah olarak kullanildigini
bildiren bir diger bilgi Pontos Krali Mithradates VI Eupator (M.O. 120-63) dénemine ait
bilgilerdir [29]. Kral Mithradates’in doga bilimi ve toksikoloji bilimine ilgi duydugu ve
zehirler i¢in panzehirler iirettigi bilinmektedir. Bu alanlarda kendini gelistiren kral,
Kuzey Anadolu’da Roma generali Pompeius’un ordularina karsi yollar: iizerine i¢ci DB
dolu petekler yerlestirmis ve taktiksel bir geri c¢ekilme yapmistir. Yolda ilerleyen
Romalilarin peteklerdeki ballar1 yedikleri ve ardindan bitkin diiserek kolayca etkisiz

hale getirildikleri anlatilmaktadir [31].

XIX. ylizyilin ilk ¢eyreginde Karadeniz Bolgesini ziyaret eden Fransiz seyyah Par Le
Colonel Rottiers, Trabzon sehrine geldiginde burada bulunan Fransiz Konsolosu Pierre
Dupre’den DB hakkinda bilgiler edindi. Dupre, kendisine bu balin Rhododendrum
poticum (mor ¢icekli ormangiilii) ¢iceginden {iretildigini ve bunu yiyen insanlarin
baygin bir halde hastanelik olduklarin1 anlatirken, yore halkinin bu ¢igeklerin agtigi
mevsimde bu baldan uzak durduklarini bildirdi. Giiniimiize kadar DB zehirlenmesi ile
ilgili bildirilen vakalarin ¢ogunun Tiirkiye’de 6zellikle Karadeniz Bolgesinde meydana

geldigi goriilmiustiir [32].

DB zehirlenmeleri hakkinda ayrintili ¢calisma yapan ilk bilim insan1 Amerikali Barton
olmustur. Calismasin1 1794 yilinda, Amerikan Filozoflar Toplulugu’na sunan Barton,
1802 yilinda yayinladigi bu caligmasinda vakanin 54 yasinda bal yiyen bir kadin
oldugunu, alninda yanma, yiiziinde solma ve solukluk, nabizlarinda diizensizlik sikayeti

ile hastaneye bagvurdugunu bildirmistir [33].



1891 yilinda Plugge, Fundagiller familyasina ait bitkiler iizerinde ¢alisma yapmis ve bu
bitkilerdeki aktif maddenin andromedotoxin (grayanotoksin) oldugunu rapor etmistir

[29].

Bunlara ek olarak, 1896’da Amerikan Eczacilar Birliginin yillik toplantisinda konusan
Kebler’in, ondokuzuncu yiizyilda Avrupa ve Kuzey Amerika’da DB zehirlenme
vakalar bildirdigi goriilmektedir. Konusmasinda, Kuzey Anadoluda, Sanni kirsalinda
delilik meydana getiren bir bal cinsine rastlanmistir ve bu bal “Maenomenon” olarak
adlandirmistir. Bu zehir genel olarak ormanlar1 bol olan yerdeki Rhododenron
(ormangiilii) cigeklerine atfedilmistir (Kebler). British Medical Journal’in 1999 yilinda
basilan makalesinde bal zehirlenmesi anlatilir. J.P. Tournefort; Dioscorides, Diyotaras
Siculus ve Aristotle, Heraklea Pontica’nin (rhododendron’un bir tiiri) yilin belli
zamanlarinda toplanan balin meydana getirdigi deli edici etkilerinden bahsettigi goriliir

[34].

Tiirkiye’de DB ile ilgili calismalari ilk yapan Bucak (1938) olmustur. Bu bali
mikroskopik olarak incelemis ve i¢indeki Ormangiilii polenlerini izole etmistir [35].
Biberoglu ve ark. 1984 ile 1986 yillar1 arasinda yaptigi DB calismasinda, baldan
zehirlenen 16 hastay1 incelemis, bu ballarda GTX bulundugunu rapor etmistir [36].
Giliven ve ark., (1989) yaptiklar1 c¢aligmada baldan zehirlenen 29 hastanin
elektrokardiyografilerini incelemisler ve zehirlenme belirtilerinin benzer oldugunu
bildirmiglerdir [37]. Dilber (2002) c¢alismasinda, DB’den zehirlenen 8 yasindaki
cocugun 3 yemek kasigi DB yedikten sonra kusma, titreme, bas donmesi, bogaz
yanmasi, bulant1 ve biling kaybi sikayetiyle hastaneye bagvurdugunu bildirmistir [38].
Hastanin viicut 1si1sinin 36.4 °C, kalp atisinin 45 atim/dk, atriyal kan basincinin 85/45
mmHg oldugunu fakat biitiin biyokimyasal parametrelerin normal degerlerde oldugunu
bildirmistir. Hipotansiyon ve bradikardi i¢in 1 mg atropin uygulandigini ve ¢ocugun 12
saat sonra normale doniip taburcu edildigini rapor etmistir [38]. Cigek ve ark., (2004)
yapmis olduklari olgu sunumlarinda 58 yasindaki erkek hastanin 150 g DB tiikettikten
sonra bas donmesi, halsizlik, bulant1 ve bayginlik sikayetiyle hastaneye basvurdugunu
bildirmistir. Hastada hipotansiyon (80/50 mmHg) ve bradikardi (38 atim/dk) gézlendigi
ve hastanin 1 mg atropin ile tedavi edildigi ancak iki giin sonra normale doniip taburcu
edildigi rapor edilmistir [39]. DB intoksikasyonu sonucu gelisen senkopu arastiran
Tulmag ve ark.,(2008) 54 yasinda bir kardiyovaskiiler hastay1 rapor etmislerdir. Hasta 4-

5 yemek kasig1 DB yedikten sonra bas donmesi, solunum giicliigii ve bayginlik sonrasi



bas carpmasi ve biling kaybi sikayetiyle hastaneye basvurmustur. 1 mg atropin siilfat
uygulamasindan sonra hastanin kisa bir siire igerisinde normale dondiigiinii
bildirmiglerdir. Arastirmacilar bu zamana kadar DB zehirlenmesinde her hangi bir
Oliimiin olmadigini da vurgulamislardir [40]. Yaylac1 ve ark., (2011) 63 yasindaki kadin
hastanin DB yedikten 2 saat sonra bas donmesi, bulanti, nefes darlig1 ve terleme
sikayetleriyle hastaneye bagvurdugunu bildirmis ve hastanin klinik bulgularinda kalp
attmimin 40 atim/dk, kan basincinin 60/40 mmHg oldugunu rapor etmistir. Hastanin
izotonik sodyum klorilir ¢ozeltisi icinde verilen 1 mg atropin uygulamasindan sonra

normale dondiigiinii ve 16. saatte taburcu edildigini bildirmislerdir [41].

1.4. ORMANGULU (RHODODENDRON) BITKIiSI

Fundagiller (Ericaceae) ailesine ait olan ormangiilleri (Rhododendron) kuzey ve giiney
yarimkiirenin 1liman bdlgelerinde yayilis gostermektedir. Rhododendron Yunanca
rhodon: giil; dendron: agag kelimelerinden olusan giil agaci anlamina gelmektedir [42].
Cali veya aga¢ formunda olan bu bitkiler genellikle yesil, sert ve oval yapraklidir.
Ormangiilii tiirleri ilkbaharin sonu ile sonbahar arasinda c¢igek agmaktadir [43]
Ciceklenme, tiiriin 6zelliklerine ve bulunduklar1 yerin iklim ve yiikselti sartlarina gore
farklilik gostermektedir. Yilin biiylik bir kisminda ya da genellikle tamaminda yesil
kalan bu bitkiler, ¢esitli renk ve biiyiikliikteki ciceklerinden ve yesil yapraklarindan
dolay1 peyzaj mimari ¢alismalarinda énemli rol oynarken kok sistemleri sayesinde de

erozyonun dnlenmesi amaciyla yapilan ¢alismalarda tercih edilmektedir [9].

Ormangiilleri, Kuzey Yarimkiirenin tamaminda bulunurken, Giiney Yarimkiire'de
Asya’dan Avustralya'ya kadar genis bir alanda yayilis gostermektedir (Sekil 1.2).
Ayrica Himalayalar’da, Nepal, Cin-Hindi Daglari, Kore, Japonya ve Tayvan yayilis
gosterdigi diger onemli alanlardir. Yapilan ¢alismalara gére Borneo adasinda 55, Yeni
Gine adasinda 164 tiirii oldugunu bildirilmektedir [44]. Sekil 1.2 ormangiillerinin

yeryliziinde yogun olarak goriildiigli bolgeleri gostermektedir.



Sekil 1.2. Ormangiillerinin yerytiiziindeki yayilis1 [34].

Ormangiilleri iilkemizde deniz seviyesinden 3200 m yiikseklige kadar, kuzey kiyilarimi
bir kusak halinde kaplayan genis bir yayilis gostermektedir. Ulkemiz bitki ortiisiinde
dogal olarak yetisen bes adet (Rhododendron ponticum, Rhododendron luteum,
Rhododendron ungernii, Rhododendron smirnovii ve Rhododendron caucasicum) dogal,
dort adet melez tiirii bulunmaktadir. Ulkemizin nemli Kuzey ormanlarinda yayilis
gosteren bu bitkiler basta bal iiretimi olmak iizere, degisik yorelerde farkli kullanim
alanlartyla dikkat ¢ekmektedir. Bu bitkilere halk arasinda “Komar-Kumar, Agi-Agu,
Zifin-Cifin” gibi isimler verilmektedir [34].

1.4.1. Ulkemizde Dogal Olarak Yayihs Gosteren Ormangiilleri
1.4.1.1. Rhododendron ponticum (Mor Cicekli Ormangiilii)

Ulkemizde en yaygin goriilen dogal iki ormangiilii tiiriinden birisidir. Halk arasinda mor
cicekli ormangiilii olarak bilinir. Batida Istiranca Daglari’nin kuzey yamaglarindan,
doguda Hopa’ya kadar yayilis gostermektedir. Genellikle Dogu Karadeniz Bolgesinde
yogunlasan ve baharda ¢igek acip uzun siire ¢igekli kalan Rhododendron ponticum halk
arasinda “kara kumar/komar”, “kara agu” ya da “kumar” olarak da isimlendirilmektedir
[42]. Kurklareli, Kocaeli, Sakarya, Diizce, Kastamonu, Zonguldak, Ordu, Giresun, Rize
ve Artvin illerinde deniz seviyesinden 2100 m’ye kadar olan yiiksekliklerde dogal
olarak bol miktarda yetismektedir [34].

Cicekleri, morumsu pembe renklidir (Sekil 1.3). Bu tiir bol miktarda nektar igerir.

Yapraklar parlak, yesil ve elips seklindedir. Rhododendron ponticum’un nektar, yaprak
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ve polenleri bol miktarda GTX icermektedir. Uygun yetisme olanaklar1 saglandiginda
cali ya da kii¢iik aga¢ formlarindadir [45]. Rhododendron ponticum, 1763 yilinda siis
bitkisi olarak kiiltiire alinmis, bircok iilkeye yabanci tiir olarak girmistir. Bu yolla Iber
Yarimadasindan tasmarak girdigi Ingiltere’de son derece yayginlasmis ve bazi alanlarda

dogallasmistir [44], [46].

Sekil 1.3. Rhododendron ponticum (Mor Cigcekli Ormangiilii)[34].

1.4.1.2. Rhododendron luteum (Sar: Cigekli Ormangiilii)

Ulkemizde en yaygin goriilen dogal ikinci ormangiilii tiiriidiir. Avrupa’da, Giineybati
Asya’da ve yaygin olarak Karadeniz’de yayilis gdsteren bu tiir parlak sari renkli
cigeklere sahiptir ve ¢igekler 5-15 tane bir arada siirglin ucunda bulunur (Sekil 1.4). 4
metreye kadar boy alabilen c¢ali formlardir. Halk arasinda “egricicegi”, “cifin” ya da
“sar1 agu” gibi isimlerle bilinmektedir [42]. Rhododendron luteum, Tiirkiye’de bulunan
diger ormangiilii tiirlerinden farkli olarak, kisin yapraklarin1 doker. Karadeniz
Bolgesindeki orman altlarinda ve orman siir1 iizerinde 2200 m’de genis bir yayilim

gosteren bu tiir batida Balikesir ve Canakkale ¢evresine kadar yayilmaktadir [34].



Sekil 1.4. Rhododendron luteum (Sar1 Cigekli Ormangiilii) [34].

1.4.1.3. Rhododendron smirnovii (Pembe Cigekli Ormangiilii)

Pembe ¢icekleri olan Rhododendron smirnovii 4 metreye kadar uzayabilmektedir. Koyu
yesil yapraklar1 ve yapraklarinin alt ylizeyi tiiysii yapida olan bu bitki aromatik c¢ali
formundadir ve Haziran-Temmuz aylarinda agan parlak pembe c¢icekleri bulunmaktadir
(Sekil 1.5). 850-2300 m arasindaki yiiksekliklerde, asidik ya da bazik zemin {iizerinde,
yalniz basina olabilecegi gibi bazen de diger ormangiilii tiirleriyle birlikte yayilig
gostermektedir. Rhododendron smirnovii diinyada sadece iilkemizin Artvin ve Rize

illerinde yayilis gosteren endemik bir tiirdiir [47].

Sekil 1.5. Rhododendron smirnovii (Pembe Cigekli Ormangiilii) [34].

1.4.1.4. Rhododendron caucasicum (Kafkas Ormangiilii)

Krem rengi ¢igekleri olan Kafkas Ormangiilii 1 metreye kadar uzamaktadir. Yapraklari



her zaman yesil aromatik ¢ali formundadir. Mayis-Temmuz aylarinda agan parlak krem
rengi ¢igekleri bulunmaktadir (Sekil 1.6). Kuzey yamaglarda 1830-3000 metre
yukseklikte, asidik topraklarda yetismektedir. Kayin, kayimn-koknar ya da kayin-ladin
ormanlariin alt katinda daginik topluluklar olusturduklari bilinir. En 1yi yayilisi
subalpin ve alpin kusakta gostermektedirler. Rhododendron caucasicum iilkemizde

Trabzon, Rize, Artvin ve Kars illerinde yayilis gostermektedir [48].

—————

Sekil 1.6. Rhododendron caucasicum (Kafkas Ormangiilii) [34].

1.4.1.5. Rhododendron ungernii (Beyaz Cigekli Ormangiilii)

Genellikle beyaz ¢igekleri olan bu tiir 7 metreye kadar uzayabilmektedir. 850-2200 m
arasindaki ytksekliklerde yayilis gosteren cali ya da aga¢ formundadir. Haziran-
Agustos aylarinda ¢icek acan beyaz (Sekil 1.7) kumar/komar olarak da bilinen
Rhododendron ungernii ladin ve kaym ormani altinda yetismektedir. Kafkaslar ve
Kuzeydogu Anadolu’da dogal yayilis gosteren Rhododendron ungernii ililkemizde
kolsik alaninin temsil edildigi Dogu Karadeniz’de yaygin olarak goriilmektedir [49].
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Sekil 1.7. Rhododendron ungernii (Beyaz Cicekli Ormangiilii) [34].

1.5. GRAYANOTOKSINLER

Ormangiilii gibi Fundagiller familyasinda yer alan bazi bitkilerin nektar, polen ve
yaprak kisimlarinda bulunan grayanotoksin (GTX), toksik diterpenlerin bir grubunu
olusturmaktadir [50]. Azot icermeyen polihidroksile siklikhidrokarbonlardan olusan bu
bilesik, 2 hekzamerik ve 1 pentamerik halkadan olusur [51]. Andromedotoksin,
asetillandrometol, ve rodotoksin olarak da isimlendirilen GTX’ler, GTX-I’ den
tiirevlenir. Bu molekiillerin her biri dort izopren biriminin (Cs) bir araya gelmesiyle
meydana gelen yirmi karbonlu (Ca) yapidadir [52]. Sekil 1.8’de GTX’lerin genel

kimyasal yapis1 verilmistir.
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Sekil 1.8. Grayanotoksin I, II ve III’{in genel kimyasal yapisi [52].

GTX  zehirlenmesi, bu toksinleri iceren nektarlardan {iretilen ballardan
kaynaklanmaktadir. Arilar tarafindan bitkilerden alinan GTX’ler, detoksifiye
edilemedigi i¢in dogrudan bala karisip zehirlenmelere yol agabilmektedir. Nektarin

icerisinde bulunan GTX tipi ve miktar tiirden tiire degisiklik gdsterebilmektedir [21].

Bilinen 60 farklt GTX ¢esidi bulunmaktadir. GTX’lerin toksik degerleri molekiillerinin
kararliligina baghdir (Sekil 1.8). Daha kararli molekiiler yapiya sahip olan daha geg
hidrolize edilmekte ve bundan dolay1 daha az toksik etki gdstermektedir. Buna gore

GTXlerin toksik deger siralamast GTX-III>GTX-I>GTX-II seklindedir [12].

GTX’lerin hiicredeki toksik etkileri, hiicre membranlarindaki sodyum kanallarin1 bloke
etmesiyle gerceklesir. Maejima ve ark. (2003) bu konuda yapilmis birgok caligmay1
derlemis ve GTX’in voltaj bagimli Na" kanallar1 tizerine etkisinin 3 asamada
gerceklestigini rapor etmistir [52]. Birinci agamada, GTX voltaj bagimli kanallarin
acilma fazinda bu kanallara baglanir. Ikinci asamada, kanallar modifiye olur. Ugiincii
asamada ise modifiye olan Na" kanallarmim aktivasyon potansiyeli hiperpolarizasyona
neden olur. Bunlarin hepsi hiicre membraninda voltaj bagimli aktivasyon veya
inaktivasyona neden olmaktadir [53]. GTX’ler sodyumun gecirgenligini artirirken
kalsiyumun hiicreye girisini kolaylastirmaktadir. Boylece uyarilabilir hiicreler (sinir ve

kas) depolarize durumda kalirlar. GTX’ler 6zellikle dolasim, solunum, sindirim ve
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santral sinir sistemini etkilemektedir [54]. Ayrica diisik dozlarda alinan GTX,
bradikardi ve hipotansiyona, soluk almada diizensizlik ve derinlikte azalmaya neden
olurken yiiksek dozlarda alindiginda tasikardi ve hipertansiyona, soluk hizlanmasi ve

sonrasinda solunumun depresyonuna neden olmaktadir [43].

1.6. DELi BAL ZEHIRLENMESI

1.6.1. Deli Bal Zehirlenmesi ile Tlgili Klinik Arastirmalar

DB’nin belli bir dozun iizerinde tiiketilmesi insanlarda zehirlenmelere sebep olmaktadir.
Zehirlenme belirtilerinin genel olarak bir ¢ay kasigindan fazla bal tiiketiminden sonra
gerceklestigi ve tiiketilen bal miktarina gore zehirlenme derecesinin arttig1 bildirilmistir
[50], [55]. GTX’lerin absorbsiyonu ve metabolizasyonu c¢ok hizli oldugundan,
zehirlenme belirtileri genel olarak bal tiiketiminden sonraki ilk 30 dakika ile 3 saat
icinde ortaya ¢ikmaktadir [43], [56], [57]. Eger tedavi edilmezse en kotii zehirlenme
etkileri yaklagik 24 saat stirmekte ve tam iyilesme birkac glinde tamamlanmaktadir [15],
[37], [58]. Ornegin, Jansen ve ark. (2012) DB zehirlenme etkilerinin 1-2 giin siirdiigiinii
rapor etmistir [19]. Glindiiz ve ark. (2008) DB zehirlenmesi teshisi konan hastalarin 2-6
saat kontrol altinda tutulduktan sonra taburcu edilebilecegini bildirirken [59], Yaylaci
ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢alismada hastalarin yaklasik 27.7 £ 7.2 saat kontrol altinda
tutulmasi gerektigini bildirmistir [60]. Binnetoglu ve ark. (2008) ise DB’nin etkisinin 72

saat siirdiiglinii rapor etmistir [58].

DB zehirlenmesi ile ilgili bildirilen vakalarin ¢ogu Tiirkiye’nin Karadeniz Bélgesinden
olmakla birlikte literatiirde Kore, ABD ve farkli Avrupa tlkelerinden bildirilen
vakalarda vardir [32]. DB zehirlenme vakalarinin ¢ogu GTX’in kardiyak bulgularindan
kaynaklanmaktadir. Bildirilen tiim vakalarda en sik rastlanan fiziksel bulgular
bradikardi ve hipotansiyondur ve diger semptomlar genel olarak bu iki bulgu ile ilgilidir
[17]. Hastalarda atriyoventrikiiler blok, nodal ritimler ve daha siklikla siniis
bradikardileri de goriilmektedir. Bahsedilen kardiyovaskiiler etkilerin yani sira bulanti,
kusma, salivasyon, kramp tarzi karin agris1 gibi gastrointestinal sikayetler ve bas
donmesi, biling kaybi, bulanik gérme, deliryum gibi norolojik semptomlarda ortaya

cikabilmektedir [18].

DB zehirlenmesine maruz kalanlarin %90’1indan fazlasinda hipotansiyon ve bradikardi

goriilmektedir [56]. Ikinci siklikta goriilen semptomlar, terleme, sersemlik ve mental
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durum degisikligidir [61]. Senkop, diplopi, bulanik gérme ve hipersalivasyon sik
goriilen diger semptomlardir [61]. On iki farkli vaka serisi incelendiginde, vakalarin
%75’inde ya non-spesifik bradiaritmi veya sinilis bradikardisi rapor edilirken, ayni
serilerde; hastalarin %25’inde farkli derecelerde kalp blogu; nodal ritim, AV tam blok
ve ikinci derece kalp blogu tespit edilmistir [59]. Karacigerle ilgili olarak
hepatotoksisite [62] ve akut hepatitis [63] olgular1 rapor edilmistir. Hayvan
caligmalarinda klinik olarak kan glukoz diizeyinde belirgin degisiklikler olmasina
ragmen insan vakalarindaki c¢alismalarda kan glikoz diizeyinde degisiklik

bildirilmemistir [64].

1.6.2. Deli Bal Zehirlenmesi ile Tlgili Deneysel Arastirmalar

Literatiirde DB zehirlenmesiyle ilgili sinirli sayida deneysel ¢calisma mevcuttur. Onat ve
ark. (1991) DB verilmis farelerde obezite iliskili hipotansiyon, bradikardi ve solunum
hiz1 depresyonu gozlemlemislerdir [64]. Bu calismada, GTX’in bradikardik etkisinin
bileteral vagotomi ile ortadan kalktig1 gdsterilmis ve GTX’in bradikardik etkilerinin,
N.vagus ile periferal yoldan olustugu ispatlanmistir. Ayni grup baska bir ¢alismasinda
non-spesifik antimuskarinik bir ajan olan atropin ile GTX’in indiikledigi bradikardinin
ve respiratuar depresyonun diizeltildigini gostermistir [65]. Ascioglu ve ark. (1995) DB
ve ¢igek bali kullanarak gergeklestirdikleri arastirmalarinda DB verilen kurbaga
gastroknemius kasinda cigcek bali verilen gruba gore daha fazla kasilma oldugunu
bildirmistir [66]. Asc¢ioglu ve ark. (1996) bir diger calismasinda kurbaga siyatik
sinirinin potansiyel aktivitesi ilizerine farkli konsantrasyonlardaki DB’nin etkisini
incelemiglerdir [67]. Bu calismada DB’nin siyatik sinirde baslangi¢ uyari voltajini
ylkselttigini ve bu yiikselisin kullanilan DB’nin dozuna bagli oldugunu bildirmislerdir
[67]. Diger bir calismada, farelere yiiksek doz GTX-I verilmis ve farelerde proteiniiri ve
hematiiri gelismis fakat renal parankimde herhangi bir histolojik degisiklik meydana

gelmedigi bildirilmistir [68].

