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OZET

ORMANGULU BALININ FARE KALP KASINDA MEYDANA GETIRDIiGi
MOLEKULER DEGISIKLIKLERIN BiYOFiZiKSEL TEKNiKLERLE
INCELENMESI

Selin EMIR
Diizce Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Damigman: Dr. Ogr. Uyesi Giilgiin CAKMAK ARSLAN
Agustos 2018, 95 sayfa

Halk arasinda, deli bal olarak da bilinen ormangiilii bali (OGB), Tiirkiye’nin 6zellikle
Karadeniz bolgesinde yaygin olarak yetisen ormangiilii bitkisinden elde edilmektedir.
Bu bal i¢indeki grayanotoksin (GTX) bilesiginden dolayi insanlarda bazi toksik etkilere
sebep olmaktadir. Ancak halk arasinda yiiksek tansiyon, sindirim sistemi bozukluklari,
dis agrisi, soguk alginhigr gibi saglik sorunlarinin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. OGB’nin kalp iizerinde bazi olumsuz etkileri oldugu bilinmesine
ragmen, kalp kasi lizerinde meydana getirdigi yapisal ve fonksiyonel etkiler heniiz
molekiiler diizeyde bilinmemektedir. Bu nedenle, bu c¢alismada farkli
konsantrasyonlardaki OGB’nin ve GTX’in en toksik tipi olan GTX-III’iin kalp kasi
tizerindeki etkilerinin molekiiler diizeyde arastirilmasi amaglanmistir. Mus musculus
erkek fareler; birisi kontrol, digerleri OGB’nin ii¢ farkli dozu (25, 50 and 75 mg/kg) ve
GTX-I1I (0.01 mg/kg) gruplart olmak tizere bes gruba ayrilmigtir. Bu farelerin kalp
kaslar1 OGB ve GTX-1ll uygulamasindan 24 saat sonra ¢ikarilmis ve Azaltilmig Toplam
Yansima-Fourier Doniisiim Kizilotesi (ATR-FTIR) spektroskopisi ile incelenmistir.
Sonuglar 25 mg/kg OGB’nin kalp kasi iizerinde lipit peroksidasyonu disinda herhangi
anlamli bir degisiklik meydana getirmedigini ortaya ¢ikarmus, fakat kontrol gruplari ile
50, 75 mg/kg OGB ve GTX-III uygulanmis gruplar arasinda 6nemli farkliliklar
gozlenmistir. Ornegin, 50 mg/kg OGB uygulanan grupta toplam lipit igerigi 6nemli
derecede artmig ve toplam protein igerigi 6nemli derecede azalmigtir. Bu sonugla zit bir
sekilde 75 mg/kg OGB ve GTX-III uygulanmig gruplarda toplam lipit icerigi azalmis ve
toplam protein igerigi artmuistir. Sistemdeki lipit peroksidasyonu varligina isaret eden
doymamis/doymus lipit oran1 biitiin gruplarda artmistir. Ayrica, 50 ve 75 mg/kg OGB
ve GTX-III uygulamasi niikleik asitlerin igerik ve konformasyonunu, proteinlerin ikincil
yapilarin1 degistirmis, lipit diizenini azaltmis ve kalp kasi hiicrelerinin membran
akiskanligini artirmistir. Bu bulgular, OGB ve GTX-III'iin kalp kas1 hiicrelerinin yapisi
ve fonksiyonlarinda onemli degisiklikler meydana getirdigini ve bu degisikliklerin
tiiketilen doza bagli oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

Anahtar Kelimeler: ATR-FTIR spektroskopisi, Deli bal, Grayanotoksin, Kalp kas,
Ormangiilii bali.
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE MOLECULAR CHANGES OF
RHODODENDRON HONEY ON MICE HEART MUSCLE USING
BIOPHYSICAL TECHNIQUES

Selin EMIR
Diizce University
Graduate School of Natural and Applied Sciences, Department of Biology
Master’s Thesis
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Giilgiin CAKMAK ARSLAN
August 2018, 95 pages

Rhododendron honey (RH), which is also known as "mad honey" in public, is obtained
from Rhododendron plants widely grown especially in the Black Sea Region of Turkey.
This honey induces toxic effects in people due to grayanotoxin found in it. However, it
is commonly used for the treatment of some disorders like high blood pressure,
gastrointestinal disorders, dental pain, common colds, etc. in public. Although it has
been known that RH has some negative effects on heart, the structural and functional
effects of it on heart muscle are unknown yet at molecular level. For this reason, in this
study, we aimed to investigate the effects of different concentrations of RH and GTX-
I11, which is the most toxic type of GTXs, on mouse heart muscle tissue at molecular
level. Male Mus musculus mice were divided into five groups, one being the control
group and the others being the three different doses of RH (25, 50 and 75 mg/kg) and
GTX-I11 (0.01 mg/kg) groups. The heart muscles of these mice were collected 24 h after
the administration of RH and GTX-Ill and investigated using Attenuated Total
Reflection-Fourier Transform Infrared (ATR-FTIR) spectroscopy. The results revealed
that 25 mg/kg of RH didn’t cause any significant alterations in the heart muscle except
lipid peroxidation, however, significant differences were observed between 50 and 75
mg/kg RH and GTX-II treated groups and control group. For example, the total lipid
content increased and the total protein content decreased significantly in 50 mg/kg RH-
treated groups. Oppositely, in 75 mg/kg RH-treated and GTX-IlI-treated groups the
total lipid content decreased and the total protein content increased.
Unsaturated/saturated lipid ratio increased in all treated groups suggesting the presence
of lipid peroxidation in the system. In addition, the treatment of 50, 75 mg/kg RH and
GTX-II changed the content and conformation of nucleic acids, the secondary structure
of proteins, decreased lipid order and increased membrane fluidity of heart muscle cells.
These results revealed that RH and GTX-IIlI causes significant alterations in the
structure and function of heart muscle cells and these alterations depend on the dose
consumed.

Keywords: ATR-FTIR spectroscopy, Grayanotoxin, Mad honey, Myocardium
Rhododendron honey.
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1. GIRIS

1.1. ORMANGULU (RHODODENDRON) BITKISI

Karadeniz Boélgesi’'nde yogun olarak bulunan, ¢esitli renk ve biiytlikliikteki cicekleri,
ciceklerinin yaydig1 kokular ve yesil yapraklari nedeniyle kentsel ve kirsal peyzajda,
yaygin kok sistemleri nedeniyle de erozyonun kontroliinde o6nemli rol oynayan
ormangiilleri, yayilis alanlarindaki bal aris1 kolonileri i¢in 6nemli bir besin kaynagidir
[1].

Fundagiller (Ericaceae) grubuna ait olan ormangillerinin bilimsel adi olan
Rhododendron, giil agact anlamina gelmektedir (Yunanca rhodon: giil; dendron: agag).
Ormangiillerinin ¢ogunlugu daima yesil yapraklidir ve bu yapraklar deri gibi sert ve
genellikle ovaldir. Ancak nadiren tipki camlarin igne yapraklarina benzer sekilde ¢ok

dar serit yapraklara sahip olan ormangiilii tiirleri de bulunmaktadir [2].

Yasam alanlar1 deniz seviyesinden 4000 m yiikseklige kadar ¢ikabilen ormangiilleri
Tiirkiye, Cin, Tibet, Burma, Nepal, Yeni Gine, Tropik Asya, Avrupa ve Kuzey
Amerika’da yayilis gosterir [3]. Sekil 1.1, ormangiillerinin diinyadaki yaygin olarak
goriildiigii alanlar1  gostermektedir. Yerytiziinde ¢ok ¢esitli ormangilii tirleri
bulunmaktadir. Sadece kuzey yarim kiirede 800’den fazla ¢esit ormangiilii tiirti goriilir.
Cogunlugu yilin tamaminda yesil kalan ve oldukca biiyiikk ¢igekleri olan
ormangiillerinin bu ¢esitlilikleri, diinyada onemli bir siis bitkisi haline gelmelerine

neden olmustur [4].



Sekil 1.1. Ericaceae familyasinin diinyadaki yayilis1 [5].

Tiirkiye nin kuzey kiyilarini bir kugak halinde kaplayan nemli orman formasyonu i¢inde
en dikkat ¢ekici ormangiilii tiirlerinden birisi sar1 ormangiilleri (Rhododendron luteum),
en yaygin olani ise mor ¢i¢ekli ormangiiliidiir (Rhododendron ponticum). Mor ¢igekli
ormangiilii batida Istranca daglarmin kuzey yamaclarindan, doguda Hopa’ya kadar
oldukca genis bir yayilim alanina sahiptir. Nemli orman topluluklari i¢inde daha ¢ok
Dogu Karadeniz bolimiinde yogunlasan ve birbirinden farkli ¢igekleri ile buradaki

topluluklara karigsan bagka ormangiilleri de vardir.

Ulkemizde dogal olarak yayilis gosteren ormangiilii tiirlerinden asagida kisaca

bahsedilmistir.
e Mor Cigekli Ormangiilii (Rhododendron ponticum)

Baharda c¢igek acan ve uzun siire bu ¢i¢ekli durumunu koruyan, Karadeniz
Bolgesi’ndeki adiyla “kara kumar/komar”, “kara agu” ya da “kumar” olan iyi yetisme
ortamlarinda 8-10 metreye kadar ulasabilen bir ¢ali ya da kiigiik agag tiiridiir [6].
Genellikle kayin ormanlarinda hakim olan ormangiiliidiir. R. ponticum,1763 yilinda siis
bitkisi olarak kiiltiire alinmus, birgok iilkeye yabanci tiir olarak girmistir. Bu yolla Iber
yarimadasindan tasinarak girdigi Ingiltere’de son derece yaygilasmis ve bazi alanlarda
dogallagsmistir [7]-[9]. Mart-Mayis aylarinda acan c¢igekleri, morumsu pembe, bol

nektarlidir ve nektar, yaprak ve polenler toksin igermektedir. Yapraklar, parlak yesil,
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elips ve ters yumurtamsi, yaprak sap1 1-1,5 cm arasindadir (Sekil 1.2). Ulkemizde,
Kirklareli, Kocaeli, Sakarya, Diizce, Kastamonu, Zonguldak, Ordu, Giresun, Rize ve
Artvin illerinde (Sekil 1.3) deniz seviyesinden 2100 m’ye kadar olan yiiksekliklerde
dogal yayilis gostermektedir [10].

Sekil 1.3. Rhododendron ponticum’un tilkemizdeki yayilig alan1 [3].

e Sar Cigekli Ormangiilii (Rhododendron luteum)

~ 9 (13

Halk arasinda “egrigicegi”, “cifin” [11] ya da “sar1 agu” gibi isimlerle de bilinen, R.
luteum, Tiirkiye’de bilinen diger ormangiilii tiirlerinden farkli olarak, kisin yapraklarini
doken bir cali tiiriidiir. Avrupa’da ve Giineybatt Asya’da yapraklarim1 doken tek
ormangiilii tiirtidiir. Yaklasik 4 metreye kadar boylanabilir ve sar1 renkteki ¢i¢eklerinin

5-15 tanesi siirgiin ucunda bir arada bulunur (Sekil 1.4). Sekil 1.5' den goriildigii gibi
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Karadeniz bolgesindeki yayilis alani olduk¢a genis olan sar1 ¢igekli ormangiilii, batiya

dogru Balikesir ve Canakkale ¢evresine kadar yayilis gosterir [10].

Sekil 1.4. Rhododendron luteum [3].
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Sekil 1.5. Rhododendron luteum’un iilkemizdeki yayilis alan1 [3].

e Beyaz Cigekli Ormangiilii (Rhododendron ungernii)

Yapraklarin ucu kiit ve genis, alt ylizleri soluk kahverengi tiiylerle ortiiliidiir. Kafkaslar
ve Kuzeydogu Anadolu’da dogal yayilis gostermektedir. Tiirkiye’deki dogal yayilig
alaninda beyaz kumar/komar olarak da bilinen, daima yesil ve yaklasik 6-7 m
boylanabilen bir ormangiiliidiir. Cigek sap1 ilizerinde 12-24 cigekten olusan ¢icek
demetleri yer alir (Sekil 1.6). Yaklasik 800-2000 metreler arasindaki dikey dagilisi, bazi
alanlarda 2200 metrelere kadar ¢ikmaktadir. Sekil 1.7' den goriildiigii gibi Tirkiye’de

kolsik alaninin temsil edildigi Dogu Karadeniz’de, 6zellikle Batum sinirina yakin olan
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yerlerde yayilig gostermektedir [10], [12].

Sekil 1.7. Rhododendron ungernii’in tilkemizdeki yayilis alani [3].

e Kafkas Ormangiilii (Rhododendron caucasicum)

Kafkas Ormangiilii, Dogu Karadeniz Bolgesi’nde “dag kumari” olarak adlandirilir [11].
Beyaz ya da krem renkli ¢iceklere sahip olan (Sekil 1.8) bu ormangiiliiniin ¢icekleri
yenilmektedir. 1 veya 1,5 metre kadar boy yapabilen bu ormangiilii Karadeniz
Bolgesi’nin asit karakterli topraklar1 (pH=3-4) iizerinde, 6zellikle daglik alanlarinin
kuzey yamaglarinda yayilis gostermektedir. Kayin, kayin-kéknar ya da kayin-ladin
ormanlarinin alt katinda daginik topluluklar olusturmakta ve en iyi yetisme kosullarinin
subalpin kusak ile alpin kusak oldugu belirtilmektedir [12], [13]. Donuk krem rengi
cicekleri olan ve siirgiin uclarinda 5-8 ¢icek demeti tasiyan bu ormangiiliiniin siirgiinleri
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de hafif tiylidiir. R. caucasicum’un dikey dogrultudaki yayilis alan1 genellikle 1800-
3000 metre ve en iyi gelisme gosterdigi yiikselti araligi 2000 metrenin tizerindeki
yerlerdir. Kafkas ormangiilii Sekil 1.9' dan goriildiigii gibi Kagkar daglarinda ise 3250
metreye kadar ¢ikabilmektedir [3].

AKDENIZ - Rhedodendron

Squcancum

Sekil 1.9. Rhododendron caucasicum’un tilkemizdeki yayilis alani [3].

e Pembe Cicekli Ormangiilii (Rhododendron smirnovii)
R. smirnowii daima yesil ve yaklasik 4 metreye kadar boylanabilmektedir. Koyu yesil
yapraklarmin alt1 ile cicekleri tasiyan siirglinleri yogun gri beyaz tiiylerle kaplidir.
Parlak pembe ¢iceklerinin 7-15 tanesi bir aradadir (Sekil 1.10). Dikey dogrultudaki
yayilis alani, Anadolu’da 850-2300 metreler arasinda degismekle birlikte, daha c¢ok
1600-2200 metreler arasinda yogunlagmaktadir. Kafkas daglarinda 1000-1600 metrelik

seviyelerdeki (Sekil 1.11) kayin ormanlarinda, R. ponticum ve R. ungernii ile karisik



olarak ya da tek basina topluluklar meydana getirmektedir [14].

Sekil 1.11. Rhododendron smirnovii’in tilkemizdeki yayilig alani [3].

1.2. ORMANGULU BALI

Tirk Gida Kodeksine gore bal, bitki nektarlarmin, bitkilerin canli kisimlarinin,
salgilariin veya bitkilerin canli kisimlar1 {izerinde yasayan bitki emici bdceklerin
salgilariin  bal aris1 tarafindan toplandiktan sonra kendine 0zgii maddelerle
birlestirilerek degisiklige ugratildigi, su igeriginin disiiriildiigii ve petekte depolanarak
olgunlastirildigi dogal bir iiriin olarak tanimlanmaktadir [15]. Balin kimyasal bilesimi
birgok etkene baglidir. Bunlardan en onemlisi nektar ve salginin dogal bilesimidir.

Ayrica iklim kosullar1 ve ariin bal yapma 6zelligi de balin kimyasal bilesiminde etkili
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olmaktadir. Iginde yaklasik 200 bilesik bulunan bal, ortalama %20 nem, %76 seker,
%0.18 kiil, %1 toplam polifenol, protein gibi bilesenlerin yani sira koruyucu olarak a-
tokoferol, flavonoidler ve diger fenolikler, glukoz oksidaz, katalaz ve peroksidaz gibi
enzimleri de igerir [16]. Balin temel bileseni karbonhidrattir. Karbonhidratlarin ise %
85-95’1 glukoz ve fruktozdan ibarettir. Ayrica sakkaroz, maltoz, isomaltoz, melezitoz ve
laktoz gibi sekerler bulunur. Balin yapisinda karbonhidratlardan baska organik asitler,
amino asitler (lisin, histidin, arginin, aspartik asit, serin, glutamik asit, prolin, glisin,
alanin, valin, metionin, 10sin, izolGsin, triosin, fenilalanin, triptofan), mineraller
(potasyum, sodyum, kalsiyum, magnezyum, demir, bakir, mangan, klor, fosfor, kiikiirt,
kiikiirt dioksit, iyot), vitaminler (riboflavin, pantotenik asit, niasin, tiamin, piridoksin,
askorbik asit), enzimler (amilaz, sakkaraz, invertaz, fosfotaz, katalaz, glukoz oksidaz),

aroma maddeleri, ugucu yaglar, mumlar ve polen taneleri mevcuttur [17], [18].

Ormangiilii bali (OGB), cesitli Rhododendron tiirlerinin nektarlarmin bal arilar
tarafindan toplanmasi, dehidre edilip, olgunlastirilmast sonucu olusturulan dogal bir
baldir [3], [5]. Bu bal halk arasinda “deli bal”, “tutan bal” veya “ac1 bal” olarak bilinir
[19], [20]. OGB, yapisinda bulunan grayanotoksin (GTX) bilesiginden dolay1 insanlarda
zehirlenmelere neden olmaktadir [21], [22]. OGB’nin rengi diger ballara gore daha
kirmizi-kahverengidir ve keskin 6zel bir kokusu vardir. Kaynatilirsa ve uzun siire
bekletilirse toksisitesinin kaybolacag: diisiintildiigiinden, halk arasinda bu balin siitle
kaynatilip kopiigi alindiginda zehirsiz hale gelecegine inanilir [23]. Tibbi literatiiriin

yant sira tarih kitaplarinda da konu hakkinda dikkat ¢ekici bilgiler bulunmaktadir.

Yapilan bilimsel ¢alismalarda, OGB’nin yiiksek fenolik madde igerigine ve bundan
dolay1 da yiiksek antioksidan, antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bildirilmektedir
[24]. Dolayisiyla bu bal ne kadar toksik etkiye sahip olsa da insanlar tarafindan bazi
hastaliklarda tedavi edici olarak kullanilmaktadir. Gastrointestinal hastaliklarin,
diyabetin, hipertansiyonun, koroner arter hastaliinin ve seksiiel performansin
arttirtlmasinda alternatif tedavi amaciyla kullanildigir yoniinde bilgiler mevcuttur [25]-
[30]. Tasdemir ve arkadaslari [31], deli balin 6zellikle Kuzey Anadolu’da romatizmal
agrilarda, dis agrilarinin tedavisinde analjezik olarak, soguk alginliklarinda, 6demde,
hem igten hem de distan tedavide kullanildigini, Sitliipinar ve arkadaslar1 [32] bazi
gastrointestinal hastaliklarin iyilestirilmesinde 1-2 ¢ay kasigi deli balin kullanildigini

bildirmislerdir. Ayrica Rhododendron tiirlerinden elde edilen ekstraktlar, Japonya’da
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alternatif tipta kullanilmaktadir [33].

Silici ve arkadaslar1 [24] tarafindan 2010 yilinda yapilan bir ¢alismada, 14 farkli
OGB’de organik asitler, fenoller, ketonlar, alkoller, 1,2 benzendikarboksilik asit, tributil
fosfat, stearik asit, propanoik asit, benzen, etilenfenil asetat ve benzofenon gibi 72 farkl
bilesik tespit edilmistir. Ayrica OGB; Cu, Cd, Pb, Co, Cr, Ni, Al, Se, Zn, Mn, F, K, Ca
ve Mg elementlerini igermekte ve bu balda Cu, Co, Cr, Ni, Se, Zn, Ca ve Mg diger
cicek ballarina gore daha yiiksek Al, Mn, F ve daha az K bulunmaktadir [34].

1.3. ORMANGULU BALININ TARIHCESI

OGB zehirlenmesinden ilk defa MO 401°de, Atinali tarih¢i ve ordu komutan: olan
Xenephon tarafindan bahsedilmistir [35], [36]. Ceviri ismi ‘‘Onbinlerin Doniisii’” olan
ve OGB zehirlenmesinin etkisinin ilk olarak anlatildig1 Xsenefon’un ‘‘Sirus’un Sevki’’
giinliiglinde bugilinkii Trabzon sehri yakinlarinda gectigi anlasilan su dikkat cekici
hikaye yer almaktadir.

“Colchianlarin dagina ¢ikip yerlilerini bozguna ugrattiktan sonra, Yunanlilar onlarin
koylerinde kamp kurdular. Orada onlara garip gelen bir sey yoktu, ama art kovanlarinin
coklugu alisumisin disindaydi ve bu bal peteklerinden yiyen askerlerin hepsi suurlarim
kaybettiler, kustular ve ishal oldular. Ayrica hi¢ birisi ayakta duramiyordu; sadece az yiyenler
asirt sarhos, fazla yiyenler ¢ildirma noktasinda, bazilari ise oliim derecesindeydi. Baldan yiyen
askerlerin hepsi yere yigilip kaldilar. Orada sanki biiyiik bir yenilgi olmustu ve genel bir hiiziin
ve ¢okiintii hali vardi. Ertesi giin onlardan hi¢cbiri 6lii bulunmadi ve suurlarini geri kazandilar,
tictincii ve dordiincii giinde ise sanki bir beden egitimi yapmiscasina ayaga kalktilar [37].”

