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Haksoy H ve ark.

Deli Bal ve Grayanotoksin’in Karaciger Dokusu Uzerindeki

Etkilerinin Zamana Bagh Arastirilmasi

OZET

Amag: Icindeki grayanotoksin bilesiginden dolayr insanlarda zehirlenmeye sebep olan deli bal
(DB), ozellikle Tiirkiye’nin Karadeniz bolgesinde bazi rahatsizliklarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. DB zehirlenmesindeki semptomlarin 1-2 giin ig¢inde normale dondiigii rapor
edilmis olmasina ragmen, iyilesme siiresi hakkinda ayrintili bir ¢alisma mevcut degildir. Zehirlenme
etkilerinin ne kadar siireli oldugunun bilinmesi, hastalara dogru tedavi metodunun uygulanmasi ve
zamaninda taburcu edilebilmeleri agisindan 6nemlidir. Bu ¢alismanin amaci, etken doz DB ve
icindeki aktif maddenin saf hali olan GTX’in karaciger dokusu tizerindeki toksik etkilerinin zamana
bagl olarak incelenmesidir.

Gere¢ ve Yontem: Mus musculus tiirii erkek farelere 75 mg/kg (etken doz) DB ve 0,01 mg/kg
GTX-III uygulanmis, bu farelerin 24 ve 48 saat sonra karacigerleri ¢ikartilmig ve Azaltilmis Toplam
Yansima-Fourier Doniisiim Kizilotesi (ATR-FTIR) spektroskopisi ile molekiiler diizeyde
incelenmistir.

Bulgular: 24 saatlik DB ve GTX uygulamasi, karacigerde lipit peroksidasyonuna, glikojen
miktarinda azalmaya, doymus lipit miktarinda artisa, membran diizeninde azalmaya, membran
akiskanlifinda artisa, proteinlerin ve niikleik asitlerin yap: ve konformasyonlarinda degisikliklere
sebep olmustur. 48 saatlik siire sonunda glikojen miktarindaki azalis her iki grupta, doymus lipit
miktarindaki artig ise sadece DB grubunda normale donmiistiir. Fakat, lipit peroksidasyonu, protein
ve niikleik asitlerin yap1 ve konformasyonlarindaki, membran diizen ve akigkanligindaki
degisiklikler icin 48 saatlik siire yeterli olmamusgtir.

Sonug¢: Sonug olarak, 24 saatlik DB ve GTX uygulamasi karaciger dokusu tizerinde énemli toksik
etkiler olusturmaktadir ve bu toksik etkilerin hepsinin normale dénmesi icin 48 saatlik siire yeterli
degildir. Calismamizin sonuglari, DB’ nin etki siiresini ve DB zehirlenmesi vakalarinda hastalarin
tedavi ve taburcu siirelerini belirlemek igin faydali olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Deli Bal, FTIR Spektroskopisi, Karaciger, Grayanotoksin

Time-dependent Investigation of Mad Honey and Grayanotoxin on

Liver Tissue

ABSTRACT

Objective: Mad Honey (MH), which causes poisoning in people because of grayanotoxin
(GTX) in it, is widely used in the treatment of some disorders, especially in the Black Sea
Region of Turkey. Although it has been reported that symptoms of MH poisoning return to
normal within 1-2 days, there is no detailed study about the recovery time. It is important to
know how long the effects of poisoning last in order to apply the correct treatment method and
to be discharged from hospital on time. The aim of this study is to investigate the toxic effects
of effective dose of MH and GTX, which is the pure form of the active agent of MH, on liver
tissue at molecular level depending on the time.

Methods: Mus musculus male mice were treated with 75 mg/kg DB (effective dose) and 0.01
mg/kg GTX-III, liver tissues of these mice were removed after 24 and 48 hours and examined
by Attenuated Total Reflection-Fourier Transformation Infrared (ATR-FTIR) Spectroscopy at
molecular level.

Results: 24 h MH and GTX administration caused lipid peroxidation, a decrease in glycogen
amount, an increase in saturated lipid amount, a decrease in membrane order, an increase in
membrane fluidity, changes in the structure and conformations of proteins and nucleic acids.
After 48 h the decrease in glycogen amount returned to normal values in both groups, the
increase in the saturated lipids returned to normal values only in the MH group. However, the
48 h-period were not sufficient to return to normal values for the lipid peroxidation, changes in
the structure and conformation of proteins and nucleic acids and membrane order and fluidity.
Conclusions: In conclusion, 24 hour MH and GTX treatment induces toxic effects on liver
tissue and the 48 h-period is not sufficient for normalization of all these toxic effects. The
results of this study will be useful to determine the duration of treatment and discharge from
hospital for patients with MH poisoning.

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

Deli bal (DB), Ormangiilii (Rhododendron)
bitkisinden iiretilen ve igindeki grayanotoksin
(GTX) bilesiginden dolay1 insanlarda
zehirlenmelere sebep olan toksik bir baldir (1).
Fundagiller (Ericaceae) familyasina ait olan
Ormangiilleri Tiirkiye’nin Karadeniz bolgesi basta
olmak tizere Nepal, Japonya, Cin, Filipinler, Kore,
Endonezya, Avusturya, Almanya, Brezilya ve bazi
kuzey Amerika iilkelerinde yetismektedir (2).
Zehirlenmeye sebep olan GTX’ler bal arilar
tarafindan c¢esitli Ormangiilii tiirlerinin polen ve
nektarlarindan ekstrakt edilir (3). Tirkiye’de sik
goriilen Ormangiilii tiirleri, yuksek
konsantrasyonlarda GTX igeren R. luteum ve R.
ponticum*dur (4).

DB zehirlenme vakalarinin ¢ogu GTX’in
kardiyak bulgularindan kaynaklanmaktadir.
Bildirilen tiim vakalarda en sik rastlanan fiziksel
bulgular bradikardi ve hipotansiyondur ve diger
semptomlar genel olarak bu iki bulgu ile ilgilidir
(5). Hastalarda atriyoventrikiiler blok, nodal
ritimler ve daha siklikla siniis bradikardileri de
goriilmektedir. Bahsedilen kardiyovaskiiler etkilerin
yani sira bulanti, kusma, salivasyon, kramp tarzi
karin agris1 gibi gastrointestinal sikayetler ve bas
donmesi, biling kaybi, bulanik gérme, deliryum gibi
norolojik semptomlarda ortaya ¢ikabilmektedir (6).

Biitlin bu toksik etkilerine ragmen DB, halk
arasinda  oOzellikle  Tiirkiye’nin ~ Karadeniz
bolgesinde hipertansiyon, diyabet, soguk alginligi,
gastrointestinal bozukluklar, artrit, cinsel
performans bozukluklar1 gibi rahatsizliklarin
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (3,7).
DB’nin tarihte biyolojik silah olarakta kullanildig:
bilinmektedir (5). DB’nin popiilaritesi, gida olarak
tiketilmesi, kolay elde edilebilmesi, alternatif tipta
siklikla tercih edilmesinden dolayr giinden giine
artmakta ve bu baldan kaynaklanan zehirlenmeler
diinya ¢apinda bir sorun haline gelmektedir.
Ozellikle kardiyovaskiiler etkilerinden dolay1 énem
kazanan bu gida zehirlenmesi tiirii hayat:r tehdit
edici olabilir (4).

Rhodotoksin ya da andromedotoksin olarak
da bilinen GTX’ler azotsuz polihidroksil siklik
hidrokarbonlardan olusan diterpenlerdir.
Ormangiilii bitkisinden 60’tan fazla GTX formu
izole edilmistir (5). Balin igerigindeki GTX tipi ve
miktar tiirden tiire degisiklik gosterir (3). GTX-I,
GTX-Il ve GTX-III baslica toksik GTX tipleri
olarak degerlendirilir ve GTX-III’iin en toksik tip
oldugu bilinmektedir (8). GTX’ler hiicrede agik
durumdaki sodyum kanallarina baglanarak, onlarin
inaktivasyonunu engeller, membran gecirgenligini
artirir, repolarizasyonu inhibe eder ve membran
potansiyelini hiperpolarizasyon yoniinde hareket
ettirir.  Sonugta kas ve sinir hiicreleri gibi
uyarilabilir hiicreler depolarize durumda kalir
(9,10). Yani GTX kolinerjik bir ajan gibi hareket
ederek bradikardi, hipotansiyon ve solunum hizi
depresyonuna sebep olur (3).