DB ve GTX’in karaciger dokusu iizerindeki etkilerini arastiran ¢ok az sayida deneysel
caligma vardir. Ancak bunlar ya biyokimyasal caligmalardir ya da 1s1k mikroskopu
seviyesindedir [60], [68]-[70]. Ornegin, Ascioglu ve ark. (2000) akut GTX-I
uygulamasinin bazi enzim seviyelerinde artisa ve fokal nekroz, hepatik santral venin
dilatasyonu gibi toksik etkilere sebep oldugunu bildirmistir [68]. Silici ve ark. (2014),
GTX-III ve yiiksek doz DB’nin lipit peroksidasyonuna sebep oldugunu gostermis [71],
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Sahin ve ark. (2016) farkli dozlardaki DB uygulamasinin karaciger enzim seviyelerinde
artisa sebep oldugunu rapor etmistir [72]. Kiikner ve ark. (2016), DB ve GTX’in
karaciger iizerine etkilerini 151k mikroskobunda incelemis ve DB uygulanan bazi
gruplarin dokularinda tikaniklik, steatoz ve inflamatuar hiicrelerde artis gérmiis; GTX

uygulanan gruplarin siniisoidlerinde ¢ok ¢ekirdekli dev hiicreler tespit etmislerdir.

1.7. KARACIGER

Karaciger yetiskinlerde ortalama agirligi viicut agirhiinin %2’°sini olusturan, yaklasik
1500 gr agirliginda, periton adi verilen zarla ¢evrili bir parankimal organdir. Viicudun
deriden sonra en biiyiik organi ve en biiyiik bezidir. Sindirim sistemine ait yardime1 bir
bez olarak kabul edilir [73]. Karin boslugunun sag iist kisminda go6giis kafesi ve
diyafram arasinda korunakli bir sekilde bulunur [74]. Damarsal yapist gelismis, kan
akimi yiiksek, vaskiiler direnci diisiik olan bu organ elastik ve saglam yapisina ragmen
slingerimsi yapistyla travmalara duyarlidir ve yaralanmalar1 ciddi kanamalara yol

agabilir [75].

Karaciger anatomik olarak batinin 6n ylizeyinde sag ve sol olarak 2 ana lobdan
meydana gelmektedir. Her lob sagda ve solda 4’er boliim olmak iizere toplam 8
boliimden meydana gelir [76]. Boliimler arast ayrim hepatik venlerin iligkisi, safra
yollar1 ve arteryel anatomi goz Oniine alinarak yapilmistir [77]. Karaciger diafragma, on
iki parmak bagirsagi, kolon, sag siirrenal bez, sag bobrek, o6zefagus ve mide gibi

organlara komsuluk etmektedir.
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Sekil 1.9. Insan karacigerinin anatomik yapis1 [78].

Fare karacigeri ve insan karacigerinin temel yapilar1 benzerlik gostermesine ragmen fare
karacigeri; sol lateral - sol medial, sag lateral - sag medial ve kaudal loblardan
olugmaktadir [79]. Farelerde safra kesesi olmadigi i¢in uzun bir safra kanali duedonuma
kadar ulagir. Bu anatomik farkliliktan dolay1 sol lob ve orta lob, tek lob seklindedir ve
orta lob derin bir g¢entikle ayrilmistir (Sekil 1.10). Fare karacigerinin loblari, insan
karacigerindeki su segmentlere benzetilebilir; sol lob: Segment 2, orta lob: Segment 3,

4,5, 8 ve sag lob: Segment 6, 7 (Sekil 1.9).

kaudat lob

=

sol
lateral
lob

sag lateral lob

sag medyal lob

sol medyal lob

Sekil 1.10. Fare karacigerinin anatomik yapisi [80].

Karaciger fizyolojik olarak bir¢ok metabolik islevin yerine getirildigi, bir metabolik

sistemden digerine substratlar1 ve enerjiyi paylasan, viicudun bagka kisimlarina taginan
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maddeleri isleyip sentezleyen, cok sayida kimyasal tepkimelerin gergeklestigi bir
organdir. Canli organizmada bulunan safra kanallar1 yoluyla safray1r on iki parmak
bagirsagina bosalttigindan ekzokrin, glikoproteinler, fibrinojen, protrombin, albiimin,
globiilinler gibi proteinleri ve glikozu kana dogrudan vermesinden dolay1 ise endokrin

bir bez olup 6nemli metabolik fonksiyonlarda rol oynamaktadir [81].
Karacigerin gorevleri agagidaki gibi 6zetlenebilir [82];

- Viicuda giren bir¢ok ilacin ve zehirli maddenin meydana getirdigi toksik
etkiyi azaltir veya ortadan kaldirir.

- Kandaki besin maddelerini depolar ve isler.

- Kandaki glikozu glikojene ¢evirir ve depolar. Glikoza ihtiya¢ duyuldugu
zaman depodan glikojen pargalanir ve kana glikoz salgilanir.

- Kanda bulunan bir¢ok plazma proteinini Uretir.

— Bakteri ve yipranmig kirmizi kan hiicrelerini fagosite eder.

- Yaglarin sindiriminde gorev alan safra sivisini salgilar ve yaglarin
sindiriminde 6énemli rol alir.

- Protein, karbonhidrat ve yaglarin metabolizmasinda birgok Onemli
fonksiyonu yerine getirir.

- Aminoasitleri, yag asidine ve lireye ¢evirir.

Karaciger hiicrelerinin %60-70’1 hepatositlerden, %15°’i Kuppfer hiicrelerinden ve
%15’1 ise fibroelastik bag dokusu, kan damarlar1 (damarlar ve arterler), kanallar ve
sinirlerden olusmaktadir (Sekil 1.11) [76]. 20-30 mikrometre capinda olan hepatositler
yapisal, histolojik ve biyokimyasal olarak farkliliklar gosterir. Fonksiyonu geregi
oldukca fazla sayida mitokondri, endoplazmik retikulum, ribozom ve golgi cisimcikleri
bulundurmaktadirlar. Hepatositler plazma proteinlerini (albiimin, protrombin,
fibrinojen, lipoprotein) sentezler, detoksifikasyon, safra salgilanmasi, konjugasyon ve
glukoneogenezde rol alir [83]. Endotel hiicrelerinin liimenine bakan kisminda bulunan
kuppfer hiicreleri bakterilerin ve diger artiklarin fagositoz yoluyla kandan
temizlenmesini saglayan doku makrofajlaridir. Baglica fonksiyonlar1 yasli eritrositleri
yikmak, hemoglobini sindirmek, immiinolojik proteinleri salgilamak ve kalin

bagirsaktan portal kana gegen bakterileri ortadan kaldirmaktir.
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Hepatosit

Sekil 1.11. Karaciger hiicreleri (hepatosit, kupfer vb.)[84].

1.8. ELEKTROMANYETIK RADYASYON

Elektromanyetik radyasyon; radyasyonun hareket ettigi yone dik bir yonde ve degisen
buytikliikte bir elektriksel alandan (E) ve elektriksel alana dik agilarda yonlendirilmis
olan bir manyetik alandan (M) olusur (Sekil 1.12) [85]. Bu 1simim, elektriksel ve
manyetik alanlarin yiiksek hizda hareket etmesinden meydana gelen bir enerji tiirtidiir.
Gilinesin dogmasi, mikrodalga, televizyon, cep telefonu, rontgen gibi cihazlarin
caligmas1 elektromanyetik dalgalar sayesinde gerceklesir. Elektromanyetik dalgalarin
dalga boyu ve frekans denilen iki 6zelligi vardir [86]. Dalga boyu, ardi arda gelen
tepe/gukurun arasindaki mesafe uzunlugudur. Frekans, dalganin saniyede yaptigi

salinim sayisina denir.
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Sekil 1.12. Elektromanyetik dalga [87].

Elektromanyetik dalgalar; radyo dalgalari, mikrodalgalar, kizilotesi, goriiniir 151k,
ultraviyole, x 1sinlar1 ve gama 1sinlart olmak iizere yedi gruba ayrilir [88]. Dalga boyu
ve frekans degerlerine gore bu gruplarin siralanip gosterilmesi bigimine elektromanyetik

spektrum denir (Sekil 1.13)[85].

< Frekans artar (v)
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| I I I I I I | I I | I |
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Sekil 1.13. Elektromanyetik Spektrum [89].
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1.9. SPEKTROSKOPI

Spektroskopi, bir maddeyi nitel ve nicel olarak incelemek igin elektromanyetik
radyasyonun kullanilmasi olarak tanimlanir [87]. Isik madde ile etkilesime gectiginde
maddede bir uyarilma meydana gelir. Bu uyarilma farkli sekillerde olabilir: Sagilma
(yayllma yonii, yani ilerleme yonii degisir), sogurma (yani enerjisi molekiile aktarilir)
veya emisyon (enerji, molekiil tarafindan salinir). Elektromanyetik 1s1ma ile maddenin
etkilesimi sonucu maddede meydana gelen uyarilma; elektronlar veya atomlarin enerji
diizeyleri arasinda gecise neden olabilir [90]. Bu gegisler kuantum mekanigi tarafindan
incelenir ve nicel degerler tasir [86]. Bir enerji durumundan digerine tasinan elektron,
bu gecis sirasinda enerjiye gereksinim duymaktadir. Temel durum ve ilk uyarilmis
durum arasinda elektron gegisleri meydana gelebilir. Sekil 1.14’de bir enerji diizey
diyagrami verilmistir. Bu sekilde, titresim enerjisi seviyeleri ince yatay cizgiler olarak
gosterilmigtir. Uzun oklar; temel durumundan ilk uyarilan duruma olast bir elektronik
gecisi gosterirken, kisa oklar; temel elektronik durumdaki titresimli bir gegisi temsil

etmektedir (Sekil 1.14) [90].

ilk Uyarilmig Durum

Titregim Seviyeleri

= Temel Durum
7

i J
Y w0y f
\ /
A J
N LY/

NLA

b
>

Bir molekiildeki elektronlar ve ¢ekirdek ya da atomlar arasindaki mesafe

Sekil 1.14. Enerji diizey diyagrami [91].

1.10. KIZILOTESI INFRARED) SPEKTROSKOPISI

Birgok bilim dalinda kantitatif ve kalitatif bir ara¢ olarak kullanilan kizil6tesi

spektroskopisi, giinlimiiz bilim insanlarinin yararlanabilecegi en Onemli analitik
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tekniklerden biridir. Kizilotesi 1sinlar, 1800 yilinda Wilhelm Herschel’in goriiniir
bolgedeki renklerin sicaklik farklarini 6lgmek i¢in hazirladigi deney diizeneginde, giines
151811 bir prizmadan gegirerek elde ettigi renklerin sicakligini ayri ayri1 termometreyle
Olcmesi ve kirmizi renge yaklastikca termometredeki degerin yiikseldigini fark
etmesiyle kesfedilmistir [92]. Boylece goriiniir 151k bolgesinin digina ¢ikildikca daha
sicak bir bolge oldugu anlasilmistir. Kizildtesi 1sinlar elektromanyetik spektrumda
goriiniir 151k ve mikrodalga bolgesi arasinda yer alir. Dalga boyu 1000 pm ile 0.8 pm
araliginda, dalga sayis1 14000 ile 4 cm™ arasindadir (Cizelge 1.1). Kizildtesi 1sinlar

yakin, orta ve uzak kizilotesi olmak iizere 3’e ayrilir [89].

Cizelge 1.1. Kizilotesi spektral bolgeler [89].

Bolge Dalga sayis1 Arahgi Dalgaboyu
(em) (pm)
Yakin-IR 14000-4000 0.8-2.5
Orta-IR 4000-400 2.5-25
Uzak-IR 400-4 25-1000

Kizilétesi (IR) Spektroskopisi, kizilotesi 15181n madde tarafindan sogurulmasi esasina ve
titresim enerji seviyeleri arasindaki gecislere dayanmaktadir. Bu teknik, molekiildeki
atomlarin titresimlerini temel alir. Molekiillerdeki kimyasal baglar belirli enerji
seviyelerine karsilik gelen titresim frekanslarina sahiptir. Bu frekanslar atomlarin
kiitlesi, molekiiliin sekli (geometrisi) ve baglarin giiciine gore belirlenir [93]. Kizilotesi
15181 sogurulmasi molekiildeki baglarin titresimi ve doniisleri i¢in gerekli miktarda
dalga enerjisinin, cihaz tarafindan elektromanyetik spektrumun kizilotesi bolgesinden

gonderilmesiyle gerceklesir.

Molekiilleri olusturan atomlar siirekli hareket halindedir. Kizil6tesi spektrumlar, ¢esitli
fonksiyonel gruplarin karakteristik hareketleri ile iretilir. Bir molekiiliin kiziltesi
1sinin1 absorbe edebilmesi igin titresim veya donme hareketi sonucunda, molekiiliin
dipol momentinde net bir degisme meydana gelmelidir. Dipol moment, yiik merkezleri
arasindaki uzaklik ve yilik farkinin biiylikligiindeki farka baghidir. Eger molekiillerde
titresim ve donme hareketleri sirasinda net bir dipol moment degisimi olmazsa molekiil

infrared 1s1masini absorblayamaz. Kizilétesi 151k ile uyarilan maddenin molekiillerinde
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15181 sogurulmasi sonucu titresme ve donme diizeyleri uyarilir. Bir molekiilde bir¢ok
olas1 titresim olmasina ragmen, dipol momentinde bir degisim yaratan en Onemli
titresimler gerilme (simetrik ve asimetrik) ve egilme (makaslama, sallanma, biikkme,

sallanma) hareketleridir (Sekil 1.15) [91].
Titresme hareketleri:

1) Gerilme (Streching) Titresimleri: Iki atom arasindaki bag ekseni boyunca
atomlar arasindaki uzakligin devamli degismesi s6z konusudur ve 2 tiptir (Sekil

1.15).

1. Asimetrik gerilme,
2. Simetrik gerilmedir.
Gerilme titresimlerine karsilik gelen IR absorpsiyon bandi, egilme titresimlerine

karsilik gelen IR absorpsiyon bandindan daha yiiksek frekanstadir.

2) Egilme (Bending, diizlem i¢i ve dis1): Iki bag arasindaki agilarin en az birinin

degistigi titresimler olarak tanimlanmaktadir ve dort tiptir (Sekil 1.15).

1.Makaslama,

2.Sallanma,

3.Salinma,
4 Burkulma.
Gerilme (Stretching) Egilme (Bending)
simetrik
R R ey
R o R, ‘-""“H ™ - “'“H—" -
T = % = duzlem igi
R/\H) R>\H> egilme
R~ ™NH _
makaslama salinma
asimetrik n
R\ .--t"‘"HI R‘\__ H“‘H
RXH .-.)\. v )\ dizlem disi
AN R all R Hl edilme
R H sallanma burkulma

Sekil 1.15. Bir kizil6tesi spektrumunda titresim hareketleri [91].

Kizilotesi spektroskopisi en ¢ok organik bilesiklerin tanimlanmasinda tercih edilir.

Maddelerin elde edilen spektrumlarinda maximum ve minumum absorpsiyon bantlari
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bulunur. Bu bantlar maddelerin birbirleriyle kiyaslanmasina olanak verir. Bir organik
maddenin spektrumu onun fiziksel 6zelliklerinden biridir ve optik izomerler disinda
ayni spektrumu veren farkli iki madde yoktur. Ozetle her bir molekiiliin kizildtesi

spektrumu kendine aittir ve o molekiiliin karakter tanimlanmasinda kullanilir [85], [94].

1.11. FOURIER DONUSUM KIZILOTESI SPEKTROSKOPISI (FTIR)

FTIR spektrometresi, matematiksel Fourier doniisiimii ile veriyi zaman alanindan
frekans alanina aktaran kizilotesi spektroskopisinin gelismis bir teknigidir. Isigin
kizilotesi yogunluguna karst dalga sayisini Olgen analitik bir cihazdir. Kizilotesi
spektrometrisi ¢ift 151n yoluna sahip olarak tasarlanmistir. Fourier doniisiim kizilGtesi
spektrometrisi ise kizilotesi kaynagindan gelen 15181 difraksiyon prizmalari ile kirinima

ugratip farkl frekansta kizilotesi 1sinlarina dontistiirmektedir.

FTIR spektrometresi, Michelson interferometresi kullanarak 6rnekten gelen sinyallerin
bir interferogramini toplar ve bu interferograma Fourier Doniislimii uygulayarak bir
spektrum elde eder. Interferometre, gelen kiziltesi 1ginlart bir 151 ayiricr ile iki optik
1s1na ayirir. Bir 151n sabit alandaki diiz bir aynaya, digeri 1s1n ayiricidan ayrilip ¢ok kisa
bir mesafeye hareket eden diiz bir aynaya gider. iki 151n kendi aynalarindan geri doner
ve 1sin ayiricisinda tekrar karsilasip birlesirler. Birbirileriyle birlesen bu iki 1ginin
sonucu interferometrede elde edilen bu sinyale interferogram denilmektedir (Sekil 1.16)
[95]. Elde edilen interferogram Fourier doniisiim spektrometre bilgisayariyla absorbans-

frekans spektrumuna doniistiirtiliir.
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Sekil 1.16. Fourier doniisiim kizilétesi (FTIR) spektrometresi [95].

FTIR spektroskopisi incelenmek istenen makromolekiillerdeki fonksiyonel gruplarin
titresimlerinden kaynaklanan yapisal, kompozisyonel ve fonksiyonel bilgilerin elde
edilmesini saglayan bir tekniktir [96]. Elde edilen spektrumlarda parmak izi 6zelligi
tagtyan bilgiler, molekiillerin fonksiyonel gruplarinin tespit edilmesine ve dolayisiyla
farkl1 yapilarimin ayirt edilmesine yani karakterlerinin tanimlanmasina olanak saglar
[97]. Bu teknik kullanilarak; doku ve hiicrelerde lipit, protein, DNA, RNA gibi
biyomolekiillerdeki fiziksel ve yapisal degisimlerin izlenmesi miimkiin olabilmektedir
[98]. Fonksiyonel gruplarin dogru tanimlamasinin yapilmasi, ilgili bantlarin
pozisyonlari, sinyal siddeti/alan1 ve bant genisligi degerlerinin hesaplanmasiyla degerli
bilgiler elde edilebilmektedir. Bant siddeti/alan1 maddenin konsantrasyonu hakkinda,
bant konumu diizen/diizensizlik ve konformasyon hakkinda, bant genisligi ise dinamik
hakkinda bilgi verir [99]. Dolayisiyla, FTIR spektrumlarindan bir bilesigin yapisindaki
bag tiirleri, fonksiyonel gruplar ve dolayisi ile sistemde mevcut molekiillerin
belirlenmesi, bunlarin konsantrasyon, kompozisyon ve konformasyonu gibi pek c¢ok

kalitatif ve kantitatif bilgi elde etmek miimkiindiir.

FTIR spektroskopisi; boyama, isaretleme gibi uzun Ornek hazirlama prosediirlerine
gerek duymayan, hizli, hassas ve etkin sonuglarin daha ucuz bir bigimde elde edilmesini

saglayan, in vivo ve in vitro kosullarda ¢ok diisiik konsantrasyondaki orneklerde de
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inceleme saglayan avantajli bir tekniktir [100], [101]. Biyolojik ¢aligmalarda, biyolojik
sistemlere zarar vermeden molekiiler diizeyde calisma firsati sundugu igin tercih

edilmektedir.

1.12. AZALTILMIS TOPLAM YANSIMA (ATR)-FTIR SPEKTROSKOPISI

ATR-FTIR spektroskopisi numune hazirlamaya gerek duymadan, drneklerin kalitatif ve
kantitatif analizi i¢in yaygin olarak kullanilan bir FTIR teknigidir. FTIR
spektroskopisine azaltilmis toplam yansima (Attenuated Total Reflectance=ATR)
aksesuarmin takilmasiyla elde edilir. Bir ATR aksesuari, 1sin bir numuneyle temas
ettiginde yansiyan kizildtesi 1s1ninda meydana gelen degisiklikleri dlgmesi prensibiyle
calisir. Bu aksesuarin kullanimi ile kizilotesi 1sinlardan kaynakli sinyalin elde
edilebilmesi i¢in 6rnek ile gelen 1sinin ¢ok yakin bir temasta olmasi gerekmektedir.
Dolayisiyla, belirli bir basing uygulanarak ATR kristali ve 6rnek arasinda yakin temas
saglanir. Sekil 1.17’den goriildiigii tizere kizilotesi 1s1n1, belirli bir agida yiiksek kirilma
indisine sahip optik olarak yogun bir kristalin iizerine yOnlendirilir. Bu yansima,
kristalin yiizeyi ile temas halinde olan numuneye kristal ylizeyinin 6tesine uzanan bir
dalga olusmasini saglar. Ornegin enerjiyi emdigi bolgelerde ortaya cikan 1sin zayiflar.
Zayiflatilmig 151 kristale geri doniip kristalin karst ucundan c¢ikar ve kizilotesi
spektrometresindeki dedektore gelir. Detektor zayiflatilmis bu 1511 interferogram
sinyali olarak kaydeder (Sekil 1.17). Bu sinyal kizilotesi spektrumu olusturmak ig¢in

kullanilir.
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Sekil 1.17. ATR-FTIR Spektroskometresi.
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ATR icin germanyum, silika, elmas, ve ¢inko-selenit gibi farkli ham maddelerinden
olusan birgok kristal materyal cesitleri bulunmaktadir. Bu kristallerin materyali
kullanilan Ornegin 0Ozelligine ve incelenmek istenen kizilGtesi bolgesine gore
secilmektedir. Bu calismada, orta-IR bolgesinde kullanima uygun olan, suya dayanikli,
diisiik maliyetli Diamond/ZnSe (elmas/¢inko-selenit) kristali kullanilmistir. Bu kristal,

orta-IR bolgesinde kuru, 1slak veya sulu 6rnekleri analiz etmek i¢in uygundur.

Biyolojik ornekler i¢in son derece elverisli bir yontem olan ATR-FTIR spektroskopi
tekniginin sagladig avantajlar asagidaki gibi 6zetlenebilir [99]-[102];

- Ornegin 6n islemden gegirilmesine ihtiyag duymamasi,

- Ornegin fiziksel halinin dnemli olmamasi (kat1, s1v1 veya gaz olabilir),

- Kullanilan 1smnin 6rnege zarar vermemesi (fonksiyonel ve yapisal
deneyler icin zararl degildir),

- Analiz i¢in ¢ok az miktarlarda 6rnegin yeterli olmasi,

- Tek bir spektrumdan, fonksiyonel gruplardaki tiim degisikliklerin tespit
edilebilir olmasi,

- Analizlerin zaman alici olmamasi ve hizli bir sekilde yapilmasi,

- Ekipmanin kullanimi i¢in detayli bir egitim gerekmemesi,

- Elde edilen spektrumlarin FTIR spektrumlarindan daha az giiriiltili
olmasi,

— Elde edilen sonuglarin hem  kalitatif hem de kantitatif

yorumlanabilmesidir.