MO 67°de Kral Mithradates IV tarafindan OGB, Kuzeydogu Anadolu’da Pompey’in
ordularina karsi kullanilmistir. Mithradates basdanisman Yunanli tabip Kateus’un
tavsiyesi tlizerine, ilerleyen Romalilarin yolu iizerine i¢i deli bal ile dolu petekler
yerlestirmis ve taktiksel bir geri ¢ekilme yapmistir. Bu peteklerden yiyen Romalilar

bitkin diiserek kolayca etkisiz hale getirilmistir.

Ondokuzuncu yiizyllda Avrupa ve Kuzey Amerika’da OGB zehirlenme vakalari
bildirilmistir. 1896’da Amerikan eczacilar birliginin yillik toplantisinda konusan Kebler,
ABD’deki OGB zehirlenmesi vakalarini literatiire kazandirmistir [38]. Konusmasinda,
Kuzey Anadolu’da, Sanni kirsalinda delilik meydana getiren bir bal cinsine rastlandigini
ve bu balin “Maenomenon” olarak adlandirildigini belirtmistir. Bu zehir genel olarak
ormanlar1 bol olan yerdeki Rhododenron (ormangiilii) ¢igeklerine atfedilmistir. Kebler

konusmasinda kendi vakalarinin yani sira daha 6nce yapilmis diger ¢aligmalara da yer
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vermistir. Kebler’e gore Barton, OGB zehirlenmesinin etkilerini rapor eden ilk
Amerikalidir. Barton, bulgularini ilk defa Amerikan Filozoflar Toplulugunda 1794’de
okumus, 1802°de de bir makalesinde bunlar1 yayinlamistir. 1891 yilinda Plugge,
Ericaceae familyasindan birgok bitki iizerinde calisma yapmis ve bu bitkilerdeki aktif
maddenin andromedotoxin (grayanatoksin) oldugunu kesfetmistir [39]. British Medical
Journal’m 1999 yilinda yeniden basilan 1899 yili makalesi de, tipik bir OGB zehirlenme
vakas1 lzerinedir. Dioscorides, Diyotaras Siculus ve Aristotle, Heraklea pontica’nin
(Rhododendron’un bir tiiriidiir) yilin belli zamanlarinda toplanan balin meydana
getirdigi deli edici etkilerden bahsederler. J.P. Tournefort zehirli balin Azalea
pontica’dan kaynaklandigini tanimlar ve bu baldan kim yerse onu aptallastirdigindan
bahseder [38].

Tiirkiye’de OGB ile ilgili ilk arastirma Bucak tarafindan 1938 yilinda yapilmistir.
Bucak bali mikroskopik olarak incelemis ve balin iginde Rhododendron polenlerini
tamimlamistir [40]. Biberoglu ve arkadaglari [41] 1984 ile 1986 yillar1 arasinda
OGB’den zehirlenen 16 hastayi incelemis, bu ballarda GTX tespit etmistir. 1991 yilinda
Onat ve arkadaglar1 [42] ratlarin peritonuna OGB enjekte etmisler ve kalp hizlarinin
azaldigim ayrica solunumlarinin yiizeysellestigini tespit etmislerdir. Ozhan ve
arkadaglar1 [43] 2002 yilinda acil servislerine bagvuran OGB zehirlenmesi olarak
diistindiikleri 19 vakay: retrospektif olarak incelemisler ve 19 vakanin 15’inde siniis
bradikardisi, 4’ilinde ise AV tam blok tespit etmislerdir. Hastalarin 30—180 mg arasinda
bal yedikleri tespit edilmis olup, hepsi 2-9 saat arasinda 0,5-2 mg atropine cevap

vermis Ve 24 saat igerisinde kan basinglari diizelmistir.

1.4. ORMANGULU BALI ZEHIRLENMESI

OGB belli bir dozun iizerinde tiiketildiginde zehirlenmeye sebep olmaktadir. Yapilan
aragtirmalarda 50 mg/kg'dan (yaklasik 1 ¢ay kasigl) fazla tliketmenin ciddi
zehirlenmelere sebep olabilecegi ve zehirlenme siddetinin tiiketilen bal miktarina bagl
oldugu belirtilmistir [44]. Zehirlenme belirtileri, bal tiiketildikten 20 dakika ile 3 saat
arasinda ortaya ¢ikar ve zehirlenme ciddi boyutta degil ise 1-2 giin i¢inde kisi diizelir
[45], [46]. OGB zehirlenmesi, 6zellikle Tiirkiye’de Karadeniz Bolgesi’nde sik rastlanan
bir durumdur. Bununla birlikte, Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Kore, Almanya ve
Avusturya’dan bildirilen vakalar vardir [47].
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OGB’nin etken maddesi olan GTX, hipotansiyon, aritmi, solunum depresyonu, bulanti,
kusma, bag donmesi, torsiyon spazmina ve merkezi sinir sistemini etkileyerek spontan
harekette azalmanin dahil oldugu ¢ok genis bir sistemik etkiye sahiptir [32]-[48]. Doza
bagli olmakla beraber, ilk Once tiikrikk sekresyonunda artis, kusma ve sersemlik
hissedilir. Devaminda bradikardi, hipotansiyon, nabizdaki belirgin diisiis, santral sinir
sistemi etkileri, atrioventrikiiler (AV) blok, solunum depresyonu gelir. Kontrol altina

alinmazsa oOlimle sonuglanabilir [49]. Ancak literatiirde Oliimciil bir vaka

bildirilmemistir [22], [23], [35], [50], [51].

OGB ile ilgili yayinlanmis ¢alismalarin ¢ogu, bal yedikten sonra bir takim sikayetler ile
acil servise giden hasta vakalartyla ile ilgili olgu sunumlaridir [23], [35], [51]-[53].
Cigek ve arkadaslarmin [50] yaymnlamis oldugu bir olgu raporunda OGB tiiketen 58
yasindaki bir erkek hastada bas donmesi, halsizlik, bulanti ve baygimnlik hissiyle acil
servise bagvurmasi sonucu hipotansiyon ve bradikardi gozlendigi belirtilmistir. OGB
tikettikten sonra bas donmesi ve bulantis1 olan 46 yasindaki bir erkek hastay1 inceleyen
Inci ve arkadaslar1 [51] hastanin siniis bradikardisi ve hipotansiyonu oldugunu tespit
etmislerdir. Ayrica deli bal zehirlenmesi sonucu bir hastada asistoli tanis1 kondugu [54],
hastalarda atriyoventrikiiler blok olusumu gozlendigi [55], miyokart enfarktiisiin ortaga
ciktig1 [56] bildirilmistir. Giindiiz ve arkadaslarinin [35] 2008 yilinda yapmis oldugu bir
calismada 12 farkli olgunun incelendigini, olgularin %75’inde spesifik olmayan
bradiaritmi veya sinilis bradikardi rapor edildigini, zehirlenmenin 5-30 gr OGB
tiketilmesiyle ortaya ¢iktigini ve tedavisinin 1-2 mg intravendz atropin ile oldugunu
bildirmistir.

Sinirli sayida olmakla birlikte literatirde OGB ile ilgili deneysel c¢aligmalarda
mevcuttur. Ornegin; Ascioglu ve arkadaslarinin [21], OGB ve ¢icek bali kullanarak
gerceklestirdikleri bir ¢alismanin sonucunda OGB kullanilan kurbaga gastroknemius
kasinda daha fazla kasilma oldugunu bildirmislerdir. Ayrica, Ascioglu ve arkadaslarinin
[57] bir diger arastirmasinda kurbaga siyatik sinirinin potansiyel aktivitesi tizerine farkli
konsantrasyonlardaki OGB’nin etkisini incelemigler ve OGB’nin siyatik sinirde
baslangi¢ uyart voltajint yiikselttigini ve yiikselmenin kullanilan OGB miktar ile
degistigini bildirmislerdir. Oztasan ve arkadaslar1 [26] ratlarda OGB’nin kan glukoz ve
lipit seviyeleri tizerine etkilerini arastirmiglar, OGB’nin hem diabetes mellituslu hem de

kontrol grubu hayvanlarinda kan glukoz ve lipit seviyelerinde anlamli bir diismeye
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sebep oldugunu gostermislerdir. Diger bir ¢alismada, deneysel hipertansiyon olusturulan
siganlarin kan basinci ve kalp hizi 6lgiilmiis ve hipertansiyon olusturulan siganlarda
OGB’nin kan basincim1 ve Kkalp hizimi azalttigi tespit edilmistir [58]. Ertiirk ve
arkadaglar1 [59], OGB’nin antibakteriyel ve antifungal 0zellik gosterdigini
bildirmislerdir. Bir diger ¢alismada, Silici ve arkadaslari [60] ratlarin ¢esitli dokularinda

OGB’nin antioksidant etki gdsterdigini ortaya ¢ikarmiglardir.

1.5. GRAYANOTOKSIN (GTX)

Ormangiillerininde dahil oldugu Fundagiller familyasindaki bitkilerin yapraklarinda,
govdesinde, ¢igeklerinde ve polenlerinde yiiksek miktarda bulunan GTX, 2 hekzamerik
ve 1 pentamerik halkadan olusan diterpenoid bir bilesiktir. Gorevi, bitkiyi boceklerden

ve herbivorlardan korumaktir [61].

GTX’ler daha oOncesinde c¢oklu hidroksilli halkali hidrokarbon bilesikler olarak
andromedotoksin, asetil andremodol ve rodotoksin gibi isimlerle anilmaktaydi. Bunlar
kararli ve 300°C’ye kadar yiiksek sicakliklara dayanikli bilesiklerdir. Gilintimiizde 60
adet bilinen formu tanimlanmistir [62]. GTX’ler GTX-I’den tiirevlenirler. GTX-1, GTX-
Il ve GTX-III’lin kimyasal yapis1 Sekil 1.12°de verilmistir. Bu molekiillerin her biri dort
izopren biriminin (C5) bir araya gelmesiyle meydana gelen yirmi karbonlu (C20)
polihidroksilli siklik hidrokarbonlardir [63].
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Sekil 1.12. Grayanotoksin I, II ve III’lin genel kimyasal yapis1 [64].

OGB’de ana toksik izomer GTX-III olmasina ragmen, GTX-I ve GTX-11I’de az miktarda
bulunmaktadir [61]. GTX-II, daha kararli molekiiler yapiya sahip oldugu i¢in daha geg
hidrolize edilmekte ve bundan dolayr da GTX-I ve GTX III’e gore daha az toksik etki
gostermektedir. GTX-1 ve GTX-III ise daha az kararli molekiiler yapida olmasindan ve
daha cabuk hidrolize olmasindan dolay1r daha toksiktir. Bir ¢esit ndrotoksin olan
GTX’lerin toksik deger siralamasi GTX-II>GTX-I>GTX-II seklindedir [22], [61].
GTX hiicre membraninda bulunan sodyum kanallarini bloke ederek aksiyon potansiyeli
gecirgenligine etki eden bir ndrotoksindir. GTX-1 ve GTX-III bunun i¢in ideal yapiya
sahiptir. Fakat GTX-II bu 6zelligi gostermez [61].

GTX’ler ozellikle dolasim, solunum, sindirim ve santral sinir sistemini etkilemektedir.
GTX-III bilesigi ayrica antikanser, antimikrobiyal, dogal bocek oldiiriicti etkisi
gostermektedir [46], [65]. GTX diisiikk dozlarda alindiginda kalpte kolinerjik etkilerle
bradikardi ve hipotansiyon yaparken, yiiksek dozlarda alinmasi durumunda siirrenal
medulladan epinefrin salgilatarak tasikardi ve hipertansiyon olusturur. Solunum
sisteminde ise diisiik dozlarda soluk almada diizensizlik ve derinlikte azalma, yliksek

dozlarda ise solunum hizlanmasi ve sonrasinda solunum depresyonu yapar [66].
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Yapilan literatiir taramasinda GTX ile ilgili farkli ¢alismalara rastlanmigtir. Narahashi
ve Seyama GTX'in sinir membran depolarizasyon mekanizmasini incelemis ve GTX-
I’in i¢ ya da dis uygulamayla indiiklenen depolarizasyonun dis sodyum
konsantrasyonunu diisiirerek tersine dondiirdiigiinii bildirmislerdir [67]. Zushi ve
arkadaglar1 [68] GTX’in noromiiskiiler baglanti {izerindeki etkisinin muhtemelen
sodyumun membran gecirgenliginde bir artisa sebep olmasina bagli oldugu ve hem
presinaptik hem de postsinaptik membranlarin depolarizasyonu ile sonuglandigi
sonucuna varmislardir. Kobayashi ve arkadaslar1 [48] GTX-I’in fare ve tavuklar
tizerindeki gelisimsel toksisitesini inceledikleri bir ¢alismada; farelerde 1.5 mg/kg GTX-
I’in baz1 hayvanlarin 6lmesine neden oldugunu, ancak embriyotoksisite veya
teratojenisite (fetiisde gelisimsel anomali) tespit edilmedigini, tavuklarda ise yumurta
bagma 0.1-1.0 ng GTX-1I’in embriyotoksik ve teratojenik etki gostermedigi halde 10 ug
GTX-I’in oldiiriict etki gosterdigini rapor etmiglerdir. Onat ve arkadaslar1 [69], hayvan
deneylerinde GTX’in respiratuar ve kardiyak etkileri ile merkezi sinir sistemi ve
periferik etkilerini incelemiglerdir. Sonugta GTX’in farelerde bradikardi ve respiratuar
depresyona neden oldugunu gostermislerdir. Ayni ¢alismada GTX’in bradikardik
etkisinin bilateral vagotomi ile ortadan kalktigi gosterilmis ve GTX’in bradikardik
etkilerinin, nervus vagus ile periferal yoldan olustugu sonucuna varilmistir [69].
Ascioglu ve arkadaslari [57] ratlar izerinde GTX-I’in karaciger ve bobrek fonksiyonlart
tizerine etkisini arastirmislardir. Analizler sonucunda deneklerin idrarinda protein, kan
ve keton seviyelerinde azalma goriildiigii bildirilirken, glutamik priivik transaminaz,
laktat dehidrogenaz aktivitelerinde artis oldugu bildirilmistir. Kim ve arkadaslar1 [70]
ratlar tizerinde GTX-III’lin voltaj bagimli néronlarda sinaptik transmisyonda etkilerinin
oldugunu, post-sinaptik voltaj bagimli sodyum kanallarini1 bloke ettigini belirtmislerdir.
Ayrica GTX’lerin iskelet ve kardiyak kaslar iizerine bradikardi gibi toksik etkilerinin
yant sira merkezi sinir sistemiyle periferal sinir sistemi iizerine de ndrotransmisyon
maddeleri etkileyerek toksiteye sebep oldugunu ve 1 puM GTX-III’iin bazi
norokimyasallarin (GABA, glutamik asit gibi) frekansini artirdigini bildirmislerdir [70].
Gilinlimiizde, bir¢ok bilimsel ¢alismada rapor edildigi iizere, GTX’in hiicre iizerindeki
toksik etkilerinin voltaj bagimli sodyum kanallart {izerinde meydana geldigi
bilinmektedir [35], [67], [71].
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1.6. VOLTAJ BAGIMLI SODYUM KANALI

Iyon kanallar;, Na* K* CI" ve Ca®" gibi spesifik iyonlarn hizli bir sekilde membran
boyunca ilerlemesini saglayan membranin i¢i ile dis1 arasinda uzanan integral
proteinlerdir [72]. Iyon kanallarinin acilmasi ve kapanmasi voltaj-bagimli, ligand-
bagimli ve/veya mekanik-bagimli olabilir. Bir kanalin herhangi bir sekilde aktive
olmasi, kanalin konformasyonunda degisime neden olarak kanalin agilmasini veya
kapanmasini saglar. [73], [74]. Voltaj bagimli sodyum kanallari néron ve kas hiicreleri
gibi temelde uyarilabilir hiicrelerde aksiyon potansiyelinin {retiminden sorumlu
proteinlerdir. Bu kanallar hayvan hiicrelerinde, aksiyon potansiyelinin depolarizasyon
fazinin primer sorumlusu olarak, elektriksel uyarilabilirligin diizenlenmesinde gorev
alan baslica iyon kanalidir [75]. Zar depolarizasyonu sirasinda hiicre igine hizlica Na*
iyonlarinin gecisine aracilik ederek, noronlarda ve kas hiicreleri gibi uyarilabilen
hiicrelerde aksiyon potansiyelinin iiretimini ve yayilimini saglarlar. Bu kanallarin Na*
iyonlarinin hiicre igine girisini saglayan temel fonksiyonlari, sahip olduklar1 voltaj
bagimli aktivasyon, se¢ici iyon iletimi ve hizli inaktivasyon 6zelliklerine dayanmaktadir

[76], [77].

Na kanal1 220-260 kDa agirliginda bir a alt tinitesi ve yaklasik 30-40 kDa agirliginda
bir veya iki yardimci B alt Ginitesinden meydana gelen heteromerik bir komplekstir [78].
a alt iinitesi, her biri 6 hidrofobik zar gecisli segment (S1-S6) iceren 4 homolog kisim
(DI-DIV)’den meydana gelmektedir [78]. Sodyum iyon kanalinin a alt birimi tek basina
islevseldir ve iyon secici kanal olusturma yetenegine sahiptir [79]. Sekil 1.13'de voltaj

bagimli sodyum kanalinin yapisi gosterilmistir.
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(- alt imte

Sekil 1.13. Voltaj bagimli sodyum kanalinin yapisi [80].

Sodyum kanallariyla ilgili yapilan farkli ¢aligmalarda voltaj bagimli sodyum kanallari
lizerine etki gosteren norotoksinlerin  molekiiler mekanizmasi incelenmistir.
Norotoksinlerin voltaj duyarli sodyum kanallarint meydana getiren makromolekiillere 6zgiil
olarak baglandig1 ve 6zelliklerini degistirdigi bilinmektedir. Cesitli toksinlerin sodyum
kanallar1 lizerinde hangi bolgelere etki ettikleri aragtirillmis ve 5 ayr1 grup baglanma

bolgesi tanimlanmustir.
e Norotoksin Reseptdr Bolgesi 1

Makromolekiilin bu reseptér bolgesine tetradotoksin ve saksitoksin (saxitoksin)

toksinleri baglanir ve Na* gecis yolunda Na* iyonu gegisini 6nler (inhibe eder).
e Norotoksin Reseptor Bolgesi 2

Makromolekiiliin bu bolgesine lipitlerde eriyen toksinler baglanirlar. Grayanotoksin ve
alkolaoidlerden veratridin, akonitin ve batrakotoksin (batrachotoxin) bu gruptandir. Bu
zehirler membranin istiharat potansiyelinde bile Na* gecis yollarin1 devamli aktive eder
ve inaktive edilmelerini 6nlerler. Buna gore, bu tiir zehirler Na* gecis yollarinin voltaj

duyarl bolgesine baglanmaktadirlar.

16



e Norotoksin Reseptor Bolgesi 3

Kuzey Afrika akrebi (scorpion a-toksin) zehiri makromolekiiliin bu bolgesine baglanir
ve Na* gecis yolunun inaktive edilmesini yavas bir bigimde &nler. Reseptor bolgesi 3,
makromolekiiliin voltaj bagimli kismimin konformasyonel degisikligi ile ilgili oldugu

diistiniilmektedir.
e Norotoksin Reseptdr Bolgesi 4

Amerika akrebi zehiri (scorpion B-toksin) bu bolgeye baglanir ve Na* gegis yolunun

aktive edilmesini kuvvetlendirir [81].
e Norotoksin Reseptdr Bolgesi 5

Batrakotoksin ve reseptdr bolgesi II’de etki eden diger toksinler gibi, sirasiyla
Ptychodiscus brevis ve Gambierdicus toxicus dinoflagellatlarindan izole edilen lipitte
¢Oziiniir brevetoksinler ve ciguatoksinler, sodyum kanali aktivitesini arttirir. Norotoksin
reseptor bolgesi 5’e baglanirlar ve aktivasyonda daha negatif zar potansiyellerine ve

inaktivasyon bloguna neden olurlar [82]-[84].

Sekil 1.14 sodyum kanalima baglanan noérotoksinlerin baglanma boélgelerini

gostermektedir.
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Sekil 1.14. Voltaj bagimli sodyum kanalina bazi nérotoksinlerin baglandigi bolgeler
[85].
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Grayanotoksinin de i¢inde bulundugu reseptor 2 bolgesine baglanan toksinler kanallarin
daha kolay acilacagi ve daha uzun siire agik kalacagi sekilde sodyum kanallarin1t modiile
ettiklerinden sodyum kanali aktivatorii olarak bilinirler. Sodyum kanallarinin agiri

duyarliligi, epileptik nobet ve kardiyak aritmilerin olusumu ile yakindan iligkilidir [86].

1.7. KALP KASI

Dolagimin ana merkezi ve motoru olarak islev goren kalp, i¢indeki kani viicut ve
akcigerlere pompalar. Pompalama islevi, kalp kasmin ritmik olarak kasilmasi ve
gevsemesi ile basarilir. Kalp kasinin kasilmasindaki molekiiler mekanizmalar iskelet
kasininkine benzer, ancak kalp kasi iskelet kasindan farkli olarak, sinirsel kontrol

olmadan da, eszamanl olarak kendiliginden kasilabilmektedir [87].