Karaciger birgok fonksiyona sahip kompleks
bir organ olup; proteinler, karbonhidratlar, yaglar
ve vitaminlerin islenmesi ve depolanmasi, hormon
ve ila¢ metabolizmasi, toksinlerin detoksifikasyonu
gibi fonksiyonlartyla ~ viicudun ~ metabolik
homeostazisinin siirdiiriilmesinde onemlidir (11).
Literatiirde DB’nin ve GTX’in karaciger iizerinde
olumsuz etkileri oldugunu rapor eden klinik ve
deneysel ¢alismalar mevcuttur. Ornegin klinik
calismalarda DB tiiketimine bagli bir hepatoksisite
olgusu (4) ve akut hepatitis olgusu (12) rapor
edilmistir. Deneysel ¢aligmalarda ise karacigerde;
akut GTX-I  uygulamasmmin  bazi  enzim
seviyelerinde artisa ve fokal nekroz, hepatik santral
venin dilatasyonu gibi toksik etkilere (13), GTX-1II
ve yiiksek doz DB’nin lipit peroksidasyonuna (14),
farkli dozlardaki DB uygulamasinin karaciger
enzim seviyelerinde artisa (8), tikaniklik, steatoz ve
inflamasyona (15) sebep oldugu gdsterilmistir.
Ancak bu deneysel calismalarda  sadece
biyokimyasal ve histolojik incelemeler yapilmistir.
Bu nedenle DB’nin ve GTX’in karaciger dokusu
tizerindeki toksik etkilerini molekiiler diizeyde
ortaya koyan ¢alismalara ihtiyag vardir.

Bir dokunun islevini diizgiin bir sekilde
yerine getirebilmesi yapisi ile iligkili oldugundan,
karaciger dokusunda meydana gelen yapisal
degisiklikler o©nemli fonksiyonel bozukluklara
neden olabilir. Fourier Transform Infrared (FTIR)
spektroskopisi hiicrelerdeki yapisal degisiklikleri
dokularin zarar goérmeden incelenmesine olanak
saglayan biyolojik sistemler i¢in uygun bir
tekniktir. Bu teknik, molekiillerin degisik dalga
boylarindaki titresimlerini 6lgen ve bu nedenle
degisik titresim gruplarimi goriintilleyip onlarin
karakterize edilmesini saglayan, biyolojik doku ve
membranlar hakkinda degerli bilgiler veren yiiksek
bir teknoloji tiriintidiir (16,17). FTIR spektroskopisi
kullanilarak, fonksiyonel grup seviyesinde lipitler,
proteinler karbonhidratlar ve niikleik asitler gibi
hiicresel ~ bilesenlerdeki molekiiler —degisimler
belirlenebilir (18). Son yillarda kullanimi oldukga
yayginlasan ATR-FTIR  spektroskopisi, FTIR
spektroskopisine ATR (Attenuated Total
Reflection-  Zayiflatilmig  Toplam  Yansima)
aksesuar1 eklenmesiyle olusturulan bir tekniktir.
ATR-FTIR spektroskopisi, kisa siirede hassas
Olglimler yapar ve boylece zamandan tasarruf
saglar. Ayrica biyolojik dokulardaki farkli
fonksiyonel gruplart ayni anda izleme olanagi
sunmasi, incelemelerde ¢ok az miktarda numunenin
yeterli olmasi, numune hazirlamanin kolay olmasi
gibi birgok avantaja sahip olmasi nedeniyle
biyolojik sistem caligmalart ic¢in siklikla tercih
edilen bir tekniktir. Bu teknikte, numuneler ATR
kristalinin ~ {izerine  dogrudan  yerlestirilerek
incelenebilir (19).

Zehirlenmeye sebep olan DB miktar1 tam
olarak  bilinmemekle  birlikte,  zehirlenme
belirtilerinin genel olarak bir ¢ay kasig1 bal
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tiketiminden sonra  ortaya ¢iktigi  farkh
calismalarda rapor edilmistir (20,21). Semptomlar
bal tiiketiminden sonraki ilk 3 saat i¢inde ortaya
ctkmakta, en kotii belirti ve bulgular en az 24 saat
stirmektedir. Henliz semptomlarin tam olarak ne
kadar stirdiigii  bilinmemekle birlikte, tam
iyilesmenin birka¢ giin i¢inde gerceklestigi tahmin
edilmektedir. Literatiirde DB zehirlenmesindeki
semptomlarin siiresi hakkinda ayrintili bir ¢alisma
mevcut degildir. Bu nedenle, DB zehirlenme
etkileri ve DB tanist alan hastalarin hastanede ne
kadar siire gézlem altinda tutulmasi gerektigine dair
tam bir fikir birligi saglanamamistir. Jansen ve ark.
DB zehirlenme etkilerinin 1-2 giin siirdiigiinii rapor
etmistir (22). Giindiiz ve ark. (2008) DB
zehirlenmesi teshisi konan hastalarin 2-6 saat
kontrol altinda  tutulduktan sonra taburcu
edilebilecegini bildirirken (5), Yaylaci ve ark.
(2014) yaptiklar1 ¢caligmada hastalarin yaklasik 27.7
+ 7.2 saat kontrol altinda tutulmasi gerektigini
bildirmigtir (23). Binnetoglu ve ark. (2008) ise
DB’nin etkisinin 72 saat silirdiiglinii rapor etmistir
(24). DB zehirlenmesi mortalitesi diisiik bir klinik
durum olsa da dogru tedavi edilemeyen hastalarda
mortalite riski artabilir. Bu nedenle, zehirlenme
etkilerinin ne kadar siirdiigiiniin bilinmesi hastalarin
hizli ve dogru tedavi edilebilmeleri ve ne kadar siire
gozlem altinda tutulmalar1 gerektigine karar
verilmesi agisindan 6nemlidir.

Daha oOnceki ¢alismalarimizdan birinde,
ATR-FTIR spektroskopisi kullanilarak DB’nin fare
kalp kas dokusu lipitleri {izerindeki toksik etkileri
belirlenmigtir ~ (25). Grubumuz  tarafindan
gergeklestirilen bir diger ¢alismada, DB’nin farkli
konsantrasyonlarinin  fare karacigeri tizerindeki
etkileri incelenmis, 25 ve 50 mg/kg’lik DB
dozlarmin 24 saatlik siire sonunda, bu dokuda
glikojen miktarim1 azaltmak disinda herhangi bir
etki gostermedigi ancak 75 mg/kg DB ve saf
haldeki GTX-III (0,01 mg/kg) uygulamasinin
dokudaki lipitler, proteinler ve niikleik asitler
iizerinde Onemli toksik etkiler meydana getirdigi
tespit edilmistir (26). Bu calismada ise, Onceki
¢alismamizda karaciger igin etken doz oldugunu
belirledigimiz 75 mg/kg’lik DB konsantrasyonunun
ve GTX-III’lin uygulandig: fare karaciger dokular
24 saat ve 48 saatlik siireler sonunda ATR-FTIR
spektroskopisi ile analiz edilmis, DB ve GTX-III
uygulamasinin karaciger dokusundaki
biyomolekiiller iizerinde bu siireler sonunda
olusturdugu etkiler karsilagtirilarak toksik etkilerin
48 saat i¢inde normale doniip donmediginin
belirlenmesi amaglanmistir.