1.13. CALISMANIN AMACI

Literatiirde DB zehirlenmesi ile ilgili bir¢cok klinik ¢alismaya rastlanabilir fakat
deneysel calisma sayisi son derece azdir. DB ve GTX’in karaciger iizerinde toksik
etkileri oldugu bilinmesine ragmen, bu dokuda meydana getirdikleri yapisal ve
fonksiyonel degisiklikler heniliz molekiiler diizeyde bilinmemektedir. Ayrica, literatiirde
DB’nin faydali etkilerini bildiren ¢alismalar da mevcut oldugundan bu maddenin toksik

dozunun belirlenmesi ¢ok dnemlidir.

Karaciger lipit, protein ve karbonhidrat metabolizmasinda gorevli ana organdir ve viicut
homeostazisinin korunmasinda onemli roller iistlenmistir. Ayrica bir¢ok ilag, kimyasal

ajan ve toksik maddenin detoksifikasyonu i¢in temel organdir [83]. Beslenmedeki
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degisiklikler sonucu karaciger metabolizmasinda meydana gelen herhangi bir
degisikligin, bu dokunun yapisinda énemli degisikliklere sebep oldugu bilinmektedir
[103]. Biyolojik bir dokunun fonksiyonunu dogru bir sekilde yerine getirmesi yapisi ile
iliskili oldugundan, dokunun yapisinda meydana gelen herhangi bir degisiklik onemli

fonksiyonel degisimlere sebep olabilir.

Dokularda meydana gelen yapisal degisiklikler ATR-FTIR spektrumlarinin analiz
edilmesiyle dogrudan belirlenebilmektedir [101]. Hiicre diizeyindeki fonksiyonel
bozukluklar hiicre zari, iyon kanallari, reseptorler, organeller ve molekiillerin yapisal ve
regiilator bozukluklar1 ve bunlarin birbirleriyle etkilesimleri sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
Dolayistyla DB ve GTX-III'iin karaciger dokusunun yapist ve molekiiler igeriginde

meydana getirdigi molekiiler degisikliklerin belirlenmesi son derece dnemlidir.

Zehirlenmeye sebep olan DB miktar1 tam olarak bilinmemekle birlikte, zehirlenme
belirtilerinin genel olarak bir ¢ay kasigi bal (yaklasik 50 mg/kg) tiiketiminden sonra
ortaya ciktigi rapor edilmistir [33]. Semptomlar bal tiikketiminden sonraki ilk 3 saat
icinde ortaya ¢ikmakta, en kotii belirti ve bulgular en az 24 saat siirmektedir. Heniiz
semptomlarin tam olarak ne kadar siirdiigii bilinmemekle birlikte, tam iyilesmenin
birka¢ giin i¢inde gerceklestigi tahmin edilmektedir [14], [19]. Literatiirde DB
zehirlenmesindeki semptomlarin siiresi hakkinda ayrintili bir ¢alisma mevcut degildir.
Bu nedenle, DB zehirlenme etkileri ve DB tanisi alan hastalarin hastanede ne kadar siire
gozlem altinda tutulmasi gerektigine dair tam bir fikir birligi saglanamamistir. DB
zehirlenmesi mortalitesi diisiik bir klinik durum olsa da dogru tedavi edilmeyen
hastalarda mortalite riski artabilir. Bu nedenle, zchirlenme etkilerinin ne kadar
stirdiigiinlin bilinmesi hastalarin hizli ve dogru tedavi edilebilmeleri ve ne kadar siire

gbzlem altinda tutulmalar1 gerektigine karar verilmesi agisindan énemlidir.

Bu ¢alismanin birinci boliimiinde, DB’nin karaciger i¢in toksik olan dozunun ve bu
dozun karaciger dokusunda meydana getirdigi etkilerin molekiiler diizeyde belirlenmesi
amaglanmistir. Bu amacla, farkli konsantrasyonlardaki DB (25, 50 ve 75 mg/kg) ve
GTX’lerin en toksik tipi olan GTX-III’lin saf halinin karaciger lizerindeki etkileri, DB
uygulamasindan 24 saat sonra ATR-FTIR spektroskopisi teknigi kullanilarak
incelenmistir. Birinci boliimde karaciger i¢in toksik olan doz belirlendikten sonra, ikinci
boliimde toksik doz DB (75 mg/kg) ve GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra
cikarilan karaciger dokular1 gene ayni teknikle incelenmistir. Calismamizin ikinci

boliimiinde, DB ve GTX-III uygulamasinin karaciger dokusundaki biyomolekiiller
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tizerinde 24 ve 48 saatlik siireler sonunda olusturdugu etkiler karsilastirilarak, toksik

etkilerin 48 saat i¢inde normale doniip donmediginin belirlenmesi amaglanmuistir.

Bu nedenle, biyolojik sistemi olusturan makromolekiilleri ayni anda, hassas ve ¢ok hizli
bir sekilde incelemeye olanak saglayan, ATR-FTIR spektroskopisi kullanilarak
gerceklestirilen bu c¢alismada; DB ve GTX-II'iin  karaciger dokusundaki
biyomolekiillerin miktarlari, yapilar1 ve fonksiyonlar: {izerinde, karacigeri olusturan
hiicrelerin zar akiskanlig1 ve diizeninde, lipit peroksidasyon diizeyinde ve protein ikincil
yapilarinda meydana getirdigi degisimlerin doza ve zamana bagli olarak arastirilmasi
amaglanmistir. Ayrica DB ve GTX-III’lin karaciger hiicrelerindeki lipit ve protein gibi
degisik makromolekiillerin birbirlerine gore konsantrasyon oranlar1 (lipit/protein,
doymus lipit/doymamis lipit oran1 gibi) ile bu parametrelerde meydana gelen
degisimlerin gosterilmesi de amaclanmistir. Bildigimiz kadariyla ¢alismamiz DB’nin
karaciger iizerindeki etkilerini doza ve zamana bagl olarak molekiiler diizeyde ortaya

koyan ilk arastirmadir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. SARF MALZEMELER

Calismamizda kullanilan DB; Diizceli aricilardan temin edilmistir. GTX-III (Lot-H1

293B) Enzo Life Science firmasindan satin alinmistir.

2.2. DELi BAL VE GTX-III

Kullandigimiz DB’nin palinolojik analizi, uluslararasi aricilik otoriteleri tarafindan
gelistirilip kabul edilen bir yontem modifiye edilerek, Diizce Universitesi Aricilik
Arastirma Gelistirme ve Uygulama Merkezi'nde (DAGEM) yapilmistir [104], [105].
Yapilan bu analiz sonucunda, dominant olarak (>%96) Ericaceae familyasina ait olan
Rhododendron ponticum poleni icermesi nedeniyle numunemizin DB oldugu teyit

edilmistir.

Kullandigimiz DB’nin igerdigi toksik madde miktarin1 belirlemek igin, Sivi
Kromotografisi-Kiitle/Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS) yontemi kullanilmistir [106].
Analiz sonucuna gore numunemizdeki GTX-I miktar1 32 pg/g, GTX-III miktar1 8 ug/g
olarak belirlenmistir. Numunemizde tespit ettigimiz bu miktarlar daha Onceki
calismalarda rapor edilen ortalama toksik madde miktarlarindan daha yiiksektir.
Ornegin, Kaplan ve ark. (2014) kullandig1 DB igindeki GTX-I miktarini 13,36, GTX-III
miktarini 5.95 pug/g olarak [106], Kurtoglu ve ark. (2014) GTX-I miktarini1 20.14 pg/g,
GTX-III miktarin1 8.20 pg/g olarak bildirmislerdir [107]. Ayrica bizim kullandigimiz
balda tespit edilen GTX-I ve III miktarlari daha Onceki deneysel calismalarda
kullanilmis olan DB’lerin i¢inde tespit edilmis olan toksik madde miktari ile paralellik

gostermektedir [69], [108], [109].

2.3. HAYVANLAR

Deney protokolii, Diizce Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu tarafindan
onaylanmistir (2017/2/4). Calismada kullandigimiz Mus musculus tiirli erkek fareler (8-
12 haftalik, 20-25 g), 12:12 saatlik aydinlik/karanlik dongiisiinde, 22+2 °C’lik bir
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sicaklikta tutulmus, standart fare diyeti ve suyla beslenmistir. 6 adet fare igeren 10 farkli

deney grubu olusturulmustur.

2.3.1. DB ve GTX-IIliin Karaciger Dokusu Uzerindeki Doza Bagh Etkileri

DB’nin toksik doz alt sinirmin 50 mg/kg oldugu bilinmektedir [110]. Calismamizin
birinci boliimiinde, DB’nin karaciger dokusu {izerindeki etkilerini doza bagli olarak
arastirmak amaciyla farelere verilmek iizere bu toksik doz, bu dozun %50 azaltilmis
konsantrasyonu olan 25 mg/kg ve %50 artirilmis konsantrasyonu olan 75 mg/kg
sec¢ilmistir. Ayrica bir grup hayvana GTX-III’lin saf hali verilmistir. DB’nin distile suda
¢oziilmesiyle hazirlanan soliisyon, farelere gram basina 0,01 ml gelecek sekilde alinarak
tek doz olarak gavaj yoluyla uygulanmigtir. GTX-III’iin ise LDso dozunun (0,908
mg/kg) yaklasik olarak onda biri oranindaki konsantrasyonu olan 0,01 mg/kg’lik dozu
intraperitonal (ip) yolla uygulanmistir [ 108]. Buna gore ¢calismanin birinci boliimii igin 5

deney grubu olusturulmustur:

Grup I = Kontrol (distile su)

Grup II =25 mg/kg DB (gavaj)

Grup III = 50 mg/kg DB (gavaj)

Grup IV = 75 mg/kg DB (gavaj)

Grup V =0, 01 mg/kg GTX-III (ip)

DB ve GTX-III'iin fare karacigerinde ne gibi degisiklikler meydana getirdigini tespit
etmek icin, uygulamadan 24 saat sonra hayvanlar dekapite edilerek karaciger dokular1
cikarilmis ve spektroskopik dlgiimlerde kullanilana kadar -80 °C’ta saklanmustir.

2.3.2. DB ve GTX-IIl’iin Karaciger Dokusu Uzerindeki Zamana Bagh Etkileri

Calismamizin birinci boliimiinde fare karacigeri icin toksik dozun 75 mg/kg’lik doz
oldugu belirlendikten sonra, ikinci béliimde bu toksik dozun ve saf haldeki GTX-III’{in
zararh etkilerinin 48 saatte iyilesip iyilesmedigi test edilmistir. Bu amagcla ¢alismanin

ikinci boliimii i¢in 5 yeni deney grubu olusturulmustur:
Grup I = Kontrol (distile su)
Grup II =75 mg/kg DB (gavaj; uygulamadan 24 saat sonra dekapitasyon)

Grup III = 75 mg/kg DB (gavaj; uygulamadan 48 saat sonra dekapitasyon)

30



Grup IV =0, 01 mg/kg GTX-III (ip; uygulamadan 24 saat sonra dekapitasyon)
Grup V =0, 01 mg/kg GTX-III (ip; uygulamadan 24 saat sonra dekapitasyon)

75 mg/kg DB ve GTX-III verilmis fareler uygulamadan 24 ve 48 saat sonra dekapite
edilerek karaciger dokular1 ¢ikarilmis ve spektroskopik olgiimlerde kullanilana kadar -

80 °C’ta saklanmusgtir.

2.4. SPEKTROSKOPI DENEYLERI

Fare karaciger orneklerinin ATR-FTIR spektrumlari, ATR aksesuar1 takilmis Spectrum
Two FTIR spektrometresi (Perkin-Elmer Ltd., Beaconsfield, UK) kullanilarak elde
edilmistir. Fare karacigerinin ii¢ farkli bolgesinden (sol lateral, sag lateral ve sag medial
lob) 0,5 X 0,5 X 0,1 cm biiyiikliiglinde 6rnekler kesilmis ve bu pargalar dogrudan ATR
tinitesinin elmas/¢inko-selenit (Diamond/ZnSe) kristalinin iizerine yerlestirilmistir.
Suyu ortamdan uzaklastirmak i¢in, kristalin tizerindeki karaciger dokusuna 5 dakikalik
siire boyunca azot gazi uygulanmis ve diizgiin bir ylizey temast saglanmasi i¢in doku
sikistirlmistir [111], [112]. Spektrumlar oda sicakhiginda, 4000-400 cm™! dalga sayist
araliginda, 4 cm™ ¢oziiniirliikte ve 64 tarama sayisi ile elde edilmistir. Sonuglarin
glivenirligini arttirmak i¢in her karacigerin birbirine komsu 3 bolgesinden ¢ekimler
yapilmustir. Dolayisiyla her bir karaciger i¢in toplam 9 farkli spektrum elde edilmistir.
Bu spektrumlarin ortalamalar1 alinarak detayli analizlerde ve istatistiksel analizlerde bu

ortalamalar kullanilmistir.

Atmosferdeki CO, ve H;O’dan kaynakli sogurma bantlarinin, o6rnegin sogurma
bantlarin1 kamufle etmemesi i¢in ayni sartlarda background (arka plan) spektrumu
alimmistir. Background c¢ekimi her 6rnek g¢ekimi Oncesi yapilmistir. Elde edilen bu
background spektrumu Ornek spektrumundan Dbilgisayar programi araciligiyla
cikarilmaktadir. Bu sayede spektrumda meydana gelebilecek giiriiltiiler biiyiik oranda

elimine edilmektedir.

2.5. ATR-FTIR SPEKTROSKOPiSi CALISMALARINDA KULLANILAN
SPEKTRUM ANALiZ YONTEMLERI

Calismamizda fare karaciger dokusuna ait spektrumlardaki bantlarin altinda kalan

alanlar, bu alanlarin birbirine oranlari, bant genislikleri ve dalga sayilarindaki
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degisimler analiz edilmistir. Bu analizlerde normalize edilmemis ham ortalama
spektrumlar kullanilmistir. Bant alani, bant alan oranlari, bant dalga sayisi ve bant
genislikleri Spectrum 100 yazilimi (Perkin Elmer) kullanilarak o6l¢ililmiistiir. Bant
genisligi ve bant dalga sayis1 degerleri, bantin %75 yiiksekliginden okunmustur.
Spektral degisimlerin gorsel gdsterimi icin ise ortalamasi alinmis spektrumlarin baseline
diizeltmesi yapilip normalize edilmistir. Cizelge 2.1 bant alanlar1 hesaplanirken

kullanilan spektral bolgeleri ve baseline noktalarin1 géstermektedir.
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noktalari.

Cizelge 2.1. Fare karacigeri spektrumundaki bantlar i¢in kullanilan bolgeler ve baseline

Kizilotesi Sogurma Bandi

Kullanilan

Spektral Bolge

Baseline Noktalari

Amid A (3283 cm™)

3785-3025 cm’!

3790-2800 cm’!

Olefinik (HC=CH) (3012 cm™")

3024-2998 cm’!

3024-2840 cm™

CHj3 antisimetrik gerilim (2961 cm™)

2990-2947 cm’!

2990-2840 cm™!

CH: antisimetrik gerilim (2927 cm™)

2947-2880 cm’!

2990-2840 cm™!

CH3 simetrik gerilim (2874 cm™)

2880-2864 cm’!

2990-2840 cm™!

CHasimetrik gerilim (2854 cm™)

2864-2840 cm™

2990-2840 cm™!

Karbonil (C=0) gerilim (1743 cm™")

1775-1720 cm™!

1800-900 cm™!

Amid I (1640 cm™) 1720-1584 cm™ | 1800-900 cm’!
Amid II (1545 cm™) 1584-1481 cm™ | 1800-900 cm’!
CHa biikiilme (1453 cm™) 1481-1430 cm™ | 1800-900 cm’

COO- simetrik gerilim (1398 cm™)

1430-1363 cm™!

1800-900 cm™!

Amid T1I (1308 cm™)

1330-1275 cm™!

1800-900 cm™!

PO, antisimetrik gerilme (1237 cm™)

1275-1183 cm’!

1800-900 cm’!

PO, simetrik gerilme (1081 cm™)

1137-1066 cm!

1800-900 cm’!

C-O gerilme (1041 cm™)

1066-979 cm™!

1800-900 cm™!

C-N"-C gerilme (972 cm™)

979-952 cm™!

1800-900 cm™!
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Protein ikincil yapisindaki degisimleri belirlemek igin 1700-1600 cm’!

araliginda
bulunan Amid I banti1 kullanilmigtir. Ayrismamis bantlardan olusan Amid I bantina
ikincil tiirev vektor normalizasyon yontemi uygulanarak protein ikincil yap1 degisimleri
belirlenmistir. Analizler OPUSNT yazilimi kullanilarak gerceklestirilmistir (Bruker
Optics, Reinstetten, Germany). Sekil 2.1. Fare karaciger dokusunun Amid I bant1 ve bu

bantin ikincil tiirev spektrumu.

=
-
—
-
=
=1
=
L)
o
]
1700 1680 160 1640 1620 1600
DALGASAYISI (cm ")
T_':-i
':l'__ Beta Dianiis
=
Alfn Heliks
Beta Tabaka
Tesadinfi Knmlma
17y 16510 16460 1640 1620 1604y
DALGASAYISI {em)

Sekil 2.1. Fare karaciger dokusunun Amid I bant1 ve bu bantin ikincil tiirev spektrumu.

2.6. ISTATIKSEL ANALIZ

Doza ve zamana bagli DB ve GTX-III uygulanan gruplar ile kontrol gruplar arasindaki
degisimlerin istatistiksel olarak anlamliliginin hesaplanmasi i¢in Mann Whitney-U testi
kullanilmistir. Sonuglar “ortalama + standart sapma” olarak verilmistir. p degeri
0,05’ten kiiclik olanlar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmis, anlamlilik derecesi

*p<0,05, **p<0,01 olarak belirtilmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. BULGULAR

3.1.1. Fare Karacigeri Spektrumundaki Bantlarin Tanimlanmasi

ATR-FTIR spektroskopisi biyomolekiillerin i¢indeki fonksiyonel gruplara ait sogurma
bantlarim1 goriintiileyerek dokunun molekiiler yapis1 hakkinda bilgiler elde edilmesini
saglayan 0Ozel bir tekniktir. Karaciger spektrumu, proteinler, niikleik asitler,
karbonhidratlar ve lipitlerdeki fonksiyonel gruplardan kaynaklanan birgcok karakteristik
sogurma banti iceren karmagik bir spektrumdur. Spektrumdaki her bir bant belirli bir
bag ya da bag grubuna atfedilmektedir [113]. Sekil 3.1°de kontrol grubuna ait bir fare
karacigeri spektrumunun 4000-950 cm™ dalga sayis1 araligindaki ATR-FTIR spektrumu
gosterilmektedir. Sekilde baslica sogurma bantlar1 numaralandirilmis ve bu bantlarin

literatiire gére tanimlar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.

SOGURMA (A.U.)

4000 3500 3000 2300 2000 1500 1000 950
DALGASAYISI (cm)

Sekil 3.1. Kontrol grubuna ait bir fare karacigerinin 4000-950 cm™' dalga say1s1
araligindaki ATR-FTIR spektrumu.
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Cizelge 3.1. Fare karaciger dokusunun infrared spektrumundaki baslica sogurma

bantlari [110], [114]-[116].

BANT DALGA
NO SAYISI TANIM
# (cm™)
Amid A: Cogunlukla proteinlerin N-H gerilmesi, polisakkaritlerin O-H
1 3283 . ; .. -
gerilmesi ve molekiiller aras1 H baglanmasi
2 3012 Olefinik HC=CH titresim gerilme: Doymamus lipitler
CHs antisimetrik gerilme: Lipitler, proteinler, karbonhidratlar ve
3 2961 oy
niikleik asitler
4 2027 CH: antisimetrik gerilme: Cogunlukla lipitler, az miktarda proteinler,
karbonhidratlar ve niikleik asitler
5 2874 CHs simetrik gerilme: Cogunlukla proteinler, az miktarda lipitler,
karbonhidratlar ve niikleik asitler
6 2854 CH: antisimetrik gerilme: Cogunlukla lipitler, az miktarda proteinler,
karbonhidratlar ve niikleik asitler
Karbonil ester (C=0) gerilme: Cogunlukla Trigliseritler ve kolestrol
7 1743 .
esterlerde ester fonksiyonel gruplar
8 1640 Amid I: Proteinlerin C=0 gerilmesi(80 %)
9 1545 Amid II: Proteinler (60% N-H bending, 40% C-N stretching)
10 1453 CH: biikiilme: Cogunlukla lipitler, az miktar proteinler
11 1398 COO" simetrik gerilme: Yag asitleri ve amino asit yan gruplari
12 1308 Amid III: Proteinler (40%C-N gerilme, 30% N-H biikiilme, 20% C-C gerilme)
PO~ antisimetrik gerilme: Cogunlukla niikleik asitler ve az miktar
13 1237 .
fosfolipitler
14 1081 POz simetrik gerilme: Niikleik asitler ve fosfolipitler
C—O gerilme: Polisakkaritler, glikolipitler
15 1041 C—O gerilme: Polisakkaritler, glikolipitler
16 971 C-N*-C gerilme: Niikleik asitler, RNA’nin riboz-fosfat ana zincir

titresimleri

Sekilde 3283 cm™! dalga sayisinda bulunan ve Amid A bant1 olarak isimlendirilen bant

(#1), proteinlerdeki N-H titresimlerinden, polisakkaritler ve sudaki O-H gerilme

titresimlerinden ve molekiiller aras1 H baglanmasindan kaynaklanmaktadir [117]. 3025-

2800 cm™' dalga sayisi araligindaki C-H gerilme bolgesi olarak adlandirilan bdlgede

bulunan bantlar dokularm lipit igerigi hakkinda bilgi vermektedir. 3012 cm™ dalga

sayisinda (#2) goriilen bant olefinik=C-H gruplarindaki C-H gerilme titresimlerinden

sinyal aldig1 igin sistemin doymamus lipit miktar1 hakkinda bilgi verir [118]. 2961 c¢cm’!