Kalp 4 ana bosluktan olusur. Ustte yer alan bosluklara atrium (kulakgik) altta yer alan
bosluklara ise ventrikiiliis (karincik) denir (Sekil 1.15). Atriyum ventikiil igin zayif bir
hazirlayict pompa islevi goriir ve gorevi kanin ventrikiillere taginmasina yardimci
olmaktir. Ventrikiil ise kan1i pulmoner ya da periferik dolasima gonderen ana

pompalama kuvvetini saglar [88].

Aotk Ark

———

Sinoatrial (SA)
dugum

Atnoventrikiler (AV)

diGum
Alroventnkuler domet

Left Ventrkid

Sag vo Sol His
Demetieri

Sad Atrium

Sag Ventrikul

Purkinge Lifleri

Sekil 1.15. Kalbin yapisi.

Kalp duvarlarmin kalin tabakasi olan miyokard kalbin kasilmasinda gorevlidir. Bu
tabaka kendine 6zgii bir gesit ¢izgili kas yapisina sahiptir. Digaridan epikard ile igeriden
ise endokard ile kaplanmistir. Sekil 1.16°da kalp tabakalar1 goriilmektedir. Ventrikulus

duvarindaki kas tabakasi ile atrium duvarindaki kas tabakasi birbirlerinden 6zel bir yap1
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ile ayrilmistir. Boylelikle ventrikuluslar ile atriumlar ayr1 ayri c¢alisabilmektedir.
Ventrikuluslarin kas tabakasi atrium’larin kas tabakasindan ¢ok daha kalindir. Bu
kalinlik fonksiyonel farkliligindan kaynaklanmaktadir [89]. Miyokard tabakasimnin en
kalin oldugu boliim kalbin apeks (ug) kismudir.

(kalbin arter ve
etrafindaki\ Myokarda

kalp kas:
(ventrikGl duvan)
~ endokard

(ic katman)
miyokard
(kalp kas:)
epikard ________\ A= R —

_ (dis katman)

Sekil 1.16. Kalbin tabakalari.

Kalp kast hem iskelet kas1 hem de diiz kaslarin 6zelliklerini gosterir. Kalp kasinda
bulunan ince aktin filamentler ile kalin miyozin filamentler ¢izgili kaslardakine benzer
sekilde diizenlenmesinden otiirii kalp kasi hiicreleri iskelet kas1 goriintimiindedir fakat

cizgili kas hiicrelerinden daha kisadir [88].

Kalp kast her biri 6zel islevler iistlenmis degisik tiirlerde hiicrelerden olusur. Bir kismi
kalbin otomatik ritmini olustururken, bir kismi uyarti iletimini, diger bir kismi ise
kasilma islevlerini iistlenmistir [87]. Kardiyomiyositler kendi aralarinda gap-junction
denilen 6zel baglant1 elemanlari igerirler. Hiicreler arasi yiiksek gecirgenlige sahip olan
bu baglanti elemanlari, hem komsu hiicrelerle mekanik baglantiyi, hem de iyonik
akimlarin ve kii¢iik molekiillerin iletimini saglarlar. Bu sayede kalbe gelen uyari, tim

kalbe kolayca yayilir ve miyositler topluca kasilirlar [88].

Kalp hiicrelerindeki aksiyon potansiyelleri, iskelet kasi hiicrelerinden farkli oldugu
gibi, kalp hiicreleri arasinda da farkhiliklar vardir. Bu farklar iyon kanallart
farkliliklarindan kaynaklanir. Kalpte dominant olarak Na*, K* ve Ca** gibi voltaj
duyarl iyon kanallar1 mevcuttur. Membran potansiyelinin degisimine bagli olarak bu

kanallar agilir veya kapanir. Kalp kasi hiicrelerinin zar yapisi; yiiksek direngli lipit ¢ift
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tabakasi, hiicre icinin disina gore milivoltlar diizeyinde negatif olan dinlenim zar
potansiyeli gibi baz1 temel elektriksel 6zelliklere sahiptir. Zarda yer alan voltaj bagimh
iyon kanallarinin 6zellikleri ve ¢esitliligi, kalbe kendiliginden ¢alisabilme (fonksiyonel
sinsityum) Ozelliginin yansira aksiyon potansiyellerinin bi¢imini de belirler. Bunlar
sadece hiicrede kasilmay1 tetiklemekle kalmaz ayn1 zamanda pek ¢ok hiicrenin kasilma
boyunca varligin1 siirdiirerek kasilmay: kontrol edip, kalbin bir pompa gibi ¢alismasin
da saglar [90].

Iskelet kaslar1 sadece uyarildiklar1 zaman kasildiklar1 halde, kalp disaridan bir uyar
olmaksizin ritmik olarak aksiyon potansiyeli olusturma yetenegi olan ve sinoatrial (SA)
ve atriyoventrikiiler (AV) diigiimlerde bulunan hiicrelere (pacemaker) sahiptir. Tiim

elektriksel uyarilart baglatan SA diigiimlerdir.

Kalp hiicrelerinde tipik bir aksiyon potansiyeli Sekil 1.17°de goriildiigii gibi 5 evreye
ayrilir. Kalbin bu aksiyon potansiyeli fazlarindan birinde herhangi bir bozukluk olmasi
kalbin ritminin bozulmasina sebep olur. Bir kalp kasi hiicresinin aksiyon potansiyeli

evreleri kisaca su sekilde 6zetlenebilir:

e Hizh Yiikselme Evresi (Faz 0): Voltaj bagimli Na* kanallar1 agilir ve hiicre icine

hizli Na* akimi olur.

e Erken Repolarizasyon Evresi (Faz 1): Na* kanallar1 inaktive olur. Voltaj bagimli
K" kanallar1 agilir. Bu arada hiicre disinda kisa siireli K" artis olur.

e Plato evresi (Faz 2): Voltaja duyarli Ca*® kanallar1 agilir ve hiicre igine Ca*
akimi baglar.

e Repolarizasyon Evresi (Faz 3): Ca*? kanallar1 kapanir, K* kanallar1 agilir. Hiicre
disina K* cikigt nedeniyle hiicre zarinda repolarizasyon olur. Bu fazda hiicre
icinde K™ azalir Na" artar.

o lleri Akim Evresi (Faz 4): Sodyuma olan gegirgenlik giderek artar. Bu

dengesizlik Na/K ATPaz tarafindan dengelenir. Hiicre bir sonraki aksiyon

potansiyelinin esik voltajina ¢ikar.

20



Sekil 1.17. Miyokard hiicresi aksiyon potansiyeli fazlari.

Daha 6ncede bahsedildigi gibi GTX’ler etkilerini hiicre membranindaki Na kanallarinin
grup II reseptor bolgesine baglanarak, kanali aktive etmek yoluyla gosterirler. GTXler,
sodyum kanallarinin aktivasyon kapilarina depolarizasyon sirasinda baglanarak gerilimi
artirirlar. Bu artan gerilimin, sodyum kanallarinin farkli alt {initelerininin etkinliklerini
degistirdigi yapilan g¢alismalarla ortaya konulmustur. Kardiyak tutulumda kardiyak
sodyum kanallar1 alt {initelerinin ve iskelet kasinda Mj; (muskarinik reseptor) alt

tinitelerinin etkinligi vurgulanmistir [23], [70].
GTX’in voltaj bagimli Na kanallar1 tizerindeki etkisi {i¢c asamalidir.

1- GTX, voltaj bagimli Na kanallarina agilma fazinda baglanir.

2- Kanallar modifiye olur ve inaktivasyonu engellenir.

3- Son olarak, modifiye Na kanallarin aktivasyon potansiyeli, sodyum kanalinin
hiperpolarizasyonuna neden olur. Bu durum hiicre membraninin voltaj bagimli
aktivasyonuna [71] ve hiicrenin depolarize durumda kalmasina neden olur [91]
yani repolarizasyon engellenir. Bu da sinoatriyal nodda aksiyon potansiyelinin
zayiflamasina, yani siniis nod disfonksiyonuna neden olur [91]. Bu durum doza
bagl olarak hipotansiyona, bradikardiye ve solunum hizi depresyonuna neden

olur.
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1.8. ELEKTROMANYETIK ISIMA VE SPEKTROSKOPI

Elektromanyetik 1s1ma, uzayda yiliksek hizla hareket eden bir enerji tiiridiir.
Elektromanyetik 1s1manin en ¢ok karsilasilan tiirleri, gozle algiladigimiz goriiniir 151k ve
1s1 seklinde algiladigimiz infrared (kizilotesi) 1sinlaridir. Elektromanyetik 1s1ma, dalga
frekanslarina gore; radyo dalgalari, mikrodalgalar, kizil6tesi, goriiniir 151k, ultraviyole, x
isinlar1 ve gama 1sinlart olmak iizere yedi grupta smiflandirihir [92]. Sekil 1.18°de

elektromanyetik spektrum gosterilmistir.

X  Gama

Radyo Mirodalga Kiziotesi Utraviyole  Isinlan  Isinlan
Dalgaboyu | | | | | |

10} 0 1% / 10 10% 1010 0l
Gorlnir

15tk

700 nm 400 am

Sekil 1.18. Elektromanyetik spektrum [92].

Elektromanyetik 1s1ma madde ile etkilesime gectiginde, frekans degisiklikleriyle
beraber niteliksel olarak davramig degisiklikleri de meydana gelir. Elektromanyetik
1sima ve madde arasindaki etkilesim; elektronlar veya atomlarin enerji diizeyleri
arasinda gecise neden olabilir. Elektronlar, bir enerji diizeyinden diger bir enerji

diizeyine gecisleri sirasinda enerjiye ihtiya¢ duyarlar. Ik uyarilmis durum ile temel
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durum arasinda, olas1 elektron gegisleri meydana gelebilir [93]. Sekil 1.19°da tipik bir

enerji diizey diyagrami gosterilmistir.

\ e |Ik Uyarilmis Durum
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Bir molekiildeki elektronlar ve ¢ekirdek ya da atomlar arasindaki mesafe
Sekil 1.19. Enerji diizey diyagrami [93].

Spektroskopi, bir maddedeki atom, molekiill veya iyonlarin, bir enerji diizeyinden
digerine gecisleri sirasinda sogurulan, sacilan veya yayilan elektromanyetik 1simanin
Olglilmesi ve yorumlanmasi olarak tanimlanabilir [94]. Spektroskopinin arastirma

konusu elektromanyetik 151ma ile madde arasindaki etkilesimdir.

1.9. INFRARED (KIZILOTESI) SPEKTROSKOPISi

Infrared (IR) spektroskopisi, kiziltesi 1ginlar ile molekiil arasindaki etkilesimi esas alan
spektroskopik yontemlerden birisidir. Bir molekiildeki elektron veya atomlarin temel
durumu ile ilk uyarilmis durumu arasindaki gecis kizildtesi bolgesindeki 1sinlarin
emilimiyle gerceklesir. Kizilotesi spektrumu, molekiildeki 6zel fonksiyonel gruplarin
kimyasal baglarindaki karakteristik titresimler tarafindan iretilir. Bir bilesigin titresim
spektrumu o bilesige Ozgldiir ve optik izomerler disinda higbir bilesigin titresim
spektrumu birbirleri ile ayn1 degildir. Her bir fonksiyon grubunun teshisi o grup i¢in
belirgin olan titresim dalga sayis1 ile saglanir. Degisik fonksiyonel gruplara ait titresim
dalga sayilari, daha Once literatiirde yer verilen bilgilerden veya atlaslardan
faydalanilarak tanimlanmaya g¢alisilir [95].
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Kizilotesi (Infrared=IR) bolge, elektromanyetik spektrumun 400 cm™ ile 4 cm®

araligindaki uzak infrared bolge, 4000 cm™ ile 400 cm™ araligindaki orta infrared bolge
ve 14000 cm™ ile 4000 cm™ araligindaki yakin infrared bélge olarak tanimlanan 3
bélgesinden olusmaktadir (Cizelge 1.1). Elektromanyetik spektrumun 4000 cm™ ile 400
cm™ arasini kapsayan orta infrared bolgede titresimsel gegisler meydana gelmektedir.
Bu bolgede gerceklesen infrared absorpsiyonu sonucu olusan titresim bantlar1 bir¢ok
molekiiliin nicel ya da nitel analizinde kullanildig1 gibi belirli kimyasal gruplarin

taninmasina da yardimei olmaktadirlar [96], [97].

Cizelge 1.1 infrared spektral bolgeler [98].

Bolge Dalga sayist araligt (cm™) Dalga boyu (um)
Yakmn-IR 14000-4000 0.8-2,5
Orta-IR 4000-400 2.5-25
Uzak-IR 400-4 25-1000

Kizilétesi 151n sogurulmasi, molekiiliin titresim ve donme hareketlerinde degisimler

meydana getirir [99]. Molekiiler titresimler iki grupta toplanabilir:

1. Gerilme titresimi: Bag ekseni dogrultusunda uzama ve kisalma hareketidir. Yer
degistirme vektorleri bag uzunlugundaki degismeyi verir. Gerilme titresimi
simetrik ve antisimetrik olmak iizere iki sekilde meydana gelir.

Simetrik gerilme: Molekiiliin biitiin baglarinin uzamas1 veya kisalmasi
hareketine denir.

Antisimetrik gerilme: Baglarin bir veya birkaginin uzarken digerlerinin
kisalmasi hareketine denir.

2. Egilme titresimleri: Diizlem boyunca olan titresim yani iki bag arasindaki aginin
degismesidir. Dort tipi vardir: Sallanma, salinma, biikiilme ve makaslama (Sekil

1.20).
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Sekil 1.20. Bir kizilotesi spektrumunda titresim hareketleri [100].

1.10. FOURIER DONUSUM KIZILOTESI (FTIR) SPEKTROSKOPiSi

Fourier dontisim kizilotesi (FTIR) spektroskopisi, kizilotesi dalga boyunda
elektromanyetik 1s1ma uygulamasiyla molekiillerin titresimlerini 6l¢erek degisik titresim
gruplarii goriintiileyen ve boylece molekiillerin mikro ¢evresi hakkinda 6nemli bilgiler
veren hassas bir tekniktir. FTIR spektroskopisi, matematiksel bir metod olan Fourier
transformasyonu uygulayarak veriyi zaman alanindan frekans alanina aktaran 6zel bir
kizil6tesi spektroskopisi teknigidir. FTIR spektrometresi, ilk olarak bir Michelson
interferometresi kullanarak 6rnekten gelen sinyallerin bir interferogramini toplar. Daha

sonra bu interferograma Fourier dontisiimii uygulayarak bir spektrum elde eder.
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Interferometre, gelen kizildtesi 1sinlar bir 1510 ayiricr kullanarak iki optik 1sma ayirir.
Bir 151n sabit alandaki diiz bir aynaya gider. Diger 151n, 151n ayiricidan ayrilip ¢ok kisa
bir mesafeye hareket eden diiz bir aynaya gider. ki 151n kendi aynalarindan geri gelirler
ve 1smn aymricisinda tekrar karsilastiklarinda birlesirler. Interferometredeki sinyal,
birbirleriyle birlesen bu iki 1s1inin sonucudur. Elde edilen bu sinyal interferogram olarak

adlandirilir [101]. Sekil 1.21°de FTIR spektroskopisinin ¢alisma prensibi verilmistir.
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Sekil 1.21. Fourier doniisiim kizilotesi (FTIR) spektrometresi [101].

Bir interferogramda, kaynaktan gelen sinyaller her kiziltesi frekans hakkinda bilgi
verir ve ayni zamanda biitlin frekanslarda 6l¢iilmiis olur. Spektranin veri analizi igin
frekanslar  kullanilir.  Fourier doniisiimii  spektrometre bilgisayart tarafindan

gerceklestirilir ve interferogrami absorbans-frekans spektrumuna dontstiiriir. Bu
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dontisiim ya dalga boyuna kars1 absorbans grafigi olarak gosterilir ya da genellikle daha

ileri analizler icin frekans (cm™) olarak sunulur.

FTIR spektroskopisinden elde edilen bir spektrum, bir bilesigin yapisindaki bag tiirleri,
fonksiyonel gruplar ve dolayisiyla sistemdeki molekiillerin belirlenmesini saglar ve

bunlarin konsantrasyonu, yap1 ve fonksiyonu hakkinda énemli bilgiler verir.

FTIR spektroskopisi ile kullanilan 6rnege zarar vermeden biyolojik sistemler hakkinda
degerli bilgiler elde edilebilir [102], [103]. Bu teknik kullanilarak ¢ok diisiik
konsantrasyondaki ornekler hem in vivo hem in vitro kosullarda incelenebilmekte;
protein, lipit, DNA, kolesterol, karbonhidrat gibi hiicrelerin yapitasi molekiillerinin
fonksiyonel gruplarindaki degisimler ve dolayisiyla bu fonksiyonel gruplarin ait
olduklar1 molekiillerdeki degisiklikler hassaslikla belirlenebilmektedir [102], [104]-
[113].

Genel olarak FTIR spektroskopisinde kullanilan degiskenler bant siddeti/bandin altinda
kalan alan, bant konumu (frekans degeri) ve bant genisligidir. Bant siddeti ve alani
maddenin konsantrasyonu hakkinda bilgi verirken, bant konumu diizen/dilizensizlik
hakkinda, bant genisligi ise dinamik hakkinda bilgi verir [114]-[116]. Ozellikle
biyolojik calismalarda, biyolojik sistemleri onlara zarar vermeden molekiiler diizeyde
inceleyebilmesi nedeniyle FTIR spektroskopisi teknigi daha da 6nem kazanmaktadir

[104], [107], [111]-[113], [117]-[119].

1.11. AZALTILMIS TOPLAM YANSIMA (ATR)-FTIR SPEKTROSKOPISI

ATR-FTIR spektroskopisi en ¢ok kullanilan FTIR teknigidir. Bu spektroskopik teknik,
hi¢c numune hazirlamaya gerek duymadan, orneklerin kalitatif ve kantitatif analizi i¢in
kullanilmaktadir. FTIR spektroskopisi tekniginde orneklerin hazirlanmasi i¢in gereken
stire, azaltilmis toplam yansima (Attenuated Total reflectance=ATR) atagmani takilarak
minimal siireye indirilebilir. Kisa siirede sonug elde edilebilen ATR-FTIR spektroskopi
yontemi ile bir 6rnek icin elde edilen spektral ¢cekimlerin sayist kolaylikla arttirilabilir.
Kizilotesi kaynagindan gelen 1s1nin 6rnek ile temasiyla olusan, 15181in 6rnek icerisinde
toplam i¢ yansimasinda meydana gelen degisimleri belirlemek bu atagmanin temel

prensibini olusturmaktadir (Sekil 1.22).
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Sekil 1.22. Cok yansimali ATR sistemi yapis1 [120].

Bu teknikte bir kizilStesi 1sin belli bir ag1 dogrultusunda yiiksek refraktif indeksi ile
ATR kristaline yonlendirilir. Eger kristalle 6rnek arasindaki ara yiizeyde gelis agisi, iki
yiizey arasinda kirilma endeksi fonksiyonu olarak tanimlanan kritik bir a¢idan daha
fazla ise, toplam i¢ yansima meydana gelir. Bu atagman kullanimi ile kizil6tesi
1sinlardan kaynakli sinyalin elde edilebilmesi i¢in 6rnek ile gelen 1s1min ¢ok yakin bir
temasta olmasi1 gerekmektedir. Bu nedenle, belirli bir basing uygulanarak kristal ve
ornek arasinda yakin temas olmasi saglanmaktadir. Ornek infrared spektrumunun bir
bolgesinde enerji sogurdugu zaman, geriye kalan radyasyon zayiflatilmis olacaktir. Bu
zayiflatilmis radyasyon spektrometre ile tespit edilir ve boylelikle 6rnege ait kizilotesi

spektrumu elde edilmis olur.

ATR i¢in bircok uygun kristal materyalleri bulunmaktadir. Bu kristaller, Germanyum
(Ge), Silika (Si), elmas (Di), ve c¢inko-selenit (ZnSe) ham maddelerinden
olusabilmektedir. Kullanilan 6rnegin 6zelligine ve incelenmek istenen kizilotesi

bolgesine gore kullanilacak kristalin materyali secilmektedir. Bu calismada, orta-IR
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bolgesinde kullanima uygun olan, suya dayanikli, diisik maliyetli Di/ZnSe
(elmas/¢inko-selenit) kristali kullanilmistir. Bu kristal, orta-IR bolgesinde kuru, 1slak

veya sulu 6rnekleri analiz etmek i¢in uygundur.

1.11.1. ATR-FTIR Spektroskopisinin Avantajlari

- Numuneye kimyasal olarak bir 6n islem yapmaya gerek yoktur. Bu teknik ile doku
direkt kristalin {izerine konularak incelenebilir.

- Kati, s1v1 ve gaz formdaki biitiin 6rnekler kolaylikla incelenebilir.

- IR 15181 numunede degisiklik meydana getirmez, fonksiyonel ve yapisal deneyler
icin zararl degildir. Analiz i¢in az miktarda 6rnek yeterlidir. Tek bir spektrumdan,
fonksiyonel gruplardaki tiim degisiklikler aninda tespit edilebilir ve veriler hizli bir
sekilde elde edilebilir.