MATERYAL VE METOD

Calismamizda kullanilan DB; Diizceli
aricilardan temin edilmis, GTX-1Il (Lot-H1 293B)
Enzo Life Science firmasindan satin alinmustir.
Diizce Universitesi Aricilik Arastirma Gelistirme
ve Uygulama Merkezi'nde (DAGEM) yapilan
palinolojik analiz sonucuna gore; kullandigimiz

DB’nin % 96 oraninda Ericaceaec (Rhododendron
ponticum) poleni igerdigi tespit edilmistir.

Deney protokolii Diizce Universitesi Deney
Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir
(2017/2/4). Calismada kullanilan Mus musculus
tirti erkek fareler (8-12 haftalik, 20-25 g), 12:12
saatlik aydinlik/karanlik dongiisiinde, 22+2 °C’lik
bir sicaklikta tutulmus, standart fare diyeti ve suyla
beslenmistir. Hayvanlar, her biri 6 fare iceren 5
gruba ayrilmigtir: Grup I = Kontrol; Grup II = 24
saat DB; Grup Il = 48 saat DB; Grup IV = 24 saat
GTX; Grup V =48 saat GTX.

75 mg/kg DB’nin suda ¢oziilmesiyle
hazirlanan soliisyon, farelere gram basina 0,01 ml
gelecek sekilde almnarak tek doz olarak gavaj
yoluyla uygulanmistir. GTX-III’iin ise LDS50
dozunun (0,908 mg/kg) yaklasik olarak onda biri
oranindaki konsantrasyonu olan 0,01 mg/kg’lik
dozu intraperitonal yolla uygulanmistir (27). DB ve
GTX-III uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra
hayvanlar dekapite edilerek karaciger dokular
cikarilmis ve spektroskopik dlgiimlerde kullanilana
kadar -80 °C’de dondurucuda saklanmisgtir.

Fare karaciger oOrneklerinin ATR-FTIR
spektrumlari, ATR aksesuart takilmis Spectrum
Two FTIR spektrometresi (Perkin-Elmer Ltd.,
Beaconsfield, UK) kullanilarak elde edilmistir. Fare
karacigerinin ii¢ farkli bolgesinden (sol lateral, sag
lateral ve sag medial lob) 0,5 X 0,5 X 0,1 cm
biliylikliigiinde ornekler kesilmis, bu parcalar
dogrudan ATR nitesinin elmas/ginko-selenit
(Diamont/ZnSe) kristalinin {izerine yerlestirilmistir.
Suyun ortamdan uzaklagtiritlmasi igin, kristalin
tizerindeki karaciger dokusuna 5 dakikalik siire
boyunca azot gazi uygulanmis ve diizgiin bir yiizey
temasi saglanmasi i¢in doku sikigtirtlmigtir (28,29).
Spektrumlar oda sicakliginda, 4000-400 cm™ dalga
sayisi araliginda, 4 cm™ ¢oziiniirliikte ve 64 tarama
sayisi ile elde edilmistir. Sonuglarin giivenirligini
artirmak i¢in her karacigerin segilen bdlgelerindeki
birbirine komsu 3 kisimdan c¢ekimler yapilmis,
boylece her bir karaciger i¢in 9 spektrum elde
edilmis ve bu spektrumlarin ortalamalar1 alinarak
detayli analizlerde bunlar kullanilmistir.

Bant sinyal siddeti, bant dalga sayist ve bant
geniglikleri Spectrum 100 yazilimi (Perkin Elmer)
kullanilarak o&lglilmiigtiir. Bant genisligi ve bant
dalga sayist degerleri, bantin %75 yiiksekliginden
okunmustur. Baseline diizeltmeleri ve
normalizasyon  prosediirleri ~ sadece  gorsel
gosterimler i¢cin uygulanmistir. Protein ikincil
yapisindaki degisimleri belirlemek i¢in 1700-1600
cm? araliginda bulunan Amid I banti kullanilmistir.
Analizler = OPUSNT  yazilimu  kullanilarak
gerceklestirilmistir (Bruker Optics, Reinstetten,
Germany).

24 ve 48 saatlik DB ve GTX-III uygulanan
gruplar ile kontrol arasindaki degisimlerin
istatistiksel olarak anlamliliginin hesaplanmasi igin
Mann Whitney-U testi kullamlmustir. Sonuglar
“ortalama =+ standart sapma” olarak verilmistir. p
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degeri 0,05’ten kiigiik olanlar istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmis, anlamlilik derecesi *p<0,05,
**p<0,01 olarak belirtilmistir.

BULGULAR
Bir molekiildeki herhangi bir bag veya bag
grubu FTIR spektrumlarinda karakteristik sogurma

bantlar1 olusturur. Dolayisiyla her bir bant belirli bir
bag ya da bag grubuna atfedilebilir (30). Sekil 1°de
kontrol  grubuna ait bir fare karacigeri
spektrumundaki ~ baslica  sofurma  bantlari
gosterilmistir. Sekilde bantlar numaralandirilmig ve
bu bantlarin literatiire goére tanimlart Tablo 1’de
belirtilmistir.

SOGURMA (A.U.)

3700 3500 3000 2500 2000 1500 1000 950

DALGASAYISI (cm'?)
Sekil 1. Kontrol grubuna ait fare karacigerinin 3700-950 cm* dalga sayis araliindaki ATR-FTIR spektrumu.

Tablo 1. Fare karaciger dokusunun infrared spektrumundaki baslica sogurma bantlar1 (26,31-33).

Bant Dalga
Sayisi Tamm
No a1
(cm’)
1 3283 Amid A: Proteinlerin N-H gerilmesi, polisakkaritlerin O-H gerilmesi ve molekiiller arasi H
baglanmasi
3012  Olefinik=CH titresim gerilme: Doymamus lipitler
3 2961 CHs antisimetrik gerilme: Cogunlukla lipitler, az miktarda proteinler, karbonhidratlar ve niikleik
asitler
4 2927 CH: antisimetrik gerilme: Cogunlukla lipitler, az miktarda proteinler, karbonhidratlar ve niikleik
asitler

2874  CHssimetrik gerilme: Cogunlukla proteinler, az miktarda lipitler, karbonhidratlar ve niikleik asitler

2854  CHa simetrik gerilme: Cogunlukla lipitler, az miktarda proteinler, karbonhidratlar ve niikleik asitler

1640  Amid I: Proteinler (%80 C=0 gerilme)

5
6
7 1743  Karbonil ester (C=0) gerilme: Cogunlukla trigliseritler ve kolesterol esterleri
8
9

1545  Amid I1: Proteinler (%60 N-H biikiilme, % 40 C-N gerilme)

10 1453  CHg:biikiilme: Cogunlukla lipitler, az miktar proteinler
11 1398 COO" simetrik gerilme: Yag asitleri ve amino asit yan gruplari
12 1308  Amid Il1: Proteinler (%40 C-N gerilme, %30 N-H biikiilme, % 20 C-C gerilme)
13 1237 POz antisimetrik gerilme: Cogunlukla niikleik asitler ve az miktar fosfolipitler
14 1081 POz Sime.trik geril_me: Ni:lkleik a_sitle?r ve fosfolipitler