(#3) ve 2927 cm’! (#4)’de meydana gelen bantlar CH; ve CHa antisimetrik gerilme
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titresimlerinden, 2874 cm™ (#5) ve 2854 cm’! (#6) dalga sayilarindaki bantlar ise CHs
ve CH: gruplarinin simetrik gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir. CHj3
antisimetrik, CH» antisimetrik ve CH» simetrik bantlar1 doymus lipitlerden sinyal
alirken, CH3z simetrik banti agirlikli olarak proteinlerden sinyaller almaktadir [110].
1800-950 cm™ dalga sayis1 arahigindaki bolge kolesterol esterleri, trigliseritler,
proteinler, niikleik asitler, vb. bir¢ok molekiilden kaynaklanan farkli spektral bantlar
icermektedir. Parmak izi bolgesi olarak adlandirilan bu bolgede 1743 cm™' dalga
sayisinda bulunan karbonil ester gerilme bant1 (#7), ¢cogunlukla trigliserit ve kolesterol
esterlerinden kaynaklanmaktadir [119]. 1640, 1545 ve 1308 cm’' dalga sayisinda
gbzlemlenen amid I (#8), amid II (#9) ve amid III (#12) bantlar1 proteinlerden sinyal
alan bantlardir. CH, biikiilme banti (#10) olarak isimlendirilen 1453 cm™ dalga
sayisinda bulunan bant c¢ogunlukla lipit ve az miktarda proteinlerdeki CH>
titresimlerinden kaynaklanmaktadir. 1398 cm™’de gériilen COO" simetrik gerilme bant1
(#11) sistemdeki yag asitleri ve aminoasitlerden sinyal alan bir banttir. Bu nedenle CH>
biikiilme bant1 gibi sistemdeki lipit ve proteinlerle ilgili bilgi elde etmemize yardimei
olmaktadir. Sekildeki spektrumunun 1300-900 cm™! dalga sayis1 araliginda gordiigiimiiz
bantlar ise daha ¢ok niikleik asit, fosfolipit ve karbonhidratlar gibi molekiillerde
meydana gelen titresimlerden kaynaklanmaktadir. 1237 ve 1081 cm’de ortaya cikan
PO antisimetrik (#13) ve PO>™ simetrik bantlar1 (#14), ¢ogunlukla niikleik asitler ve
fosfolipitlerdeki fosfat gruplarindan kaynaklanmaktadir [99]. Bu nedenle bu bantlar
sistemdeki niikleik asit ve membranlarda bulunan fosfolipitler hakkinda bilgi
vermektedir. Ayrica 1081 cm'’de bulunan PO, simetrik gerilme titresim bant1 (#14),
glikojen icindeki C-O gerilme titresimlerinden de sinyal almaktadir. Benzer sekilde
1041 cm™"deki bantta (#15) glikojen igindeki C-O gerilme titresimlerinden kaynaklanir.
C-O gerilme bant1 ad1 verilen bu bant esas olarak glikojenden sinyal aldig1 i¢in ana
glikojen bant1 olarak bilinir [99]. Sekilde 971 cm™ dalga sayisinda ortaya ¢ikan C-N*-C

gerilme bant1 (#16) niikleik asitlerden sinyal alan bir banttir.

3.1.2. DB ve GTX-IIl’iin Karaciger Dokusu Uzerindeki Doza Bagh Etkileri

Calismamizin ilk boliimiinde DB’nin doza bagli etkilerini arastirmak amaciyla 25, 50 ve
75 mg/kg DB ve GTX-III uygulanmis fare karacigerleri uygulamadan 24 saat sonra
incelenmistir. ATR-FTIR spektrumunda bantlarin altinda kalan alan ve/veya sinyal
siddetleri o fonksiyonel gruba ait molekiiliin dokudaki miktar1 hakkinda bilgi
vermektedir [99].Tablo 2’de kontrol, 25, 50 ve 75 mg/kg DB ve GTX-III uygulanmis
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farelerin karaciger dokularinin kizilotesi bantlarinin alan degerlerinde meydana gelen

degisiklikler gosterilmektedir.

Cizelge 3.2. Kontrol, 25, 50 ve 75 mg/kg DB ve GTX-III uygulanmis farelerin karaciger

dokularinin kizil6tesi bantlarinin alan degerlerinde meydana gelen degisiklikler.

(Degerler, ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Istatistiksel olarak anlamlilik

derecesi *p<0,05; **p<0,01 seklinde gosterilmistir).

pant Kontrol 25 mg/kg DB 50 mg/kg DB 75 mg/kg DB GTX-I1I
No
1 90.675+2.120 | 91.546 £ 2.886 | 89.528 +2.839 | 86.473 +£2.803* | 87.461 + 1.564*
2 | 0.0218+0.001 | 0.0216£0.001 | 0.0220+0.003 | 0.0203+0.003 | 0.0221 + 0.002
3 0.326 £0.035 | 0.333+0.030 | 0.321 +0.031 0.396 £ 0.024* | 0.383 £ 0.028*
4 0.693 +£0.075 | 0.735+0.061 0.708 + 0.084 0.803 £0.037* | 0.791 +0.062*
5 0.051+0.011 | 0.056+0.013 0.055+0.020 | 0.091 £ 0.025%* | 0.085 + 0.012**
6 0.123+0.018 | 0.133+0.019 | 0.131+0.026 0.151 £0.016* | 0.150+0.012*
7 0.470+0.034 | 0.486 +0.033 0.471 £0.033 0.526 = 0.062 0.520 £ 0.046
8 16.956 +0.623 | 17.406 £ 0.888 | 17.155+0.780 | 18.695+ 1.409* | 18.523 + 1.115*
9 9.256£0.563 | 9.721+0.806 | 9.566+0.921 10.851 £ 1.143* | 10.575 + 1.306*
10 | 2.275+0.183 | 2.405+0.221 2.328 £0.270 2.600£0.273% | 2.566+0.117*
11 | 2.611+£0.180 | 2.840+0.295 2.755+0.350 | 3.505+0.430*%* | 3.381 + 0.236**
12 1.563+0.111 | 1.665+0.193 1.641+0.166 1.901 £0.215% | 1.926+0.241*
13 | 2.465+0.263 | 2.796 +0.332 2.693+0.418 | 3.656+0.584%* | 3.513 +0.314%*
14 1.968£0.269 | 1.796 £ 0.215* | 1.845+ 0.324* 2.501+0.331 2.318+0.174
15 1.543+0.170 | 0.951 £0.061% | 1.136+0.297* | 1.326+0.131* | 1.266+0.155%
16 | 0.075+0.016 | 0.068+0.017 0.066 +£0.012 0.108 £0.029 0.083+0.012

Sekil 3.1 ve Cizelge 3.1°den goriildiigii iizere fare karaciger spektrumu birgok sogurma

bantindan olusan karmasik bir spektrumdur. Bu nedenle spektral analizler {i¢ farkl

dalga sayis1 araliginda gerceklestirilmistir. Spektral analizlerde kullandigimiz dalga
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sayist araliklar; 3700-3025 cm™, 3025-2800 cm™ (C-H gerilme bélgesi) ve 1800-950
cm’! (parmak izi bolgesi) seklindedir. Sekil 3.2; kontrol, 25, 50 ve 75 mg/kg DB ve
GTX-III uygulanmis fare karacigeri dokularinin ortalama ATR-FTIR spektrumlarinin

bu 3 bolgesini gostermektedir.

__Kontrol

_ 50mg/kg DB

_ GTXaI

SOGURMA (A.U.)

3700 3600 3500 3400 3300 3200 3100 3025
DALGASAYISI (cm™)

B __Kontrol

_ 50 mg/kg DB

_ GTXI

SOGURMA (A.U)

3025 3000 2950 2900 2850 2800
DALGASAYISI (cml)

__Kontrol
_ 50 mg/kg DB

GTX-1I1

SOGURMA (A.U.)

1800 1600 1400 1200 1000 950
DALGASAYISI (cm)

Sekil 3.2. a) 3700-3025, b) 3025-2800 ve c¢) 1800-950 cm™! dalga sayis1 araligindaki
kontrol, 25, 50 ve 75 mg/kg DB ve GTX-III uygulanmis farelerin karaciger dokularinin
ortalama ATR-FTIR spektrumlari. (Spektrumlar, Amid I bantina (a) ve Amid A bantina

(b ve ¢) gore normalize edildi).
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Sekil 3.3’te, Amid A bantinin alan degerlerindeki degisimler bar diyagrami olarak
verilmistir. Sekil 3.2.a ve 3.3’ten goriildiigii lizere bu bantin altinda kalan alan 25 ve 50
mg/kg DB uygulanmis gruplarda herhangi anlamli bir degisiklik gostermemistir. Ancak
75 mg/kg DB ve GTX-III uygulanmis gruplarda bantin altinda kalan alan anlaml
derecede azalmistir (p<0.05).

Amid A Alan
100 -

0% ] *

80 4

70 4

60

mKontrol ©25mgkgDB m50mg/kg DB ®75mg/kg DB mGTX-III

Sekil 3.3. Kontrol, 25, 50 ve 75 mg/kg DB ve GTX-III gruplarinin Amid A banti alan
degerleri (*p<0,05).

Sekil 3.4’te doymus lipitlerden kaynaklanan bantlarin (CH3 antisimetrik, CH>
antisimetrik ve CH» simetrik gerilme) altinda kalan alan degerlerindeki degisimler bar
diyagrami olarak verilmistir. Bu sekillerden ve sekil 3.2.b’den goriildiigii {izere bu
bantlarin altinda kalan alan degerleri 25 ve 50 mg/kg DB uygulanan gruplarda herhangi
bir anlamli degisiklik gostermemis fakat 75 mg/kg DB ve GTX-III uygulanmis
gruplarda bantlarin altinda kalan alan degerleri anlamli derecede artmistir (p<<0.05). Bu
sonug, 25 ve 50 mg/kg DB uygulamasi sonucu fare karacigerindeki doymus lipit
miktarinda herhangi anlamli bir degisim olmadigini fakat 75 mg/kg DB ve GTX-III

uygulamasi sonucu doymus lipit miktarinda artma oldugunu gostermektedir (p<<0.05).
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Sekil 3.4. Kontrol, 25, 50 ve 75 mg/kg DB ve GTX-III gruplarinin a) CH3 antisimetrik,
b) CH: antisimetrik ve ¢) CH» simetrik bantlar1 alan degerleri (*p<0.05).

C-H gerilme bolgesinde bulunan fakat agirlikli olarak proteinlerden sinyal alan 2874
cm’! dalga sayisindaki CHs simetrik gerilme bantinin altinda kalan alan degerindeki
degisimler bar diyagrami olarak Sekil 3.5’te verilmistir. Sekilden goriildiigii tizere 75
mg/kg DB ve GTX-III uygulanmis gruplarda bu bantin altinda kalan alan anlaml
derecede artmis (p<0.01) fakat 25 ve 50 mg/kg DB uygulanmis gruplarda bu bantin alan
degerinde herhangi bir anlamli degisiklik meydana gelmemistir. Bu sonug, 75 mg/kg
DB ve GTX-III uygulamasi sonrasinda fare karacigerinin protein miktarinda artig

oldugunu gostermektedir (p<0.01).

CH; Sim. Ger. Alan

0,12 |
0.1 4 r*
0,08

0,06 1

0,04

*k

0,02

0

mKontrol ©25mgkg DB m50 mg/kg DB ® 75 mg/kg DB mGTX-III

Sekil 3.5. Kontrol, 25,50 ve 75 mg/kg DB ve GTX-III gruplarinin CH3 simetrik banti
alan degerleri (**p<0.01).

Caligmamizda analiz edilen diger bolge olan parmak izi bolgesindeki 1640 ve 1545 cm’
de gozlenen Amid I ve Amid II bantlarinda meydana gelen degisimler protein
icerigindeki degismeler hakkinda bilgi elde etmek i¢in kullanilmaktadir [120]. Sekil
3.6’da bu iki bantin altinda kalan alan degerlerindeki degisimler bar diyagrami olarak
verilmistir. Bu bar diyagramlarindan goriildiigii iizere bu bantlarin altinda kalan alan

degerleri, 25 ve 50 mg/kg DB uygulanan gruplarda herhangi bir anlamli degisiklik
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gostermemis ancak 75 mg/kg DB ve GTX-III uygulanmig gruplarda anlamli derecede
artmistir (p<0.05). Bu sonug, 75 mg/kg DB ve GTX-III uygulanmig fare karacigeri

dokusunda protein miktarinda artis oldugu anlamina gelmektedir.

Amid I Alan Amid II Alan
s, A B

*

_ ! N L

= Kontrol 25 mg/kg DB w50 mg/kg DB 75mgkg DB = GTX-III ® Kontrol 25 mg/kg DB m50 mg/kg DB TSmg/kg DB = GTX-III

Sekil 3.6. Kontrol, 25, 50 ve 75 mg/kg DB ve GTX-III gruplarinin a) Amid I ve b)
Amid II bantlar1 alan degerleri (*p<0.05).

Sekil 3.7°de lipit ve proteinlerdeki CH> gruplarindan sinyaller alan bir bant olan CH>
biikiilme bantinin altinda kalan alan degerlerindeki degisimler bar diyagrami olarak
verilmigstir. Sekilden goriildiigii tizere bu bantin altinda kalan alan 25 ve 50 mg/kg DB
uygulanan gruplarda herhangi bir anlamli degisiklik gostermemis ancak 75 mg/kg DB
ve GTX-III uygulanmis gruplarda anlamli derecede artmistir (p<0.05).

CH, Biikiilme Alan

| -

u Kontrol 25mg'kg DB m50 mg'kg DB 75mg’kg DB mGTX-III

Sekil 3.7 Kontrol, 25, 50 ve 75 mg/kg DB ve GTX-III gruplarinin CH; biikiilme bant1
alan degerleri (*p<0.05).

Parmak izi bélgesinde goriilen bantlardan biri de 1398 cm™! dalga sayisinda ortaya ¢ikan
COO' simetrik gerilme bantidir. Bu banta ait alan degerlerindeki degisikleri gdsteren bar

diyagrami Sekil 3.8’de verilmistir. COO™ simetrik gerilme bant1 yag asitleri ve amino
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asitlerden sinyaller almaktadir [121]. Sekil 3.8’den goriildiigli lizere bu bantin altinda
kalan alan degeri 25 ve 50 mg/kg DB uygulanmis gruplarda herhangi anlamli degisiklik
gostermemistir. Ayni sekilden goriildiigii gibi 75 mg/kg DB ve GTX-III uygulanmis
gruplarda bantin altinda kalan alan anlamli derecede artmistir (p<0.01). CH» biikiilme
ve COO" simetrik gerilme banti i¢in elde ettigimiz sonuglar daha dnceki lipit ve protein
bantlarinin alan analizlerinden elde edilmis olan 75 mg/kg DB ve GTX-III uygulanmis
gruplarin sistemdeki lipit ve protein miktarinda artmalara sebep oldugu sonucunu

desteklemektedir.

COO- Sim. Ger. Alan

*% i
3,5

mKontrol ©25mg/kgDB E50 mg/kg DB ®75mg/kg DB m GTX-III

Sekil 3.8. Kontrol, 25, 50 ve 75 mg/kg DB ve GTX-III gruplarinin COO" simetrik

gerilme bant1 alan degerleri (**p<0.01).

Amid III bant1 parmak izi bdlgesinde 1308 cm™! dalga sayisinda ortaya ¢ikan protein
kaynakli banttir. Amid III bant1 %40 oraninda C-N gerilme %30 oraninda N-H biikiilme
ve %20 oraninda da C-C gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir [115]. Bu bantin
alan degerlerindeki degisimlerin bar diyagrami Sekil 3.9’da verilmistir. Sekilden
goriildiigii iizere bu bantin altinda kalan alan degeri 25 ve 50 mg/kg DB uygulanan
gruplarda herhangi anlamli bir degisiklik gostermemis fakat 75 mg/kg DB ve GTX-III
uygulanmig gruplarda anlamli derecede artmistir (p<<0.05). Bu sonug, 75 mg/kg DB ve
GTX-II uygulamas1 sonucu fare karaciger dokusundaki protein miktarinin arttigi

bulgusunu desteklemektedir.
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Amid ITT Alan

mKontrol 725mg/kgDB W50 mg/kg DB ®75mgkg DB m GTXIIT

Sekil 3.9 Kontrol, 25, 50 ve 75 mg/kg DB ve GTX-III gruplarinin Amid III bant1 alan
degerleri (*p<0.05).

1237 ve 1081 cm’de ortaya ¢ikan PO, antisimetrik ve simetrik gerilme bantlari
niikleik asitler ve fosfolipitler gibi fosfat iceren bilesiklerden sinyaller almaktadir.
Fosfat simetrik gerilme bantinin glikojen bantlar1 tarafindan maskelendigi ancak fosfat
antisimetrik bantinin  fosfolipitlerden ziyade niikleik asitlerden kaynaklandigi
bilinmektedir [117]. Bu nedenle ¢aligmamizda niikleik asitlerin konsantrasyon yapi ve
konformasyon degisimleri hakkinda bilgi sahibi olabilmek i¢in fosfat antisimetrik banti
kullanilmistir. Sekil 3.10°da PO, antisimetrik bantinin alan degerindeki degisimler bar
diyagrami olarak verilmistir. Bu sekilden goriildiigii lizere PO>™ antisimetrik gerilme
bantinin altinda kalan alan degeri 25 ve 50 mg/kg DB uygulanmis gruplarda herhangi
anlaml bir degisiklik géstermemistir. 75 mg/kg DB ve GTX-III uygulanmis gruplarda
bu bantin altinda kalan alan anlamli derecede artmistir (p<<0.01). Bu artis niikleik asit

miktarlarinda meydana gelen artiglar1 gostermektedir.

PO, Antisim. Ger. Alan

r* W
3 &

25 [

5]

15

1 4

05

0

mKontrol ©25mg/kg DB M50 mg/kg DB ®75mg/kg DB W GTX-III

Sekil 3.10. Kontrol, 25, 50 ve 75 mg/kg DB ve GTX-III gruplarinin PO>™ antisimetrik

gerilme bant1 alan degerleri (**p<0.01).
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Sekil 3.11°de glikojen tarafindan maskelenebilen 1081 cm™’deki PO, simetrik bantinin
alan degerlerindeki degisimler bar diyagrami olarak verilmistir. Sekilden goriildiigii
lizere bu bantin altinda kalan alan degeri 25 ve 50 mg/kg DB uygulanan gruplarda
anlamli derecede azalmis (p<0.05) fakat 75 mg/kg DB ve GTX-II uygulanmis

gruplarin alan degerlerinde anlamli herhangi bir degisiklik gézlenmemistir.

PO,~Sim. Ger. Alan

25 ]

m Kontrol 25mg/kg DB m50 mg/kg DB 75mg/kg DB = GTX-IIT

Sekil 3.11. Kontrol, 25, 50 ve 75 mg/kg DB ve GTX-III gruplarinin PO simetrik

gerilme bant1 alan degerleri (**p<0.01).

1041 cm’de ortaya ¢ikan ve ana glikojen bandi olan C-O gerilme bantinin alan
degerlerindeki degisimler bar diyagrami olarak Sekil 3.12’de verilmistir. Sekilden
goriildiigii izere bu bantin altinda kalan alan degeri 25, 50 ve 75 mg/kg DB ve GTX-III

uygulanmis biitiin uygulama gruplarinda anlamli derecede azalmistir (p<0.05).

C-0 Ger. Alan
18 -

16

12

0.8
0.6 |
0.4

0.2 -

mKontrol =25mg/kg DB m50mgkes DB m75mg/ks DB = GTX-IIT

Sekil 3.12. Kontrol, 25, 50 ve 75 mg/kg DB ve GTX-III gruplariin C-O gerilme banti
alan degerleri (*p<0,05).
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Spektral analizlerde bant alani analizlerine ek olarak, bazi spesifik kizilotesi bantlarin
alan oranlart da kullanilmaktadir [118]. Alan oranlarinin analizi, 6rnek miktart gibi
deney kosullarindaki farkliliklardan kaynaklanabilen hatalar1 ortadan
kaldirabileceginden, FTIR spektroskopisi caligmalarinda biiyilk 6neme sahiptir. Bu
calismada kullanilan bant alan1 oranlari, bu oranlar1 hesaplamak i¢in kullanilan ilgili
fonksiyonel gruplar ve oranin dokudaki hangi parametreyle ilgili bilgi verdigi (islevi)

Cizelge 3.3’te verilmistir.
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Cizelge 3.3. Bant alan oranlar1, bu oranlar1 hesaplamak i¢in kullanilan ilgili fonksiyonel

gruplar ve oranin iglevi [110], [114]-[116].

Bant Alan Oran Fonksiyonel Gruplar Islevi
C-O/Protein C-O gerilme (# 15)/Amid II (# 9)
Sistemdeki glikojen
C-O gerilme (# 15)/CH;3 konsantrasyou

C-O/Lipit

antisimetrik ger. (# 3) + CH»
antisimetrik ger. (# 4) + CH»
simetrik ger. (# 6)

CH; sim./CH; sim.+
antisim.

CH: simetrik ger. (# 6) / CH»
simetrik ger. (# 6) + CH>
antisimetrik ger. (# 4)

CH3 antisim./CH»
sim.

CH: antisimetrik ger. (# 4)/CH>
simetrik ger. (# 6)

Sistemdeki doymus lipit
konsantrasyonu

Doymamis/Doymus
Lipit

Olefinic=CH gerilme (# 2)/ CH3
antisimetrik ger. (# 3) + CH»
antisimetrik ger. (# 4) + CH»
simetrik ger. (# 6)

Sistemin doymamaislik seviyesi

CH/Lipit

CH; antisimetrik ger. (# 4)/ CH3
antisimetrik ger. (# 3) + CH»
antisimetrik ger. (# 4) + CHz
simetrik ger. (# 6)

Lipitlerin zincir uzunlugu

Karbonil/Lipit

Karbonil ester gerilme (# 7)/ CH3
antisimetrik ger. (# 3) + CH»
antisimetrik ger. (# 4) + CH»
simetrik ger. (# 6)

Sistemin karbonil durumu

CHu/Lipit

CH3 antisimetrik ger. (# 3)/ CH3
antisimetrik ger. (# 3) + CH»
antisimetrik ger. (# 4) + CH»
simetrik ger. (# 6)

Sistemdeki metil konsantrasyonu

Amid /Amid [ + 11

Amid I (# 8)/Amid I (# 8) + Amid
I (#9)

Sistemdeki protein
konsantrasyonu

Amid I/Amid 11

Amid I (# 8)/Amid IT (#9)

Protein yapisindaki degisiklikler

Niikleik asit/Lipit

PO, antisimetrik ger (# 13)/ CH3
antisimetrik ger. (# 3) + CH»
antisimetrik ger. (# 4) + CH»
simetrik ger. (# 6)

Niikleik asit/Protein

PO, antisimetrik ger. (# 13)/Amid
II(#9)

Sistemdeki niikleik asit
konsantrasyonu
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Sistemdeki glikojen miktarindaki degisiklikleri analiz etmek i¢in kullandigimiz oran
degerlerinde meydana gelen degisimler Sekil 3.13’te bar diyagrami olarak verilmistir.
Bu oran degerleri 25, 50 ve 75 mg/kg DB ve GTX-III uygulanan gruplarin hepsinde
anlamli derecede azalmistir (p<0.05). Bu sonug, DB’nin biitiin dozlar1 ve GTX-III
uygulamalarindan sonra fare karaciger dokularinda glikojen konsantrasyonunun azaldigi

sonucunu desteklemektedir.

- A C-O/Protein B C-O/Lipit

0,2 4
L5
0,15 4

0,1 4

0,05 |

0
= Kontrol ~25mgkg DB w50 mg/kg DB =75 mg/kg DB = GTX-11I mkontrol ©25mgkg DB W50 mgkg DB #75mgkg DB wGTX-III

Sekil 3.13. Kontrol, 25, 50 ve 75 mg/kg DB ve GTX-III gruplarinin C-O/Protein ve C-
O/Lipit alan oranindaki degisimler (*p<0,05, **p<0,01).