- Nitel ve nicel yorumlarin yapilmasina olanak saglar [110], [115], [118],
[121]123].

1.12. CALISMANIN AMACI

Literatiirde OGB ile ilgili bir¢ok klinik calismaya rastlamak miimkiindiir. OGB’nin ve
GTX’in kalp tizerinde onemli etkileri oldugu bilinmesine ragmen, bu maddelerin kalp
kas1 lizerinde meydana getirdigi yapisal ve buna bagli fonksiyonel etkileri heniiz
molekiiler diizeyde bilinmemektedir. OGB’nin etken maddesi olan GTX’in hiicre
tizerindeki toksik etkileri hiicre zarindaki protein yapisindaki sodyum kanallar
tizerinden meydana gelmektedir [71]. Kalbin kasilmasinda goérevli olan iyonlarin
konsantrasyonlarmin degismesi birgok kalp hastaligina yol agabilir. Ornegin sodyum
yoklugunda kalbin uyarilabilirligi kaybolur ve kalp durur, ¢linkii aksiyon potansiyeli
ekstraseliiler sodyum iyonuna baglidir [124]. Potasyum iyonunun hiicre dis1 sivida asiri
olmasi, kalbin gevsemesine ve kalp hizinin yavaslamasina neden olur. Potasyum
yogunlugunun normal degerin 2 veya 3 katina ylikselmesi, kalbi zayiflatabilir ve ritmini
bozabilir ki, bu durum 6liime bile neden olabilir. Artan kalsiyum iyonu ise potasyum

iyonlarinin tam tersi etki yaparak kalbi spastik kasilmaya dogru gotiiriir [88].

Kalbin kasilma aktivitesinin siirekli olarak devam etmesi igin gerekli olan enerji
cogunlukla lipitlerden saglanir [125]. Yag asitleri kalbin ana enerji kaynagidir ve kalp

yag asitlerinin en fazla oksidasyona ugratildig1 organdir [126]. Bu nedenle, kalp kasi

29



hiicresindeki lipit homeostazisinin uygun seviyede tutulmasi kalbin normal bir sekilde
fonksiyon gosterebilmesi i¢in ¢ok dnemlidir ve kalp hiicrelerinde lipit homeostazisinin
bozulmas1 énemli sorunlara yol agmaktadir [127]. Ornegin, yag asidi oksidasyonunda
ortaya ¢ikan anormal durumlarin kardiyak aritmilere ve iletim defektlerine,
mitokondriyal yag asidi metabolizmasindaki herhangi bir sorunun kalp krizine sebep
olabilen kardiyomyopati ve aritmilere sebep oldugu bilinmektedir [128]. Son
zamanlarda gergeklestirilen caligmalar, hiicre i¢ci miyokardial ve perikardial lipit
depolarinin 6nemine isaret etmekte ve bu yag depolarinda meydana gelen en kiigiik
degisikliklerin bile kardiyak performansta onemli degisikliklere sebep oldugunu
belirtmektedir [125]. OGB’nin bradikardi ve hipotansiyon gibi kardiyak yan etkilere ve
fonksiyonel bozukluklara sebep oldugu bilinmektedir ancak kalp kasindaki lipitler,
proteinler ve niikleik asitler gibi molekiillerin yapisi ve fonksiyonu iizerinde ne gibi

etkilere sebep oldugu ile ilgili bir ¢alisma mevcut degildir.

Biyolojik bir dokunun fonksiyonunu diizgiin bir sekilde yerine getirmesi yapisiyla
dogrudan iliskilidir ve dokudaki yapisal degisiklikler, c¢alisilan Orneklerin FTIR
spektrumlar1 analiz edilerek direkt olarak goriintiilenebilir. Dokuda meydana gelen
anormal bir durum 6nemli yapisal ve bunu izleyen fonksiyonel degisikliklere sebep
olur. Hiicre diizeyindeki bazi islev bozukluklar1 bircok metabolik hastaligin kaynagidir
[129], [130]. Bu islev bozukluklari, hiicre fonksiyonlarini yiiriiten hiicre zari, iyon
kanallari, reseptorler, organeller ve molekiillerin yapisal ve regiilatér bozukluklar1 ve
birbirleri ile etkilesimlerindeki degisimler sonucunda ortaya ¢ikmaktadir [131]-[133].
Dolayisiyla yapisal ve molekiiler igeriklerdeki degisimleri belirlemeye yonelik
caligmalarin 6nemi biiyiiktiir. Bu nedenle, bu ¢alismada OGB’nin ii¢ farkli dozunun ve
GTX-IIT’iin kalp kasimi olusturan molekiillerin yapisi, kompozisyonu ve fonksiyonu
tizerinde meydana getirdigi molekiiler degisiklikler ATR-FTIR spektroskopisi
kullanilarak ortaya ¢ikarilmaya ¢alisilmistir. Bildigimiz kadariyla, bu ¢alisma OGB’nin
ve GTX-III’tiin kalp kas1 tizerindeki toksik etkilerini molekiiler diizeyde arastiran ilk

caligmadir.
ATR-FTIR spektroskopisi teknigini kullanarak gerceklestirdigimiz bu ¢aligmada;

» OGB ve GTX-II'iin kalp kas dokusundaki doymus ve doymamis lipitler,
proteinler ve niikleik asitlerin miktarlari, yapilar1 ve fonksiyonlar1 iizerinde

meydana getirdigi etkilerin molekiiler diizeyde ortaya ¢ikarilmasi,
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kalp kas dokusunu olusturan hiicrelerin membran akigskanligi ve diizenindeki
degisimlerin incelenmesi,

hiicrede 6nemli hasara yol actig1 bilinen lipit peroksidasyon diizeyinin ortaya
cikarilmasi,

OGB ve GTX-III'tin degisik makromolekiillerin birbirlerine gore konsantrasyon
oranlar1 (lipit/protein, doymamig/doymus lipit orani gibi) ile bu parametrelerde
meydana gelen degisimlerin gosterilmesi,

protein ikincil yapisindaki degisimlerin incelenmesi amaglanmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. SARF MALZEMELER

OGB Diizceli bal treticilerinden, saf olarak uygulanacak olan GTX-III ise Enzo Life

Sciences firmasindan temin edilmistir.

2.2. ORMANGULU BALININ PALINOLOJIK ANALIZi VE GTX-III TAYINi

Calismamizda kullandigimiz balin OGB oldugunu teyit etmek i¢in balda polen analizi
yapilmigtir. OGB’nin palinolojik analizi, Diizce Universitesi, Aricilik Aragtirma
Gelistirme ve Uygulama Merkezi (DAGEM)'de, uluslararasi aricilik otoriteleri
tarafindan gelistirilip kabul edilen bir yontem [134], [135] modifiye edilerek yapilmustir.
Bu yonteme gore iyice karistirilarak homojen hale getirilmis olan bal 6rneginden 5’er g
tartilarak 15 ml’lik falkon tiiplerine aktarilmistir. Tiip tizerine 10 ml distile su (dH20)
ilave edilmistir. Balin ¢6ziinmesini saglamak i¢in falkon tiipleri su banyosunda 45°C
sicaklikta 15 dakika bekletilmistir. Su banyosundan alinan 6rnekler 4000 rpm’de 45
dakika santrifiij edilmistir. Cozeltinin {ist kisimlarinda kalan polenlerin de kaybim
onlemek i¢in istteki siipernatant kisim ependorf tiiplerine esit miktarlarda
paylastirilarak daha yiiksek devirde (13000 rpm de 15 dk) santrifiij edilmistir. Olusan
peletler birlestirildikten sonra mikropipet araciligi ile lam {izerine alinmustir. Steril i3ne
ucuna alinan 1-2 mm?® safraninli gliserin-jelatin lam iizerindeki ¢6zeltiye bulastirilmis ve
her bir lam 1sitic1 tablaya alinarak 40°C’de gliserin jelatinin erimesi ve polenler ile
homojen bir sekilde dagilmasi saglanmistir. Sonrasinda her bir lamin iizerine 18x18
mm?®lik lamel kapatilmistir. Inceleme esnasinda net bir goriintii elde etmek ve bal
iceriginin lam yiizeyine yaklagsmasini saglamak amaciyla preparatlar ters cevrilerek
kurumasi ig¢in bir siire bekletilmistir. Boylece preparatlar mikroskopta incelenecek
duruma getirilmistir. Polen preparatlart Olympus CX21 markali 151k mikroskobunda
incelenmistir. Polenleri tanimlamada immersiyon objektif (100X), saymada ise 40X
objektif kullanilmustir. Polenlerin fotograf ¢ekimi ise Diizce Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Molekiiler Genetik Arastirma Laboratuvarinda bulunan
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Olympus DP26 markali mikroskoba bagli goriintiileme sistemi ile yapilmistir.
incelemelerde hazirlanan her bir preparattaki 18x18 mm?’lik tiim alan taranmustir. Bitki
taksonlarinin tanimlanmasi islemi bittikten sonra tekrar basa doniilmiis ve her bir
preparatta sol bastan baglanarak ortalama 400’1 bulana kadar polen sayimi yapilmistir.
Her bir preparatin sayim sonuglarinin yiizdesi alinarak ormangiilii balinda bulunan
polenlerin dominant (>%45), sekonder (%16-44), mindr (%3-15) ve eser (<%3)
miktardaki oranlar1 saptanmistir [136], [137].

Kullandigimiz OGB’nin igerdigi GTX-III miktar1 ise, Kaplan ve arkadaslar1 [138]
tarafindan gergeklestirilen arastirma kapsaminda LC-MS/MS (Sivi kromotografisi-
Kiitle/Kiitle Spektrometresi) yontemi ile analiz edilmis ve 8 pg/g olarak tespit

edilmistir.

2.3. HAYVAN DENEYLERI

Calisma kapsamindaki hayvan deneyleri Abant Izzet Baysal Universitesi, Deney
Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkez’inde gergeklestirilmis ve biitiin deneysel
prosediirler Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Etik
Kurulu tarafindan onaylanmustir (2015/42). Her bir konsantrasyon ve her bir uygulama
stiresi i¢in, 20-25 g agirliginda, 8-12 haftalik, her biri 6 erkek fare igceren 5 grup
hazirlanmistir (4 deney grubu, 1 kontrol grubu). Farkli konsantrasyonlardaki OGB’nin
suda eritilmesiyle hazirlanan soliisyonlar, kendi grubundaki erkek farelere gram bagina
0,01 ml gelecek sekilde alinarak gavaj yoluyla uygulanmistir. Ayrica bir grup deney
hayvanina da, ticari olarak {iretilmis GTX-III, intraperitonal yolla uygulanmistir.

Uygulamadan 24 saat sonra hayvanlar dekapite edilerek kalp dokular1 ¢ikarilmistir.

2.3.1. Deney Gruplari ve Uygulamalar

Calismamizda kullanilan OGB’nin konsantrasyonlari, toksik doz olarak belirtilen dozun
(50 mg/kg), ¥’si kadar azaltilmis ve arttirilmis konsantrasyonlart olan 25 mg/kg ile 75
mg/kg olarak secilmistir [139]. Hayvanlara verilen GTX-1Il konsantrasyon
hesaplamalari, baldaki GTX miktar1 géz Oniine alinarak, Silici ve arkadaglarinin [60]
caligmasi 151¢inda yapilmistir. Buna gore, uygulanacak GTX-I1l dozu, LDsy dozu olan
0,908 mg/kg’in yaklasik olarak onda biri oranindaki konsantrasyonu olan 0,01 mg/kg

olarak belirlenmistir.
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Buna gore olusturdugumuz 5 deney grubumuz asagidaki gibidir:
Deney Gruplart:

1. Kontrol grubu (n=6); farelere distile su verildi.

2. 25 mg/kg OGB (n=6); farelere gram basina 0,01 ml gelecek sekilde OGB tek
doz gavaj yoluyla verildi.

3. 50 mg/kg OGB (n=6); farelere gram basina 0,01 ml gelecek sekilde OGB tek
doz gavaj yoluyla verildi.

4. 75 mg/kg OGB (n=6); farelere gram basma 0,01 ml gelecek sekilde OGB tek
doz gavaj yoluyla verildi.

5. GTX-IIl (n=6); farelere 0,01 mg/kg GTX-llI tek doz intraperitonel olarak

verildi.

Calismamizda OGB ve GTX-III’lin fare kalp kasinda ne gibi degisiklikler meydana
getirdigini gostermek icin 24 saatin sonunda hayvanlar dekapite edilmis ve kalp
dokular1 ¢ikarilarak ATR-FTIR spektroskopisi deneyleri i¢in -80°C derin dondurucuda
saklanmistir. Ornek taginmasi sirasinda ve deneylerden dnce drneklerin tekrar tekrar

dondurulup ¢6ziinmesinden kaginilmistir.

2.4. ATR-FTIR SPEKTROSKOPIST CALISMALARI

2.4.1. Spektral Verilerin Toplanmasi

ATR-FTIR c¢alismalar1 icin kalbin apeks kismiin miyokard tabakasindan kiigiik
parcalar alinmigtir. Doku 6rnekleri ATR iinitesinin elmas/¢inko-selenit (Diamont/ZnSe)
kristalinin iizerine konulmus, serbest suyu ortamdan uzaklagtirmak i¢in 1 dakikalik siire
boyunca azot gazi uygulanarak kurutulmustur. Her bir rnek icin 4 cm™ ¢oziiniirliikte
100 force gauge basing uygulanarak 64 ¢ekim sayisi ile 4000-450 cm™ dalga sayisi
araliginda ve oda sicakliginda spektrumlar elde edilmistir. Sonuglarin gilivenirligini
artirmak i¢in her Ornekten 3 kez cekim yapilmis ve bu 3 ¢ekimden elde edilen
spektrumlarin ortalamalar1 alinarak detayli analizler ve istatistiksel testler bu

spektrumlar tizerinde gergeklestirilmistir [140], [141].

Arka plan “Background" spektrumu olarak ortamdaki havanin spektrumu ayni sartlarda

elde edilmistir. Atmosferdeki CO, ve H;O’dan kaynaklanan sogurma bantlari,
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arastirilan doku Orneginin sogurma bantlarini kamufle edebilir. Dolayisiyla, bu
atmosferik su buharinin etkisini azaltmak amaciyla FTIR spektrometresinden stirekli
kuru hava gecirilmektedir. Buna ek olarak, 6rnek c¢ekimi oncesinde havanin ¢ekimi
yapilmakta ve elde edilen spektrum bilgisayar programi araciligiyla &rnek
spektrumundan matematiksel olarak ¢ikarilmaktadir. S6zii edilen hava spektrumu Sekil

2.1°de gosterilmistir.

SOGURMA (A.U)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 450
DALGASAYISI (cm™)

Sekil 2.1. Atmosferik havanin 4000-450 cm™ bélgesindeki FTIR spektrumu (Y-
eksenindeki “A.U” arbitrary unit’in (keyfi birim) kisaltilmisidir).

2.4.2. ATR-FTIR Spektroskopisi Cahsmalarinda Kullanilan Spektrum Analiz

Yontemleri

ATR-FTIR spektroskopisi, drneklere ait spektrumlardaki bantlarin siddeti veya bandin
altinda kalan alan, genislikleri ve konumlarindaki kayma gibi parametrelerdeki
degisimlerin analiz edilmesine olanak saglamaktadir. S6z konusu analizler, calisilan
gruplarda, kalp kas dokusundan elde edilen, normalize edilmemis ham ortalama

spektrumlar kullanilarak gerceklestirildi.
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Kalp kasinda OGB uygulamasina bagli olarak molekiiler konsantrasyonlarda meydana
gelen degisimleri saptamak amaciyla her bir molekiilii karakterize eden spektral
bantlarin bant alanlar1 hesaplandi. Cizelge 2.1°de bant alanlar1 hesaplanirken kullanilan

spektral bolgeleri ve baseline noktalarini gostermektedir.

Cizelge 2.1. Belirli baz1 kizil6tesi bantlar i¢in kullanilan spektral bolgeler ve baseline

noktalari.

Kullanilan
Kizil6tesi Sogurma Bandi Baseline Noktalar1

Spektral Bolge

Amid A (3283 cm™)

3790-3024 cm™

3790-2800 cm™

Olefinik (HC=CH) (3011 cm™)

3024-2998 cm*

3024-2840 cm™

CHs antisimetrik gerilim (2959 cm™)

2997-2846 cm™

2997-2940 cm*

CH, antisimetrik gerilim (2924 cm™)

2946-2883 cm

2997-2840 cm*

CHysimetrik gerilim (2855 cm™)

2863-2840 cm™

2997-2840 cm*

Karbonil (C=0) gerilim (1738 cm™)

1791-1714 cm™

1800-900 cm*

Amid | (1641 cm™)

1714-1586 cm™

1800-900 cm

Amid 11 (1545 cm™)

1586-1480 cm*

1800-900 cm*

PO, antisimetrik gerilme (1238 cm™)

1271-1182 cm™

1800-900 cm*

C-N*-C gerilme (972 cm™)

1000-946 cm™

1800-900 cm

Calisilan tiim oOrneklerde,

membran lipitlerinin akiskanliginda meydana gelen

degisimleri belirlemek amaciyla lipit kaynakli CH; antisimetrik ve simetrik bantlarinin
genislikleri hesaplandi. Ayrica, yapisal parametreler olan lipit agil zincir esnekligi
hakkinda bilgi veren lipit diizeni (order) ve diizensizligi (disorder) hakkinda bilgi
edinmek igin aynmi bantlarin dalga sayist degerleri de analiz edildi [114], [142].
Molekiillerin konsantrasyonlarindaki birbirlerine gore olan rolatif degisimlerini tespit
etmek i¢in spektral bant alan oranlar1 da hesaplandi (Cizelge 2.2). Gruplar arasindaki
spektral degisimleri gorsel olarak gostermek amaciyla, her gruba ait Orneklerin

ortalamas1 alinarak, baseline diizeltmesi yapilip normalize edildi. S6z konusu spektral
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analizler Perkin Elmer Spektrum 10 analiz programi ile yapildi.

Cizelge 2.2. Hesaplanan bant alan oranlar1 ve hesaplamada kullanilan bantlar.

Hesaplanan Bant Alan Orani Acgiklama
CH, anti., CH, anti. ve CH, sim. alanlarin
Lipit/Protein
toplami/Amid II bant alan1
Doymamls hplt/doymu$ hplt Olefinik (HC:CH) bant alanl/CH3 anti.,
orant CH, anti. ve CH, sim. alanlarin toplami
CH, antisim. ger. bant alani/CH, antisim.
CH,/CH3
ger. bant alani
Karbonil (C=0) ger. bant alani/CH, anti.,
Karbonil/lipit .
CH, anti. ve CH, sim. alanlarmn toplami
Amid I/Amid 11 Amid I/Amid 11
PO, sim. ger. bant alani/CH, anti., CH,
Niikleik asit/lipit
anti. ve CH, sim. alanlarin toplami
o C-N'-C ger. bant alani/CH, anti., CH,
RNA/lipit
anti. ve CH, sim.alanlarin toplam1
RNA/protein C-N'-C gerilme/Amid I

2.4.3. ATR-FTIR Spektrumlarindan Protein ikincil Yap1 Tayini

FTIR spektrumlarmm 1700-1600 cm™ dalga sayis1 araliginda yer alan Amid | banti
ayrismamis bantlar igeren genis bir banttir. Calismamizda bu banta ikincil tiirev-vektor
normalizasyon metodu uygulanarak kalp kasindaki, protein ikincil yap1 degisimleri

belirlendi.

Sekil 2.2°de bir kalp kasi doku o6rneginde Amid | protein bandi ve ikincil tiirev
spektrumu goriilmektedir. Bu parametreler kullanilarak kontrol ve diger gruplarin

detayli analizleri gergeklestirildi ve sonuglar birbirleri ile karsilastirildi.
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yapl
Tesadiifi
kivriima
1700 1680 1660 1640 1620 1600

DALGA SAYISI (cm)

Sekil 2.2. Kalp kast dokusunun 1700-1600 cm™ arasi1 6rnek a) Sogurma ve b) ikincil

tiirev spektrumlari.

2.5. ISTATIKSEL ANALIiZ

Kontrol ve farkli konsantrasyonlardaki OGB ve GTX-III uygulanan gruplar arasindaki
degisimler ve bu degisimlerin istatistiksel anlamliliginin hesaplanmasi i¢in Mann
Whitney-U testi kullamldi. Istatistiksel anlamlilik *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

seklinde belirlenmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. ARASTIRMA BULGULARI

3.1.1. Ormangiilii Bahinin Palinolojik Analizi

Calismamizda kullandigimiz balin palinolojik analizi sonucunda, dominant >%45
oraninda Ericaceae familyasina ait olan Rhododendron ponticum poleni igermesi
nedeniyle OGB oldugu teyit edilmistir. Calismamizda kullanilan baldaki Rhododendron

bitkisine ait polen goriintiisii, Sekil 3.1’de verilmistir.

Sekil 3.1. Ormangiilii bali i¢gindeki Rhododendron bitkisine ait polen goriintiisii.