C—O gerilme: Polisakkaritler, glikolipitler
15 971 C-N*-C gerilme: Niikleik asitler, RNA’nin riboz-fosfat ana zincir titresimleri
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Sekil 1 ve Tablo 1°den goriildiigii tizere fare
karaciger spektrumu; lipitler, karbonhidratlar,
proteinler ve niikleik asitlerdeki fonksiyonel
gruplardan kaynaklanan bircok bant iceren son
derece karmasik bir spektrumdur. Bu nedenle,
kontrol gruplar1 ile DB ve GTX uygulannus gruplar
arasindaki farkliliklar1 daha iyi ayirt edebilmek icin
spektral analizler 3 ayr1 dalga sayisi aralifinda
(3700-3025 cm't, 3025-2800 cm™ ve 1800-950 cm
1y gergeklestirilmistir. Detayli analizlerin
gergeklestirildigi bu ti¢ spektral bolgedeki sekillere
(Sekil 2, 3, 4) bakildiginda, DB ve GTX
uygulamasindan 24 saat sonra elde edilen biitiin
spektrumlar kontrol spektrumundan oldukga farkl
olmasimna ragmen, 48 saat sonra elde edilen
spektrumlarin  bazilarinin  kontrol grubuna ¢ok
yakin ve benzer oldugu, bazilarinin ise kontrol
grubundan uzak ve farklt oldugu gorilmistiir.
Ornegin 3700-3025 cm™ dalga sayis1 araligindaki
Amid A bantina bakildiginda (Sekil 2A ve 2B) DB
ve GTX uygulamasindan 24 saat sonra analiz edilen
karaciger spektrumlarinin kontrol spektrumundan
son derece farkli ve uzak oldugu, ancak 48 saat
sonra analiz edilen karaciger spektrumlarinin
kontrol  spektrumuna daha yakin  oldugu
goriilmektedir. C-H gerilme bolgesinde 24 saatlik
DB uygulamasinin kontrol spektrumundan oldukga
farkli ve wuzak oldugu ancak 48 saatlik DB
uygulamasinin  kontrol grubuna biraz daha
yaklastigi  goriilmektedir  (Sekil 3A). Aym

bolgedeki  GTX  verilmis  fare  karaciger
spektrumlarina bakildiginda ise 24 saatlik ve 48
saatlik uygulama spektrumlarmin birbirine ¢ok
yakin oldugu, her ikisinin neredeyse {ist {iste
cakistig1 ve kontrol spektrumundan oldukg¢a uzakta
ve farkli olduklar1 gorilmektedir (Sekil 3B).
Parmak izi bolgesinde (1800-950 cm™) hem DB’nin
hem de GTX’in 24 ve 48 saatlik uygulama
siirelerinin sonunda elde edilen spektrumlarin
birbirine ¢ok benzedigi ve ikisinin de kontrol
spektrumundan olduk¢a uzak oldugu goriilmektedir
(Sekil 4A ve 4B). Bu sekillerden de anlasilacagt
gibi DB ve GTX’in 24 saatlik uygulamasi karaciger
dokusu tizerinde Onemli degisiklikler meydana
getirirken, 48 saat sonra bu etkilerin bazilan
normale donmekte bazilarinin etkisi ise aynen
devam etmektedir. Bu sonug, asagida agiklanacagi
gibi spektrumlarin bant sinyal siddetleri, sinyal
siddeti oranlari, bant dalga sayisi ve genisligi
analizlerinden elde ettigimiz sayisal analiz
sonuglari ile daha detayli olarak ortaya konmustur
(Tablo 2-5).

ATR-FTIR spektrumunda bantlarin sinyal
siddetleri ve/veya altinda kalan alan o fonksiyonel
grubun ait oldugu molekiilin dokudaki miktart
hakkinda bilgi verir (31). Tablo 2’de DB ve
GTX’in 24 ve 48 saatlik uygulama gruplarinin
sinyal  siddeti degerleri  kontrol  grubuyla
karsilagtirmali olarak verilmistir.

Tablo 2. Kontrol, DB ve GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis fare karaciger dokusunun baslica fonksiyonel
gruplarinin sinyal siddeti degerlerindeki degisiklikler (istatistiksel olarak anlamlilik kontrol grubuna gére hesaplanmis olup,
derecesi p<0,05*, p<0,01**seklinde gosterilmistir. |: Kontrol grubuna gore sinyal siddetindeki azalmayi; 1: Kontrol grubuna

gore sinyal siddetindeki artig1 gdstermektedir).

Bant

Dalga

No Sayisi Kontrol 24 Saat DB 48 Saat DB 24 Saat GTX 48 Saat GTX
1 3283  3,388+0,184 3,245 +0,136*| 3,292 +0,19 3,216 £0,168*] 3,256 + 0,089
2 3012 0,0038+0,0005  0,0032+0,0004*) 0,0028+0,0002**| 0,0034+0,0002* | 0,0029+0,0006* |
3 2961 0,255+ 0,025 0,29 +0,025%1 0,283 + 0,029 0,289 +0,017*1 0,288 +0,013*1
4 2927 0,265+ 0,029 0,308 = 0,032*1 0,294 + 0,034 0,307 = 0,026*1 0,304 +0,018*1
5 2874  0,152+0,014 0,176 £ 0,017*1 0,170 £ 0,019 0,176 =0,014*1 0,175+0,015*1
6 2854  0,154+0,015 0,177 £0,014%1 0,171+ 0,016 0,179 +0,015*1 0,176 £0,015*1
7 1743 0,057 + 0,008 0,063 = 0,009 0,062 £ 0,005 0,065 + 0,005 0,063 + 0,005
8 1640  0,897+0,115 1,120 +0,109%1 1,099 £ 0,131*1¢ 1,126 £ 0,090%*1 1,117 £ 0,094*1
9 1545 0,564 +0,108 0,770 = 0,102*1 0,761 £ 0,125%1 0,778 = 0,081*1 0,774 = 0,093*1
10 1453 0,210+ 0,042 0,271 +0,037*1 0,269 £ 0,029*1 0,273 = 0,028*1 0,273 £ 0,029*1
11 1398 0,202 + 0,041 0,271 +0,039*1 0,267 = 0,047%1 0,272 = 0,030*1 0,272 +0,031*1
12 1308 0,120+ 0,026 0,168 +0,025%1 0,166 £ 0,033*1 0,169 +0,020*1 0,167 +0,021*1
13 1237  0,152+0,040 0,218 +0,035%1 0,211 +0,041*1 0,220 £ 0,029*1 0,219 +0,034*1
14 1081  0,152+0,028 0,218 +0,045%1 0,196 +0,034*1 0,211 +0,031*1 0,223 £ 0,037%%1
15 971 0,017 £ 0,006 0,029 + 0,006*1 0,026 £ 0,006%1 0,027 £ 0,004*1 0,031 £ 0,008**1
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Sekil 2A, kontrol ve DB uygulamasindan,
Sekil 2B ise kontrol ve GTX uygulamasindan 24 ve
48 saat sonra incelenmis fare karacigeri
spektrumunun 3700-3025 cm™ dalga sayisi araligini
gostermektedir. Bu bolgede yer alan ve Amid A
bant1 olarak isimlendirilen bant proteinler,
polisakkaritler ve sudan sinyaller almaktadir (34).
Calismamizda ornekler hazirlanirken su ortamdan
tamamen uzaklastirildig1 i¢in suyun bu banta katkisi

ihmal edilebilir ve bu bantin sadece polisakkaritler
ve proteinlerden kaynaklandigi kabul edilebilir.
Sekil 2A, B ve Tablo 2’den goriildiigii izere DB ve
GTX’in 24 saatlik uygulama siiresi sonunda, bu
bantin sinyal siddeti anlamli derecede azalmigtir. 48
saatlik uygulama siiresine bakildiginda ise kontrol
grubu ile DB ve GTX gruplar1 arasinda anlamli bir
degisiklik olmadig1 goriilmektedir.

A __Kontrol
24 saat DB
__48 saat DB
-
<
«
=
=4
=
QD
o
7]
3700 3600 3500 3400 3300 3200 3100 3025
DALGASAYISI (eml)
__Kontrol
B
_ 24 saat GTX

~

SOGURMA (A.U.)