Sistemin doymus lipit konsantrasyonundaki degisiklikleri incelemek i¢in ayrica CH>
sim./CH; sim.+ antisim. ve CH> antisim./CH> sim. oranlar1 hesaplanmistir [122]. Bu
oranlardaki degisimler Sekil 3.14’te bar diyagrami olarak verilmistir. Bu oranlar 25 ve
50 mg/kg DB uygulanmis gruplarda anlamli bir degisiklik gostermezken, 75 mg/kg DB
ve GTX-III uygulanmis gruplarda anlamli derecede artmistir (p<0.05). Bu sonug, 75
mg/kg DB ve GTX-III uygulanmig gruplarin fare karaciger dokusundaki doymus lipit

iceriginde artis oldugu sonucunu desteklemektedir.

A CH, sim./CH, sim.+ antisim. B CH, antisim./CH, sim.
0,2 Fia
*
* 6,5
* *
0,15 I 6 4 1 I
55
0,1
45 -
0,05 4
3.5
0 3
mKontrol ©25mgkgDB ®m50mgkgDB n75mgkg DB s GTX-III = Kontrol = 25 mg/kg DB = 50 mg/kg DB = 75 mg/kg DB = GTX-III

Sekil 3.14. Kontrol, 25, 50 ve 75 mg/kg DB ve GTX-III gruplarinin a) CH» sim./CH>

sim.+anti sim. ve b) CH» anti sim./CH3 sim. bant alan oranindaki degisimler (*p<0,05).
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Sistemin doymamuis lipit seviyesinde meydana gelen degisiklikleri belirlemek igin,
olefinik=CH bantinin alan1 doymus lipit bantlarinin alan toplamina boliinmiistiir. [120].
Bu oranin bar diyagramindan (Sekil 3.15) gorildiigi iizere 25 ve 50 mg/kg DB
uygulanmigs gruplarda anlamli bir degisiklik meydana gelmemis ancak 75 mg/kg DB ve
GTX-III uygulanmis gruplarda bu oran anlamli derecede azalmistir (p<0.05). Bu azalma

doymamus lipit miktarinda azalma oldugu sonucunu ortaya koymaktadir.

Doymamis/Doymus Lipit
0,05 -

0,04 -

0,03 [
0,02 - 1

0,01

0

m Kontrol ©25mg/kg DB 50 mg'kg DB m75mg/kg DB m GTX-IIT

Sekil 3.15. Kontrol, 25, 50 ve 75 mg/kg DB ve GTX-III gruplarinin
Doymamis/Doymus lipit bant alan oranindaki degisimler (*p<0,05).

Baz1 spesifik lipit fonksiyonel gruplarinin toplam lipit igerigine oranlarinin
hesaplanmasiyla lipitlerin yapisindaki ve bilesimindeki degisiklikler
degerlendirilebilmektedir. Calismamizda fosfolipitlerin zincir uzunlugunda meydana
gelen degisiklikleri degerlendirmek i¢in CHa2/lipit orani, sistemin karbonil durumunu
belirlemek ic¢in karbonil/lipit orani, dokudaki metil konsantrasyonundaki degisiklikleri
degerlendirmek icin de CHas/lipit oranit hesaplanmistir [120]. Bu oran degerlerinde
meydana gelen degisikliklerin gosterildigi bar diyagramlart Sekil 3.16°da verilmistir.
Sekil 3.16’dan gorildiigli lizere bu oran degerleri 25, 50 mg/kg DB uygulanmis
gruplarda anlamli bir degisiklik gostermemistir. Ayn1 sekillerden, 75 mg/kg DB ve
GTX-II uygulanan gruplarda CHa2/lipit ve karbonil/lipit oranlarinin anlamli derecede
azaldig1 (p<0.05), CH3/lipit oraninin anlamli derecede arttig1 goriilmektedir (p<0.05)
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CH,/Lipid B Karbonil/Lipit C CH; Antisim./Lipit

skontrol 25 mgkg DB w50 mgkg DB # 75 mgkg DB = GTX-III wKontrol - 25 mg’kg DB w50 mg/kg DB = 75 mg/kg DB wGTX-11I w Kontrol - 25 mgkg DB W50 mg/kg DB = 75 mgkg DB ® GTX-I1I

Sekil 3.16. Kontrol, 25, 50 ve 75 mg/kg DB ve GTX-III gruplarinin a) CH»/lipit, b)
Karbonil/lipit ve ¢) CHz/lipit bant alan oranindaki degisimler (*p<0,05).

Sistemin protein miktarinda meydana gelen degisiklikleri belirlemek i¢in ayrica Amid I
bantinin alant Amid I ve II bantlarinin alanlar1 toplamina boliinmiistiir [122]. Bu oran
degerinde meydana gelen degisiklikler Sekil 3.17°de verilmistir. Bu sekilden de
goriildiigii tizere 25 ve 50 mg/kg DB uygulanan gruplarin oran degerlerinde anlamli bir
degisiklik gortilmezken, 75 mg/kg DB ve GTX-III uygulanmis gruplarin oran degerleri
anlaml sekilde artmistir (p<<0.05). Bu artis protein miktarinda artis oldu§u sonucunu

desteklemektedir.

Amid VAmid I+ 1T
0,7 -

0,65 -

0.6 -

0,55

0,5 1

0,45 -

04

mkontrol ©25mg/kg DB m50 mg/kg DB = 75 mg/kg DB m GTX-III

Sekil 3.17. Kontrol, 25, 50 ve 75 mg/kg DB ve GTX-III gruplarinin Amid I/Amid I+11
bant alan oranindaki degisimler (*p<0,05).

Amid I ve II bantlar farkli protein titresimlerinden kaynaklandigi i¢in, amid I bantinin
alaniin amid II bantinin alanina boliinmesiyle elde edilen oran proteinlerdeki yapisal
degisiklikler hakkinda bilgi edinmek i¢in kullanilmaktadir [121]. Bu oran degerindeki
degisimler Sekil 3.18’de bar diyagrami olarak verilmistir. Sekilden de goriildiigii tizere
25 ve 50 mg/kg DB uygulanmis gruplarda anlamli bir degisiklik goriilmemistir. Fakat
75 mg/kg DB ve GTX-III uygulanmis gruplarin amid I/amid II orani istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde azalmistir (p<<0.05).
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Amid VAmid IT

1

wkontrol "25mg/ke DB 50 mg/kg DB ®75mg/kg DB 8 GTX-III

Sekil 3.18. Kontrol, 25, 50 ve 75 mg/kg DB ve GTX-III gruplarinin Amid I/Amid II
bant alan oranindaki degisimler (*p<0,05).

Niikleik asit igerigi hakkinda bilgi edinmek ve niikleik asitlerle ilgili bulgularimizin
dogrulugunu test etmek i¢in niikleik asit/lipit ve niikleik asit/protein oranlar1 hesaplandi
[115]. Bu oran degerlerinde meydana gelen degisimler Sekil 3.19°da gosterilmistir.
Sekilden de goriildiigii tizere 25 ve 50 mg/kg DB uygulanan gruplarda herhangi anlamli
degisiklik meydana gelmemis ancak 75 mg/kg DB ve GTX-II uygulanmis gruplarin
oran degerleri anlamli derecede azalmistir (p<0.05). Bu sonuglar bize 75 mg/kg DB ve
GTX-III uygulanmis gruplarin niikleik asit miktari, yapisi ve konformasyonunda

degisiklikler oldugunu gdstermektedir.

A Niikleik asit/Lipit B Niikleik asit/Protein

* *
34 * * 0.3 1

2 0,2

15 1 0,15 -

1 0,1

u Kontrol 25 mg/kg DB ®50 mg/kg DB = 75 mg/kg DB = GTX-III mkontrol 25 mg/kg DB ®50 mg/kg DB = 75 mg/kg DB mGTX-III

Sekil 3.19. Kontrol, 25, 50 ve 75 mg/kg DB ve GTX-III gruplarinin a) Niikleik asit/Lipit
ve b) Niikleik asit/Protein bant alan oranindaki degisimler (*p<0,05).

Caligmamizda son olarak biyolojik sistemlerdeki lipitlerin ve proteinlerin
konsantrasyonunu, membran yapisin1 ve fonksiyonunu etkileyen kritik bir faktdr olan

lipit/protein orani incelenmistir. Sekil 3.20°den goriildiigii tizere 25 ve 50 mg/kg DB
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uygulanmis gruplarin oran degerinde herhangi bir anlaml degisiklik goriilmezken, 75
mg/kg DB ve GTX-III uygulanmis gruplarin lipit/protein orani anlamli sekilde artmistir
(p<0.05).

Lipit/Protein

0,14 -
0,12 l
0.1 - I

0,08 |

0,06

m Kontrol ©25mg/kg DB M50 mg'kg DB 75 mg/kg DB m GTX-III

Sekil 3.20 Kontrol, 25, 50 ve 75 mg/kg DB ve GTX-III gruplarinin Lipit/Protein bant

alan oranindaki degisimler (*p<0,05).

Tim analizlere ek olarak bazi bantlarin dalga sayis1 ve bant genisligi degerlerinde
meydana gelen degisiklikler hesaplanmistir. Amid I bantinin dalga sayisi ve bant
genisligindeki degisimler protein konformasyonunda meydana gelen degisiklikler
hakkinda bilgi vermektedir [123]. Amid I bantinin dalga sayist degerinde 25 ve 50
mg/kg DB uygulanmis gruplarda anlamh bir degisiklik meydana gelmemis ancak 75
mg/kg DB ve GTX-III uygulanmis gruplarda anlamli bir artis gézlenmistir (p<0.05)
(Sekil 3.21A). Ayni fonksiyonel bantin, bant genisligi degerine bakildiginda 25 ve 50
mg/kg DB uygulanmis gruplarda anlamli bir degisiklik meydana gelmedigi ancak 75
mg/kg DB ve GTX-III uygulanmis gruplarda anlamh sekilde azalma meydana geldigi
goriilmiistiir (p<0.05) (Sekil 3.21B). Bu parametrelerde meydana gelen degisiklikler 75
mg/kg DB ve GTX-III uygulamasi sonucu proteinlerin yapi, kompozisyon ve

konformasyonunda degisiklikler meydana geldigi sonucunu ortaya koymaktadir.
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A Amid I Dalga Sayisi B Amid I Band Genisligi
16415 ¥ 45
3
1641
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¥ ¥ *
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5
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16395
31
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1639 -
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1638.5 25
wKonirol +25mgkgDB wS0mgkgDB s75mgkgDB sGIX.III sKontrol ©25mgkg DB mS0mgkg DB =75 mgkg DB ®GTX-III

Sekil 3.21. Kontrol, 25, 50 ve 75 mg/kg DB ve GTX-III gruplarinin a) Amid I dalga
sayis1 ve b) Bant genisligi degerlerindeki degisimler (*p<0,05).

POy antisimetrik gerilme bantinin dalga sayisinda meydana gelen degisiklikler bar
diyagrami olarak Sekil 3.22°de verilmistir. Sekle baktigimizda 25 ve 50 mg/kg DB
uygulanan gruplarda herhangi bir anlamli degisiklik olmadig1 ancak 75 mg/kg DB ve
GTX-II uygulanmis gruplarda kontrol grubuna gore anlamli artiglar oldugu
goriilmektedir (p<0.05) (Sekil 3.22). Bu sonug bize niikleik asitlerin hidrojen baglama
kapasitesinin azaldigin1 ve bu gruplardaki niikleik asitlerde konformasyonel

degisiklikler meydana geldigini gostermektedir.

PO, Antisim. Dalga Sayisi

12385 -
1238 -
12375 -
1237 4
12365 -
1236 A
12355 1
1235 1

1234;5 4

1234

u Kontrol 25 mg/kg DB ®m 50 mg/kg DB 75 mg'kg DB = GTX-III

Sekil 3.22 Kontrol, 25, 50 ve 75 mg/kg DB ve GTX-III gruplarinin PO antisimetrik
dalga sayis1 degerlerindeki degisimler (*p<0,05).

CH> antisimetrik gerilme bantinin dalga sayis1 ve bant genisligi sirasiyla membranlarin
diizen/diizensizlik durumu ve akigkanligit hakkinda bilgi elde etmek igin

kullanilmaktadir [118].

Sekil 3.23’den goriildiigii gibi, 25 ve 50 mg/kg DB uygulanmis gruplarin dalga sayis1 ve
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bant genisligi degerlerinde anlamli bir degisiklik meydana gelmemistir. Ancak, ayni
sekilden 75 mg/kg DB ve GTX-III uygulanmis gruplarin dalga sayis1 degerlerinin arttig1
goriilmektedir (p<0.05). Bu artts membran diizeninin azaldigin1 ve bu gruplarda
lipitlerin agil zincir esnekliginin arttigim1 gostermektedir [124]. Bu bantin bant
genisligine bakildiginda benzer sekilde 75 mg/kg DB ve GTX-III gruplarinda anlaml
bir artis oldugu goriilmektedir. Bu sonucglar bize 75 mg/kg DB ve GTX-II
uygulamasinin karaciger dokusunda membran diizeninde azalmaya (p<0.05, p<0.01) ve

membran akiskanliginda artisa neden oldugunu gostermektedir [124].

2920 - (‘1H2 Antisimetrik Dalga Saylsl CHZ Antisimetrik Bant Genisligi

13 -
29285 12 |

2928 - *

I* *%
® 11 1
29275 | I
I 10
2927 |
g 4
29265
S 4
2926 |
29255 1 Ziy
2925 6

u Kontrol =25 mg/kg DB 50 mg/kg DB 575 mg/kg DB m GTX-III mKontrol =25 mg/kg DB m50 mg/kg DB = 75 mg/kg DB m GTX-III

Sekil 3.23. Kontrol, 25, 50 ve 75 mg/kg DB ve GTX-III gruplarinin a) CH; antisimetrik
gerilme bantinin dalga sayisi, b) Bant genisligi degerlerindeki degisimler

(*p<0,05,**p<0,01).

Calismamizda karaciger dokusundaki proteinlerin ikincil yapilarindaki degisimleri
analiz edebilmek i¢in Amid I bantina ikincil tiirev vektor normalizasyonu uygulanmistir
[120]. FTIR spektrumunda 1700-1600 cm™ araliginda bulunan Amid I banti sadece
proteinlerden sinyal alan ayrismamis bantlar igermektedir. Bu banta uygulanan vektor
normalizasyon yontemiyle karakteristik bilesenler daha detayli bir sekilde
tanimlanmaktadir. Sekil 3.24’te 1700-1600 cm™'’deki kontrol ve uygulama gruplarinin
fare karacigeri ikincil tiirev spektrumundaki degisimler bar diyagrami olarak verilmistir.
Ikincil tiirev spektrumunda proteinlerdeki beta doniis (turn) yapilart 1684 cm™°de, alfa-
heliks yapilar1 1659 cm™’de, tesadiifi kivrilma yapilart 1651 cm™’de, beta-tabaka
yapilar1 1633 cm™’de negatif bantlar olarak tanimlanmaktadir [101]. Sekil 3.24’ten
goriildiigii iizere; 25 ve 50 mg/kg DB uygulanmis gruplarin protein ikincil yapilarinda
bir degisiklik meydana gelmemistir. Ayni sekilde 75 mg/kg DB ve GTX-III uygulanmis

gruplarin protein ikincil yap1 degerlerine bakildiginda beta doniis (turn) ve alfa-heliks
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yapilarinda anlamli bir azalma (p<0.05, p<0.01), tesadiifi kivrilma ve beta tabaka
yapilarinda ise anlamli bir artma meydana geldigi gézlenmistir (p<0.05, p<0.01). Bu
sonuglar bize; 25 ve 50 mg/kg DB uygulamasinin protein ikincil yapisinda bir degisiklik
meydana getirmedigini ancak 75mg/kg DB ve GTX-III uygulandiginda fare karaciger

dokusunda protein ikincil yapida denatiirasyon olabilecegini gostermektedir.

Beta Doniis (Turn) Alfa Heliks
01 4 0,18
T 017
0,09 T T
0,16 1 1
0,08 - THR* r
* 0,15 T
l AT
0,07 0,14 1 I
0,13
0,06
0,12
0,05
0,11
0,04 0,1
mKontrol ~25mgkg DB =50 mg/kg DB =75 mgkg DB = GTX-III mKontrol ~ 25 mgkz DB =50 mgkg DB = 75mgkg DB = GTX-III
Tesadiifi Kivrilma Beta Tabaka
0,38 0,2
0,36 ok
* * 0,18 it o
0,34 1 : i ) ]
0,32 T 0,16 l
1
03
0,14
0,28
0,26 012
0,24
0,1
0,22
0,2 0,08
mKontrol -~ 25mgkg DB m30mgke DB =75mgkg DB s GTX-III mKontrol ~ 25 mgkz DB =50 mgkg DB = 75mgkg DB = GTX-III

Sekil 3.24. Kontrol, 25, 50 ve 75 mg/kg DB ve GTX-III gruplarinin protein ikincil yap1
degerlerindeki degisimler (*p<0,05,**p<0,01).

3.1.3. DB ve GTX-IIl’iin Karaciger Dokusu Uzerindeki Zamana Bagh Etkileri

DB’nin farkli konsantrasyonlarimin fare karacigeri lizerindeki doza bagl etkilerini
inceledigimiz birinci boliimdeki sonuglarimiz 25 ve 50 mg/kg DB dozlarinin 24 saatlik
stire sonunda dokuda glikojen miktari1 azaltmak disinda herhangi bir etki
yaratmadigii ancak 75 mg/kg DB ve GTX uygulamasiin dokudaki biyomolekiillerin
yapisi, kompozisyonu ve konformasyonu {izerinde onemli toksik etkiler meydana
getirdigini gostermistir. Bu nedenle, ¢alisgmamizin bu bdliimiinde bu toksik etkilerin 48
saat icinde normale doniip donmediginin belirlenmesi amaciyla 75 mg/kg’lik DB
dozunun ve saf haldeki GTX’in uygulandig: fare karaciger dokular1 24 ve 48 saatlik

siireler sonunda incelenmis ve sonuglar birbirleriyle karsilastirilmistir.
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Sekil 3.25.a, kontrol ve DB uygulamasindan, Sekil 3.25.b ise kontrol ve GTX
uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis fare karacigeri spektrumunun 3700-
3025 cm! dalga sayis1 araliginda bulunan Amid A bantin1 gdstermektedir. Sekil 3.26 ise
bu bantin altinda kalan alan degerindeki degisikleri bar diyagrami olarak
gostermektedir. Sekil 3.25 ve Sekil 3.26’dan goriildiigi tizere DB ve GTX’in 24 saatlik
uygulama siiresi sonunda bu bantin alan degerinde anlamli bir azalma (p<0,01)
meydana gelmis ancak 48 saatlik uygulama siiresi sonunda DB ve GTX uygulanan

gruplarda herhangi anlamli bir degisiklik meydana gelmemistir.

A __Kontrol
__24saatDB

__48saat DB

SOGURMA (A.U.)

3700 3600 3500 3400 3300 3200 3100 3025
DALGASAYISI (cm?)
Kontrol
B -
_ 24saat GTX
__48saat GTX

SOGURMA (A.U.)

3700 3600 3500 3400 3300 3200 3100 3025
DALGASAYISI (cm)

Sekil 3.25. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis fare
karaciger dokularmin 3700-3025 cm™ dalga sayis1 araligindaki spektrumlar

(Spektrumlar CH» antisimetrik gerilme bantina gore normalize edilmistir).
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Amid A Alan

100 100 B

95

Amid A Alan

mKontrol ©24saat DB m 48 saat DB

mKontrol 24 saat GTX-TII w48 saat GTX-II

Sekil 3.26. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis
gruplarinin Amid A bandi alan degerleri (*p<0,05, **p<0,01).

Sekil 3.27.a, kontrol ve DB uygulamasindan, Sekil 3.27.b ise kontrol ve GTX
uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis gruplarin 3025-2800 cm™ dalga sayisi

araligindaki C-H gerilme bolgesi spektrumlarint gostermektedir.
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A __Kontrol
__24saatDB

__48saat DB

SOGURMA (A.U))

3025 3000 2950 2900 2850 2800
DALGASAYISI (cm)

B __Kontrol
__ 24 saat GTX
__48saat GTX

SOGURMA (A.U.)

3025 3000 2950 2900 2850 2800
DALGASAYISI (cm)

Sekil 3.27. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis fare
karaciger dokularinin 3025-2800 cm™! dalga sayisi araligindaki spektrumlart

(Spektrumlar CH» antisimetrik gerilme bantina gore normalize edilmistir).

DB ve GTX’in sistemdeki doymus lipitler {izerindeki zamana bagh etkilerini incelemek
icin CH3 antisimetrik, CH> antisimetrik ve CH> simetrik bantlarinin alan degerleri
incelenmistir (Sekil 3.28, Sekil 3.29, Sekil 3.30). DB uygulanmis gruplarin CHj3
antisimetrik bantinin altinda kalan alan degerlerine bakildiginda, 24 saatlik uygulama
sonunda anlamli bir artis (p<0,01) meydana geldigi ancak 48 saatlik uygulama sonunda
herhangi anlamli bir degisiklik olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 3.28.a). Bu bantin GTX
uygulanmig gruplarinin alan degerlerine bakildiginda ise hem 24 hem de 48 saatlik

uygulama sonunda anlamli artis (p<<0,01) oldugu Sekil 3.28’den goriilmektedir.
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CH; Antisim. Ger. Alan

* %

I

mKontrol ©24saatDB ®48 saat DB

035

B

CH; Antisim. Ger. Alan

= Kontrol

** *%

|

24 5aatGTX-III  m 48 saat GTX-III

Sekil 3.28. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis

DB uygulanmis gruplarin CH» antisimetrik bantinin altinda kalan alan degerlerinde
(Sekil 3.29.a), CH3 antisimetrik bantina benzer sekilde 24 saatlik uygulama sonunda
anlamli bir artis (p<0,01) meydana gelirken 48 saatlik uygulama sonunda herhangi
anlaml bir degisiklik olmamistir. GTX uygulanmis gruplara bakildiginda ise 24 saatlik

uygulama sonunda meydan gelen anlamli artisin 48 saatlik uygulama sonunda da devam

gruplarinin CH3 antisimetrik gerilme banti alan degerleri (**p<0,01).

ettigi goriilmistiir (Sekil 3.29.a).

038

06

04

0.2

A

CH, Antisim. Ger. Alan

%

[

mKontrol ©24saat DB w48 saat DB

058

0.6

04

B

CH, Antisim. Ger. Alan

m Kontrol

.