3.1.2. ATR-FTIR Spektroskopisi Bulgulari

ATR-FTIR spektroskopisi molekiillerin degisik dalga boylarindaki titresim gruplarin
goriintlileyerek bu molekiillerin yapisal, fonksiyonel ve dinamik 06zelliklerinin
karakterize edilmesini saglayan bir tekniktir. Calismamizda, farkli konsantrasyonlardaki
OGB ve GTX-lll uygulanan farelerin kalp kaslarindaki makromolekiillerin relatif
miktarlar, dinamigi ve yapisal Ozelliklerindeki degisimlerin arastirilmasi amaciyla
ATR-FTIR spektroskopisi kullanilmigtir.
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Bir molekiildeki herhangi bir bag veya bag grubu FTIR spektrumlarinda karakteristik
sogurma bantlarini olusturur. Dolayisiyla, her bir bant belirli bir bag ya da bag grubuna
atfedilebilir [143]. Sekil 3.2°de bir kontrol spektrumunun 4000-450 cm™ dalga sayist
araligindaki sogurma bantlari numaralandirilarak gosterilmistir. Bantlarin literatiire gére

tanimlar1 Cizelge 3.1'de belirtilmistir.
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Cizelge 3.1. Kalp kasinin IR spektrumundaki baglica sogurmalar1 [104], [109], [111],
[112], [115], [122], [123], [141], [144]-[151].

Bant g alga
No ayl Aciklamasi
(cm™)
1 3283 N-H gerilme ve O-H gerilme (Amid A): Cogunlukla proteinler
2 3011 Olefinik HC=CH titresim gerilme: Doymamus lipitler
3 2959 CHjs antisimetrik gerilme: Cogunlukla lipitler
4 2924 CHj; antisimetrik gerilme: Cogunlukla lipitler
5 2874 CHs simetrik gerilme: Cogunlukla proteinler
6 2855 CHy simetrik gerilme: Cogunlukla lipitler
. - Karbonil (C=0) ester gerilme: Lipit (Cogunlukla kolesterol ester
ve trigliseritler)
g 1641 Amid I: Protein (%80 C=0 gerilme, %10 N-H biikiilme, %10
C-N gerilme)
9 1545 Amid Il: Protein (%60 N-H biikiilme, %40 C-N gerilme)
10 | 1454 CH; biikiilme: Cogunlukla lipitler

11 | 1396 COO simetrik gerilme: Yag asitleri ve aminoasitlerin yan gruplari

Amid I11: Protein (%40 C-N gerilme, %30 N-H biikiilme, %20
12 | 1302

C-C gerilme)
PO, antisimetrik gerilme:Cogunlukla niikleik asitler, az bir kism1
13 | 1238 o
Lipitler
14 | 1172 CO-0O-C antisimetrik gerilme: Lipitler, niikleik asitler
15 1080 PO, simetrik gerilme: Niikleik asitler ve fosfolipitler
C-N*-C gerilme: Niikleik asitler, RNA riboz-fosfat ana zincir
16 972 o .
titresimleri

17 931 z-form DNA
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Spektrumlarda goriilen bantlarin pik konumlari (dalga sayist degeri), bant alanlari, bant
alan oranlar1 ve bant genisligi hesaplanarak detayli spektrum analizleri yapilmistir.
Infrared bantlarinin sinyal siddetleri ve bu bantlarin altinda kalan alanlar, ait oldugu
fonksiyonel grubun konsantrasyonu hakkinda bilgi vermektedir [93], [102], [107],
[111], [112], [147], [152]. Yapilan analizler sonucu elde edilen baslica fonksiyonel

gruplarin bant alan degerlerindeki degisimler Cizelge 3.2°de gdsterilmistir.

Cizelge 3.2. Baslica fonksiyonel gruplarin alan degerlerindeki degisiklikler (Degerler,
ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Istatistiksel olarak anlamlilik derecesi
*p<0,05; **p<0,01 seklinde gosterilmistir.T: kontrole gére artis oldugunu, : kontrole

gore azalis oldugunu gosterir).

Bant ;);I/?:: Kontrol 25 mg/kg 50 mg/kg 75 mg/kg GTX
No (Cm-l) (OGB) (OGB) (OGB) (0,01 mg/kg)
1| 3283 | 87,6840,887 | 87,58+1,024 | 86,1+0,882 | | 88,29+ 1,237 [89,0+0,947 1
2 | 3011 | 0,021+0,004 | 0,030+ 0,006 | 0,037+ 0,005 1 | 0,026+ 0,005 | 0,026 = 0,008
3 | 2959 | 0,430,018 | 045+0,028 | 0,46+0,018 1 | 042+0,030 [041=0,014 |
4 | 2924 | 0,82+0,025 | 0,86+0,072 | 0,90+0,063 1 | 0,78+0,018 | | 0,80+ 0,032
5 | 2874 | 0,10+0,008 | 0,10£0,023 | 0,11+0020 | 001+0,021 | 0,10+0,018
6 | 2855 | 0,130,008 | 0,140,015 | 0,14+0,010 1 | 0,110,010 | 0,13+0,015
7 | 1738 | 0,62+0,012 | 0,66%0,037 | 0,670,036 1 | 0,59+0,015 | | 0,62+ 0,029
8 | 1641 | 19,54+0272 | 19,72+0,428 | 19,58+0494 | 19,56+0,334 | 19,40 +0,364
9 | 1545 | 12,9740,158 | 13,240,587 | 13,20+0.281 | 12,99+0,325 |12,6=1314 |
10 | 1454 | 2,91+0,054 | 2,97+0,067 | 293+0,108 | 292+0,142 | 2,870,084
11 | 1396 | 3,9940,087 | 4,070,090 | 4,02+0113 | 4,00+0,108 | 3,92+0,113
12 | 1302 | 2,48+0,099 | 2,53+0,120 | 253+0,118 | 248+0,130 | 2,44 +0237
13 | 1238 | 3,6550,071 | 3,78+0,127 | 3.67+0,148 | 3,57+0,115 |3,51+0,087 |
14 | 1172 | 0,93+0,032 | 0,99+0,129 | 1,01+0094 | 0,91+0,064 | 0,910,061
15 | 1080 | 3,03+0,153 | 3,16+0,193 | 3,08+0,178 | 2,93+0,168 | 2,96+0,132
16 | 972 | 0,09+0,008 | 0,090,01 0,08+0,01 | 0,080,005 | | 0,08+ 0,009
17 | 931 | 0,01+0,008 | 0,01£0,009 | 002+0,005 | 0,01+0,007 | 0,01+ 0,007
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Her gruptaki bireylerden elde edilen spektrumlarin ortalamalari1 alinmis ve degisimleri
gorsel olarak daha acik bir sekilde izleyebilmek amaciyla spektrumlar {i¢ spektral
bélgeye (3700-3030 cm™, 3025-2800 cm™ ve 1800-900 cm™) ayrilmustir. Sekil 3.3de
kontrol, OGB (25, 50 ve 75 mg/kg) ve GTX-IIl uygulanmis gruplardaki fare kalp
kasinin 3700-3030 cm™ bolgesindeki ortalama ATR-FTIR spektrumlart goriilmektedir.
Bu bélgede yer alan N-H gerilme titresimlerinden kaynaklanan amid A (1 no’lu bant)
banti agirlikli olarak sistemdeki protein miktar1 hakkinda bilgi vermektedir [141], [145].
Sekil 3.4’te, belirtilen bandin alan degerlerindeki degisimler bar diyagrami olarak
gosterilmistir. Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’te gorildiigii gibi Amid A bandmin altinda kalan
alan 50 mg/kg OGB uygulanmis grupta istatistiksel ag¢idan anlamli derecede azalmis
(p<0,05), GTX-III uygulanan grupta ise anlamli derecede artmistir (p<0.05). Bu bulgu,
50 mg/kg OGB uygulanan grupta protein miktarinda bir azaliy meydana geldigini,
GTX-III uygulanan grupta ise bir artis meydana geldigini gostermektedir [107]. Sekil
3.4’te goriildigi gibi 25 mg/kg ve 75 mg/kg OGB uygulanmis gruplarda anlamli bir

degisiklik gozlenmemistir.

Amid A
__ Kontrol

__S0mgkg OGB

T5mg kg OGB

SOGURMA(A.U.)

3700 3600 3500 1400 1300 3200 3100 3030
DALGASAYISI (em™)

Sekil 3.3. Kontrol, OGB (25, 50 ve 75 mg/kg) ve GTX-III gruplarindaki fare kalp
kasina ait 3700-3030 cm™ dalga sayis1 araligindaki spektrumlari (Y eksenindeki “A.U”

arbitrary unit’in (keyfi birim) kisaltilmigidir).
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Amid A Alan
100 -
90
1

80 4
70

m Kontrol 25mgkg OGB

B50mgkg OGB B75mgkg OGB

GTXIII

Sekil 3.4. Kontrol, OGB (25, 50 ve 75 mg/kg) ve GTX-III gruplarinin Amid A
bantlarinin alan degerlerindeki degisim (*p<0,05).

Sekil 3.5, kontrol, OGB (25, 50 ve 75 mg/kg) ve GTX-III uygulanmis fare kalp kasinin
3025-2800 cm™ dalga sayis1 arahgindaki spektrumlarmi gostermektedir. C-H gerilme
bolgesi olarak adlandirilan bu bolgedeki bantlar, olefinik HC=CH gerilme
titresimlerinden (2 no’lu bant), CHz antisimetrik gerilme titresimlerinden (3 no’lu bant),
CH, antisimetrik gerilme titresimlerinden (4 no’lu bant), CHjz simetrik gerilme
titresimlerinden (5 no’lu bant) ve CH, simetrik gerilme titresimlerinden (6 no’lu bant)
kaynaklanmaktadir [102], [104], [107], [111], [112], [146]. Bu bolgede bulunan CHj
antisimetrik, CH, antisimetrik ve CH; simetrik gerilme titresimlerinin sinyal siddetleri
veya bant alanlar sistemdeki lipit miktar1 ve CH3 simetrik gerilme titresimlerinin sinyal
siddeti ve alani ise sistemdeki protein miktar1 hakkinda bilgi vermektedir [104], [113],
[148].
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CH;, Antisim Ger. Kontrol

__50mg/kg OGB

__75mg/kg OGB
CH; Antisim Ger.

CH, Sim Ger.

CH3 Sim Ge

SOGURMA (A.U.)

Olefinik=CH ger.

3025 3000 2950 2900 2850 2800

DALGA SAYISI (cm)

Sekil 3.5. Kontrol, OGB (25, 50 ve 75 mg/kg) ve GTX-III gruplarindaki fare kalp
kasina ait 3025-2800 cm™ dalga sayis1 araligindaki spektrumlari (Y eksenindeki “A.U”
arbitrary unit’in (keyfi birim) kisaltilmisidir).

Doymamis yag asitlerinde bulunan HC=CH gruplarimin C-H baglarindaki gerilme
titresimlerinden kaynaklanan ve 3011 cm™ civarinda gozlenen olefinik=CH gerilme
bandinin sinyal siddeti ve altinda kalan alan hidrokarbon zincirlerinin doymuslugu
hakkinda bilgi vermektedir [102], [115], [118], [147]. Sekil 3.6’da goriildiigii gibi bu
bandin altinda kalan alan 50 mg/kg OGB uygulanmis grupta anlamli derecede artmigtir
(p<0.05). Doymamus lipitlerin doymus lipitlere olan oranlar1 olefinik bant alaninin CH3
antisimetrik, CH, antisimetrik ve CH; simetrik gerilme bant alanlar1 toplamina
boliinmesi ile hesaplanmis ve elde edilen degerler, Sekil 3.7°de bar diyagrami ile
gosterilmistir. Bu oran doymamis lipit indeksi olarak kullanilabilmektedir [153].
Sekilden de goriilebilecegi gibi, biitiin gruplar kontrol grubuna goére daha yiiksek
doymamis lipit indeksine sahiptir. Doymamishik indeksi dokulardaki lipit
peroksidasyonu oranini tespit etmek amaciyla kullanilabilir [154], [155].
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Olefinik=CH Ger. Alan

0,045 A
*
0.03 ~ } {
0,015 A '
0
W Kontrol 25mgkg OGB
B 530mgkg OGB B75mgkg OGB
GTXIII

Sekil 3.6. Kontrol, OGB (25, 50 ve 75 mg/kg) ve GTX-III gruplarinin Olefinik=CH

gerilme bandinin alan degerindeki degisimler (*p<0,05).

Dovmamis/Doymus Lipit

0,025
I* * ok I*
0.02 1
0,015 1 I
0.01
B K ontrol 25mgkg OGB
B30 mgks OGB B7>mgkg OGB
GTXIII

Sekil 3.7. Kontrol, OGB (25, 50 ve 75 mg/kg) ve GTX-III gruplarinin
doymamis/doymus lipit alan oranindaki degisimler (*p<0,05 **p<0,01).

CHjs antisimetrik gerilme bandi, lipitlerin agil zincirlerindeki metil gruplarinin sayisi
hakkinda bilgi vermektedir [147]. Kontrol, OGB (25, 50 ve 75 mg/kg) ve GTX-IlI
gruplarinin spektrumlar1 karsilastirildiginda Sekil 3.5 ve Sekil 3.8’den de goriilebilecegi
gibi 50 mg/kg OGB grubunda CHjs antisimetrik gerilme bandinin alan degerinde anlaml
bir artis, GTX-I1l uygulanan grupta anlamli bir azalis tespit edilmistir (p<0,05). Bu
sonug bize, 50 mg/kg OGB’nin fare kalp kasindaki lipitlerin agil zincirlerinde bulunan

metil gruplarinin sayisinda bir artisga, GTX-III’lin ise azalisa sebep oldugunu
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gostermektedir [147].

0.6 1

0.4 1

CH; Antisim. Ger Alan

I
B K ontrol 25mgkg OGB
m>0mgkg OGB m/3mgkg OGB

GTXIII

Sekil 3.8. Kontrol, OGB (25, 50 ve 75 mg/kg) ve GTX-III gruplarinin CHz antisimetrik

gerilme bandinin alan degerlerindeki degisimler (*p<0,05).

C-H titresim bdlgesinde yer alan doymus lipitlere ait ana bantlarin (4 ve 6 no’lu CH;
antisimetrik ve simetrik bantlar1) alan degerleri Sekil 3.9'da verilmistir. Sekil 3.9 a’dan
goriildiigii gibi CH; antisimetrik bandinin alan degerinde kontrole gére 50 mg/kg OGB
uygulanmis grupta anlamli bir artis, 75 mg/kg OGB uygulanmis grupta anlamli bir
azalis gorilmistiir (p<0,05). Sekil 3.9 b’den de goriildiigii gibi CH, simetrik bandmnin
alan degerinde 50 mg/kg OGB uygulanmis grupta kontrole gore anlamli bir artis
gbzlenmistir (p<0,05). 50 mg/kg OGB uygulanmis grupta her iki bantta gézlenen artis
dokuda doymus lipit miktarinin arttigini gostermektedir [111], [112], [149]. Ayrica

Sekil 3.8’de gosterilen CH3 antisimetrik gerilim bandinin alan degerinin analizinden

elde edilen artista bu sonucu desteklemektedir.
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CH, Antisim. Ger. Alan CH, Sim. Ger. Alan
1.2 0.2
0.15 4 I *
0.1 1
0,05 1
- 0
B Eontol 25mgkg OGB EEontrol 25mgkg OGB
B50mgks OGB B75mgkg OGB B30mgkg OGB B73mgkeg OGB
GTXIII GTXIII
a) b)

Sekil 3.9. Kontrol, OGB (25, 50 ve 75 mg/kg) ve GTX-III gruplarinin a) CH,
antisimetrik gerilme bandi b) CH; simetrik gerilme bandinin alan degerindeki

degisimler (*p<0,05).

CH; antisimetrik ve simetrik bantlarinin pozisyonlari, lipit acil zincirlerinin esnekligi
yani lipitlerin konformasyonel diizensizlikleri hakkinda bilgi vermektedir [117], [142],
[156]. Sekil 3.10’dan da goriildigi gibi 50 mg/kg OGB, 75 mg/kg OGB ve GTX III
uygulanmig gruplarda CH; antisimetrik bandinin dalga sayisinda yiiksek degerlere
dogru bir kayma gozlenmistir. Bu artis, OGB’nin ve GTX-III’lin agil zincirlerini daha
diizensiz hale getirdigi anlamina gelmektedir. Sekilden ayni1 zamanda kontrole gére en

yiiksek artis degerinin 75 mg/kg OGB uygulanmis grupta oldugu goriilmektedir.

CH, Antsim. Dalga Sayis1

2929
2928 {*

2927

2926
M Kontrol 25mgkg OGB
E50mgkg OGB m75mgkg OGB

GTXIII

Sekil 3.10. Kontrol, OGB (25, 50 ve 75 mg/kg) ve GTX-III gruplarinin CH,

antisimetrik gerilme bandinin dalga sayisi degerindeki degisimler (*p<0,05,**p<0,01).

49



Ayrica, CH; antisimetrik gerilim bandinin bant genisliginde meydana gelen degisiklikler
sistemin dinamigiyle ilgili bilgi vermektedir [117], [157]. Sekil 3.11’den de gorildigii
gibi, yapilan spektral analizlerin sonucunda 50 ve 75 mg/kg OGB uygulanmis gruplarda
CH, antisimetrik bandimin genisliginin arttig1 tespit edilmistir (p<0,05). Bu artis fare

kalp kasinin membran dinamigini arttirdigin1 gostermektedir.

CH,; Antisim. Bant Genisligi
12 -
T
11 A
10
M Kontrol 25mgkg OGB
B50mgkg OGB B 75mgkg OGB
GTX1II

Sekil 3.11. Kontrol, OGB (25, 50 ve 75 mg/kg) ve GTX-III gruplarinin CH;
antisimetrik bandinin bant genisligi degerindeki degisimler (*p<0,05).

Calisma kapsaminda incelenen 1800-900 cm™ bolgesi, calisilan sisteme 0Ozgi
fonksiyonel grup titresimleri igerdiginden parmak izi bolgesi olarak adlandirilmaktadir
ve kolesterol ester, trigliserit, protein, niikleik asit, karbonhidrat, RNA ve DNA gibi
molekiillerden kaynaklanan spektral bantlar icermektedir. Sekil 3.12°de kontrol, OGB
(25, 50 ve 75 mg/kg) ve GTX-III gruplarindaki fare kalp kasi spektrumlarinin 1800-900

cm™ bolgesi gosterilmistir.
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Sekil 3.12. Kontrol, OGB (25, 50 ve 75 mg/kg) ve GTX-III gruplarindaki fare kalp
kasina ait 1800-900 cm™ dalga sayis1 araligindaki spektrumlari (Y eksenindeki “A.U”
arbitrary unit’in (keyfi birim) kisaltilmisidir).

1738 cm™’de yer alan C=0 ester (karbonil ester) gerilme band: (7 no’lu bant) agirlikli
olarak trigliserit ve kolesterol esterlerinden kaynaklanmaktadir [111], [112] ve ayrica
membran lipitlerinin polar ve apolar kisimlarinin etkilestikleri bolgeler hakkinda 6nemli
bilgiler vermektedir [123], [147]. Dolayisiyla, bu bandin sinyal siddeti ve/veya alan
degerindeki bir degisikligin lipit miktar1 ile dogru orantili oldugu diisliniilmektedir
[122], [147]. Kontrol ile karsilagtirildiginda Sekil 3.13’den de goriildigii gibi 50 mg/kg
OGB uygulanmis grupta karbonil ester bantinin alan degeri artmistir. Bu artis fare kalp
kasinda trigliserit ve kolesterol miktarinda bir artis oldugunu gostermektedir. 75 mg/kg
OGB uygulanmis grupta kontrole gére bu bandin alan degeri azalmistir. Bu azalma fare
kalp kasinda trigliserit ve kolesterol miktarinda azalma oldugunu gdstermektedir. Bu
gdzlem 3025-2800 cm™ bélgesi sonuglarinda da gozlenen 50 mg/kg OGB uygulanmis
grupta lipit miktarmin arttigi, 75 mgkg OGB uygulanmis grupta lipit miktarinin

azaldig1 yorumunu desteklemektedir.
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Karbonil Ester Ger. Alan

0.8 1
*%
0.6 1 I * I
0.4 4
0.2
W Kontrol 25mgkg OGB
B50mglkg OGB B75mgkg OGB
GTXIII

Sekil 3.13. Kontrol, OGB (25, 50 ve 75 mg/kg) ve GTX-III gruplarinin karbonil ester
gerilme bandmnin alan degerindeki degisimler (*p<0,05,**p<0,01).

Parmak izi bolgesinde yer alan 1641 ve 1545 cm™ dalga sayisinda gozlemlenen Amid |
ve Amid II bantlar1 protein kaynakli bantlardir [111], [112]. Amid I bandi %80 oraninda
C=0 gerilme, %10 oraninda C-N gerilme %10 oraninda N-H biikiilme titresimlerinden,
Amid Il bandi ise %60 oraninda N-H biikiillme ve %40 oraninda C-N gerilme
titresimlerinden kaynaklanmaktadir [95], [107], [109], [111], [112], [122], [147]. Amid
I ve Amid Il bandmin bant dalga sayisi1 degerlerindeki kaymalar protein yapilarinda
konformasyonel degisimlerin meydana geldigini gostermektedir. Bu parametrelere ilave
olarak Amid I/Amid Il oran1 degisimi de proteinlerde yapisal degisimlerin oldugunu
gosterir, [111]-[113]. Sekil 3.14’ten de goriildiigi gibi Amid | bandinin dalga sayis1 50
mg/kg OGB, 75 mg/kg OGB ve GTX-III gruplarinda yiiksek degerlere dogru kayarken
25 mg/kg OGB grubunda anlamli bir degisiklik gozlenmemistir. Bu kayma proteinlerin
konformasyonunda bir degisiklik meydana geldigini gosterir [158]. Sekil 3.15’te Amid
I/Amid II orani verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi 50 mg/kg OGB uygulanmis
grupta bu oran anlamli derecede azalmistir. Sekil 3.16°da Amid I bant genisligindeki
degisimler gosterilmistir. Kontrol ile karsilastirildiginda 50 mg/kg OGB, 75 mg/kg
OGB ve GTX-III uygulanan gruplarda amid | bant genisliginde artis gézlenmis, 25
mg/kg OGB uygulanan grupta herhangi bir degisiklik gbézlenmemistir. Bu
parametrelerdeki degisiklik proteinlerin yapi, kompozisyon ve konformasyonunda bir

takim degisiklikler meydana getirdigini gostermektedir [158].
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Amid | Dalga Sayisi
1641 -
1640 - . sk
I I
1639 -+ I
1638
M Kontrol 25 mg/kg OGB
m 50 mg/kg OGB m 75 mg/kg OGB
GTX I

Sekil 3.14. Kontrol, OGB (25, 50 ve 75 mg/kg) ve GTX-III gruplarinin Amid | bandinin
dalga sayis1 degerindeki degisimler (*p<0,05,**p<0,01).