__48 saat GTX

3700 3600 3500

3400

3300 3200 3100 3025

DALGASAYISI (cm™)

Sekil 2. Kontrol, DB (A) ve GTX (B) uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis fare karaciger dokularinin
3700-3025 cm? dalga sayisi araligindaki spektrumlar1 (Spektrumlar CH, antisimetrik gerilme bantina gore

normalize edilmistir).
Sekil 3A, kontrol ve DB uygulamasindan,
Sekil 3B ise kontrol ve GTX uygulamasindan 24 ve

48  saat incelenmis  gruplarmm  karaciger
spektrumlarinin  3025-2800 cm?® dalga sayisi
araligim1  gostermektedir. C-H gerilme bdlgesi

olarak adlandirilan bu bolgedeki bantlar sirasiyla

olefinik HC=CH gruplarindaki CH gerilme
titresimlerinden, CHs ve CH antisimetrik gerilme
titresimlerinden, CHs ve CH, simetrik gerilme
titresimlerinden kaynaklanmaktadir. Olefinik=CH
banti  sistemdeki doymamus lipitler, CHs
antisimetrik, CH: antisimetrik ve CH: simetrik
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bantlar1 agirlikli olarak doymus lipitlerden ve CHs
simetrik banti ise agirlikli olarak proteinlerden
sinyaller almaktadir (16). Tablo 2’den gorildigi
gibi DB ve GTX’in 24 ve 48 saatlik uygulama
stirelerinin sonunda Olefinik=CH bantinin sinyal
siddeti anlamli derecede azalmistir. Tablo 2 ve
Sekil 3A’dan gorildiigi lizere doymus lipitlerden
kaynaklanan CHs; antisimetrik, CH; antisimetrik ve
CH: simetrik bantlarinin sinyal siddeti degerleri 24

saat DB uygulanmis gruplarda kontrol grubuna gore
anlamli derecede artmis, 48 saatlik uygulama
grubunda ise bantlarin sinyal siddetlerinde anlamlt
bir degisiklik gézlenmemistir. Ancak, GTX gruplar
incelendiginde hem 24 hem de 48 saatlik uygulama
gruplarinda  doymus lipitlerden  kaynaklanan
bantlarin sinyal siddetlerinin anlamli derecede
arttig1 gorilmiistiir.

-

SOGURMA (A.U))

__Kontrol

__24saat DB

__48 saat DB

3025 3000 2950

DALGASAYISI (cm)

2900 2850 2800

-

SOGURMA (A.U.)

__ Kontrol
_ 24 saat GTX
48 saat GTX

3025 3000 2950

2900 2850 2800

DALGASAYISI (cmt)

Sekil 3. Kontrol, DB (A) ve GTX (B) uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis fare karaciger dokularinin
3025-2800 cm* dalga sayisi1 araligindaki spektrumlart (Spektrumlar Amid A bantina gére normalize edilmistir).

Calismamizda analiz edilen diger bolge
1800-950 cm™ dalga sayis1 araligindaki parmak izi
bolgesidir.  Bu  bolge  kolesterol  esterleri,
trigliseritler, proteinler, niikleik asitler, vb. birgok
molekiilden kaynaklanan farkli spektral bantlar

icermektedir. Sekil 4A, kontrol ve DB, Sekil 4B ise
kontrol ve GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat
sonra incelenmis karaciger spektrumlarinin 1800-
950 cm! dalga sayis1 araligim gostermektedir. Bu
bolgede 1640 ve 1545 cm'de gozlenen Amid I ve
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Amid II bantlar1 sistemdeki proteinlerden sinyal
almaktadir (18). Sekil 4A ve B’den goriildiigi gibi
bu bantlarin sinyal siddetleri, DB ve GTX
gruplarinin hem 24 hem de 48 saatlik uygulama
gruplarinda anlamli derecede artmugtir. 1453 cm’
’"de gozlenen CH, biikiilme bant1 lipit ve
proteinlerdeki titresimlerinden kaynaklanmaktadir.
Sekil 4A ve B’den goriildiigli gibi bu bantin sinyal
siddeti DB ve GTX uygulamasinin hem 24 saat
hem de 48 saatlik uygulama gruplarinda anlamli
derecede artmistir. Benzer sekilde sistemdeki yag
asitleri ve aminoasitlerden kaynaklanan bir bant
olan 1398 cm¥deki COO- simetrik gerilme
bantimnin sinyal siddeti de DB ve GTX’in hem 24
hem de 48 saatlik uygulama gruplarinda istatistiksel
olarak anlamli derecede artmustir (35). Ayni sekilde

1308 cm™’de gozlenen ve proteinlerden sinyal alan
bir diger bant olan Amid III bantt hem 24 hem de
48 saatlik DB ve GTX uygulanmis gruplarda
anlamli derecede artmustir (32). 1237 ve 1081 cmr
I de ortaya ¢ikan PO antisimetrik ve POy simetrik
bantlari, agirlikli olarak niikleik asitlerdeki ve
fosfolipitlerdeki  fosfat gruplarindan sinyaller
almaktadir (18). Sekil 4A ve B’den goriildiigi gibi
DB ve GTX’in hem 24 hem 48 saatlik uygulama
gruplarinda bu bantlarin sinyal siddeti anlamli
derecede artmigtir. 971 cm™ dalga sayisinda ortaya
¢ikan C-N*-C gerilme banti niikleik asitlerden
kaynaklanan 6zel bir banttir (36). Sekil 4A, B ve
Tablo 2’den goriildiigii gibi bu bantin sinyal siddeti
DB ve GTX’in hem 24 hem de 48 saatlik uygulama
gruplarinda anlamli derecede artmustir.

A

-
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__Kontrol

__24 saat DB

48 saat DB

1800 1600 1400 1200 1000 950
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__Kontrol
B
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=
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Sekil 4. Kontrol, DB (A) ve GTX (B) uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis fare karaciger dokularinin
1800-950 cm dalga sayis1 araligindaki spektrumlari (Spektrumlar Amid A bantina gore normalize edilmistir).
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Calismamizda, DB ve GTX’in 24 ve 48
saatlik uygulamalarinin lipitlerin ve proteinlerin
yapilart ve bilesimindeki ve bu molekiillerin
birbirlerine gére durumlar1 tizerindeki etkilerini
ortaya c¢ikarmak amaciyla bazi oran hesaplamalari
yapilmistir. Ornegin baz1 spesifik lipit fonksiyonel
gruplarinin  (olefinik=CH banti, karbonil ester
gerilme banti, CHz ve CHs antisimetrik gerilme
bantlar1) sinyal siddeti degerlerinin doymus
lipitlerden kaynaklanan bantlarin (CHs antisimetrik
+ CH; antisimetrik + CH; simetrik) sinyal siddetleri
toplamina  bolinmesiyle elde edilen oranlar
lipitlerdeki yapisal degisimleri belirlemek igin
kullanilmistir. Calismamizda analiz edilen oranlar
Tablo 3’te verilmigtir. Sistemin doymamislik
seviyesi  iizerindeki  degisimleri  hesaplamak
amaciyla olefinik=CH/lipit orani hesaplanmistir.
Tablo 3’ten goriildiigii gibi bu oran biitlin gruplarda
anlamli derecede azalmis ve hatta 48 saatlik
uygulama gruplarinda bu etki daha belirgin ortaya
¢ikmigtir.  Sistemdeki  fosfolipitlerin  zincir
uzunluklar1 hakkinda bilgi veren CHy/lipit oran1 24
saatlik DB uygulamasindan sonra anlamli derecede
azalirken, 48 saatlik uygulama siiresi sonunda
anlamli bir degisiklik ortaya ¢ikmamustir (37). GTX
uygulanmig grupta ise bu oran hem 24 hem de 48
saatlik uygulama gruplarinda anlamli derecede

azalmigtir. ~ Sistemdeki metil konsantrasyonu
hakkinda bilgi veren CHs/lipit orani tiim gruplarda
anlamli derecede artmigtir (18). Sistemin karbonil
durumu hakkinda bilgi veren C=0O/lipit oran1 tiim
uygulama gruplarinda anlamli derecede azalmustir.