*%

24 saat GTX-IIT w48 saat GTX-III

Sekil 3.29. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis

CH: simetrik bantinda da benzer sekilde DB uygulanmis gruplarda bu bantin altinda
kalan alan degerlerinde 24 saatlik uygulama sonunda anlamli bir artis (p<0,05) meydana
geldigi ancak 48 saatlik uygulama sonunda herhangi anlamli bir degisiklik olmadigi
gorilmiistiir (Sekil 3.30.a). GTX uygulanmis gruplarin bar diyagramlarina bakildiginda

ise hem 24 hem de 48 saatlik uygulama sonunda anlamli artislar oldugu Sekil

3.30.b’den goriilmektedir.
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CH, Simetrik Band1

*

I

CH, Simetrik Bandx

*

1

mKontrol ~24saat DB w48 saat DB

wKontrol 24 saat GTX-III w48 saat GTX-III

Sekil 3.30. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis

Proteinlerden
degerlerindeki degisikliklerin bar diyagrami Sekil 3.31°de verilmistir. Sekil 3.31.a’dan
goriildigl iizere DB uygulanmis gruplarda 24 saatlik uygulama sonunda anlamli bir
artis (p<0,05) meydana gelmis ancak 48 saatlik uygulama sonunda herhangi anlaml1 bir
degisiklik meydana gelmemistir. Sekil 3.31.b’den ise GTX uygulanmis gruplarin hem

24 hem de 48 saatlik uygulamalar sonucunda bu bantin altinda kalan alan degerinde

gruplarinin CH simetrik gerilme bandi alan degerleri (*p<0,05).

sinyal alan CHj3

anlaml artis (p<0,01) oldugu goriilmektedir.

simetrik gerilme bantinin altinda kalan alan

0,1 4

0,08 4

0,06

0,04 -

0,02 4

CH; Simetrik Bandi

*

I

mKontrol ©24saatDB 48 saat DB

0,1

0,08

0,06

0,04

0,02 -

CH, Simetrik Band1

* %

1 -

= Kontrol 24 saat GTX-ITT w48 saat GTX-TIT

Sekil 3.31. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis

gruplarinin CH3 simetrik gerilme bandi alan degerleri (*p<0,05).
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Caligmamizda analiz edilen diger bir bolge olan parmak izi bolgesindeki spektral

degisimler Sekil 3.32’de gosterilmistir.

A
__Kontrol

__24saatDB

__48saat DB

SOGURMA (A.U.)

15800 1600 1400 1200 1000 950
DALGASAYISI (cm?)

__Kontrol

B
_ 24 saat GTX
__48saat GTX

SOGURMA (A.U.)

1800 1600 1400 1200 1000 950
DALGASAYISI (cm?)

Sekil 3.32. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis fare
karaciger dokularmm 1800-950 cm™! dalga say1s1 araligindaki spektrumlar

(Spektrumlar CH; antisimetrik gerilme bantina gore normalize edilmistir).

Sekil 3.33.a ve b’den goriildiigii gibi protein miktarindaki degisimi gosteren Amid I
bantinin altinda kalan alan degerlerinde, DB ve GTX uygulanmis gruplarin 24 ve 48
saatlik tliim uygulama gruplarinda anlamli derecede artis (p<0,01) meydana gelmistir.
Benzer sekilde Amid II bantinda gozledigimiz artista her iki uygulama grubunda 48 saat

boyunca devam etmistir (Sekil 3.34). Bu sonug bize DB ve GTX uygulamasindan 24
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saat sonra incelenen fare karacigerindeki protein miktarindaki artigin 48 saat sonunda da

devam ettigini gostermektedir.

A Amid I Amid I
25 25 B
20 e * 20 ¥ ache
E B

15 15
10 10

5 5

0 0

mKontrol = 24saatDB w48 saat DB mKontrol 24 saat GTX-IIT w48 saat GTX-IIT

Sekil 3.33. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis
gruplarinin Amid I bant1 alan degerleri (**p<0,01).

Amid IT Amid IT
A B

14 14

12 i 12 4 J

10 T 10

mKontrol = 24saatDB m® 48 saat DB = Kontrol 24 saat GTX-IIT w48 saat GTX-IIT

Sekil 3.34. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis
gruplarinin Amid II bant1 alan degerleri (**p<0,01).

Parmak izi bolgesinde 1453 cm! dalga sayisinda meydana gelen CH» biikiilme bandinin
DB ve GTX uygulamalarindan 24 ve 48 saatlik siire sonunda incelenmis gruplarin alan
degerlerindeki degisiklikler Sekil 3.35°de verilmistir. Bu sekillere bakildiginda DB ve
GTX uygulamasindan hem 24 hem de 48 saatlik siire sonunda alan degerlerinde anlaml

derecede artislar (p<0,05, p<0,01) oldugu goriilmektedir.
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A CH, Biik. Alan B CH, Biik. Alan
S

* %k

25 ? 1 25

05 05

mKontrol 24 saat DB w48 saat DB m Kontrol 245aat GTX ®W 48 saat GTX

Sekil 3.35. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis
gruplarinin CH; biikiilme bant1 alan degerleri (*p<0,05, **p<0,01).

Ayni bolgede bulunan yag asitleri ve amino asitlerden sinyaller alan COO™ simetrik
gerilme bant1 alan degerindeki degisikliklere bakildiginda, CH: biikiilme bandina benzer
sekilde DB ve GTX uygulanmis gruplarin hem 24 hem de 48 saatlik uygulama
gruplarinin her birinde anlamli artislar (p<0,05, p<0,01) meydana geldigi goriilmektedir
(Sekil 3.36).

COO- Sim. Ger. Alan COO- Sim. Ger. Alan

kX a - E%
35 l T 35

1

= Kontrol 24saat DB w48 saat DB mKontrol 24 saat GTX m48 saat GTX

Sekil 3.36. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis
gruplarinin COO™ simetrik gerilme bant1 alan degerleri (*p<0,05, **p<0,01).

1308 cm™! dalga sayisinda ortaya ¢ikan ve proteinlerden sinyal alan Amid III bantinin
DB ve GTX uygulamasindan 24 ve 48 sonra incelenmis gruplarin alan degerindeki
degisiklikler bar diyagrami olarak Sekil 3.37°de verilmistir. Bu sekillerden goriildiigi
tizere DB ve GTX uygulamasindan 24 ve 48 saatlik siireler sonunda incelenen tim

gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir artiglar (p<0,05, p<0,01) meydana gelmistir.
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Amid III Alan Amid ITI Alan

2 ki 2

mKontrol =24 saat DB m48 saat DB wKontrol ®24saat GTX ®48saat GTX

Sekil 3.37. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis
gruplarinin Amid III bant1 alan degerleri (*p<0,05, **p<0,01).

POy antisimetrik ve PO>" simetrik gerilme bantlarinin DB ve GTX uygulamasindan 24
ve 48 saatlik slire sonunda alan degerlerinde meydana gelen degisikliklerin bar
diyagramlari sirasiyla Sekil 3.38 ile Sekil 3.39°da verilmistir. Sekil 3.38’den, niikleik
asitlerle ilgili bilgi edindigimiz PO, antisimetrik gerilme bandinin altinda kalan alan
degerlerinde, DB ve GTX uygulamasindan hem 24 saatlik hem de 48 saatlik siireler

sonunda kontrole gére anlamli artiglar (p<0,01) meydana geldigi goriilmektedir.

PO-, Antisim. Ger. Alan B PO-, Antisim. Ger. Alan

- TRk e ok .
*% T
351 I 1 351 I

mKontrol ©24saatDB m48 saat DB mKontrol w24saat GTX w48 saat GTX

Sekil 3.38 Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis

gruplarinin POy antisimetrik germe bant1 alan degerleri (**p<0,01).

POy simetrik gerilme bantinin altinda kalan alan degerlerine bakildiginda da POy
antisimetrik bandina benzer sekilde DB ve GTX uygulamasindan hem 24 saatlik hem de
48 saatlik siireler sonunda tiim uygulama gruplarmin kontrole gdre anlamli sekilde

arttig1 (p<0,01) goriilmiistiir (Sekil 3.39).
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PO, Sim. Ger. Alan

_kk

PO, Sim. Ger. Alan

* %

kK

25
Ex J

mKontrol ©24saat DB w48 saat DB mKontrol =24 saat GTX m48saat GTX

Sekil 3.39. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis

gruplarinin PO»™ simetrik germe banti alan degerleri (**p<0,01).

Calismamizin ilk kisminda bazi 6zel bantlarin altinda kalan alan degerleri birbirine
oranlanarak 24 saat sonra meydana gelen yapisal ve kompozisyonel degisiklikler
hakkinda 6nemli bilgiler edinilmistir. Caligmamizin bu kisminda da ayni parametreler
kullanilarak bu degisikliklerin 24 ve 48 saatlik siireler sonundaki degisimleri analiz

edilmistir.

Sistemdeki glikojen miktariyla ilgili bilgi edindigimiz C-O/protein ve C-O/lipit oran
degerlerindeki degisikliklerin bar diyagrami sirasiyla Sekil 3.40 ve Sekil 3.41°de
verilmistir. C-O/protein degerlerinde DB ve GTX uygulamasindan 24 saatlik siire
sonunda incelenmis gruplarda anlamli bir azalis (p<0,05) meydana geldigi ancak 48
saatlik slire sonunda incelenmis gruplarda herhangi anlamli bir degisiklik meydana

gelmedigi gozlenmistir (Sekil 3.40).

0,14

0,06

02 4
0,18
0,16 -

0,12 A
01 4
0,08

0,04 4
0,02 4

C-O/Protein

m Kontrol

24 saat DB

0,18
0,16
0,14
0,12

01
0,08
0,06
0,04
0,02

C-O/Protein

m 48 saat DB

mKontrol

24 saat GTX-III

m 48 saat GTX-III

Sekil 3.40. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis
gruplarinin C-O/Protein bant alan oranindaki degisiklikler (*p<0,05).

C-O/lipit oranina baktigimizda ise DB ve GTX uygulamasindan 24 ve 48 saatlik stireler

sonunda incelenmis gruplarin her birinde anlamli bir azalma (p<0,05, p<0,01) meydana
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geldigi goriilmistiir (Sekil 3.41).

& C-O/Lipit B C-O/Lipit

uKontrol | 24 saat DB m48 saat DB mKontrol 24 5aat GTX-III w48 saat GTX-III

Sekil 3.41. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis
gruplarinin C-O/Lipit bant alan oranindaki degisiklikler (*p<0,05, **p<0,01).

CH, sim./CH; sim.+antisim. oran degerlerindeki degisikliklerin DB ve GTX
uygulamasindan 24 ve 48 sonra incelenmis gruplarin alan degerindeki degisikliklerin
bar diyagrami Sekil 42°de verilmistir. CH» antisim./CH; sim. oran hesaplamalarinda DB
ve GTX uygulamasindan sonra meydana gelen degisikliklerin bar diyagramlari ise
sirastyla Sekil 3.43’de verilmistir. Doymus lipitlerle ilgili bu oranlarin hesaplanmasi
sonucu elde ettigimiz sonuglar, DB ve GTX uygulamasindan 24 saatlik siire sonunda
incelenmis gruplarda anlamli derecede artma (p<0,05, p<0,01) meydana geldigini
gostermistir. 48 saatlik uygulama gruplarina bakildiginda DB uygulamasindan sonra

herhangi bir anlaml1 degisiklik olmadig1 ancak GTX uygulamasindan sonra artig oldugu

goriilmektedir.

CH,sim./CH,sim + antisim CH,sim./CH,sim + antisim

02 A 0,2 - B
*
0,15 1 0,15
| 1
I
01 4 0,1
0,05 - 0,05
0 0
mKontrol © 24saatDB w48 saat DB = Kontrol 24 saat GTX-MI w48 saat GTX-III

Sekil 3.42. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis
gruplarinin CH» sim./CH» sim.+antisim. bant alan oranindaki degisiklikler (*p<0,05,

*%p<0,01).
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A CH,antisim./CH,sim. . B CH,antisim./CH,sim.

6,5 " 6,5 *
6 | I 6 |
55 55

u kontrol 24saat DB w48 saat DB u kontrol 24 saat GTX-III w48 saat GTX-III

Sekil 3.43. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis
gruplarinin CH; antisim./CH> sim. bant alan oranindaki degisiklikler (*p<0,05).

Sistemin lipit peroksidasyon indeksi olarak kullanilan doymamis/doymus lipit oranina
bakildiginda ise DB ve GTX uygulamasindan hem 24 hem de 48 saatlik siireler sonunda
incelenmis biitiin uygulama gruplarinda istatistiksel olarak anlamli derece azalma

(p<0,01) meydana geldigi gézlenmistir (Sekil 3.44).

0045 - A Doymamis/Doymus Lipit 0045 B Doymamis/Doymus Lipit
0,04 | 0,04 -
0,035 1 0,035 4
0,03 0,03 -
0,025 sk ok 0,025 -
0,02 1 I 002 4
0,01 0,01
0,01 0,01 4
0,005 1 0,005 -

0 0

m Kontrol 24 saat DB m 48 saat DB m Kontrol 24 saat GTX w48 saat GTX

Sekil 3.44. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis
gruplarinin Doymamis/Doymus lipit bant alan oranindaki degisiklikler (**p<0,01).

Fosfolipitlerin zincir uzunlugundaki degisiklikleri degerlendirmemizi saglayan CH2/lipit
orant degisikliklerinin bar diyagrami Sekil 3.45’te verilmistir. Sekil 3.45.a’dan
goriildiigli lizere DB uygulamasindan 24 saat sonra incelenmis grupta anlamli bir
azalma (p<0,05) gozlenmis olup 48 saatlik siire sonunda incelenmis grupta anlamli bir
degisiklik gozlenmemistir. Sekil 3.45.b’de ise aymi oran degeri i¢in GTX
uygulamasindan 24 ve 48 saatlik siireler sonunda incelenmis gruplarin her ikisinde de

anlamli derecede azalma (p<0,01) meydana geldigi goriilmiistiir.
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03

0.7 -
0,65

06

0,45 -

04

0,35 -

CH,/Lipit

0,7 -
0,65 1

0,6 1

0,45 -
0.4

0,35 1

u Kontrol

24 saat DB m48 saat DB

03

u Kontrol

CH,/Lipit

-

24 saat GTX-III

k%

48 saat GTX-III

Sekil 3.45. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis

gruplarinin CH2/Lipit bant alan oranindaki degisiklikler (*p<0,05, **p<0,01).

Sistemin karbonil durumunu belirlemek ic¢in kullanilan karbonil/lipit oranindaki

degisikleri gosteren bar diyagramlarindan (Sekil 3.46) DB ve GTX uygulamasindan 24

ve 48 saatlik siireler sonunda incelenmis tiim uygulama gruplarinda anlamli derecede

azalma (p<0,01) meydana geldigi goriilmektedir (Sekil 3.46).

0,6 -

0,4 -

03

02

0,1 -

Karbonil/Lipit

T¥¥

0,6 4

0.4 4

03 4

0.1 4

mKontrol

24 saat DB 48 saat DB

mKontrol

Karbonil/Lipit

24 saat GTX-1II

W48 saat GTX-III

Sekil 3.46. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis

gruplarinin Karbonil/Lipit bant alan oranindaki degisiklikler (**p<0,01).

Sekil 3.47°de sistemin metil konsantrasyonundaki degisiklikleri degerlendirmek igin

kullanilan CHs/lipit oranindaki degisikler bar diyagrami olarak verilmistir. CH3/lipit

oran hesaplamalarinda elde ettigimiz sonuglar, DB ve GTX uygulamasindan 24 ve 48

saatlik siireler sonunda incelenmis tiim uygulama gruplarinda istatistiksel olarak anlaml

artma (p<0,05) oldugunu ortaya koymaktadir.
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_ CH;anti./Lipit CH,anti./Lipit
03 - A 03 - B
® * ¥ %

0,25 0,25

0,2 4 02 4
0,15 015

01 - 0,1

u Kontrol 24 saat DB m 48 saat DB u Kontrol 24 saat GTX-III m 48 saat GTX-IIT

Sekil 3.47. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis
gruplarinin CHjz anti./Lipit bant alan oranindaki degisiklikler (*p<0,05).

Sistemin protein miktarindaki degisiklikleri belirlemek i¢in kullanilan Amid I/Amid
I+II orani, proteinlerdeki yapisal degisiklikler hakkinda bilgi edinmek i¢in kullanilan
Amid I/Amid II oranlarindaki degisiklerin bar diyagrami sirasiyla Sekil 3.48 ve Sekil
3.49°da verilmistir. Sekil 3.48’de Amid I/Amid I+II oran degerinde DB ve GTX
uygulamasindan 24 ve 48 saatlik siireler sonunda incelenmis tiim uygulama gruplarinda

istatistiksel olarak anlamli bir artis (p<0,05, p<0,01) meydana geldigi goriilmektedir.

s A Amid FAmid I+ 11 wio B Amid FAmid I+ 1T
0.63 - 0.63 -
0,62 1 e ] 0,62 1 ]* *
0,61 - [ 0,61 -
0.6 0.6
0,59 - 0,59 -
0,58 - 0,58 -
0,57 1 0,57 -
0,56 - 0,56 -
0, 0,55
= Kontral 24 saat DB 48 saat DB = Kontrol 24 saat GTX-IIT = 48 saat GTX-III

Sekil 3.48. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis
gruplarinin Amid I/Amid I+II bant alan oranindaki degisiklikler (*p<0,05, **p<0,01).

Sekil 3.49’dan goriildigii lizere Amid I/Amid II oran degerinde DB ve GTX
uygulamasindan 24 ve 48 saatlik siireler sonunda incelenmis tiim uygulama gruplarinda

istatistiksel olarak anlamli azalma (p<0,05, p<0,01) meydana gelmistir.
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= Kontrol

Amid I/Amid IT

24 saat DB

%k

m 48 saat DB

= Kontrol

Amid I/Amid IT

24 saat GTX-III

=48 saat GTX-IIT

Sekil 3.49. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis
gruplarinin Amid I/Amid II bant alan oranindaki degisiklikler (*p<0,05, **p<0,01).

Niikleik asit/protein oranin DB uygulamasindan 24 ve 48 sonra incelenmis gruplar i¢in
bar diyagrami Sekil 3.50.a’da, GTX uygulamasindan 24 ve 48 sonra incelenmis gruplar
icin Sekil 3.50.b’de verilmistir. Niikleik asit/lipit oraninin DB uygulamasindan 24 ve 48
sonra incelenmis gruplarin alan degerindeki degisikliklerin bar diyagrami Sekil
3.51.a’da, GTX uygulamasindan 24 ve 48 sonra incelenmis gruplarin alan degerindeki
degisikliklerin bar diyagrami Sekil 3.51.b’de verilmistir. Bu oranlarda meydana gelen
degisikliklere bakildiginda, DB ve GTX uygulamasindan 24 ve 48 saatlik siire sonunda
birinde anlamli (p<0,05) oldugu

incelenmis gruplarin  her derecede artislar

goriilmektedir.

Niikleik asit/Protein

025

0,29 4

0,27 4

0,26 1

%
\
1

0,3 -

0,295 -

0,285 -
0,28 A
0,275
027 A
0,265 -

0,26 -

Niikleik asit/Protein

*

l

m Kentrol 24 saat DB

W48 saat DB

0,255

M Kontrol

24 5aat GTX-IIl W48 saat GTX-IIl

Sekil 3.50. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis
gruplarinin Niikleik asit/Protein bant alan oranindaki degisiklikler (*p<0,05).

70




. A Niikleik asit/Lipit . B Niikleik asit/Lipit

m Kontrol 24 saat DB m48 saat DB m Kontrol 24 saatGTX-ITT m 48 saat GTX-IIT

Sekil 3.51. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis
gruplarinin Niikleik asit/Lipit bant alan oranindaki degisiklikler (*p<0,05).

Sekil 3.52.a’da DB uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis gruplarin
lipit/protein orani degerindeki degisikliklerin bar diyagrami, Sekil 3.52.b’de ise ayni
oran i¢in GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis gruplarin bar diyagrami
verilmistir. Bu sekillerden goriildiigli gibi DB ve GTX uygulamasindan hem 24 hem de
48 saat sonra incelenmis gruplarin lipit/protein oran degerlerinde istatistiksel olarak

anlamli derece artiglar (p<0,05) meydana gelmistir (Sekil 3.52A).

A Lipit/Protein B Lipit/Protein
0,14 0,14

¥ * ‘-r

| | .
0,12 0,12 4

01 01

0,08 0,08
u Kontrol 24 saat DB u 48 saat DB u Kontrol 24 saat GTX-III 48 saat GTX-III

Sekil 3.52. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis
gruplarinin Lipit/Protein bant alan oranindaki degisiklikler (*p<0,05).

Protein konformasyonundaki degisiklikler hakkinda bilgi edinmek i¢in hesaplanan
Amid I bantinin dalga sayist ve bant genisliklerindeki degisikliklerin bar diyagrami
Sekil 3.53 ve Sekil 3.54’te verilmistir. Sekil 3.53.a’dan DB uygulamasindan 24 ve 48
sonra incelenmis gruplarin Amid I bandi dalga sayinda anlamli bir artis oldugu
goriilmektedir. Sekil 3.53.b’de bu bantin dalga sayisinda GTX uygulamasindan 24 saat
sonra anlamli derece artma (p<0,05, p<0,01) meydana geldigi ancak 48 saatlik siire

sonunda herhangi bir anlaml1 degisiklik meydana gelmedigi gortilmiistiir.
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1641
1640.8
1640,6
1640.4
1640,2

1640
16398
1639,6
16394

1639,2

1639 -

Amid I Dalga Sayisi

*k

m Kontrol = 24saat DB m48 saat DB

1641
1640.8 -
1640,6 -
1640.4 -
16402 -

1640
1639,8 -
1639,6 -
1639.4 -

16392 4

1639

B Amid I Dalga Sayisi

¥ %

mKontrol 24 saat GTX-IIT W48 saat GTX-IIT

Sekil 3.53. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis

gruplarinin Amid I dalga sayis1 degerleri (*p<0,05, **p<0,01).

Sekil 3.54’ten goriildiigli izere Amid I bandinin bant genisliginde DB ve GTX

uygulamasindan 24 ve 48 saatlik siire sonunda incelenmis gruplarin her birinde anlaml

derecede azalma (p<0,05, p<0,01) olmustur.

A

Amid I Band Genisligi

mKontrol 24 saat DB w48 saat DB

43

41

39 4

334

314

29 4

Amid I Band Genisligi

u Kontrol 24 saat GTX-IIT w48 saat GTX-ITT

Sekil 3.54. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis

gruplarinin Amid I bant genisligi degerleri (*p<0,05, **p<0,01).

Sekil 3.55’te PO antisimetrik bantinin dalga sayisinda meydana gelen degisikliklerin

bar diyagrami verilmistir. Sekilden de goriildiigii tizere DB ve GTX uygulamasindan 24

ve 48 saatlik siire sonunda incelenmis gruplarin her birinde anlamli derecede artma

(p<0,05) meydana gelmistir.

72



123

1238

1236,5
1236
12355
1235
12345

1234

A PO, Antisimetrik Dalga Sayis1

*

12375 >

5

5

12375
1237

1236,
1236

12355
1235

1234,5 |

1234

B PO, Antisimetrik Dalga Sayisi

*

mKontrol = 24saat DB m 48 saat DB

mKontrol 24 saat GTX-IIT w48 saat GTX-TII

Sekil 3.55. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis

gruplarinin PO;™ antisimetrik dalga sayis1 degerleri (*p<0,05).