Amid VAmid IT

1.6 1
15 I * I
1.4 -
1.3
WK ontrol 25mgkg OGB
Bm>0mgks OGB B 75mgkg OGB
GTXIII

Sekil 3.15. Kontrol, OGB (25, 50 ve 75 mg/kg) ve GTX-III gruplarinin Amid I/Amid II

alan oranindaki degisimler (*p<0,05).
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Amid I Bant Genisligi

34 -
32 4 I
30 1
28
B Kontrol
m30mgkg OGB
GTXIII

Sekil 3.16. Kontrol, OGB (25, 50 ve 75 mg/kg) ve GTX-III gruplarinin Amid I bandinin
bant genisligi degerindeki degisimler (*p<0,05,**p<0,01).

Kizilétesi spektrumunun 1300-900 cm™ dalga sayisi araliginda gozlemlenen bantlar
daha ¢ok niikleik asit, fosfolipit ve karbonhidratlar gibi molekiillerin farkli fonksiyonel
gruplarinin ¢esitli titresimlerinden kaynaklanmaktadir [107], [111]-[113]. Bu bdélgede
yer alan 1238 cm™ ve 1080 cm™ de yer alan PO, antisimetrik ve simetrik gerilme
bantlar1 niikleik asit ve fosfolipit gibi fosfat (PO;") gruplari igeren molekiillerin i¢indeki
P=0 bagmin sogurma bantlarindan olusmaktadir [107], [111], [113], [159], [160]. Sekil
3.17°den de goriildiigi gibi PO, antisimetrik gerilme bandinin alaninda kontrol grubuna
gore GTX-III uygulanmis grupta anlaml azalis gézlendi (p<0,05). Bu sonug, fare kalp
kasinda niikleik asit ve membranlarda bulunan fosfolipitlerin miktarinin GTX-III

uygulanan grupta azaldigin1 gostermektedir.
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PO, Antisim. Ger. Alan

Lh

5]

B K ontrol

B30 mgkg OGB
GTXIII

Sekil 3.17. Kontrol, OGB (25, 50 ve 75 mg/kg) ve GTX-11I gruplarinin PO,
antisimetrik gerilme bandmnin alan degerindeki degisimler (*p<0,05).

PO, antisimetrik ve simetrik gerilme bantlarmin dalga sayisi degerindeki kaymalar
niikleik asitlerde ve fosfolipitlerde konformasyonel degisimlerin  oldugunu
gostermektedir [112], [161]. Sekil 3.18’de PO, antisimetrik gerilme bandina ait dalga
sayist degisimleri gosterilmektedir. 75 mg/kg OGB ve GTX-1Il uygulanmis gruplarda
s0z konusu bandin dalga sayis1 degerinde kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir
artis tespit edildi. Bu sonug fare kalp kasinda niikleik asit ve fosfolipit yapilarinda

degisimlerin oldugunu ifade etmektedir.

PO, Antisim. Dalga sayis1
1240 -
*
I |
1236 A I T
1232
B E ontrol 25mgkg OGB
B>0mgkg OGB B75mgkg OGB
GTXIII

Sekil 3.18. Kontrol, OGB (25, 50 ve 75 mg/kg) ve GTX-III gruplarinin PO,

antisimetrik gerilme bandinin dalga sayis1 degerindeki degisimler (*p<0,05).
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972 cm™ dalga sayisinda gozlenen C-N*-C gerilme titresim band niikleik asitlerden,
ozellikle de RNA riboz-fosfat ana zincir titresimlerinden kaynaklanmaktadir [161],
[162]. Sekil 3.19°dan goriildigii iizere, 972 cm™ bandinmn alan degerinde, 75 mg/kg
OGB uygulanmis grupta kontrole gore anlaml1 bir azalma meydana gelmistir. Bu sonug,
75 mg/kg OGB uygulanmis grupta RNA miktarinda bir azalma oldugu seklinde

yorumlanabilir.

0.15 C-N*-C Ger. Alan

: I -

0.05 1
0
W Kontrol 25mgkg OGB
B50mgkg OGB B 75mgkg OGB
GTXIII

Sekil 3.19. Kontrol, OGB (25, 50 ve 75 mg/kg) ve GTX-III gruplarinin C-N*-C gerilme
bandinin alan degerindeki degisimler (*p<0,05).

Spektral analizlerde bant alani, dalga sayisi ve bant genisligi analizlerinin yaninda
molekiillerin birbirlerine gore bagil degisimlerini kiyaslamak amaciyla son yillarda
spektral alan oranlar1 kullanilmaktadir [144], [158]. Ornegin CH, antisimetrik bandmnin
CH3 antisimetrik bant alan oranmi lipit zincir uzunlugu hakkinda bilgi edinmek ig¢in
kullanilmaktadir. S6z konusu orandaki artis zincir uzunlugundaki artis1 gostermektedir
[143], [144]. Sekil 3.20’de s6z konusu bantlara ait alan oranindaki degisim
gosterilmektedir. Sekilden de goriildiigii iizere 50 mg/kg OGB uygulanmis grupta
anlamli bir artis, 75 mg/kg OGB uygulanmig grupta anlamli bir azalis meydana
gelmistir. Bu degisiklikler, 50 mg/kg OGB uygulanmig grupta lipit zincir uzunlugundaki
artisi, 75 mg/kg OGB uygulanmigs grupta lipit zincir uzunlugundaki azalisi

gostermektedir.
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CH, Antisim./CH; Antisim.

=]
LA

b

=
LA

B Kontrol 25mgkg OGB
B50mgkg OGB B75mgkg OGB
GTXIII

Sekil 3.20. Kontrol, OGB (25, 50 ve 75 mg/kg) ve GTX-III gruplarinin CH,/CHs

antisimetrik alan orani degerindeki degisimler (*p<0,05, **p<0,01).

Sistemin karbonil (C=0) durumu hakkinda bilgi sahibi olmak i¢in karbonil ester/lipit
orani hesaplanmugtir [144]. Sekil 3.21’den goriildiigi gibi bu oran 75 mg/kg OGB ve
GTX-III uygulanmis gruplarda anlamli olarak artmistir. Bu sonug sistemdeki karbonil

miktarinin arttigini gostermektedir.

Karbonil Ester/Lipit

0.5

w* :|:-9;
) ' } IL

0.4
B K ontrol 25 mgkg OGB
B30mgkg OGB B75mgkg OGB

GTXIII

Sekil 3.21. Kontrol, OGB (25, 50 ve 75 mg/kg) ve GTX-III gruplarinin karbonil

ester/lipit alan oranm1 degerindeki degisimler (*p<0,05).

Calisilan orneklerde lipit ve protein konsantrasyonlarinin birbirine gore degisimlerini
kiyaslamak amaciyla lipit ve proteinlerden kaynakli spektral bantlarin bant alan oranlari

kullanilmaktadir [112], [113]. Bu oranlar hesaplanirken CHj antisimetrik, CH,
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antisimetrik ve CH, simetrik gerilme bantlar1 alanlariin toplami, Amid Il bandinin
altinda kalan alana bolinmiistiir. Sekil 3.22°de lipit/protein oran1 degerindeki degisimler
gosterilmektedir. Bu oran 50 mg/kg OGB uygulanmis grupta anlamli derecede artmustir.
Sekil 3.22°den de goriildiigli gibi 25 mg/kg OGB, 75 mgkg OGB ve GTX-IlII

uygulanmis gruplarda anlamli bir degisiklik gézlenmemistir.

Lipit/Protein
0.15 1
0.1 1 I
0,05 1
0
M EKontrol 23mgkg OGB
B50mgkg OGB B753mgkg OGB
GTXIII

Sekil 3.22. Kontrol, OGB (25, 50 ve 75 mg/kg) ve GTX-III gruplarmin lipit/protein alan
orani degerindeki degisimler (*p<0,05).

PO, simetrik gerilim bant alaninin CH3 antisimetrik, CH, antisimetrik ve CH, simetrik
gerilme bantlar1 alanlarinin toplamina boéliinmesi ile elde edilen niikleik asit/lipit
oraninda elde edilen degisimler Sekil 3.23’de gosterilmistir. Sekilden de gorildigi

tizere 50 mg/kg OGB uygulanmis grupta bu oran anlamli derecede azalmistir.
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3 - Niikleik Asit/Lipit

o~
Lh

o
Lh

B K ontrol 25mgkg OGB
B50mgkg OGB B75mgkg OGB
GTXIII

Sekil 3.23. Kontrol, OGB (25, 50 ve 75 mg/kg) ve GTX-III gruplarinin niikleik asit/lipit

alan orani degerindeki degisimler (*p<0,05).

Sekil 3.24°te 972 cm™ bant alanmin Amid II bant alanina oranlanmas ile elde edilen
RNA/protein oranindaki degisimler gosterilmistir. Sekilden de goriildiigi iizere 50 ve

75 mg/kg OGB uygulanmis gruplarda anlamli derecede azalma gozlenmistir.

RNA/Protein
0.008 A
0.006 - I
0.004 A
0.002
M K ontrol 25mgkg OGB
B50mgkzs OGB B 75mgks OGB
GTXIII

Sekil 3.24. Kontrol, OGB (25, 50 ve 75 mg/kg) ve GTX-III gruplarinin RNA/protein
alan oran1 degerindeki degisimler (*p<0,05, **p<0,01).

972 cm™ bant alammin CHj antisimetrik, CH, antisimetrik ve CH, simetrik bant
alanlarinin toplamina bdliinmesi ile elde edilen RNA/lipit oranindaki degisimler Sekil
3.25’te gosterilmistir. Sekilden de goriilebilecegi iizere 50 ve 75 mg/kg OGB

uygulanmis grupta bu oran anlamli derecede azalmistir. Sekil 3.24 ve Sekil 3.25’ten
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goriilecegi tizere 25 mg/kg OGB ve GTX-III uygulanmis gruplarda RNA/protein ve
RNA/lipit anlamli bir degisiklik gdzlenmemistir.

RNA/Lipit

0,05 1

0.06 1

0,03 1

EKontrol 25mgkg OGB
B350 mgkg OGB m75mgkg OGB
GTX I

Sekil 3.25. Kontrol, OGB (25, 50 ve 75 mg/kg) ve GTX-III gruplarinin RNA/lipit alan
orani degerindeki degisimler (*p<0,05, **p<0,01).

Calismamizda OGB’nin ve GTX-III’iin fare kalp kasindaki protein ikincil yapilarinda
meydana getirdigi degisimleri saptamak amaciyla ATR-FTIR spektrumunda sadece
proteinlerden kaynaklanan ve 1700-1600 cm™ araliginda yer alan Amid | bandimna,

ikincil tiirev-vektor normalizasyon metodu uygulanmustir.

Ikincil tiirev vektdr normalizasyonu metodu ile elde edilen kalp kasinin protein ikincil
yapilarindaki degisimler Cizelge 3.3, Sekil 3.26 ve Sekil 3.27°de gosterilmektedir.
Ikincil tiirev spektrumunda proteinlerin ikincil yapisindan kaynaklanan turn yapilari
1684 cm™, alfa heliks 1659 cm™, tesadiifi kivrilma (random coil) 1652 cm™ ve beta
tabaka 1637 cm™ de ortaya ¢ikmaktadir. Sekil 3.27°de goriildiigii gibi turn miktar:
GTX-II uygulanmis grupta anlamli derecede azalmistir. Alfa heliks ve beta tabaka
miktarlarinda 50 mg/kg ve 75 mg/kg OGB ve GTX-III uygulanmis gruplarda anlamli
bir azalma goriilmektedir. Tesadiifi kivrilma miktarinda 50 ve 75 mg/kg OGB
uygulanmis gruplarda anlamli bir artis gézlenmistir. Bu degisiklikler OGB (50 mg/kg ve
75 mg/kg) ve GTX-11I’lin protein denatiirasyonuna sebep olabilecegini gostermektedir.
Sekilden ve cizelgeden goriildiigii gibi 25 mg/kg OGB uygulanmis grupta ikincil yap1

analizinde anlaml1 bir degisiklik gozlenmemistir.
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_ Kontrol

_ 50mg/kg OGB
__15mg/kg OGB

&
SOGURMA (A.U)

A

b ,‘?H Turn A J
) g o-sarmal | ||
vapi I !
Random coil
1700 1680 loa0 lo40 1620 1600
DALGA SAYISI (cm)

Sekil 3.26. Kontrol, OGB (25, 50 ve 75 mg/kg) ve GTX-III gruplarindaki fare kalp
kasina ait @) 1700-1600 cm™ arasi 6rnek sogurma, b) ikincil tiirev temsili spektrumlari
(Y eksenindeki “A.U” arbitrary unit’in (keyfi birim) kisaltilmisidir).
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Cizelge 3.3. ikincil tiirev vektdr normalizasyonu metodu ile elde edilen kontrol, OGB

(25, 50 ve 75 mg/kg) ve GTX-III uygulanmis fare kalp kasinin protein ikincil yapi

degisimi (Istatistiksel olarak anlamlilik derecesi *p<0,05; **p<0,01 seklinde

gosterilmistir. 1: kontrole gore artis oldugunu, | : kontrole gore azalis oldugunu

gosterir).
25 mg/k 50 mg/k 75 mg/k
GRUP Kontrol o o K GTX-I
OGB OGB OGB
Tum | -0,048+0,003 | -0,048+0,005 -0,0470,005 -0,044£0,004 | -0,035:0,004 |
Alfa . * o
Heliks -0,100+0,009 | -0,097+0,009 -0,083+0,008 | | -0,090+0,002 | | -0,081+0,004 |
Tesadiifi * *
-0,322+0,014 | -0,3330,011 -0,338+0,006 1 | -0,339+0,010 1 -0,3290,002
kivrilma
Beta * * *
Tobaka | “OTOOE0:003 | -0,156£0,008 | -0.1340,009 | | -0156+0,002 | | -0.152+0,006 |
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Turn Alfa Heliks
0,06 0.15 1
0,04 - 0.1 1 b FF ok wx
T
0,02 - 0,05 A1
0 |
B Kontrol 25mgkg OGB B EKontrol 25mgkg OGB
B30mgkg OGB ®7>mgkg OGB B350 mgkg OGB B 75mgkg OGB
GTXIII GTXIII
a) b)
Tesadiifi Kivrilma Beta Tabaka
0.4 - 0.2 -

W Kontrol 25mgkg 0GB

m50mgkg OGB
GTXIII

B73mgkg 0GB

M EKontrol

B50mgkg OGB

GTXIII

25mgkg OGB
m73mgkg OGB

c)

d)

Sekil 3.27. Ikincil tiirev vektdr normalizasyonu metodu ile elde edilen kontrol, OGB
(25, 50 ve 75 mg/kg) ve GTX-III gruplarinin dokularindaki a) Turn b) Alfa heliks c)

Tesadiifi kivrilma d) Beta tabaka proteinlerin ikincil yapt miktarindaki degisimler.
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3.2. TARTISMA

Bu ¢alismada farelere 25, 50 ve 75 mg/kg OGB ve GTX-Ill uygulanmis ve 24 saat
sonunda OGB’nin kalp kasindaki lipitler, proteinler ve niikleik asitler tizerindeki
etkileri, molekiillerin yapilari, kompozisyonlar1 ve fonksiyonlar1 hakkinda 6nemli
bilgiler elde etmemizi saglayan bir teknik olan ATR-FTIR spektroskopisi kullanilarak
incelenmistir. OGB’yi 50 mg/kg’dan (yaklasik 1 ¢ay kasigi) fazla tiiketmenin ciddi
zchirlenmelere sebep olabilecegi [44], zehirlenme belirtilerinin 20 dakika ile 3 saat
arasinda ortaya ¢iktigi ve etkilerinin 1-2 giin siirdiigii rapor edilmistir [45], [46]. Bu
nedenle, bu calismada hayvanlara uygulanmak iizere, toksik doz sinir1 olarak kabul
edilen 50 mg/kg ve bu dozun %.’si kadar azaltilmis konsantrasyonu olan 25 mg/kg ve
%2’s1 kadar artirilmis konsantrasyonu olan 75 mg/kg dozlart secilmistir. Bizim bu

calismada kullandigimiz dozlara benzer dozlar daha oOnceki c¢alismalarda da

kullanilmuistir [26], [58].

Calismamizda kullandigimiz OGB’nin igerdigi primer toksik maddeler olan GTX-I ve
GTX-IIT’iin miktarlariin sirasiyla 32 ve 8 ug/g oldugu tespit edilmistir. Kaplan ve
arkadaslar1 [138], GTX analiz metodu gelistirmek amaciyla farkli bolgelerden toplayip
kullandiklar1 OGB’nin i¢indeki ortalama GTX-I ve GTX-III degerlerini sirasiyla 13,36
ve 5,95 pg/g olarak belirlemislerdir. Ayrica, daha once gergeklestirilmis olan benzer
calismalarda deney hayvanlarina uygulanmis olan OGB’nin igerdigi GTX-I miktarlari
Eraslan ve arkadaglar1 [163] tarafindan 34,05 pg/g ve Kurtoglu ve arkadaglar1 [164]
tarafindan 20,4 pg/g olarak, GTX-III miktarlar1 ise Eraslan ve arkadaglari [163]
tarafindan 6,5 pg/g, Kurtoglu ve arkadaslart [164] tarafindan 8,20 ng/g, Silici ve
arkadaglar1 [60], [165] tarafindan 6,22 pg/g olarak rapor edilmistir. Dolayisiyla bizim
kullandigimiz balda tespit ettigimiz toksik madde degerleri hem Kaplan ve arkadagslar
tarafindan rapor edilen ortalama degerlerin iizerindedir hem de diger ¢aligmalarda

kullanilan OGB’nin igerdigi toksik madde miktarlari ile paralellik gostermektedir.

Hiicre diizeyindeki bazi islev bozukluklari birgok metabolik hastaligin kaynagidir [129],
[130]. Bu islev bozukluklari, hiicre fonksiyonlarimi yiiriiten hiicre zari, iyon kanallari,
reseptorler, organeller ve molekiillerin yapisal ve regiilatdr bozukluklari ve birbirleri ile

etkilesimlerindeki degisimler sonucunda ortaya ¢ikmaktadir [131]-[133]. Biyolojik
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molekiillerin ~ fonksiyonlar1  yapilarna  baghdir.  Glinimiizde, = molekiiler
kompozisyondaki degisimlerin hiicre zarinda normal isleyis igin gerekli olan lipit ve
protein gibi molekiillerin antisimetrik dagilimini1 degistirdigi, bunun da hiicrede ¢esitli
fonksiyon bozukluklarina neden oldugu bilinmektedir. Ornegin doymamis/doymus lipit,
lipit/protein oranlarindaki degisimin membran kalinligin1 ve lipit diizenini diger bir
deyimle membran yapisini degistirdigi ve bunun da membran akiskanligi ile ilgili
oldugu ve iyon akimlar1 kinetigi ve fonksiyonunu altiist ettigi bilinmektedir [113],
[133], [166]. Bu nedenle yapisal ve molekiiler igeriklerdeki degisimleri belirlemeye
yonelik caligmalarin 6nemi biiyiiktiir. Molekiillerin yapisal, fonksiyonel ve dinamik
ozelliklerinin karakterize edilmesini saglayan FTIR spektroskopisi, biyolojik caligmalar
acisindan lipitlerin diger biyomolekiillerle etkilesimleri, proteinlerin ikincil yapilarinin
belirlenmesi, kanser, diyabet gibi patolojik durumlarin, Alzheimer, Parkinson gibi
norodejeneratif hastaliklarin doku ve membran diizeyinde tanim ve teshisi gibi bircok
alanda kullanilmaktadir [104], [108], [109], [112], [113], [143], [144], [148], [150],
[167].

Calismamizin sonuglar, OGB ve GTX-III'lin fare kalp kasindaki hiicre bilesenlerini
olusturan makromolekiillerin yani doymus ve doymamis lipitler, proteinler ve niikleik
asitlerin miktarlarinda, yapilarinda ve bunlara bagli olarak fonksiyonlarinda 6nemli

degisiklikler meydana getirdigini ortaya ¢ikarmistir.

