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Doktora Tezi

OZET

N-o-NITRO L-ARGININ METIL ESTER (L-NAME) iLE INDUKLENMIS DENEY
HAYVANLARINDA DELi BAL VE ORMAN GULU (R. luteum) EKSTRESININ ANTI-
HIPERTANSIF ETKISININ ARASTIRILMASI

Hilal Ebru CAKIR

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Kimya Anabilim Dali
Danigsman: Prof. Dr. Sevgi KOLAYLI
2020, 100 Sayfa, 6 Sayfa Ek

Orman giilti bitkisi Karadeniz Bolgesi’nde yetisen ¢ali tipinde bir bitki olup Rhododendron
ponticum (mor ¢igekli, komar ¢igegi), Rhododendron luteum (sar1 gigekli, zifin ¢igegi) tiirleri ile
bolgeye endemiktir. Her iki bitkiden nektar ve polen alan bal arisinin iirettigi bal, igerisinde
bulunan grayanotoksin (GTX) bilesiklerinden dolay1 zehirlidir ve halk arasinda damar genisletici
ozelliginden dolayi tansiyon diisliriicii olarak kullanilmaktadir.

Bu c¢alismada GTX igeren orman giilii balinin N-w@-nitro L-arginin metil ester (L-NAME)
ile indiiklenmis sicanlarda anti-hipertansif etkinliginin aydinlatilmas1 amaclandi. Karadeniz
Bolgesi’nde farkli bolgelerden toplanan orman guli ciceklerinde (R. ponticum ve R. luteum) ve
deli balda GTX-III miktarlar1 LC-MS/MS ile belirlendi. Yiksek miktarda GTX-I1I iceren gicek ve
bal numuneleri 2 ¢aligma grubunda test edildi. L-NAME (40 mg/kg/30 giin) ile hipertansiyon
olusturulan Spraque Dawley disi sicanlara gavaj ile orman giilii gigek 06ziitii (155,80 mg/kg/15
giin) ve deli bal (12,50 mg/kg/15 giin) verilerek tansiyonlar: tail-craft yontemi ile takip edildi.
Bulgular kontrol grubu olarak kullanilan kapril (20 mg/kg/15giin) grubu ile karsilastirildi. Deney
gruplariin serum biyokimyasal parametreleri glukoz, aspartat aminotransferaz, alkalen fosfataz,
laktat dehidrogenaz, kreatin kinaz ve kan Ure analizleri yapildi. Hipertansiyondan hasar goren
kalp, karaciger ve bobrek dokularinda nitrik oksit (NO) ve Glutatyon (GSH) degerleri dl¢tildii.

Ozet olarak, deli balin ve orman giilii cicek ekstresinin preklinik olarak anti-hipertansif

etkiye sahip oldugu ilk kez deneysel olarak tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Rhododendron, Deli Bal, Grayanotoksin, L-NAME, Kapril, Hipertansiyon

Vil
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SUMMARY

INVESTIGATION OF THE ANTI-HYPERTENSIVE EFFECT OF MAD HONEY AND
RHODODENDRON (R. luteum) EXTRACT IN EXPERIMENTAL ANIMALS INDUCED BY
N- ©-NITRO L-ARGININE METHYL ESTER (L-NAME)

Hilal Ebru CAKIR

Karadeniz Technical University
The Graduate of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Assoc. Prof. Sevgi KOLAYLI
2020, 100 Page, 6 Pages Appendix

Rhododendron plant is a bush type plant that grows in the Black Sea Region and is endemic
to the region with Rhododendron ponticum (purple flower, komar flower), Rhododendron luteum
(yellow flower, zifin flower) species. The honey produced by the honey bee, which receives
nectar and pollen from both plants, is poisonous due to the grayanotoxin (GTX) compounds it
contains and is used as a blood pressure reducer due to its vasodilating properties.

In this study, it was aimed to elucidate the anti-hypertensive activity of mad honey
containing GTX in rats induced with N-w-nitro L-arginine methyl ester (L-NAME). GTX-IlI
amounts in Rhododendron flowers (R. ponticum and R. luteum) and honey collected from
different regions in the Black Sea Region were determined by LC-MS / MS. Flower and honey
samples containing high amounts of GTX-III were tested in 2 study groups. Sprague Dawley
female rats with hypertension induced by L-NAME (40 mg/kg/30 days) were treated with
rhododendron flower extract (155,80 mg/kg/15 days) and mad honey (12,50 mg/kg/15 days) by
gavage.) and their blood pressure was followed by the tail-craft method. The findings were
compared with the capril (20 mg/kg/15 days) group used as a control group. Serum biochemical
parameters of the experimental groups were analyzed for glucose, aspartate aminotransferase,
alkaline phosphatase, lactate dehydrogenase, creatine kinase and blood urea. Nitric oxide (NO)
and Glutathione (GSH) values were measured in heart, liver and kidney tissues damaged by
hypertension.