CH> antisimetrik bantlarinin dalga sayist ve bant genisliginde meydana gelen

degisiklerin bar diyagrami Sekil 3.56 ve Sekil 3.57’te verilmistir. Sekillerden goriildiigi

tizere DB ve GTX uygulamasindan 24 ve 48 saatlik siire sonunda incelenmis tim

uygulama gruplarinda anlamli artislar (p<0,05, p<0,01) meydana gelmistir.

2927,5

2927

2926,

2926

29255

2925

A CH, Antisimetrik Dalga Sayisi

A

mKontrol =24 saat DB m48 saat DB

2028

2927,5

2927

29265

2926

B CH, Antisimetrik Dalga Sayis1

*%
| "

mKontrol 24 saat GTX-III w48 saat GTX-IIT

Sekil 3.56. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis

gruplarinin CH; antisimetrik dalga sayis1 degerleri (*p<0,05, **p<0,01).

A CH, Antisimetrik Bant Genisligi

B

CH, Antisimetrik Bant Genisligi

mKontrol = 24saat DB w48 saat DB

w Kontrol

24 saat GTX-III w48 saat GTX-IIL

Sekil 3.57. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis

gruplarinin CH; antisimetrik bant genisligi degerleri (*p<0,05, **p<0,01).
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Ikincil tiirev spektrumundaki protein ikincil yap1 bantlarindaki degisimler Sekil 3.58.a
ve b’de verilmistir. Sekilden goriildiigii iizere; DB ve GTX uygulanmasindan hem 24
hem de 48 saat sonra incelenmis gruplarin beta doniis (turn) ve alfa-heliks yapilarinda
anlamli azalmalar, tesadiifi kivrilma ve beta tabaka yapilarinda ise anlamli artislar

meydana gelmistir.
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Al Beta Doniis (Turn) A2 Alfa Heliks
0,18 -
0.1 1 0,17 4
0,08 0,16 |
*
*k 0,15 -
0,06 - I
0,14 - *k *k
0,04 - 0,12 4 1
0,12 |
0,02
0,11 |
0 0,1
m Kontrol 24 saat DB m 48 saat DB m Kontrol 24 saat DB m 48 saat DB
Tesadiifi Kivrilma Beta Tabaka
A3 A4
04 - 0,2
" % $%k
0,35 - " 0,18 | I -
03 4 0,16
0,25 4 0,14
0.2 4 0,12
0,15 - 01 1
0,1 0,08
m Kontrol 24 saat DB m 48 saat DB = Kontrol 24 saat DB m48 saat DB
B.1 Beta Doniis (Turn) B.2 Alfa Heliks
0,18 -
o1 0,17 -
0,08 0,16
* 0,15 4
0,06
]. ]** 0,14 - %
0,04 013 | L ok
0,12 4
0,02
0,11 -
0 0,1
u Kontrol 24 saat GTX-IIT w48 saatGTX-III m Kontrol 24 saat GTX-III w48 saat GTX-III
B.3 Tesadiifi Kivrilma B.4 Beta Tabaka
04 02,
* ¥
0,35 - l* 0,18 - [** 4
03 - 0,16
0,25 4 0,14
0,2 - 0,12 -
0,15 4 0,1 -
0,1 0,08
= Kontrol 24 saat GTX-III =48 saat GTX-III = Kontrol 24 saatGTX-III =48 saat GTX-III

Sekil 3.58. Kontrol, a) DB, b) GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis
gruplarinin protein ikincil yap1 degerleri (*p<0,05, **p<0,01).
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3.2. TARTISMA

3.2.1. DB ve GTX-IIl’iin Karaciger Dokusu Uzerindeki Doza Bagh Etkileri

Biyolojik dokulardaki molekiillerin fonksiyonlar1 yapilarima baglidir. ATR-FTIR
spektroskopi teknigi kullanilarak molekiillerdeki yapisal degisimler son derece detayl
bir sekilde ortaya konabilmektedir [111]. Caligmamizin birinci bodliimiinde bu teknik,
DB ve GTX-III’iin karaciger dokusundaki proteinler, karbonhidratlar, niikleik asitler ve
lipitlerin yapilarindaki, bilesimlerindeki ve fonksiyonlarindaki doza bagl degisimler
hakkinda bilgi sahibi olmak i¢in kullanilmigtir. Bu boliimiin sonuglari, DB ve GTX-
[II’iin fare karacigerini olusturan biyomolekiillerin konsantrasyonlarinda, iceriklerinde,
yapilarinda ve tiim bunlarla iligkili olarak fonksiyonlarinda doza bagli anlaml

degisimler meydana getirdigini gostermistir.

3283 cm’deki Amid A bant1 agirhkli olarak proteinlerdeki N-H gerilme
titresimlerinden ve polisakkaritler ve sudaki O-H gerilme titresimlerinden
kaynaklanmaktadir [117]. 75 mg/kg DB ve GTX-III uygulamasindan sonra bu bantin
altinda kalan alan anlamli derecede azalmistir (Sekil 3.3). Calismamizda 6rnekler
hazirlanirken su ortamdan tamamen uzaklastirildig1 i¢cin suyun bu banta etkisi ihmal
edilebilir ve bu bantin sadece polisakkaritler ve proteinlerden kaynaklandigi kabul
edilebilir [117]. Sonugta bu bantin alan degerinde gbzlenen bu anlamli azalma, glikojen
konsantrasyonundaki bir azalmay1 gosteren glikojen O-H sogurmasindan gelen katkinin
azalmasindan kaynaklanmis olabilir. Bu sonug, 1800-950 cm™ bolgesinde gdzlenen
bantlardan elde ettigimiz sonuglarla desteklenmektedir. Ornegin 1041 cm™’de gdzlenen
ve ana glikojen banti olarak adlandirilan C-O gerilme bantinin alani biitiin gruplarda
anlamli derecede azalmistir (Sekil 3.12). Ayrica 1081 cm™’de ortaya ¢ikan ve
glikojenden ¢ok giiclii sinyaller alan PO, simetrik gerilme bantinin alaninda 25 ve 50
mg/kg DB uygulanmis gruplarda anlamli derecede azalmistir (Sekil 3.11). Glikojen
miktarindaki degisiklikleri daha net bir sekilde ortaya koyabilmek icin, ayrica C-
O/protein ve C-O/lipit oran analizleri yapilmis ve bu iki oranin tiim gruplarda anlaml
derecede azaldigr goriilmiistiir (Sekil 3.13) [125]. Bu sonug, karaciger dokusunda
DB’nin biitiin dozlar1 ve GTX-III uygulamasindan sonra glikojen miktariin azaldigi
sonucunu dogrulamaktadir. Kiikner ve ark. (2016) benzer dozlarla 151tk mikroskobu
diizeyinde yapmis olduklart 6nceki bir ¢calismada 75 mg/kg DB uygulanmasindan sonra

farelerde karaciger yaglanmasi (steatoz) meydana geldigini tespit etmislerdir [70].
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Karaciger yaglanmasi, hepatositlerde yag vezikiilleri olusumuna neden olan hiicre i¢i
lipit birikmesidir [70]. Karaciger dokusundaki lipit birikiminin ayn1 zamanda dokuda
glikojen miktarinda azalmaya sebep oldugu bilinmektedir [126]. Daha 6nceki bir FTIR
spektroskopisi ¢alismasinda, karaciger yaglanmasi sonucu ortaya c¢ikan lipit
konsantrasyonundaki bir artis ile birlikte glikojen konsantrasyonunda bir azalma
meydana geldigi gosterilmistir [103]. Sonug olarak ¢aligmamizda gozledigimiz glikojen
konsantrasyonundaki azalma, dokuda meydana gelmis olan lipit birikiminden

kaynaklanmis olabilir.

DB ve GTX-II'iin lipit iceriginde meydana getirdigi degisikleri incelemek amaciyla C-
H gerilme bolgesinde yer alan bantlarin alan ve oran analizleri yapilmistir. Doymus
lipitlerle 1ilgili bilgi veren bantlarin (CH3 antisimetrik, CH> antisimetrik ve CHb»
simetrik) alan analiz sonuglari, 75 mg/kg DB ve GTX-III uygulanmis gruplarda anlaml
artislar oldugunu gostermistir (Sekil 3.4). Lipit igerigi hakkinda bilgi edinmek igin
kullandigimiz CH: sim./CH: sim.t+antisim. ve CH: antisim./CH: sim. oranlarinda
meydana gelen artiglar 75 mg/kg DB ve GTX-III uygulanmis karaciger dokularinda
doymus lipit miktarinda artis meydana geldigi sonucunu desteklemektedir (Sekil 3.14).
Benzer sekilde, doymus lipitlerden kaynaklanan bir diger bant olan CH: biikiilme
bantinin altinda kalan alanda 75 mg/kg DB ve GTX-III uygulamasindan sonra anlaml
derecede artmistir (Sekil 3.7). Yukarida da bahsedildigi gibi Kiikner ve ark. (2016) 75
mg/kg DB uygulamasindan sonra, dokudaki lipit miktarindaki artisin bir sonucu olarak
karacigerde yaglanma gdzlemlemislerdir [70]. Daha 6nce yapilmis olan bu caligma ile
uyumlu bir sekilde sonuglarimiz, 75 mg/kg DB ve GTX-III uygulamasinin doymus
lipitlerin miktarinda bir artisa ve ayni zamanda karaciger dokusundaki glikojen
miktarinda bir azalmaya neden oldugunu gostermektedir. Lipitler ve glikojen
karacigerin iki ana enerji depolama maddesidir. Bu organ fazla miktardaki karbonhidrat
ve proteinleri lipitlere doniistiirdiigii i¢in, sonuclarimiz 75 mg/kg DB ve GTX-III

dozlarinin karacigerin enerji metabolizmasini 6nemli 6l¢iide etkiledigini gostermektedir.

Sistemin doymamislik seviyesi hakkinda bilgi sahibi olabilmek i¢in doymamis/doymus
lipit (olefinik=CH/lipit) orant hesaplanmistir. Doymamis yag asitleri lipit
peroksidasyonuna son derece duyarli oldugundan bu oran ATR-FTIR spektroskopisi
caligmalarinda lipit peroksidasyon indeksi olarak kullanilmaktadir [120]. Lipit
peroksidasyonu sonucu doymamis yag asitlerinde yani olefinik baglarinda bir azalma

meydana geldigi bilinmektedir [124]. Sonuc¢larimiz 75 mg/kg DB ve GTX-III
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uygulamasindan sonra doymamis/doymus lipit oranininda bir azalma oldugunu
gostermistir (Sekil 3.15). Meydana gelen bu azalma sistemdeki doymamis lipit
miktarinda bir azalma meydana geldigini gostermektedir. Bu azalma dokuda 75 mg/kg
DB ve GTX-III uygulamasindan sonra meydana gelmis olan lipit peroksidasyonunun bir
sonucu olabilir. DB ve GTX ile yapilan caligmalar uygulama sonrasinda GTX’in
oksidatif stresi indiikledigi ve bu nedenle sistemde serbest radikaller meydana
getirdigini gostermistir [108], [127]. Doymamis yag asidi zincirindeki ¢ift baglar lipit
peroksidasyonu olusturan maddelere karsi olduk¢a duyarlidir. DB igerisinde bulunan
GTX-III'tin sodyum kanallarin1 etkiledigi bilinmektedir [128]. GTX-III sodyum
kanallara agik pozisyondayken baglanir ve kapanmalarini engeller. Boylece aksiyon
potansiyeli uzun bir hiperpolarizasyon periyoduna girer. Dolayisiyla, hiicre i¢i sodyum
konsantrasyonu artarak sodyum/kalsiyum degisim mekanizmalarini etkiler [53]. Hiicre
ici kalsiyum konsantrasyonundaki artis serbest radikallerin olusumuna sebep olan temel
mekanizmalardan biridir. Ayrica literatiirde, GTX'in karaciger ve bobrek gibi
organlarda bazi islev bozukluklarina neden oldugunu bildiren ¢alismalar mevcuttur [63],
[108], [127], [129]. Organlarda meydana gelen fonksiyonel bozukluklar ve biyolojik
sistemlerde meydana gelen hasarlar serbest radikal olusumuna neden olabilir [108].
Olusan serbest radikaller dokuda lipitler, proteinler ve niikleik asitlerle tepkimeye
girerler. Lipitlerle tepkimeye girdiginde sistemdeki lipit peroksidasyon zincir
reaksiyonu tetiklenir ve bu reaksiyonlar sonucu lipitler pargalanir [120]. Lipit
peroksidasyonu sonrast doymamis lipitlerin konsantrasyonu ve olefinik baglarinda
azalma meydana gelir [130]. Dolayisiyla doymamig/doymus lipit oraninda gozledigimiz

azalma, dokudaki serbest radikallerin indiikledigi lipit peroksidasyonuna baglanabilir.

Lipitlerin yapis1 ve bilesimindeki degisiklikleri degerlendirmek igin incelenen oran
analiz sonuglart 75 mg/kg DB ve GTX-III uygulamasindan sonra CHy/lipit ve
karbonil/lipit oraninda azalma, CHs/lipit oraninda ise artma oldugunu gostermistir
(Sekil 3.16). CHay/lipit oraninda meydana gelen azalma fosfolipitlerin zincir
uzunlugunda azalma oldugunu, karbonil/lipit oranindaki azalma ise sistemdeki karbonil
miktarinda azalma oldugunu gdostermektedir [120]. CH3/lipit oraninda meydana gelen
anlamhi artis ise 75 mg/kg DB ve GTX-II uygulamasinin sistemdeki metil
konsantrasyonunu artirdigini gostermektedir [120]. Elde ettigimiz bulgular, 75 mg/kg
DB ve GTX-III’lin serbest radikal olusturarak karaciger dokusundaki lipit yapisinda

bozulmalara neden oldugunu ve GTX’in etki mekanizmalarindan birinin oksidatif stres
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olusum potansiyeli ile iliskili olabilecegini gdstermistir. Bu bulgular, farkli dokularda
DB ve GTX-III uygulamasindan sonra lipit peroksidasyonunun gozlendigi onceki
calismalarla uyum igindedir. Ornegin, Eraslan ve ark. (2018) yaptiklar1 bir ¢alismada
farkli DB dozlariin oksidatif stresi indiikledigi ve antioksidan enzim seviyesinde
degisikliklere neden oldugunu, ayrica malondialdehit (MDA), nitrik oksit ve 4-
hidroksinonenal gibi oksidatif stres markdrlerinin olusumunu uyardigini bildirmistir. Bu
caligmada gozlenen MDA ve antioksidan enzim seviyelerindeki artis lipit
peroksidasyonunun bir sonucudur [109]. Ayrica Kiikner ve ark. (2016) 75 mg/kg DB ve
GTX-II uygulamasindan sonra karacigerde enflamasyon gozlemlemistir [70]. Serbest
radikaller enflamasyon olusumunda rol aldigindan karacigerdeki enflamasyon ortami
serbest radikal olusumuna sebep olabilir ve olusan bu serbest radikaller lipit

peroksidasyonuna katki saglamis olabilir.

DB ve GTX-III’iin protein iceriginde meydana getirdigi degisikleri incelemek amaciyla
Amid I, II ve III bantlarinin alan analizleri yapilmistir. Protein konsantrasyonu ile ilgili
bilgi veren bu bantlarin alan degerleri 75 mg/kg DB ve GTX-III uygulanmis gruplarda
anlamli derecede artmistir (Sekil 3.6, Sekil 3.9). Ayrica, 75 mg/kg DB ve GTX-III
uygulamasindan sonra Amidl/AmidI+II oraninda gozledigimiz artis bu dozlarda
karaciger dokularinda protein miktarinda artis meydana geldigi sonucunu
desteklemektedir (Sekil 3.17). Literatirde DB zehirlenmesinden sonra aspartat
aminotransferaz ve alanin aminotransferaz gibi karaciger enzimlerinde artis
gbzlendigini rapor eden ¢alismalar vardir [62], [63], [108]. Dolayisiyla karacigerdeki
protein miktarinda gozledigimiz bu artis DB ve GTX e bagli zehirlenme sonrasi ortaya
cikan enzimlerin sentezindeki artistan kaynaklanmis olabilir. Bu bantlara ek olarak
proteinlerden giiclii sinyaller alan bir bant olan CH3 simetrik gerilme bantinin alaninda
75 mg/kg DB ve GTX-III uygulamasindan sonra meydana gelen artis, proteinlerde bir
artis oldugu sonucunu desteklemektedir (Sekil 3.5). Ayrica sistemdeki yag asitleri ve
aminoasitlerden kaynaklanan bir bant olan COO" simetrik gerilme bantinin alaninda 75
mg/kg DB ve GTX-III uygulamasindan sonra artis gdzlenmistir (Sekil 3.8). Meydana
gelen bu artisg proteinlerle ve lipitlerle ilgili analizlerimizden elde ettigimiz bulgular

desteklemektedir.

Amid I ve Amid II bantlarinin pozisyon ve sekillerinde meydana gelen degisiklikler
proteinlerdeki konformasyonel degisiklikler hakkinda bilgi vermektedir [120].

Calismamizda, proteinlerde meydana gelen yapisal degisiklerle ilgili bilgi edinebilmek
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icin Amid I bantina ait spektrumlarin bant genisligi, dalga sayisi ve bunlara ek olarak
Amid I/Amid II oranmi incelenmistir. Amid I bantinin dalga sayisinin 75 mg/kg DB ve
GTX-III uygulamasindan sonra arttig1, bant genisliginin ise azaldig1 goriigsmiistiir (Sekil
3.21). Dalga sayisinda meydana gelen bu azalma ve bant genisliginde gézlenen bu artig
protein konformasyonunda bir degisiklik oldugunu gostermektedir [122]. Bu sonug, 75
mg/kg DB ve GTX-III uygulamasindan sonra Amid I/Amid II oraninda meydana gelen
azalma ile de desteklenmistir (Sekil 3.18). Proteinlerdeki yapisal degisimleri belirlemek
bazi patolojik durumlarda proteinlerin fonksiyonlarin1 anlamak agisindan son derece
onemlidir. Dokuda meydana gelen herhangi bir patolojik durumun, Amid I/Amid II
oraninda azalmaya ve dolayisiyla protein yapisinda degisiklige sebep oldugu onceki

FTIR ¢alismalarinda gosterilmistir [118], [122].

Proteinlerin ikincil yapisinda meydana gelen degisiklikler hakkinda daha detayli bilgi
sahibi olabilmek i¢in gergeklestirdigimiz ikincil tiirev analiz sonuglarina goére 75 mg/kg
DB ve GTX-III uygulamasindan sonra beta doniis ve alfa heliks yapilarinda azalma,
tesadiifi kivrilma ve beta tabaka yapilarinda artma meydana gelmistir (Sekil 3.24).
Tesadiifi kivrilma yapisinda meydana gelen bu artis 75 mg/kg DB ve GTX-II’lin
protein denaturasyonuna sebep oldugunu gostermektedir [101]. Karacigerde gozlenen
protein  denaturasyonu sistemdeki serbest radikallerin miktarindaki artistan
kaynaklanmisg olabilir [47]. Proteinlerin islevlerini diizgiin bir sekilde yerine
getirebilmeleri li¢ boyutlu yapilarina baghdir. Protein katlanmasi sirasinda olusabilecek
hatalar protein ikincil yapisinda farkliliklara dolayisiyla fonksiyonel hasarlara yol
acabilir. DB’de bulunan GTX’lerin indiikledigi serbest radikal olusumundaki artig
hiicrenin redoks potansiyelini degistirerek protein ikincil yapisinda degisikliklere sebep
olabilir [131]. Serbest radikallerin proteinlerde dejenerasyona ve agregasyona sebep
olarak protein hasarina yol actig1 bilinmektedir [47]. Daha 6nce yapilan bir ¢calismada
sican karaciger dokusunda lipit peroksidasyonu ile protein sentezinde meydana gelen
hasar arasinda bir iliski oldugu gosterilmistir [132]. Sonuglarimiz, 75 mg/kg DB ve
GTX-III uygulamasindan sonra protein ikincil yapisinda énemli bozulmalar oldugunu
acikca ortaya koymustur. 75 mg/kg DB ve GTX-III uygulanmis gruplarda gézlenmis
olan protein yapisinda ve fonksiyonundaki degisiklikler, gen ekspresyon seviyesi ya da

protein sentezindeki degisikliklerin sonucu ortaya ¢ikmis olabilir.

75 mg/kg DB ve GTX-III uygulamasindan sonra PO, antisimetrik gerilme bantinin

alaninda gozlemledigimiz artis sistemdeki niikleik asitlerin miktarinda artis oldugunu
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gostermektedir (Sekil 3.10) [117]. Ayrica, 75 mg/kg DB ve GTX-III uygulanmis
gruplarda bu bantin dalga sayisinda yiiksek degere dogru bir kayma meydana gelmistir
(Sekil 3.22). Bu kayma, niikleik asitlerin hidrojen baglama kapasitesinde meydana
gelmis olan bir azalmanin ve bu gruplardaki niikleik asitlerin konformasyonlarinda
meydana gelmis olan bir degisimin sonucu ortaya cikmis olabilir [115]. Ayrica,
karaciger dokularindaki niikleik asit yap1 ve konformasyonundaki degisikleri
gozlemlemek i¢in niikleik asit/lipit ve niikleik asit/protein oran analizleri yapilmis ve bu
oranlarin 75 mg/kg DB ve GTX-III uygulanmis gruplarda arttig1 tespit edilmistir (Sekil
3.19). Bu sonuglar, 75 mg/kg DB ve GTX-III uygulamasina bagl olarak niikleik asit
yapt ve konformasyonunda degisiklikler meydana geldigi sonucunu dogrulamistir.
Ayrica, proteinlerle ilgili bulgularimizi desteklemektedir. Sonug¢ olarak protein
konsantrasyon ve yapisinda gozlenen degisikliklerin sebeplerinden birisi 75 mg/kg DB
ve GTX-III uygulamasindan sonra gen ekspresyon seviyesinde ortaya ¢ikan farkliliklar

olabilir [115].

Lipit/protein orani, sistemdeki lipit ve protein metabolizmasinda meydana gelen
degisimler ve hiicresel fonksiyonlarda ¢ok 6nemli olan lipit ve/veya protein asimetrisi
hakkinda bilgi vermektedir [120]. Ayrica bu orandaki herhangi bir degisim
membraninin yapisini, diizenini ve akiskanligini etkilemektedir [133]. 75 mg/kg DB ve
GTX-III uygulamasindan sonra lipit/protein oraninda bir artig gézlenmistir (Sekil 3.20).
75 mg/kg DB ve GTX-III uygulamasindan sonra hem lipit hem de protein igeriginde bir
artis gozledigimizden bu oranda meydana gelen artis lipit miktarinda daha biiyiik bir
artis oldugunu gostermektedir. Ayrica bu artis 75 mg/kg DB ve GTX-III'iin karaciger
hiicre zarlarinda lipit ve protein asimetrisinde degisiklikler oldugunu gostermekte ve
lipit ve protein metabolizmasinda degisiklikler oldugu sonucunu desteklemektedir
[120]. Lipit ve/veya protein asimetrisindeki degisikliklerin hiicre i¢i ve hiicreler arasi
iyon konsantrasyonlarinda ve bunun sonucunda membran fonksiyonunda Onemli

degisikliklere sebep oldugu bilinmektedir [111].