3011 cm™ civarinda gozlenen olefinik=CH gerilme bantinin sinyal siddeti ve altinda
kalan alan hidrokarbon zincirlerinin doymamishgi hakkinda bilgi vermektedir [102],
[111]-[113], [115], [118], [147]. SOz konusu bantta yapilan analiz sonuglarina gore, 50
mg/kg OGB uygulanmis grupta doymamis yag asidi miktarinda anlamli bir artig
meydana gelmistir (Sekil 3.6). Doymamis yag asitlerinin lipit peroksidasyonuna karsi
hassas olduklar1 bilinmektedir ve bu bandin altinda kalan alan, lipit peroksidasyonu
tayini i¢in bir index olarak kullanilabilir [102]. Ayrica doymamislik indeksi olarak
bilinen, bu bandin alanin doymus lipitlerden kaynaklanan bantlarin alanina
boliinmesiyle elde edilen doymamis/doymus lipit oranmin biitiin gruplarda anlaml
olarak arttig1 tespit edilmistir (Sekil 3.7). 50 mg/kg OGB uygulanmis grupta hem
olefinik=CH bant alanindaki hem de doymamis/doymus lipit oranindaki artig, 50
mg/kg’lik OGB dozunun kalp kasinda doymamis yag asidi konsantrasyonunda artis

meydana getirdigini gostermektedir. Olefinik=CH bant alaninda goriilen bu artisin
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nedeni, artan lipit peroksidasyonu sonucu dokudaki lipit peroksidasyon son iiriinlerinin
artigina bagl olabilir [111], [113], [154], [155], [168].

Lipit peroksidasyonunun coklu doymamis yag asitlerinin agil zincirlerindeki cift
baglarda meydana geldigi [169], [170] ve olefinik baglarimin kaybiyla sonuglandigi
[171], [172] bilinmektedir. Ancak deney sonuglarimiza gore olefinik gruplarinda bir
azalma yerine bir artis gozlenmistir. Bu sonuc¢ lipit peroksidasyonu reaksiyonlari
sirasinda kaybolan doymamis yag asidi miktarinin lipit peroksidasyon son iirlinlerinde
bulunan ¢ift baglar tarafindan kompanse edildigini gostermektedir [102], [113], [152].
Yin ve arkadaslarinin [173] hazirladigi bir derlemede detayli bir sekilde agiklandigr gibi
biyolojik doku ve membranlardaki lipitler serbest radikal kaynaklariyla muamele
edildiklerinde bir dizi oksidasyon reaksiyon zinciri meydana gelir. Coklu doymamis yag
asitleri bu oksidasyon reaksiyonlarina karsi son derece duyarlidir. Lipit peroksidasyonu,
doymamig bir lipit {initesinin molekiiler oksijenle birlesmesiyle baslayan ve lipit
peroksidasyon son iirlinleri olarak bilinen lipit hidroperoksit ve dialkilperoksit gibi
bilesiklerin olusmasiyla sonlanan kompleks bir siirectir. Eger bir lipit agil zinciri birden
fazla ¢ift bag igeriyorsa, lipit peroksidasyonu konjuge dienleri olusturmak i¢in bu ¢ift
baglarin yeniden diizenlenmesiyle sonuc¢lanir. Bunu hidroperoksitlerin par¢alanmasi ve
kompleks cogalma reaksiyonlar1 takip eder ve sonucta ikincil lipit peroksidasyon
trinleri olusur [173], [174]. Lipitlerde meydana gelen bu dejeneratif ¢ogalma
reaksiyonlarina alkenler, malondialdehit (MDA) gibi karbonil bilesikleri, lipit aldehitleri
ve alkil radikallerini igeren ¢esitli son liriinlerin olusmasi eslik eder. Sonug olarak OGB
ve GTX-1Il uygulanmis gruplarin kalp kas1 dokusundaki olefinik gruplarinin miktarinda
meydana gelen artis dokuda bu lipit peroksidasyon son iirlinlerinin birikmesinden
kaynaklanmig olabilir [170], [173]. Hipokampiis dokusunda etanol intoksikasyonunun
etkilerini FTIR spektroskopisi ile arastiran onceki bir ¢alismada, bizim sonuglarimizla
uyumlu olarak lipit peroksidasyon son {iiriinlerinin artisina bagl olefinik=CH bant alan1
ve doymamis/doymus lipit oraninda artig rapor edilmistir [141]. Severcan ve arkadaslari
[102] tarafindan gergeklestirilen bir bagka FTIR ¢alismasinda diyabetin si¢anlarda lipit
peroksidasyonunu artirdig1 olefinik bandindaki artis ile tespit edilmistir. Bu ¢alismada
ayrica lipit peroksidasyonu son iriinlerinin varligi, lipit peroksidasyon testi olarak
bilinen TBARS (tiobarbiturik asit reaktif madde) testiyle saptanmis olan MDA varligi

ile dogrulanmagtr.
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Lipit peroksidasyonu ile ilgili daha dnce rapor edilen sonuglarda lipit peroksidasyon son
tirlinlerinde karbonil ester gruplarinda da bir artis oldugu tespit edilmistir [174]-[176].
1738 cm™'de gozlenen karbonil ester gerilme band lipitlerdeki kolesterol esterleri ve
trigliseritlerdeki karbonil gruplarindan sinyal almaktadir. Bu bantin altinda kalan alanin
doymus lipit bantlarinin altinda kalan alana boliinmesiyle hesaplanan karbonil ester/lipit
oraninin 75 mg/kg OGB ve GTX-III uygulanmis gruplarda arttigi (Sekil 3.21) tespit
edilmistir. Bu sonuglar, OGB ve GTX-III uygulamasindan sonra kalp kasi dokusunda
lipit peroksidasyon son {irlinlerinin biriktigi ve bu birikim sonucunda olefinik ve

karbonil gruplarinin artti§1 sonucunu desteklemektedir.

Normal kosullarda kalp kasi enerji gereksiniminin biiyiik bir bolimiinii serbest yag
asitlerinin oksidasyonundan saglar ve yag asitlerinin serbest radikallerin zararh
etkilerine son derece duyarli oldugu bilinmektedir [125], [173]. Oksidatif stres sonucu
olusan serbest radikaller tiim viicut hiicrelerinde normal sartlarda az sayida iiretilirler.
Fakat bu radikaller siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidant
enzimleri tarafindan etkisiz hale getirilirler ve hiicredeki diger molekiillere saldirmaktan
alikonurlar [177]. Herhangi bir sebeple serbest radikallerin iiretimi hizla artarsa
etkisizlestirme mekanizmasi c¢alisamaz ve bu radikaller hiicredeki diger molekiillerle
reaksiyona girerek onlarin yapisini bozar. Ornegin, oksidatif stres sonucu olusan serbest
radikallerden birisi olan hidroksil radikali uzun zincirli yag asitleri ile tepkimeye girip
lipit peroksidasyonuna sebep olur [177]. OGB’nin etken maddesi olan GTX'in etkisi
agirhikli olarak voltaj bagimli sodyum kanallari iizerinedir. GTX a¢ik konumdaki
sodyum kanalina baglanir ve bdylece sodyum kanali kapanamaz hale gelir. Sonucta,
aksiyon potansiyeli uzamis bir hiperpolarizasyon siirecine girer [35], [67]. Hiicre i¢i
sodyum konsantrasyonundaki artig, hiicre i¢i ve hiicre dis1 sodyum/kalsiyum degisim
mekanizmasi lizerinde etkili olabilir [178], [179]. Bu sekilde, hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonu artarken, diger tarafta sodyum seviyesi azalir. Hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonundaki artigin, serbest radikallerin olusumunu tetikleyen ana
mekanizmalardan birisi oldugu bilinmektedir [180]. Ayrica, GTX'e maruz kalmanin,
karaciger ve bobrek gibi organlarda iglev bozukluguna yol acabildigi ve organlardaki
fonksiyonel bozukluklarin ve biyolojik sistemdeki dengenin bozulmasimnin da serbest
radikal olusumuna yol agabilecegi bilinmektedir [165], [181]. Bu durum OGB ile
yapilmig Onceki caligmalarda gosterilmistir [165], [181]. Diger yandan, GTX’in
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muskarinik M2 reseptorlerine baglanarak kardiyotoksisitede onemli bir rol oynadigi
bilinmektedir [69]. GTX'in artmig vagal tonu, kolinerjik etkinin yogunlagmasi
nedeniyle, ozellikle kardiyovaskiiler sistemde ve diger sistemlerde fizyolojik dengenin
bozulmasma yol acar [69]. Bu durum, dolayli olarak, hiicresel diizeyde
oksidan/antioksidan dengesinin bozulmasina, hiicresel antioksidan savunma sisteminin
zayiflamasina ve serbest radikallerin olusumuna yol agabilir. Sonug olarak, olefinik=CH
ve karbonil ester bantlarinin alanindaki ve doymamis/doymus lipit oranindaki artis,
sistemde olusan serbest radikallerin kalp kasindaki yag asitlerine saldirmasiin bir
sonucu olan lipit peroksidasyonuna baglanabilir. Sonu¢larimiz OGB’nin etken maddesi
olan GTX’in etki mekanizmasinin, oksidatif stres olusturma potansiyeli ile iligkili
oldugunu gostermektedir. Bizim sonug¢larimizla uyumlu olarak, Eraslan ve arkadaslari
[163] tarafindan gerceklestirilen bir g¢alismada, OGB’nin farkli dozlarmin kalpte
meydana getirdigi oksidatif stres MDA, NO (nitrik oksit) ve HNE (4-hidroksinonenal)
gibi oksidatif stres markerlarinda gozlenen artis ve antioksidant enzim seviyelerindeki
degisimler ile gosterilmistir. Benzer sekilde, Silici ve arkadaslart [60] tarafindan
GTX’in gesitli hiicre ve dokularda meydana getirdigi lipit peroksidasyonu, MDA
seviyesindeki artig belirlenerek rapor edilmistir. Ayn1 ¢alismada farkli dokularda ve
plazmada antioksidant enzim seviyelerinde artis oldugu gozlenmistir [60]. Antioksidant
enzimler zararli serbest radikalleri daha az zararli ya da zararsiz bilesiklere
doniistiirmede aktif rol oynadigindan bu artista oksidatif stresin dolayisiyla lipit

peroksidasyonunun bir gdstergesi olarak kabul edilebilir.

Lipit kaynakli CH3 antisimetrik ile CH, antisimetrik ve simetrik gerilme bantlarinin yer
aldigt C-H gerilme bolgesi analiz edildiginde 25 mg/kg OGB uygulanmis grupta
herhangi anlamli bir degisiklik gézlenmemis, ancak 50 mg/kg OGB uygulanmis grupta
bu bantlarin alanlarinda kontrol grubuna gore artis tespit edilmistir (Sekil 3.8 ve Sekil
3.9). Bu artig, lipit miktarindaki artis1 dolayisi ile lipit biyosentezindeki artisi
gostermektedir. Bu sonug, 50 mg/kg OGB uygulanmis grupta CH,/CH3 bant alan
oranlarindaki artis ile desteklenmektedir (Sekil 3.20). Ciinkii s6z konusu orandaki artig
lipit zincir uzunlugundaki artis1 gostermektedir [143], [144]. Lipit bantlarinin
alanlarinda ve CH2/CHj oraninda gozlenen artiglar 50 mg/kg OGB uygulanmis fare kalp
kasinda lipit igeriginde artis oldugunu gostermektedir. C-H gerilme bolgesine ilaveten

parmak izi bolgesindeki lipit bantlarinin analizleri de yapilmistir. S6z konusu bolgede
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1738 cm™de yer alan karbonil ester gerilme bandmnmn alan degerinde gozlenen artis
(Sekil 3.13), 50 mg/kg’llk OGB dozunun lipit miktarin1 artirdigi  sonucunu
desteklemektedir. 75 mg/kg OGB uygulanmis grubun sonuglarina bakildiginda CH,
antisimetrik (Sekil 3.9 a) ve karbonil ester gerilme (Sekil 3.13) bantlarinin alanlar1 ve
CH,/CH3 (Sekil 3.20) oraninin azaldigi goézlenmistir. GTX uygulanmis grupta bu
bantlardan sadece CHs; antisimetrik bandinin alaninda anlamli bir degisiklik
gbzlenmistir ve bu degisiklik karsimiza 75 mg/kg OGB grubununkine benzer sekilde bir
azalma olarak c¢ikmustir. Sonug¢ olarak, 50 mg/kg OGB lipit miktarini artirirken, 75
mg/kg OGB ve GTX tam tersi bir sekilde azaltmistir. 50 mg/kg OGB ile 75 mg/kg
OGB’nin fare kalp kasindaki lipitlerin miktar1 {izerinde yarattigr zit etki kullanilan
dozlarin igindeki farkli miktarda bulunan GTX miktari ile agiklanabilir. Daha once
yapilan bir ¢alismada OGB’nin farkli dozlarinin zit etkiler yarattigi Giindiiz ve
arkadaglar1 [66] tarafindan rapor edilmistir. Arastirmacilar, GTX'in diisik dozlarda
alindiginda kalpte kolinerjik etkilerle bradikardi ve hipotansiyon yaptigini, yiiksek
dozlarda alinmasi durumunda siirrenal medulladan epinefrin salgilatarak tasikardi ve
hipertansiyon olusturdugunu bildirmislerdir [66]. Bir baska ¢alismada, solunum
sisteminde GTX’in diisiik dozlarda diizensizlik ve derinlikte azalma, yiiksek dozlarda

ise solunum hizlanmasi ve solunum depresyonu yaptigi rapor edilmistir [23].

Lipitlerle ilgili bantlarin analiz sonuglar1 bir biitiin olarak degerlendirildiginde, 50 ve 75
mg/kg OGB ve GTX-Ill uygulamasimnin kalp kasindaki lipit metabolizmasinda
degisiklik meydana getirdigi ve bu degisiklik sonucunda 50 mg/kg OGB dozunun kalp
kasinda lipitlerin birikimine sebep oldugu sonucuna varilabilir. Lipitler kardiyak
metabolizmaya yliksek enerjili ATP’leri liretmek i¢in ciddi anlamda katki sagladigindan
lipit metabolizmas1 gesitli kalp hastaliklarinda ve kalp yetmezligi siireglerinde ¢ok
onemli bir rol oynar [182]. Lipit alim1 ve oksidasyonu arasindaki fizyolojik denge fazla
lipitlerin birikmesini Onler. Eger bu denge herhangi bir sebeple bozulacak olursa
miyokardiyal lipit birikimi gozlenir ve bu durum cesitli patolojik cevaplara sebep olur
[126], [183]. Yag asitleri membran akigkanligt ve membran yapisinin stabilitesi
tizerindeki etkileri, membrandan iyon ve madde transportu, kardiyak fonksiyon ve
eksitabilite icin ¢cok onemli olan kardiyak elektrofizyoloji gibi membran fonksiyonlarin
onemli derecede etkiler. Yag asitleri ve onlarla iliskili diger lipitler hiicre zarindaki

yapisal ve fonksiyonel rollerine ek olarak, hiicre sinyallesmesinde ve transdiiksiyonda
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ikincil mesajc1 olarak, apoptoziste efektér olarak, oksidatif ve iskemik zararin
olusumunda regiilator molekiil olarak rol oynarlar [184]. Bu nedenle, yag asidi
metabolizmasindaki anormal durumlar kardiyak sistem yapisin1 ve fonksiyonunu
olumsuz ydnde etkiler. OGB’nin lipit metabolizmasinda degisiklik yaptigi Oztasan ve
arkadaglarmin 2005 yilinda [26] yaptigi bir caligmada gosterilmistir. Bahsedilen
calismada, diyabetli siganlarda OGB uygulamasindan sonra kandaki lipit seviyelerinde
azalma oldugu tespit edilmis ve bunun OGB igerisinde bulunan GTX'in parasempatik
sinir sistemini veya Mj,-muskarinik reseptorleri uyararak pankreas Langerhans adacik
hiicrelerinden insiilin salgilatmasina bagli olabilecegi 6ne siirtilmiistiir [26]. OGB bu
etkisi nedeniyle kandaki lipit miktarinin azalmasina sebep olurken, kalp kasi gibi
dokularda lipit miktariin artigina sebep olmus olabilir. Kalp kas dokusunda biriken bu
lipitlerin ¢cogu kalp fonksiyonlarini kétii yonde etkilemekte ve kardiyak fibréz, miyosit
apoptozu ve siklikla mitokondriyal bozukluklardan kaynaklandigi diisiiniilen azalmis
kasilma gibi yapisal miyokardiyal zararlara sebep olmaktadir [183]. OGB’nin asiri
dozda tiiketiminin atriyoventrikiiler blok, ritm bozukluklari, bradikardi ve ciddi
hipotansiyon gibi kardiyak yan etkiler ve fonksiyonel bozukluklara sebep oldugu
bilinmektedir [66], [185]. Biitiin bu fonksiyonel bozukluklarin ortaya g¢ikmasinda
dokuda biriken lipitler katki sagliyor olabilir.

Lipit/protein oran1 membran fonksiyonu ile yakindan iliskili olan lipit ve/veya protein
antisimetrisindeki degisiklikler hakkinda bilgi vermektedir [111], [112]. 50 mg/kg OGB
uygulanmis grupta bu oran anlamli derecede artmistir (Sekil 3.22). Calismamizda, 50
mg/kg OGB uygulanmis grubun kalp kasindaki lipit miktarinda anlamli derecede bir
artig, protein miktarinda anlamli derecede bir azalma tespit edildiginden lipit/protein
oraninda gozlenmis olan bu artig, fare kalp kasindaki lipit miktarindaki artigtan, protein
miktarindaki azaligtan ya da her ikisininde etkisiyle meydana gelmis olabilir. Ayrica bu
artis 50 mg/kg OGB uygulanmis kalp kasi hiicre zarlarinda lipit antisimetrisinde
degisiklik oldugunu gostermektedir. Lipit antisimetrisinde meydana gelen
degisikliklerin hiicre ici ve hiicreler arasi iyon konsantrasyonunda ve sonugta membran

fonksiyonunda 6nemli degisikliklere neden oldugu bilinmektedir [186].

Biyolojik membranlar lipit dinamikleri, sinyal iletimi, madde transferi ve membrana
bagl enzimlerin aktivitesi gibi birgok hiicre fonksiyonunu kontrol ettiginden, membran

akigkanliginin optimum seviyede korunmasi ¢ok oOnemlidir [187], [188]. Ayrica
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giintimiizde lipit diizenindeki farkliliklar, lipit dinamigi, membranlardaki proteinlerin
sekonder yapilarindaki degisikliklerin makromolekiil iceriklerindeki degisikliklerle
birlikte iyon kanallarinin kinetigini ve fonksiyonlarini bozdugu ve dolayisiyla birgok
hastaliga neden oldugu bilinmektedir [133]. FTIR spektrumunda CH, antisimetrik
bantinin dalga sayisi, membrandaki lipitlerin diizen ve diizensizlik durumlar (agil
zincirlerinin esnekligi) hakkinda bilgi vermektedir. Ornegin, bu bantin dalga sayist
degerindeki bir artis daha esnek acil zincirlerini yani daha diizensiz bir membran
yapisini, bir azalma ise daha diizenli bir membran yapisin1 géstermektedir [117], [143],
[158]. 25 mg/kg OGB uygulanmis grubun CH, antisimetrik bandinin dalga sayisinda
anlamli bir degisiklik gézlenmezken, 50 ve 75 mg/kg OGB ve GTX-IIl uygulanmis
gruplarda bu bandin dalga sayisi yiiksek degerlere dogru anlamli derecede artig
gostermistir (Sekil 3.10). Bu sonug bize 50 mg/kg, 75 mg/kg OGB ve GTX-III
uygulamasinin membran diizeninde bir azalma meydana getirdigini yani membrani daha
diizensiz yaptigini gostermektedir. Membran diizenindeki azalma, 50 mg/kg OGB
uygulanmis grupta daha net gozlenmis olan OGB ve GTX-III tarafindan indiiklenen
oksidatif strese bagli lipit peroksidasyonu ile iligkili olabilir. Oksidatif stresin lipit
diizenine etkisini gosteren bir ¢alismada, fosfolipitlerde lipit diizenindeki oksidatif
strese bagli azalma elektron paramanyetik spektroskopisi ile de tespit edilmistir [189].
CH; antisimetrik bantinin bant genisligindeki degisimler ise membran lipitlerinin
akigkanliginda meydana gelen degisimleri belirlemek amaciyla kullanilir [143]. Deney
sonuglarimiza gore CH; antisimetrik bantinin genisligi 50 ve 75 mg/kg OGB
uygulanmis gruplarda anlamli derecede artmistir (Sekil 3.11). Bant genisligindeki bu
artig lipit akiskanliginda bir artis meydana geldigini gostermektedir [117], [157]. Lipit
akigkanligindaki s6z konusu degisim orneklere ait lipit kompozisyonundaki, diger bir
ifade ile doymus yaglar, fosfolipitler ve kolesterol v.b. lipit miktarlar1 ile bunlarin
birbirlerine gore olan bagil degisimlerinden ve lipit/protein oranindaki degisimden
kaynaklanmig olabilir [190]. OGB’nin etken maddesi olan GTX'in iskelet ve kalp kasi
tizerindeki etkilerinin tiimiinlin hiicre membraninda yaptig1 degisikliklere bagl oldugu
bilinmektedir [191], [192]. GTX yagda ¢6ziinen bir toksindir, dolayistyla hiicre zarinin
diizeni ve akiskanligt GTX’e kars1 gecirgenlikte cok dnemlidir. Daha 6nce bahsedildigi
gibi GTX hiicre zarindaki voltaj bagimli sodyum kanallarina baglanarak membranin
sodyum gegirgenligini artirir ve ayrica kalsiyumun hiicre i¢ine girisini kolaylastirir [70],
[71]. Kas kasilmasinda, hiicre boliinmesinde, apoptozizde, ndrotransmiter salinimi gibi
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olaylarda sitozolik Ca?* konsantrasyonundaki degisimler 6nemli rol oynamaktadir
[193]. Calismamizda gozledigimiz membran diizenindeki azalma ve membran
akiskanligindaki artts membran gegirgenligini artiran bir etkendir. Dolayisiyla
sonuglarimiz OGB ve GTX’in hiicre zarini etkiledigi ve bunun sonucunda hiicre i¢i iyon
konsantrasyonunda degisiklikler meydana getirdigi ile ilgili bulgularla uyum igindedir.
Bu sonug, 50 ve 75 mg/kg OGB dozunun ve GTX-III’in membran diizeni ve
akiskanliginda onemli degisikliklere sebep olarak hiicre zarmmin normal isleyisini
bozdugunu gostermektedir. Hiicre zarmin diizeni ve akiskanliginda meydana getirdigi
bu olumsuz etkiler, OGB’nin kalp kasindaki toksik etki mekanizmalarindan birisi

olabilir.