In summary, it was experimentally determined for the first time that mad honey and

rhododendron flower extract have a preclinical anti-hypertensive effect.

Keyw Words: Rhododendron, Mad Honey, Grayanotoxin, L-NAME, Hypertension
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1. GENEL BILGILER

1.1 Giris

“Orman Giili” bitkisi Karadeniz Bélgesi’nde yogun olarak yetisen ¢ali tipinde bir
bitki olup Rhododendron ponticum ( mor ¢igekli, komar ¢igegi ), Rhododendron luteum (
sar1 ¢icekli, zifin ¢igegi ) tlrleri bolgeye endemiktir. Her iki bitkiden nektar ve polen alan
bal arisinin {direttigi ballar iceriginde bulunan grayanotoksin (GTX) bilesiklerinden dolay1
zehirlidir ve orman giilii bali (deli bal, Rhododendron bali) olarak taninir.

Orman giilii balinin geleneksel olarak tansiyon diizenlemede kullanildig1 6teden beri
bilinmektedir. Ancak bu balin hipertansiyonla iliskisi sadece bildirilen vaka sayilarina gore
bilinmekte olup arastirmalarimiz neticesine GTX-III miktar1 bilinen ballarla deney
hayvanlarinda yapilan genis kapsamli bir c¢aligmaya literatiirde rastlanamadi. Balin
tiketilmesiyle birlikte Oncelikle en onemli belirtiler tansiyon ve nabiz distikliigi ile
birlikte kusma, haliisinasyondur. Ancak kontrollii olarak tiiketildiginde balin kas gevsetici,
damar c¢apin1 genisletici ve tansiyon diisliriicii rolii olduguna inanilmaktadir. Balin ve
orman giillii ¢igeginin anti-hipertansif roliiniin ortaya c¢ikarilmasi durumunda orman giilii
balina ragbet artmasiyla tUretilmesi tesvik edilecek, orman giilii bitkisinden de dogal
kaynakli ilag iiretilebilmesinin yolu agilacaktir.

Bu calisma ile nitrik oksit sentaz enzim inhibitéri olan L-NAME ile olusturulmus
deneysel kronik hipertansif sicanlara GTX i¢eren orman giilii bitkisinin ¢ig¢eklerinin
ekstresi ile deli bal oral yolla (gavaj) verildikten sonra deney hayvanlarmin Tail-cuff
yontemine gore kuyruk mansetlerinden tansiyonlar: dlgiilerek, bilinen bir tansiyon ilaciyla
(Kapril-etken madde kaptopril) kiyaslanmasi amaglandi. Ardindan serumda bazi
biyokimyasal parametreler ve hipertansiyonun zarar vermis oldugu en 6nemli organlardan
olan kalp, bobrek ve ayrica karaciger dokular1 iizerine hipertansiyonun oksidatif stres

lizerinden organlara etkisini arastirma amaclandi.



1.2. Rhododendron Turleri ve Grayanotoksin-111

Ulkemizde 6zellikle Dogu Karadeniz’in daglik kesimlerinde mor cicekli “komar”
(Rhododendron ponticum) ve sari ¢igekli “zifin” (Rhododendron luteum) bitkileri genis bir
alana yayilim gosteren toksin ihtiva eden, ormanlari tehdit eden istilaci tiirlerdir (Terzioglu
vd., 2001) (Sekil 1). Ote yandan bunlara ek olarak R. ungernii (beyaz cigek), R. smirnovii
(pembe c¢icek) ve R. caucasicum (Kafkas ormanguli)’un da dahil oldugu deniz
seviyesinden yaklasik 3200m yiikseklige kadar biiyiiyebilen toplamda bes tiir lilkemizde
siklikla goriliir (Gunduz vd., 2008).

Sekil 1. Rhododendron luteum (sar1) ve Rhododendron
ponticum (mor)

Grayanotoksinler (GTX), Rhododendron bitki tlrlerinde bulunan ana toksin
bilesiklerdir (Wong vd., 2002). Ericaceae familyasindan bazi bitkilerin nektar, polen ve
yaprak kisimlarinda bu toksin grubu goriilmektedir (Stevens, 1978). GTX’ler birer
diterpenoid olup, azotsuz polihidroksile siklik hidrokarbonlardan olusur (Lampe, 2009).
Ayn1 zamanda andromedotoksin, acetilandromedol ve rhodotoksin olarakta adlandirilir. Su
ve yagda ¢ozlinebilen GTX’ ler ugucu degillerdir ve 300 °C sicakliga kadar bozunma
gostermezler. Giiniimiize kadar 128 ¢esit GTX izomeri Ericaceae tiirlerinden izole edilmis
ve yapilari aydmlatilmis (Li vd., 2013) olup bunlardan I, II, III izoformlar1 siklikla
karsilasilan toksik ajanlardir (Gunduz vd., 2011) (Sekil 2). Grayanotoksin I (andromedo
toksin), Grayanotoksin 1l (desasetilanhidromedo toksin) ve Grayanotoksin 11l