Dokudaki proteinlerde meydana gelen
yapisal degisimler hakkinda bilgi sahibi olabilmek
icin proteinlerden kaynaklanan Amid I ve Amid II
bantlarinin ~ sinyal siddeti degerleri birbirine
boliinmistiir (35). Tablo 3’ten goriilldigi tizere
Amid I/Amid II orant DB ve GTX’in hem 24 hem
de 48 saatlik uygulama gruplarinda anlaml
derecede azalmistir. Ayrica ¢alismamizda lipit ve
protein  konsantrasyonlarinin  birbirlerine  gore
degisimlerini kiyaslamak amaciyla lipit ve
proteinlerden kaynaklanan spektral bantlarin sinyal
siddeti oram1 da analiz edilmistir. Lipit/protein
orani; CH3 antisimetrik, CH; antisimetrik ve CH,
simetrik gerilme bantlarinin  sinyal siddetleri
toplaminin, Amid II bantinin sinyal siddeti degerine
boliinmesiyle  hesaplanmigtir.  Tablo  3’ten
goriildiigii tizere bu oran DB’nin 24 saatlik
uygulama grubunda anlamli derecede artarken, 48
saatlik uygulama grubunda anlamli bir degisiklik
goriilmemistir. GTX uygulamasindan sonra ise bu
oran hem 24 hem de 48 saatlik uygulama
gruplarinda anlamli derecede artmustir.

Tablo 3. Kontrol, DB ve GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis fare karaciger dokusunun bazi fonksiyonel
gruplarinin sinyal siddeti orani, dalga sayis1 ve bant genisligi degerlerindeki degisiklikler (Istatistiksel olarak anlamlilik
kontrol grubuna gore hesaplanmis olup, derecesi p<0,05*, p<0,01**seklinde gosterilmistir. |: Kontrol grubuna gore
azalmayi; 7: Kontrol grubuna gore artis1 gostermektedir).

SD:y'?:: Kontrol 24 Saat DB 48 Saat DB 24 Saat GTX 48 Saat GTX
Oran
O'ef/'?ig‘ifCH 0,0056+,0006  0,0046+0,0004%|  0,0038+0,0002%*|  0,0044 0,0004*]  0,0038£0,0008%* |
CHallipit  0392+0,003  0,352+0,006%* 0,379+ 0,013 0,372 0,014%*| 0,370+0,010%*
CHallipit  0368=0,003  0375+0,005%1  0,378+£0,003%*1 0,374 = 0,005%1 0,376 = 0,004*1
C=Ollipit  0,088+0,003 0,082 = 0,002*] 0,083 % 0,003* 0,083 % 0,002* 0,082 + 0,005*
'gn'?i'g |I|/ 1,609 +0,123 1,460 + 0,062%| 1,452 = 0,066* | 1,451 = 0,037%| 1,448 + 0,051%]
p';(')‘i;’n 0,982+ 0,114  1,13120,011%*1 1,014 + 0,038 1,007 = 0,017%1 1,013 = 0,045%1
Dalga Sayisi
CH>
antisim.  2927,064+026  2927,531+0,17%7  2927,435£0,30%1  2927,753+0205%*  2927,435+0,24%1
gerilme
%g'rzl |Sr|nr2 2854,604+026  2854,948+0,14%1  2855,033+0,17%1 2854,9+0,06*1 2854,87+0,064*1
Amid 1 1639,894+021  1640,393+0,13%*7  1640,327£022%7  1640,432+0,19%*7  1640,255+0,14*1
Bant Genisligi
CH>
antisim. 11,06+0,104 11,28040,08**1 11,2940,238%1 11,31020,145%1 11,34320,161%%1
gerilme
Amid 1 41,753£0,868  39,016£0,084**|  40,07+0,421%| 38,865+0,542%% | 39,83+0,535%
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Kizil6tesi spektrumundaki CH» antisimetrik
ve simetrik bantlarinin pozisyonu hiicre zarindaki
lipitlerin agil zincirlerinin diizen ve diizensizlik
durumunu incelemek i¢in kullanilir. Bu bantlarin
dalga sayisi degerlerinde meydana gelen herhangi
bir artig daha esnek agil zincirlerinin varligini yani
hiicre zarmin daha diizensiz hale gectigini
gostermektedir (16). Tablo 3’ten goriildigi tizere
bu bantlarin dalga sayilar1 DB ve GTX’in hem 24
hem de 48 saatlik uygulama gruplarinda yiiksek
degerlere dogru kaymigtir. CH; antisimetrik gerilme
bantinin bant genisligindeki degisimler membran
dinamigi hakkinda bilgi vermektedir (37). Tablo
3’ten goriildiigi iizere bu bantin genisligi, DB ve
GTX’in 24 ve 48 saatlik uygulama gruplarinda
kontrol grubuna gore anlamli derecede artmustir.

Calismamizda proteinlerde meydana gelen
konformasyonel degisimler hakkinda bilgi sahibi
olabilmek i¢in Amid I bantinin dalga sayisi ve bant
genislik degerleri analiz edilmistir (31). Bu bantin
dalga sayist ve bant genisligi degerlerindeki
degisimler Tablo 3’te verilmistir. Bu tablodan
goriildiigii iizere Amid I bantinin dalga sayist degeri
DB ve GTX’in 24 ve 48 saatlik uygulama
gruplarinda anlamli derecede artarken, bant

genisligi tiim gruplarda anlamli derecede azalmustir.

1700-1600 cm? araliginda bulunan Amid I
banti1 proteinlerden kaynakli ayrismamis bantlar
icermektedir. Amid I bantina ikincil tiirev vektor
normalizasyonu  uygulanmasiyla  karakteristik
bilesenlerin tepe frekanslari ayrtili bir sekilde
tanmimlamaktadir. Boylece protein ikincil yapisinda
meydana gelen degisimler detayli bir sekilde tespit
edilmektedir (19). Sekil 5A ve B, 1700-1600 cm
deki kontrol, 24 ve 48 saat DB ve GTX
uygulanmig fare karacigerinin ikincil tlirev
kizilotesi  spektrumlarim  gdstermektedir. Ikincil
tirev spektrumunda proteinlerdeki beta doniis
(turn) yapilar1 1684 cm™de, diizensiz alfa-heliks
yapilar1 1659 cm™’de, alfa-heliks yapilar1 1651 cm
L de, tesadiifi kivrilma yapilar1 1640 cm™’de, beta-
tabaka yapilar1 1633 cm™’de negatif bantlar olarak
temsil edilmektedir (19,38). Tablo 4’te bu protein
ikincil yapilarinin sayisal karsilastirmasi verilmistir.
Sekil 5A, B ve Tablo 4’ten goriildiigii iizere; beta
doniis ve diizensiz alfa-heliks yapilari, DB ve
GTX’in 24 ve 48 saatlik uygulama gruplarinda
anlamli derecede azalmistir. Alfa-heliks, tesadiifi
kivrilma ve beta tabaka yapilari ise tim uygulama
gruplarinda anlamli derecede artmustir.

A
(=]
=
)
“& Beta Démiis
=
Diizensiz .
Al Heliks | [| 520
Beta Tabaka _Ko]](ro[
_ 24saatDB
Alfa Heliks
__48saatDB
T T T T
1700 1680 1660 1640 1620 1600
B
(=]
=
s
-
=
__ Kontrol
_ 24saatGTX
Alfa Heliks _ 48saatGTX
1700 1680 1660 1640 1620 1600

DALGASAYISI (cm)

Sekil 5. Kontrol, DB (A) ve GTX (B) uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis fare karaciger spektrumlarinin
1700-1600 cm'* dalga sayis1 araligindaki ikincil tiirev spektrumlari.
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Tablo 4. Kontrol, DB ve GTX uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra incelenmis fare karaciger dokusunun baglica
protein ikincil yap1 degerlerindeki degisiklikler (Istatistiksel olarak anlamlilik kontrol grubuna gére hesaplanmis olup,
derecesi p<0,05*, p<0,01**seklinde gdsterilmistir).