FTIR spektroskopisi biyolojik sistemlerdeki proteinlerin lipitlerle birlikte calisilmasina
imkan saglayan bir tekniktir [113], [166]. 3283 cm™’de gozlenen Amid A bandi, 1641
cm™ ve 1545 cm™ yer alan Amid | ve Amid II bantlari ve 2874 cm™ de gozlenen CHg
simetrik bantlar1 proteinlerdeki yapi ve konsantrasyon degisimleri hakkinda bilgiler
vermektedir. S6z konusu bantlarin alan degerleri incelendiginde 50 mg/kg OGB
uygulanmis grupta Amid A bandinin altinda kalan alanimin anlaml derecede azaldigi,
GTX-II uygulanmis grupta ise arttigi goriilmistiir (Sekil 3.4). Bu sonug, 50 mg/kg’lik
OGB uygulamasinin kalp kasindaki toplam protein igerigini azalttigin1 ve 0,01 mg/kg
GTX-I uygulamasinin ise artirdigini géstermektedir. Amid | bandinin dalga sayis1 ve
bant genisligi degerindeki degisimler protein yap: ve konformasyonlari hakkinda bilgi
verir [143], [194]. Bu bandin dalga sayisi ve bant genisligindeki degisimler
incelendiginde, 25 mg/kg OGB uygulanmis grupta anlamli bir fark gézlenmemistir.
Ancak, 50 ve 75 mg/kg OGB ve GTX-III uygulanmis gruplarda Amid I bandinin hem
dalga sayisinda hemde bant genisliginde anlamli derecede artma saptanmistir (Sekil
3.14 ve Sekil 3.16). Bu artis 50 ve 75 mg/kg’lik OGB’nin ve GTX-11I’lin kalp kasindaki
proteinlerin yapisinda ve konformasyonunda 6nemli degisiklikler meydana getirdigini
gostermektedir. Bu sonug, 50 mg/kg OGB uygulanmis grupta Amid I/Amid Il alan
oraninda gozlenen anlamli diisiis ile de desteklenmektedir [143], [194] (Sekil 3.15).
Amid I bandinin dalga sayisinda ve bant genisliginde gozlenen degisiklikler ile Amid
I/Amid II oraninda gozlenen degisiklik OGB’nin ve GTX-III"lin kalp kas1 dokusundaki
proteinlerin  konformasyonunu etkiledigini gostermektedir. Bulgularimiz FTIR

spektroskopisi  kullanilarak gergeklestirilmis olan oOnceki calismalarda protein
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oksidasyonundan sonra gozlenen Amid I bandinin genisliginde gozlenen artis ile
desteklenmektedir [113], [195]. Proteinlerin oksidasyonu aminoasitler tizerinde bazi ek
karbonil gruplarinin olusumuna sebep olabileceginden, bu karbonil gruplari amin
gruplarina baglanmakta ve olusturdugu spektroskopik absorbsiyondan dolayr Amid |
bantinda genislemeye sebep olmaktadir [113], [174], [195]. Sonug olarak, OGB’nin
toksik etkisiyle olusan serbest radikallerin proteinleri oksidasyona ugratmasi,
proteinlerde meydana gelen yapisal ve konformasyonel degisikliklerin sebebi olabilir.
Literatiirde, oksidasyonun proteinlerin yapisi ve stabilitesi {izerindeki etkilerinin
aragtirildigi bir takim caligmalar mevcuttur [112], [149], [196]. Jayaraman ve
arkadaglar1 [197] oksidasyonun diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) partikiillerinin
ikincil yapilan tizerindeki etkilerini LC/MS/MS ve sirkiiler dikroism (CD) tekniklerini
kullanarak arastirmiglar ve protein oksidasyonunun alfa-heliks yapisinin kaybolmasina
ve tesadiifi kivrilma yapisinda artisa sebep oldugunu rapor etmiglerdir. Bu ¢alismanin

sonugclar1 bizim spektral sonuglarimiz ile uyum igindedir.

Yapilan protein ikincil yap1 analizi ¢alismalarinda elde edilen sonuglar kalp kasinda 25
mg/kg OGB’nin herhangi bir anlaml degisiklik yaratmadigini gostermistir. Alfa heliks
miktar1 25 mg/kg OGB uygulanmis grup disindaki biitiin gruplarda, beta tabaka miktari
50 mg/kg OGB ve GTX-III uygulanmis grupta, turn miktar1 GTX-III uygulanmis grupta
azalirken, tesadiifi kivrilma miktar1 50 ve 75 mg/kg OGB uygulanmis grupta anlamli
derecede artmistir (Sekil 3.27). Bu sonug, 50 ve 75 mg/kg OGB uygulanmis grubun
kalp kasindaki proteinlerde denatiirasyon meydana geldigini gostermektedir. Protein
denaturasyonu OGB tarafindan indiiklenen serbest radikal liretimi ve oksidatif stresten
kaynaklanmis olabilir. OGB uygulamasindan sonra kalp kasindaki bazi aminoasitler
yapisal olarak bozulmus olabilir ve proteinlerde gozlenen bu degisikliklere sebep olmus
olabilir. Serbest radikallerin protein baglarina ulasilabilirligi ve agregasyonu artirarak
protein degradasyonuna sebep oldugu bilinmektedir [198]. Onceki bir ¢alismada lipit
peroksidasyonu ile protein sentezine verilen zarar arasindaki iligki sigan karaciger
dokusu i¢in rapor edilmistir [199]. Sonug¢larimiz, kalp kasindaki proteinlerin ikincil
yapilarmm 50 ve 75 mg/kg OGB dozlarindan &nemli 6lgiide etkilendigini
gostermektedir. Calismamizda kalp kasindaki protein ikincil yapilarinda meydana
gelebilecek degisimlerin tespit edilmesi, makromolekiiler yap1 ve fonksiyonlardaki

degisimlerin belirlenmesi i¢in gereklidir. Simdiye kadar metabolik rahatsizliklarla ilgili
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yapilan ¢alismalarda, degisik proteinlerin miktarlar1 ve gen ekspresyonlari incelenmistir
[200]-[205]. Protein yapilarindaki ve buna bagli olarak da fonksiyonlarindaki
degisimler, yalnizca gen ekspresyonundaki veya protein sentezindeki farklilagmalara
bagli degildir. Proteinlerin gorevlerini tam olarak yapabilmeleri dogal hallerindeki {i¢
boyutlu yapilarina baglidir [206]. Katlanma asamasinda meydana gelebilecek her tiirlii
hata, proteinlerin farkl: ikincil, ii¢linciil ya da dordiinciil yapilara ulasmalarina, boylece
islevlerini yitirmelerine veya farkli islevlere sahip olmalarina neden olmaktadir [207].
Bu nedenle, ekspresyon degisikligi olmadan, yalnizca varolan proteinlerin birincil ya da
ikincil yapilarmin degismesinin de proteinlerde fonksiyon bozulmalarina yol
acabildikleri bilinmektedir. Serbest radikal iiretimindeki artis hiicrenin redoks
potansiyelini degistirerek, proteinler ve niikleik asitler gibi makromolekiillerin ikincil
yapisini degistirebilir [208]. Daha 6nce de bahsedildigi gibi GTX’ler, sodyum kanal
proteinine baglanarak bu proteinin yapisim degistirir. Onceki bir ¢aligmada lipit
peroksidasyonunun son iiriinlerinden birisi olan MDA ’nin kas miyozin proteininin alfa-
heliks yapisinda bir diisiise ve tesadiifi kivrilma yapisinda bir artisa sebep oldugu rapor
edilmistir [209]. Sonug olarak protein ikincil yapisinda gézlenen degisiklikler OGB ve
GTX-III uygulamasindan sonra artan lipit peroksidasyonundan da kaynaklanmig
olabilir. Ayrica, lipit iceriginde meydana gelmis olan degisikliklerden kaynaklanan
membran kalinliginda gozlenen degisiklikler protein konformasyonunda direkt bir etki

yaratmis olabilir [210].

1300-900 cm™ bélgesi karbonhidratlar ve niikleik asit ve fosfolipit gibi fosfat grubu
tasiyan makromolekiillerden kaynaklanan bantlar1 igermektedir. Niikleik asitlerin ana
bantlarindan birisi olarak bilinen 972 cm™de gozlenen C-N*-C gerilme bandimnin alan
analizi yapildiginda bu bandmn alaninin 75 mg/kg OGB uygulanmis grupta azaldigi
tespit edilmistir (Sekil 3.19). Bu azalma sistemdeki niikleik asit miktarinda bir azalma
oldugunu gostermektedir. Fosfolipitler ve niikleik asitlerden sinyaller alan POy
antisimetrik bandinin alaninda GTX-III uygulanmis grupta azalma gozlenmistir (Sekil
3.17). Ayrica bu bandin dalga sayisinda 75 mg/kg OGB ve GTX-III uygulanmis
gruplarda yiiksek degerlere dogru bir kayma gozlenmistir (Sekil 3.18). Bu kayma
niikleik asitlerin hidrojen bagi yapma kapasitelerinde bir diisiis meydana gelmesinden
kaynaklanmis olabilir ve niikleik asitlerde OGB uygulamasindan sonra ortaya c¢ikmis

olan konformasyonel bir degisiklige isaret etmektedir. Ayrica bu sonug niikleik asitlerde
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gozlenen yapisal degisikliklerin DNA ve RNA omurgalarinin hidrojen bagi yapma
kapasitelerindeki degisikliklerle iligkili olabilecegini gostermektedir [211]. Niikleik
asitlerin miktar1 ve konformasyonu ile ilgili degisikliklerin ¢ogunlukla 75 mg/kg OGB
ve GTX-III uygulanmis grupta ortaya ¢ikmasina ragmen, niikleik asit/lipit oran1 (Sekil
3.23) 50 mg/kg OGB uygulanmis grupta, RNA/protein (Sekil 3.24) ve RNA/lipit (Sekil
3.25) oranlart 50 ve 75 mg/kg OGB uygulanmis grupta anlamli derecede azalmustir.
Niikleik asitler ile ilgili sonuglar bir biitiin olarak degerlendirildiginde 6zellikle 50, 75
mg/kg OGB ve GTX-llI uygulanmis gruplarda niikleik asitlerin igeriginde ve
konformasyonunda 6nemli degisikliklerin oldugundan bahsedilebilir. Bu degisikliklerin
nedeni 50, 75 mg/kg OGB ve GTX-III uygulanmis gruplarin hiicre g¢ekirdeklerinin
morfolojisi, organizasyonu ve mimarisinde meydana gelen degisiklikler olabilir.
Ornegin OGB uygulamasindan sonra ¢ekirdek/sitoplazma oran1 degismis olabilir ya da
hiicre boliinme hiz1 degismis olabilir [162]. 50 ve 75 mg/kg OGB uygulanmis grupta,
RNA/lipit ve RNA/protein oranlarinda gozlenen azalma RNA miktarinda bir azalma
oldugunu ve dolayisiyla protein sentezinde azalma meydana geldigi sonucunu
desteklemektedir. Sonuglarimizla uyumlu olarak, Ascioglu ve arkadaslart [212]
tarafindan yapilan bir ¢alismada GTX-III’iin fare kemik iligi hiicrelerinde mitotik
aktiviteyi diisiirdiigli ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirtilmistir.
Niikleik asitlerin yapist ve igeriginde gozlenen degisiklikler GTX’in direkt olarak
niikleik asitlere baglanma kapasitesi ile de ilgili olabilir. GTX’ler, 2 hekzamerik ve 1
pentamerik halkadan olusan diterpenoid bilesiklerdir. H atomu igermemelerine ragmen,
temel yapilarindan dolayr bir hekzamerik ve bir pentamerik halkadan olusan piirin
bazlar: gibi goriiniirler [213], [214]. Baska bir deyisle GTX lerin halka yapili CH; ve
CHs gruplan vardir. Bu gruplar bu bilesiklere tipki alkilleyici ajanlar gibi mutajenik
olma 6zelligi verir. Bu yiizden GTX’ler DNA replikasyonu sirasinda piirin bazlarinin
yerine DNA ipliklerinin arasina ekleme yapabilir, iki DNA ipligi arasinda capraz
baglant1 olusturabilir ve metilasyona ve kiriklara neden olabilirler [215], [216]. Ayrica,
OGB’nin igindeki GTX tarafindan olusturulan serbest radikallerde niikleik asitlerde

yapisal ve konformasyonel degisikliklere sebep olmus olabilir.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

OGB’nin kalp iizerinde 6nemli etkileri oldugu bilinmesine ragmen bu konu ile ilgili var
olan caligmalar genellikle klinik diizeydedir. Literatiirdeki deneysel ¢aligmalar da sinirl
derecede bilgi sunmakta, dokuda patolojiye yol agmis olabilecek molekiiler, yapisal ve
kompozisyonel degisimlere deginmemekte, bununla ilgili yeterli bilgi vermemektedir.
Bu nedenle, bu ¢alismada, ATR-FTIR spektroskopisi teknigi ile OGB’nin etkilerinden
dolay1 kalp kasindaki hiicre bilesenlerini olusturan makromolekiillerin yani doymus ve
doymamuisg lipitler, proteinler ve niikleik asitlerin miktarlarindaki degisimler, bunlarin
birbirleri ile oranlarindaki degisimler, yapilarindaki de§isimlerin neler oldugu agiga
cikarilmaya calisilmistir. Ayrica calismamizda, protein sekonder yapisindaki degisimler,
lipit peroksidasyon orani, reseptor yapi, fonksiyon ve dagiliminda ¢ok onemli rolii
oldugu bilinen membran diizeni ve membran akiskanlig1 parametrelerindeki degisimler

analiz edilmistir.

Sonuglarimiz, 25 mg/kg’lik OGB uygulamasinin fare kalp kasinda lipit peroksidasyonu
disinda herhangi anlaml bir degisiklik meydana getirmedigini, fakat 50 ve 75 mg/kg
OGB ve GTX-III'lin lipit peroksidasyonuyla birlikte lipit, protein ve niikleik asitlerin
icerik, yap1 ve fonksiyonlarinda Onemli degisiklikler meydana getirdigini ortaya
cikarmigtir. 50 mg/kg OGB uygulamasi toplam lipit igeriginde onemli derecede bir
artiga, toplam protein igeriginde ise 6nemli derecede bir azalmaya sebep olmustur. Bu
sonucla zit bir sekilde 75 mg/kg OGB ve GTX-III uygulanmis gruplarda toplam lipit
icerigi azalmis ve protein icerigi artmigtir. 50 ve 75 mg/kg OGB uygulamasindan sonra
niikleik asit/lipit, RNA/protein ve RNA/lipit oranlarinda gozlenen azalma RNA
miktarindaki ve dolayisiyla protein sentezindeki azalmayi gostermektedir. 50 mg/kg
OGB uygulanmis grupta lipit/protein oraninda gozlenen azalma protein sentezinde bir
azalma meydana geldigi sonucunu desteklemektedir. OGB’nin uygulanan biitiin dozlar
ve GTX-Ill, dokuda lipit peroksidasyonu varligin1 gosteren bir parametre olan
doymamis/doymus yag asidi oraninda artis meydana getirmistir. Doymamis yag asidi

konsantrasyonunda goézlenen bu artisin lipit peroksidasyonu sonucu olusan son
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tirtinlerin dokuda birikmesinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Ayrica 50 ve 75 mg/kg
OGB ve GTX-III uygulanmis gruplarin kalp kas dokularinda gozlenen karbonil
ester/lipit oranmindaki artista OGB ve GTX-III uygulamasinin sistemde lipit
peroksidasyonu meydana getirdiginin bir kanitidir. 50 mg/kg OGB grubunun kalp kas1
hiicrelerindeki lipitlerin zincir uzunlugunda bir artis tespit edilmistir. 50, 75 mg/kg OGB
ve GTX-IIl uygulamasiin kalp kasi hiicre membranlarinin diizenini 6nemli miktarda
azalttig1 ve membran dinamigini 6nemli miktarda artirdig1 gézlenmistir. OGB’nin kalp
kas1 tizerindeki etkilerinin hiicre membraninda yaptig1 degisiklikler sonucunda olustugu
bilinmektedir. Bu nedenle ¢alismamizdan elde ettigimiz bu sonu¢ OGB’nin kalp kasinin
fonksiyonlari1 ne derecede etkiledigini ortaya c¢ikarmak agisindan son derece
Oonemlidir. Yapilan protein ikincil yap1 analizi ¢calismalarindan elde ettigimiz sonuglar,
50 ve 75 mg/kg OGB uygulamasindan sonra kalp kas dokusunda tesadiifi kivrilma
miktarinda artis oldugunu gostermistir ki bu da proteinlerde denatiirasyon oldugunu
gostermektedir. Biitiin bu degisikliklere protein ve niikleik asitlerde go6zlenen

konformasyonel degisiklikler de eslik etmistir.

Sonuglarimiz, diisiik dozdaki (25 mg/kg) OGB uygulamasimin kalp kas dokusunda lipit
peroksidasyonu disinda onemli bir degisiklik meydana getirmedigini ama diger iki
dozun (6zellikle 50 mg/kg) ve GTX-III’in 6nemli molekiiler degisiklikler meydana
getirdigini gostermistir. Anormallikler en ¢ok 50 mg/kg’lik muamelede goriildiigiinden,

OGB bu ve daha yiiksek konsantrasyonlarda kullanilmamalidir.

Calismamizda, kalp kas dokusundaki molekiiler degisiklikler incelenerek OGB
zehirlenmesine eslik eden hiicresel degisiklikler degerlendirilebilmistir. Molekiiler
kompozisyondaki degisimler, membrandaki normal isleyis igin gerekli olan lipit ve
protein gibi molekiillerin antisimetrik dagilimmi degistirdiginden ve lipit birikimi,
protein yap1 ve konformasyon degisimi gibi patolojik durumlart indiiklediginden cesitli
fonksiyon bozukluklarina neden olmaktadir. Bu nedenle ¢alismamizdan elde ettigimiz
sonuglar, OGB’nin kalp kasmin fonksiyonlarini ne derecede etkiledigini ortaya

¢ikarmak agisindan son derece 6nemlidir.

ATR-FTIR spektroskopisi yontemini kullanarak gerceklestirdigimiz bu ¢alisma,
OGB’nin kalp kasi iizerinde meydana getirdigi yapisal, kompozisyonel ve fonksiyonel
degisimleri molekiiler diizeyde ortaya c¢ikaran ilk c¢alisma oldugundan ozgiin bir

calismadir. Bu anlamda literatiire ve evrensel bilime katki saglayacaktir. Ayrica bu
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bulgular, ATR-FTIR spektroskopi teknigi kullanilarak degisik patolojik sistemler
hakkinda molekiiler diizeyde c¢ok degerli bilgiler elde edilebilecegini agikca

gostermistir.

Tirkiye’nin ozellikle Karadeniz Bolgesi'nde genis bir dagilima sahip olan ve resmi
olarak satis1 olmamasina ragmen iilkemizin bu bdlgesinde dnemli bir gelir kaynagi
haline gelen OGB’nin halk arasinda yaygin bir kullanima sahip oldugu bir gergektir. Bu
nedenle halk arasindaki bilingsiz ve asir1 tiiketimini 6nlemek amaciyla, yiiksek dozlarda
olumsuz etkilere sahip oldugunu kanitladigimiz OGB’nin, c¢alismamizda kullanilan
konsantrasyonlarinin altindaki konsantrasyonlar1 kullanilarak yapilacak bilimsel
calismalar 1s1¢inda bazi formulasyonlar sekline getirilerek tiiketime sunulabilecegi ve
diisiik dozlarda kullanilarak 6nemli bir ekonomik gelir kaynagi haline getirilmesiyle
iilke ekonomisine kazandirilmasi yoniinde calisilabilecegi diistintilmektedir. OGB’nin
tibba oOzellikle de farmakoloji alanina kazandirilabilmesi asamasinda bu ¢alisma

sonuglarindan da yararlanilabilecektir.

Bundan sonraki siiregte, bu ¢alismada kullanilan dozlardan farkli dozlarda OGB ve
GTX-II kullanilarak kalp dokusunda ve diger dokulardaki etkilerinin incelenmesi

lizerine yeni ¢calismalar gergeklestirilmesi planlanmaktadir.
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