(desasetilandromedo toksin) baldaki ana toksik izomerlerdir. Grayanotoksin 111 (GTX-I1I)



Rhododendron bitki tiirlerindeki ana toksik izomer bilesik olup grayanotoksin I (GTX-I) ve
grayanotoksin 11 (GTX-II)’nin daha az toksik ozellik gosterdigi ¢esitli kaynaklarda
bildirilmistir (Wong vd., 2002; Kurtoglu 2014).

Sekil 2. GTX-1, GTX-Il, GTX-III bilesikleri

Grayanotoksin (GTX) ozellikle hiicre zarindaki iyon kanallarinda etkilidir. GTX’in
toksik etkisinin, voltaj-bagimli sodyum kanallar1 ile etkilesiminin bir sonucu oldugu
literatiirde bildirilmektedir. GTX’ in hiicre zar1 lizerindeki sodyum kanallarina dogrudan
baglanmasi, membranin sodyum gecirgenliginde bir artisa yol acar ve bunun bir sonucu
olarak, hiicrede uzun sureli depolarizasyon (voltaj-bagimli sodyum kanallarinin siirekli
acik kalmasi) meydana gelir (Seyama and Narahashi, 1981). GTX, Na" kanallarinin
aktivasyonu ile voltaj-bagimli Ca™ kanallarindan Ca**’nin presinaptik gegirgenligine yol
acar. GTX ‘in hiicre zar1 lizerindeki etkileri hem iskelet hem de kalp kaslarinin yani sira
periferik ve merkezi sinir sistemlerindeki hucreler tzerinde de gozlenir (Gunduz vd.,
2006). GTX-1 ve GTX-III bunun i¢in ideal yapiya sahiptir.

Bir patente gore Mollutus apelta adinda bir bitkinin kuru koklerinden ekstrakte
edilip saflastirilan yeni bir grayanotoksin bilesigi rapor edilmistir ve H20: ile oksidatif
hasara ugrayan vaskiiler endotelyal hiicreler lizerinde koruyucu bir etkiye sahip oldugunu
ve vaskiiler koruma i¢in ilaglara doniistiiriilebilecegi ifade edilmistir (URL-1). Ayrica
baska patentlere bakildiginda grayanotoksin ve grayanotoksin karisimlarmin fareler gibi

kemirgenlerle savasmak i¢in kullanildig: belirtilmektedir (URL-2, URL-3).




1.3. Orman Gult (Rhododendron) Bah

Ulkemiz, bulundugu cografik konumundan dolay1 diinyadaki en zengin ball1 bitki
florasina sahip iilkelerdendir. Balin bilesimi, arillarin ziyaret ettigi ¢iceklere ve balin
toplandigi alanin hava kosullarina biiyiik 6l¢iide baglidir (Sahin vd., 2015). Rhododendron
bali ise Tiirkiye’de Karadeniz Bélgesi’nde yetisen Rhododendron ¢igeklerinden bal arilar
tarafindan iiretilen ¢ok sayida kimyasalin karmasik bir karigimidir. (Sahin vd., 2015;
Gunduz vd., 2007). Gerek saf ve gerek kestane, thlamur ve diger ¢icek ballariyla karigsmis
olarak orman giilii bali tiretimi yapilmaktadir. Orman giilii balindaki GTX miktari, balin
safligina (monofloral 6zelligine), toplandigi bdlgenin cografik 6zelligine ve tabi tutuldugu
isleme bagli olarak degisim gosterdigi belirtilmektedir. Ulkemizde Mayis-Haziran
aylarinda yapilan hasat ile kendine has aromasi ve tadi olan bu bal igeriginde dogal olarak
bulunan Rhododendron kaynakli grayanotoksin bilesikleri igermektedir (Oztasan ve
Songur 2007). Deli balin literatiirde genellikle yerel aricilarin ifadelerine gore “Orman
Giilii Bali” olarak toplandig: belirtilmektedir. Ancak polen analizi ile birlikte drneklerdeki
orman giilii polen frekanslarinin farkli oldugu ve balin monofloral 6zelligi belirlenebilir.
Balin toksisite derecesi yillara gore mevsimsel olarak degisiklikler gostermektedir. Balin
icerdigi toksin miktar1 ve tiiketilme derecesine bagli olarak zaman zaman bal
zehirlenmeleri ile saglik kuruluslarina bagvuran ¢ok sayida vaka ile karsilasiimaktadir.
Literatiirdeki zehirlenme vakalar1 genelde Tiirkiye kokenli ballarda kendini gostermektedir
(Ozhan vd., 2004). Deli bal zehirlenmeye neden oldugu i¢in bolgede tutan bal, agu ball,
yabani bal, act bal ve diinyada yaygin olarak ‘“Mad Honey”, “Deli Bal” olarak
bilinmektedir. Maejima vd., (2003) tarafindan yapilan ¢alismaya gore toksin sodyum
kanallarmi kademeli olarak etkilemektedir. ilk asamada grayanotoksin, voltaj bagimli
kanallarin acilma fazinda kanallara baglanir ve modifikasyona ugrayan kanallarin
inaktivasyonunu (kapanmasini) engeller. Son asamada modifiye olmus (agilmis) sodyum
kanallarinin aktivasyon potansiyeli, sodyum kanalinin hiperpolarizasyonuna (iyonlarinin
hiicre ig¢inden hiicre disina fazla ¢ikisi) neden olur. Bunun sonuncunda, grayanotoksinlerin
(GTX’ler) varligina bagli olarak ishal, terleme, bas donmesi, biling, senkop, diplopi ve
bulanik gérme, bradikardide degisikliklere ve hipotansiyona yol acar (Sahin vd., 2015).
Ayrica Ohgaki vd., (1987) GTX-HI’0n intraperitoneal (0,10-0,25 mg / kg bw) uygulanmasi
ile hayvanlarin genel davraniglar1 iizerindeki etkiyi aragtirmig, GTX’ in doza bagli bir