Hiicre zarinin ana bilesenleri olan lipitlerin diizeni ile ilgili parametreler ve
akigkanliklar1 hiicre zarinin fonksiyonunu normal bir sekilde siirdiirebilmesi i¢in ¢ok
onemlidir. Sistemdeki membranlarin diizeni ve akigkanlig1 hakkinda bilgi edinmek i¢in
CH; antisimetrik bantinin dalga sayis1 ve bant genisligi hesaplanmistir [123]. 75 mg/kg
DB ve GTX-III uygulamasindan sonra bu bantin dalga sayisinda bir artis gézlenmistir

(Sekil 3.23). Bu artis membran diizeninin azaldigini ve zardaki lipitlerin agil zincir

81



esnekligin arttigint gostermektedir. Benzer sekilde, 75 mg/kg DB ve GTX-III
uygulamasindan sonra bu bantin genislik degerinde belirgin bir artis gézlenmistir (Sekil
3.23). Bu artis, 75 mg/kg DB ve GTX-III uygulamasindan sonra membran lipit
akigskanliginda bir artis meydana geldigini gostermektedir. Sonug olarak, 75 mg/kg DB
ve GTX-III uygulamas: karaciger dokusunda membran diizenini azaltmis, membran
akigkanligin1 artirmistir. Bu degisiklikler 75 mg/kg DB ve GTX-III tarafindan
indiiklenen oksidatif stresten ve onu takip eden lipit kompozisyon ve
konsantrasyonundaki farkli lipit ¢esitlerinin birbirine gore oranlarindaki ve lipit/protein
oranindaki degisikliklerden kaynaklanmis olabilir. Onceki bir ¢alismada oksidatif strese
bagli olarak membran diizeninde bir azalma meydana geldigi elektron paramanyetik
spektroskopisi ile tespit edilmistir [134]. Biyolojik membranlar madde transferi, sinyal
iletimi ve membrana bagli enzimlerin aktivitesi gibi bir takim 6nemli fonksiyonlar1
kontrol etmektedir. Ayrica membran diizeni ve dinamiginde, membranlarda bulunan
proteinlerin ikincil yapilarinda ve molekiiler igerikte meydana gelen degisikliklerin iyon
kanallarinin  biitiinliigiine ve islevine zarar vererek bircok hastaliga yol agtig
bilinmektedir [120]. Tiim bu nedenlerden dolay1, membran diizeninin ve akiskanliginin
optimum seviyede tutulmasi gerekir. GTX’in yagda ¢oziinen bir toksin oldugu ve
GTX’lerin hiicre {iizerindeki etkilerinin hiicre membranlarindaki degisikliklerden
kaynaklandigr bilinmektedir [52]. Sonugta, membranimnin diizeni ve akiskanligi,
GTX’lere olan gecirgenlik derecesi icin ¢ok Onemlidir. Literatiirle uyumlu olarak
sonuclarimiz 75 mg/kg DB ve GTX-III’iin membran diizen ve akigkanliginda
degisikliklere sebep olarak hiicre membraninin normal fonksiyonunu bozdugunu
gostermistir. Hiicre membraninda gézledigimiz bu zararh etkiler DB i¢indeki GTX lerin

toksik mekanizmalarindan birisi olabilir.

3.2.2. DB ve GTX-IIl’iin Karaciger Dokusu Uzerindeki Zamana Bagh Etkileri

Calismamizin birinci bolimiiniin sonuglari, 25 ve 50 mg/kg’lik DB dozlarinin 24 saatlik
stire sonunda karaciger dokusunda glikojen miktarini azaltmak diginda herhangi bir etki
gostermedigini ancak 75 mg/kg DB ve i¢indeki toksik maddenin saf hali olan GTX-
[IT’iin bu dokuda 6nemli zararli etkiler meydana getirdigini gostermistir. Bu nedenle,
ikinci boliimde 75 mg/kg DB ve GTX-III uygulanmis gruplarda meydana gelen zararl
etkilerin 48 saatlik siire sonunda normale doniip donmedigini arastirmak amaciyla
sadece bu iki doz iizerinde zamana baglh calismalar gergeklestirilmistir. Bu amag

dogrultusunda 75 mg/kg DB ve GTX-III verilmis fare karacigerleri uygulamadan 24 ve
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48 saat sonra incelenmis sonuclar birbiriyle karsilastirilmistir.

DB ve GTX’in 24 ve 48 saatlik uygulama gruplarinin spektrumlarinin karsilastirildigi
tic spektral bolgedeki sekillere (Sekil 3.25, Sekil 3.27, Sekil 3.32) bakildiginda, DB ve
GTX wuygulamasindan 24 saat sonra elde edilen biitliin spektrumlar kontrol
spektrumundan oldukga farkli olmasina ragmen, 48 saat sonra elde edilen spektrumlarin
bazilarinin kontrol grubuna c¢ok yakin ve benzer oldugu, bazilarmin ise kontrol
grubundan uzak ve farkli oldugu goriilmektedir. Ornegin 3700-3025 cm™ dalga sayis1
araliindaki Amid A banti incelendiginde DB ve GTX uygulamasindan 24 saat sonra
analiz edilen karaciger spektrumlarinin kontrol spektrumundan son derece farkli ve uzak
oldugu, ancak 48 saat sonra analiz edilen karaciger spektrumlarinin kontrol
spektrumuna daha yakin oldugu goriilmektedir (Sekil 3.25). C-H gerilme bolgesinde 24
saatlik DB uygulamas1 spektrumunun kontrol spektrumundan oldukc¢a farkli ve uzak
oldugu ancak 48 saatlik DB uygulamasi spektrumunun kontrol grubuna biraz daha
yaklagtig1 goriilmektedir (Sekil 3.27.a). Ayn1 bolgedeki GTX uygulanmis fare karaciger
spektrumlarina bakildiginda ise 24 ve 48 saatlik uygulama spektrumlarinin birbirine ¢cok
yakin oldugu, her ikisinin neredeyse {ist iiste c¢akistifi ve kontrol spektrumundan
oldukga uzakta ve farkli olduklar1 goriilmektedir (Sekil 3.27.b). Parmak izi bolgesinde
(1800-950 cm') hem DB’nin hem de GTX’in 24 ve 48 saatlik uygulama siirelerinin
sonunda elde edilen spektrumlarin birbirine ¢ok benzedigi ve ikisinin de kontrol
spektrumundan olduk¢a uzak oldugu goriilmektedir (Sekil 3.32). Bu sekillerden
anlasildig1 ve calismamizin birinci boliimiinlin sonuglarinin detayli bir sekilde ortaya
koydugu gibi DB ve GTX’in 24 saatlik uygulamasi karaciger dokusu iizerinde 6nemli
degisiklikler meydana getirirken, 48 saat sonra bu etkilerin bazilar1 normale donmekte
bazilarin etkisi ise aynen devam etmektedir. Bu sonug, asagida aciklanacagi gibi
spektrumlarin bant alani, bant alan orani, bant dalga sayis1 ve genisligi analizlerinden

elde ettigimiz sayisal analiz sonuglari ile daha detayl1 olarak ortaya konmustur.

Birinci boliimde de agiklandigr gibi DB’nin 24 saatlik uygulama siiresi sonunda
sistemdeki doymus lipitlerin miktarinda artis gézlenmistir. DB’nin 48 saatlik uygulama
gruplarina bakildiginda ise doymus lipitlerin miktarinda kontrol grubuna gore herhangi
anlamli bir degisikligin olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 3.28, Sekil 3.29, Sekil 3.30, Sekil
3.42, Sekil 3.43). Bu sonug, DB’nin lipit metabolizmasinda 24 saat i¢inde meydana
getirdigi degisikligin 48 saatlik siire sonunda normale dondiigiinii géstermektedir. GTX

uygulamasindan sonra ise hem 24 hem 48 saatlik uygulama siireleri sonunda doymus
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lipitlerin miktarinda 6nemli derecede artislar meydana gelmistir (Sekil 3.28, Sekil 3.29,
Sekil 3.30, Sekil 3.42, Sekil 3.43). Bu sonug, GTX’in dokudaki toksik etkisinin 48 saat
boyunca devam ettigini ortaya ¢ikmistir. Yani 48 saatlik stire DB’ nin doymus lipitler
tizerinde meydana getirdigi zararl etkiyi normale dondiirmek icin yeterli olmus ancak
GTX’in yarattig1 etkiyi normale dondiirmek icin yeterli olmamistir. Birinci boliimdeki
sonuglarimiz lipit miktarindaki artisla birlikte sistemdeki glikojen miktarinda bir azalma
meydana geldigini gdstermistir. Daha 6nce de belirtildigi gibi 3283 cm™’deki Amid A
bant1 proteinlerden ve polisakkaritlerden sinyaller almaktadir. Bu bantin alan degeri DB
ve GTX’in 24 saatlik uygulama gruplarinda anlamli derecede azalmistir (Sekil 3.25,
Sekil 3.26). Biz ¢alismamizda ana protein bantlart olan Amid I ve II bantlarinin alan
degerlerinde anlamli artiglar gozledigimiz icin bu banttaki azalma glikojendeki
azalmaya atfedilebilir [99], [110], [117], [135]. Dolayisiyla, DB ve GTX’in 24 saatlik
uygulama sonrasinda bu bantin alan degerinde gozlenen azalma sistemdeki glikojen
konsantrasyonundaki azalmadan kaynaklanmis olabilir. Amid A bantt DB ve GTX
uygulamasindan 48 saat sonra incelendiginde ise bantin alan degerinin kontrole
yaklastig1 ve kontrolle arasinda anlamli bir fark olmadigi ortaya ¢ikmistir (Sekil 3.25,
Sekil 3.26). Bu sonu¢ DB ve GTX’in glikojen metabolizmas1 iizerinde meydana

getirdigi zararl etkinin 48 saatlik siire i¢inde normale dondiigiinii gdstermektedir.

DB ve GTX’in hem 24 hem de 48 saatlik uygulama siiresi sonunda, lipit
peroksidasyonu indeksi olarak kullanilan doymamis/doymus lipit orani anlamh
derecede azalmistir (Sekil 3.44). Lipit yapis1 ve bilesimindeki degisiklikleri belirlemek
icin kullandigimiz diger oran analiz sonuglar1 incelendiginde DB ve GTX
uygulamasindan 24 saat sonra CHby/lipit ve karbonil/lipit oranlarinda anlamli azalma,
CHjs/lipit oraninda anlamli artma meydana geldigi tespit edilmistir (Sekil 3.45, Sekil
3.46, Sekil 3.47). DB ve GTX’in 48 saatlik uygulama sonuglarina bakildiginda genel
olarak 24 saatlik uygulama sonuglari ile paralel ve istatistiksel olarak anlamli olarak
degistigi goriilmiistiir. Bu sonuglar karaciger dokusunda 24 saat sonunda DB ve GTX
etkisiyle ortaya ¢ikmis olan lipit peroksidasyonu ve lipitlerdeki yapisal degisimlerin 48

saatlik siire sonunda normale donmedigini gostermektedir.

Sonuglarimiz, proteinlerden kaynaklanan bantlarin (Amid I, II ve III) bant alan
degerlerinin DB ve GTX uygulamasindan 24 saat sonra incelenen karaciger dokusunda
anlamli derecede arttigini ortaya ¢ikarmis ve bu artisin etkilerinin uygulamadan 48 saat

sonra da devam ettigini gostermistir (Sekil 3.33, Sekil 3.34, Sekil 3.37). Protein
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bantlarina ilave olarak, hem aminoasitlerden hem de yag asitlerinden sinyaller alan bir
bant olan COO" simetrik gerilme bantinin alaninda da DB ve GTX uygulamasindan hem
24 hem de 48 saat sonra anlamli derecede artiglar gozlenmistir (Sekil 3.36).
Proteinlerden sinyal alan CH3 simetrik gerilme bantinin alani incelendiginde, DB
uygulamasindan 24 saat sonra anlamli derecede artig gézlenmis ancak bu artis 48 saat
sonra normale donmiistir (Sekil 3.31.a). Ayni1 bant GTX uygulamasindan sonra
incelendiginde ise 24 saat sonra meydana gelen anlamli artisin 48 saat sonra da devam
ettigi gdzlenmistir (Sekil 3.31.b). Bu durum CHj3 simetrik bantinin lipitlerden de sinyal
almasindan kaynaklanmis olabilir. Bunlara ilave olarak protein miktar1 hakkinda bilgi
edinmek icin hesapladigimiz Amidl/Amid I+II oran degerinde DB ve GTX
uygulamasindan 24 saat sonra meydana gelen artisin 48 saat sonra normale donmedigi
goriilmektedir (Sekil 3.48). Tiim bu sonuglar DB ve GTX uygulamasindan 24 saat sonra
fare karacigeri protein miktarinda meydana gelen artisin 48 saat sonra da devam ettigini
gostermektedir. Bundan baska DB ve GTX’in hem 24 hem de 48 saatlik
uygulamasindan sonra Amid I bantinin dalga sayisinda meydana gelen artis (Sekil
3.53), bant genisliginde ise bir azalma gdézlenmistir (Sekil 3.54). Birinci boliimde de
aciklandig1 gibi bu artis ve azalma proteinlerin yapisinda bir degisiklik oldugunu
gostermektedir. Ayrica Amid I/Il oraninda hem 24 hem 48 saat sonra anlamli azalmalar
gozlenmistir (Sekil 3.49). DB ve GTX uygulamasiin proteinlerin ikincil yapilarinda
meydana getirdigi degisiklikler zamana bagli olarak incelendiginde hem 24 hem de 48
saatlik uygulama siirelerinin sonunda beta doniis (turn) ve alfa-heliks yapilarinda
anlaml bir azalma, tesadiifi kivrilma ve beta tabaka yapilarinda ise anlamli bir artis
oldugu gorilmistir (Sekil 3.58). Tim bu sonuglar DB ve GTX uygulamasinin
proteinlerde meydana getirdigi konformasyonel ve yapisal degisimlerin etkisinin 48 saat

boyunca devam ettigini gostermektedir.

Sistemdeki niikleik asit miktarindaki degisikligi analiz etmek i¢in PO~ antisimetrik bant
alan1 analiz edilmis ve DB ve GTX’in sistemdeki niikleik asit miktarinda bir artisa
sebep oldugu ve bu artisin 48 saatlik uygulama siiresi boyunca devam ettigi goriilmiistiir
(Sekil 3.38). Ayrica DB ve GTX uygulanmasindan 24 saat sonra incelenen gruplarda bu
bantin dalga sayisinda artma meydana geldigi ve bu artisin 48 saat sonunda incelenmis
dokularda da meydana geldigi goriilmiistiir (Sekil 3.55). Karaciger dokusundaki niikleik
asit yap1 ve konformasyonundaki degisikleri belirlemek i¢in yapilan niikleik asit/protein

ve niikleik asit/lipit oran analizleri DB ve GTX uygulandiktan 24 saat sonra meydana
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gelen degisimlerin 48 saat sonunda da devam ettigini ortaya ¢ikarmistir (Sekil 3.50,
Sekil 3.51). Bu sonuglar, DB ve GTX uygulamasindan sonra niikleik asit yap1 ve
konformasyonunda olusan degisikliklerin 48 saat boyunca devam ettigini
gostermektedir. Ayrica bu sonuglar protein konsantrasyonu ve yapisinda tespit ettigimiz

bulgular ile uyum i¢indedir.

Sistemdeki lipit ve protein metabolizmasi ile ilgili bilgiler veren lipit/protein oran1 DB
ve GTX uygulamasindan hem 24 hem 48 saat sonra artmistir (Sekil 3.52). Sistemdeki
membran yapisi, diizeni ve akiskanligi hakkinda bilgi veren CH» antisimetrik gerilme
bantinin dalga sayist ve bant genisligindeki degisimler incelendiginde DB ve GTX
uygulamasindan 24 saat sonra meydana gelen degisikliklerin 48 saat sonra da devam
ettigi goriilmistiir (Sekil 3.56, Sekil 3.57). Bu sonu¢ DB ve GTX uygulamasindan sonra
karaciger dokusundaki membran diizeninde ve membran akigskanliginda meydana gelen
degisikligin 48 saat boyunca devam ettigini gdstermektedir. Elde ettigimiz bu bulgulara
gore DB ve GTX uygulamasinin lipit ve protein metabolizmasinda meydana getirdigi

zararl etkiler 48 boyunca devam etmektedir.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

DB zehirlenmesi ile ilgili daha 6nce gerceklestirilmis olan caligmalarin ¢ogu klinik
diizeydedir. Literatiirde, az sayida olmakla birlikte deneysel ¢alismalarda vardir. Ancak
bunlar hiicrede toksik etkilerin ortaya ¢ikmasinda etkili olabilecek molekiiler degisimler
hakkinda bilgi vermemektedir. Bu nedenle, ¢alismamizin birinci boliimiinde DB’nin
toksik etkilerinden dolay1 karaciger hiicrelerindeki biyomolekiillerin yani lipitler,
proteinler, karbonhidratlar ve niikleik asitlerin yapisi, kompozisyonu ve

fonksiyonlarindaki degisimler doza bagli olarak ortaya ¢ikarilmaya ¢aligilmistir.

Birinci bolimiin sonuglari, 25 ve 50 mg/kg’lik DB dozlarinin karaciger dokusunda
glikojen miktarindaki azalma disinda herhangi anlamli bir degisiklige sebep olmadigini
gostermistir. Ancak 75 mg/kg DB ve GTX-III uygulamasi glikojen miktarinda
azalmayla birlikte dokudaki lipitlerin, proteinlerin ve niikleik asitlerin yapz,
kompozisyon ve fonksiyonlarinda énemli degisikliklere sebep olmustur. Ornegin, 75
mg/kg DB ve GTX-III uygulamasi karacigerdeki doymus lipit, protein ve niikleik asit
miktarlarinda O6nemli derece artislara sebep olmustur. 75 mg/kg DB ve GTX-III
uygulamasindan sonra gozlenen doymamis/doymus lipit, CHy/lipit ve karbonil/lipit
oranlarindaki azalmalar ve CHs/lipit oranindaki artis sistemde lipit peroksidasyonu
meydana geldigini gostermektedir. Ayrica 75 mg/kg DB ve GTX-III membran
diizeninde azalmaya ve membran akiskanliginda artisa sebep olmustur. DB’nin hiicreler
lizerinde meydana getirdigi etkilerin hiicre zarinda olusturdugu degisiklikler sonucunda
ortaya ciktigi bilinmektedir. Bu yilizden hiicre zar ile ilgili elde ettigimiz bu bulgu
DB’nin hiicrelerin fonksiyonlarini ne derecede ve nasil etkiledigini ortaya ¢ikarabilmek
icin ¢ok dnemlidir. Protein ikincil yap1 analizinden elde edilen sonuglar, 75 mg/kg DB
ve GTX-III uygulamasindan sonra karaciger dokusunda tesadiifi kivrilma yapilarinda
bir artis oldugunu dolayisiyla dokuda protein denaturasyonu meydana geldigini
gostermistir. 75 mg/kg DB ve GTX-III uygulanmis gruplarda gozlenen tiim bu
degisimlere protein ve niikleik asitlerin konformasyonlarinda ortaya ¢ikan degisiklikler
eslik etmistir. Ozetle birinci boliimiin sonuclar1 karaciger dokusu igin toksik dozun 75
mg/kg’lik doz oldugunu ortaya ¢ikarmistir. DB 75 mg/kg ve onun iizerindeki dozlarda

tilkketilmemelidir.
Calismamizin ikinci boliimiinde, bu toksik dozun (75 mg/kg) ve GTX-IIIin
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uygulandig1 fare karaciger dokular1 24 ve 48 saatlik silireler sonunda ATR-FTIR
spektroskopisi ile analiz edilmis ve sonuglar birbiriyle karsilastirilmistir. Bu boéliimden
elde ettigimiz sonuglar, DB’nin karaciger dokusunda meydana getirdigi lipit
peroksidasyonu, protein ve niikleik asitlerin miktar, yap1 ve konformasyonundaki, lipit
diizen ve akiskanligindaki degisikliklerin normale donmesi i¢in 48 saatlik siirenin
yeterli olmadigini ancak doymus lipitler ve glikojen metabolizmasinin normale dénmesi
i¢in bu siirenin yeterli oldugunu gostermistir. GTX saf halde verildiginde ise sonuglarin
tiimi toksik doz DB uygulamalar ile paralel ¢ikmis ancak 48 saatlik siire de normale
dénme oran1 DB verilmis gruba gore daha az gézlenmistir. Bu durum, DB’nin i¢indeki
GTX miktarinin saf olarak verilen konsantrasyona tam denk gelmemis olmasindan
kaynaklanmis olabilir. Ayrica, DB’nin iginde GTX ten bagka antioksidan, antiradikal ve
antimikrobiyal 6zellik gosteren bircok fenolik madde oldugu bilinmektedir [8]. Bu
fenolik maddeler, DB’nin i¢indeki GTX’in dokuda yarattig1 toksik etkinin iyilesmesine
katki saglamis olabilir. Dolayisiyla, tiim bu faktérler GTX’in saf halinin etki siiresinin

daha uzun olmasina sebep olmus olabilir.

Sonug olarak calismamiz, DB’nin tiiketilen miktarinin 6énemli oldugunu, bu balin
rastgele tliketiminin biyolojik sistemlerde cok dnemli zararli etkilere sebep olabilecegini
ve bu etkilerin hepsinin normale donmesi i¢in 48 saatlik siirenin yeterli olmadigini
ortaya ¢ikarmistir. DB halk tarafindan bazi hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak
kullanildigindan, 25 ve 50 mg/kg’lik DB dozlarimin karaciger dokusunda glikojen
miktarini azaltma diginda herhangi bir degisiklige sebep olmamas ile ilgili bulgularimiz
DB’nin alternatif tiptaki kullanimi i¢in ¢ok dnemlidir. Calismamizin sonuglari, DB’ nin
yanlis kullaniminin Onlenmesi ic¢in yararli olabilir ve bu balin tipa 6zellikle
farmakolojiye entegre edilmesi asamasinda kullanilabilir. Ayrica c¢alismamizin
sonuglari, DB’nin etki siiresini 6grenmek ve DB zehirlenmesi vakalarinda hastalarin

tedavi ve taburcu siirelerini belirlemek i¢in faydali olabilir.

Bu caligma, Diizceli iireticilerden elde edilen DB’nin karaciger dokusu tizerindeki
yapisal, kompozisyonel ve fonksiyonel etkileri doza ve zamana bagli olarak ortaya
cikaran ilk ¢alismadir. Bunlara ilave olarak ¢alismamiz ATR-FTIR spektroskopisinin
biyolojik dokularda toksik bir madde tarafindan olusturulan degisikliklerin hizli ve

hassas bir sekilde goriintiilenebilecegini gostermistir.

Bundan sonraki siirecte, ¢alismamizda kullandigimiz DB ve GTX-III dozlarindan farkli

dozlar kullanilarak ve yeni zaman dilimleri (72 saat, 96 saat, vb.) eklenerek karaciger
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dokusunda ve farkli baska dokularda meydana gelen etkilerin doza ve zamana bagh

olarak incelenmesi ile ilgili yeni projeler gerceklestirilmesi planlanmaktadir.
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