S:y'?s"’: Kontrol 24 Saat DB 48 Saat DB 24 Saat GTX 48 Saat GTX
DBﬁe,f{?s -0,082+£0,011  -0,06040,002%*|  -0,065+0,010%  -0,058+0,005*)  -0,049 £0,010**|
Diizensiz

Alfa -0,158 £ 0,009 -0,131+0,002%** | -0,134+0,008%* | -0,130:|:0,001**i -0,124 +0,01 1%*]

Heliks

elks 032150009 03326000857 03395000647 0327500065 0,348 £0,025%%]
szj*r‘l‘:l‘l‘l‘; 0,083£0,005 0,173+ 0,01%%7  -0,112+0.019%%7  -0,138 £0.021**1  -0,122+ 0.037%1
TaBng\?(a 0,160+ 0,005  -0,178+£0,006%*1  -0,166 = 0,003  -0,1720,004%%1 20,168 = 0,004

TARTISMA

Doymamis yag asitlerinden kaynaklanan
olefinik=CH bantinin sinyal siddeti ve/veya altinda
kalan alan ve olefinik=CH/lipit orani sistemdeki
lipit peroksidasyonunu belirlemek igin bir indeks
olarak kullanilabilir (18). Calismamizda, DB ve
GTX’in 24 saatlik uygulama siiresi sonunda
olefinik=CH bantinin sinyal siddetinin ve
olefinik=CH/lipit = oraninin  anlamli  derecede
azaldig1 goriilmiistir (Tablo 2 ve 3). Daha onceki
galismalarda DB ve GTX’in oksidatif stres
indiikleyerek ~ dokuda  serbest  radikallerin
olusumuna sebep oldugu gosterilmistir (27,39). Bu
serbest radikaller dokudaki lipitler, proteinler ve
niikleik asitlerle tepkimeye girerek onlarin yapisini
bozmaktadir. Eger bunlar lipitlerle tepkimeye
girerse sistemde bir lipit peroksidasyonu zincir
reaksiyonu baglar ve bu reaksiyonlar lipitlerin
parcalanmasina sebep olur. Doymamis yag asidi
zincirlerindeki ¢ift baglarin lipit peroksidasyonu
olusturan maddelere karst son derece duyarli
oldugu ve lipit peroksidasyonunun doymamis yag
asitlerinin yani olefinik baglarin azalmasina sebep
oldugu bilinmektedir (40,41). Dolayisiyla, 24 saat
DB ve GTX uygulamas: tarafindan indiiklenen
olefinik=CH  bantinin  sinyal  siddeti  ve
olefinik=CH/lipit oranindaki azalma sistemdeki
lipit peroksidasyonunun bir sonucu olabilir. DB ve
GTX uygulamasindan sonra sistemdeki doymamis
yag asidi miktarindaki azalmaya ek olarak CHy/lipit
ve karbonil/lipit oranlarinda anlamli azalmalar,
CHa/lipit oraninda anlamli artiy meydana gelmistir
(Tablo 3). Bu sonuglar lipitlerin parcalanarak daha
kisa zincirli lipitler olusturmasindan ve sonugta lipit
yapisinda meydana gelen 6nemli degisikliklerden
kaynaklanmis olabilir (33). Sonug olarak, 24 saatlik
DB ve GTX uygulamasindan sonra dokuda olusan
serbest radikallerin, lipitlerin yag asidi zincirlerinde
olusturdugu hasar sonucunda lipitlerin
parcalanmasina sebep oldugu ileri siiriilebilir. DB
ve GTX’in 48 saatlik uygulama sonuglarina
bakildiginda genel olarak 24 saatlik uygulama
sonuglart ile paralel ve istatistiksel olarak anlamli
olarak degistigi goriilmiistiir. Bu sonug, karaciger

dokusunda 24 saat i¢inde ortaya ¢ikmig olan lipit
peroksidasyonunun etkilerinin 48 saat sonra da
devam ettigini gdstermektedir.

DB’nin 24 saatlik uygulama siiresi sonunda,
sistemdeki doymus lipitlerin miktarinda artis
gozlenmistir. DB’nin 48 saatlik uygulama
gruplarina  bakildiginda ise doymus lipitlerin
miktarinda kontrol grubuna gore anlamli bir
degisikligin olmadigi gorilmiistir. Bu sonug
DB’nin lipit metabolizmasinda 24 saat iginde
meydana getirdigi degisikligin 48 saatlik siire
sonunda normale dondigiinii géstermektedir. GTX
uygulamasindan sonra ise 24 saatlik uygulama
grubunda doymus lipit miktarinda 6nemli derecede
bir artis oldugu ve bu artisin 48 saatlik uygulama
grubunda normale dénmedigi yani GTX’in toksik
etkisinin 48 saat boyunca devam ettigi ortaya
cikmistir. Bizim sonuglarimizla uyumlu olarak,
Kiikner vd. 2016, DB ve GTX uygulamasindan
sonra farelerde karaciger yaglanmasi meydana
geldigini 151k mikroskopu ile belirlemistir (15).
Onceki galismalarda karacifer yaglanmasinin
dokuda sadece lipit miktarinda artisa degil ayni
zamanda glikojen miktarinda ©6nemli oranda
azalmaya sebep oldugu gosterilmistir (42,43). Bu
sonug, Amid A bantinin analizinden elde ettigimiz
sonug ile desteklenmektedir (Sekil 2A, B). Daha
once de belirtildigi gibi 3283 cm™’deki Amid A
bant1 proteinlerden, polisakkaritlerden ve sudan
sinyaller almaktadir. Biz c¢alismamizda, suyu
ortamdan azot gazi yardimiyla uzaklagtirdigimiz ve
baslica protein bantlart olan Amid I ve I
bantlarinin  sinyal siddetlerinde anlamli artiglar
gozledigimiz igin bu banttaki azalma glikojendeki
azalmaya atfedilebilir (26,31,34,44). Dolayisiyla,
DB ve GTX’in 24 saatlik uygulama sonrasinda
sistemdeki glikojen konsantrasyonunda azalmaya
sebep oldugu soylenebilir. Amid A banti, DB ve
GTX uygulamasindan 48 saat sonra incelendiginde,
bantin sinyal siddetinin kontrol degerlerine
yaklastigi ve kontrolle arasinda anlamli bir fark
olmadigi ortaya ¢ikmistir (Sekil 2B). Bu sonug 48
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saatlik siire iginde glikojen metabolizmasinin
normale dondigiinii gdstermektedir.

Proteinlerden kaynaklanan bantlarin (Amid
I, I ve III) sinyal siddetinin DB ve GTX
uygulamasindan 24 saat sonra incelenen karaciger
dokusunda anlamli derecede arttig1 ortaya ¢ikmistir.
Protein miktarindaki bu artis sistemdeki protein
sentezindeki bir artigtan kaynaklaniyor olabilir.
Literatiirde DB zehirlenmesinden sonra aspartat
aminotransferaz ve alanin aminotransferaz gibi
karaciger enzimlerinde artiy goézlendigini rapor
eden caligmalar mevcuttur (4,12,27). Dolayisiyla
karacigerdeki protein miktarinda gozledigimiz bu
artis DB ve GTX’e bagli zehirlenme sonrasi ortaya
¢ikan enzimlerin sentezindeki artistan
kaynaklanmig olabilir. Protein bantlarina ilave
olarak hem aminoasitlerden hem de yag asitlerinden
sinyaller alan bir bant olan COO" simetrik gerilme
bantinda da artis gozlenmistir. Bu banttaki artig
hem proteinler hem lipitlerde artis meydana geldigi
sonucunu  desteklemektedir. DB ve GTX
uygulamasindan 48 saat sonra incelenen dokularin
analiz sonuglarina bakildiginda, s6z konusu
bantlarin  sinyal siddeti degerlerinde kontrol
grubuna gore anlamli artiglar oldugu gorlilmiistiir.
Bu sonug, uygulamadan 48 sonra da DB ve GTX’in
protein sentezi iizerindeki toksik etkisinin devam
ettigini gostermektedir.

Sonuglarimiz, DB ve GTX’in hem 24 hem
de 48 saatlik uygulama siiresinin sonunda Amid
I/Amid Il oraninda anlamh bir azalma oldugunu
ortaya ¢ikarmustir. Dokuda meydana gelen herhangi
bir patolojik durumun, Amid I/Amid II oraninda
dismeye ve dolayisiyla protein  yapisinda
degisiklige  sebep  oldugu  onceki  FTIR
¢aligmalarinda gosterilmistir (16,45). Bundan bagka
DB ve GTX’in hem 24 hem de 48 saatlik
uygulamasindan sonra Amid I bantmin dalga
sayisinda yiiksek degerlere dogru bir kayma, bant
genigliginde ise bir daralma gozlenmistir. Bu
kayma ve daralma proteinlerde konformasyonel bir
degisim oldugunu gostermektedir. Sonu¢ olarak
Amid I bantmin dalga sayist ve bant genisligi
degerlerinde gozlenen degisiklikler ve Amid I/II
oranindaki azalma DB ve GTX uygulamasimin
proteinlerde konformasyonel ve yapisal degisimler
meydana getirdigini ve bu degisimlerin etkisinin 48
saat boyunca devam ettigini gostermektedir.

DB ve GTX uygulamasinin proteinlerin
ikincil yapist ilizerinde meydana getirdigi etkiler ile
ilgili daha detayli bilgi sahibi olabilmek icin
gergeklestirilen ikincil tlirev vektor
normalizasyonu, DB ve GTX’in hem 24 hem de 48
saatlik uygulamasindan sonra beta doniis ve
diizensiz alfa heliks yapilarinda azalma, alfa-heliks,
beta tabaka ve tesadiifi kivrilma yapilarinda ise artig
oldugunu ortaya ¢ikmustir. Biitiin  gruplarda
gbzlenen tesadiifi kivrilma yapisindaki artig
karacigerde DB ve GTX’in protein
denaturasyonuna sebep oldugunu ve bu etkinin 48
saat boyunca devam ettigini gostermektedir (19).

Karacigerde ortaya ¢ikmus olan  protein
denaturasyonu sistemdeki serbest radikallerin
miktarindaki artistan kaynaklanmis olabilir (46).

Lipit/protein orani sistemdeki lipit ve protein
metabolizmasinda meydana gelen degisimler ve
hiicresel fonksiyonlarda c¢ok oOnemli olan lipit
ve/veya protein asimetrisi  hakkinda  bilgi
vermektedir (18). DB’nin 24 saatlik uygulamasi
sonrasinda lipit/protein orant anlamli derecede
artmigtir.  Calismamizda hem lipit hem protein
miktarinda artis  gozlendiginden lipit/protein
oranindaki bu artis sistemdeki lipit miktarindaki
artigin protein miktarindaki artistan daha fazla
oldugunu gostermektedir (37). Ayrica bu artis DB
uygulamasindan 24 saat sonra karaciger hiicre
zarlarmin lipit asimetrisinde degisiklik oldugunu
gostermektedir (47). DB uygulamasindan 48 saat
sonra incelenen karaciger dokusunda lipit/protein
oraninda kontrol grubuna gore anlamli bir
degisiklik gozlenmemistir. Bu durum 48 saatlik
stire i¢inde lipit metabolizmasinin normale donmiis
olmasindan kaynaklanmis olabilir. GTX uygulanan
gruplara bakildiginda hem 24 hem de 48 saatlik
siire sonunda lipit/protein oraninda anlaml artiglar
oldugu goriillmiistiir. Yani lipit/protein oraninda
gozlenen degisiklik DB uygulamasindan 48 saat
sonra normale donmiis olmasma ragmen GTX
uygulamasinin etkileri 48 saat boyunca devam
etmistir.

Lipitler hiicre membraninin ana bilesenleri
oldugundan onlarin diizeni ile ilgili parametreler ve
akigkanliklari, membran fonksiyonlarinin normal
bir sekilde siirdiirebilmesi ig¢in  Onemlidir.
Calismamizin sonuglari, DB ve GTX’in karaciger
dokusundaki membran diizeninde bir azalmaya
sebep oldugunu ve bu degisikligin 48 saatlik siire
sonunda hala devam ettigini gostermektedir (18).
Membran diizeninde ortaya ¢ikan bu azalma, DB ve
GTX tarafindan olusturulan oksidatif strese bagl
olabilir. Benzer sekilde, membran akigkanligi tiim
gruplarda anlamli derecede artmistir. Bu durum,
membranda meydana gelen akigkanlik artiginin 48
saatlik siire boyunca devam ettigini gostermektedir
(16). Bu artisin sebebi lipit kompozisyonunda
meydana gelen degisimler olabilir.

Niikleik asitlerden kaynaklanan baslica
bantlar olan PO, antisimetrik, PO, simetrik ve C-
N-C gerilme bantlar1 analiz edildiginde biitiin bu
bantlarin sinyal siddetlerinde artis oldugu yani
sistemdeki niikleik asit miktarinda DB ve GTX
uygulamasindan sonra anlamli bir artis meydana
geldigi goriilmiistir. DB ve GTX’in sistemdeki
niikleik asit miktar1 lizerinde meydana getirdigi
artig, 48 saatlik uygulama siiresi boyunca devam
etmistir. Bu sonu¢ DB ve GTX uygulamasinin gen
ekspresyonu seviyesinde bir degisiklik meydana
getirdigini gostermektedir ve protein
konsantrasyonu ve yapisinda tespit ettigimiz
bulgular ile uyum igindedir.

Biitiin sonuglar birlikte degerlendirildiginde,
DB’nin karaciger dokusunda meydana getirdigi
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lipit peroksidasyonu, protein ve niikleik asitlerin
miktar, yap1 ve konformasyonundaki, lipit diizen ve
akiskanligindaki degisiklikler, 48 saatlik siire i¢inde
normale donmezken, doymus lipitler ve glikojen
metabolizmasinin normale donmesi i¢in bu siire
yeterli olmustur. DB’nin icindeki toksik madde
olan GTX saf halde verildiginde ise sonuglarin
timi etken doz DB uygulamalari ile paralel ¢ikmis
ancak 48 saatlik siire de normale dénme oran1 DB
verilmis gruba gore daha az goézlenmistir. Bu
durum, DB’nin i¢indeki GTX miktarinin saf olarak
verilen konsantrasyona tam denk gelmemis
olmasindan kaynaklanmis olabilir. Ayrica, DB’nin
icinde GTX’ten bagka antioksidan, antiradikal ve
antimikrobiyal 06zellik gosteren birgok fenolik
madde oldugu bilinmektedir (48). Bu fenolik
maddeler, DB’nin i¢indeki GTX’in dokuda yarattig

Dolayisiyla, tiim bu faktorler GTX’in saf halinin
etki siiresinin daha uzun olmasina sebep olmus
olabilir.

Zehirlenmelere neden olan DB, bazi
hastaliklarin tedavisinde halk tarafindan yaygin
olarak kullanildig1 icin, alternatif tipta ¢ok
onemlidir. Sonug olarak, 24 saatlik DB ve GTX
uygulamas1 karaciger dokusu iizerinde Onemli
toksik etkiler olusturmaktadir ve bu toksik etkilerin
hepsinin normale dénmesi i¢in 48 saatlik siire
yeterli degildir. Bu ¢alismanin sonuglari, DB’nin
etki siiresini O6grenmek ve DB zehirlenmesi
vakalarinda hastalarin tedavi ve taburcu siirelerini
belirlemek igin faydali olabilir. Bu ¢alisma, DB'nin
fare karaciger dokusu iizerindeki zamana bagl
yapisal, kompozisyonel ve fonksiyonel etkilerini
molekiiler diizeyde ortaya koyan ilk calismadir.

toksik etkinin iyilesmesine katki saglamis olabilir.
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