sekilde anlamli ve geri doniisiimlii kas gevsemesi ile sonuglandigini yayinlamistir. Orman



guld bitkilerinde (R. poticum ve R. luteum) ve deli baldaki GTX miktari gesitli faktorlerden
etkilenmektedir. Deli bal zehirlenmesine maruz kalmis kimselerin tiikettigi orman giilii
ballarindaki GTX-III miktar1 LC-MS/MS ile 6l¢iilmiis ve 10-80 ng GTX/g arasinda oldugu
gosterilmistir (Sahin, 2015). Genelde belirtiler yaklasik 50 g balin yenilmesinden 1-2 saat
sonra ortaya c¢ikar ve zehirlenme Kritik degilse 12-24 saat icinde duzelir. Toksinler
ozellikle dolagim, solunum, sindirim ve merkezi sinir sistemlerini etkiler (Biberoglu vd.,
1988). Rhododendron ponticum toksininin bu 6limciil felg etkisi 2009 yilinda Sherlock
Holmes filminde gergek etkileri ile dogru bir sekilde gosterilmemesine ragmen yer almistir
(URL-4).

Orman giilit bali zehirlenmesi Turkiye’de Karadeniz Bolgesi’nde yaygin olarak
gorulmekle birlikte, Almanya, Avusturya, Amerika ve Kore’den de bildirilen olaylar
beraberinde popiilaritesi de artmaktadir. Bradikardi ve hipotansiyon gibi ciddi kardiyak
yan etkiler asir1 doz Rhododendron balmin tiiketimi ile goriilebilir. Ozellikle
kardiyovaskiler tesirleri nedeniyle bu tur gida zehirlenmeleri yasami tehdit edici olabilir
(Cetin vd., 2009). Na+ ve K-ATPaz kanalinin modifikasyonu da bu durumlarin en yaygin
nedenidir. ‘‘Kardiyotoksisite ‘‘ olarak da adlandirilan Na® / K* modifikasyonunun en
onemli sonucu, CK, CK-MB, troponin T, AST, ALT, LDH ve troponin | gibi kan serumu
biyobelirteg seviyelerinin degisimidir (Sahin vd., 2015). Ayrica Silici vd., (2014),
Rhododendron bali ile beslenen sicanlardaki biyokimyasal antioksidan parametreler
Uzerine GTX’ in etkisini degerlendirmis, bu aragtirmanin sonucunda hem grayanotoksin
hem de ylksek doz Rhododendron bal tedavilerinin incelenen kan plazmasi ve organ

dokular tizerinde oksidan etki gosterdigi belirlenmistir.

1.4. Hipertansiyon

Hipertansiyon; yiliksek kan basinci; giiniimiizde ¢ok yaygin goriilen, viicudu
sistemsel olarak etkileyen ve kalp-damar rahatsizliklarina bagli morbitide ve mortaliteye
yol acan kardiyovaskiiler bir hastaliktir (GUn ve Korkmaz, 2014). Diinya saglik orgiitiine
(DSO) (WHO, World Health Organization) gore kan basinci; viicuttaki ana kan
damarlarinin duvarlarina kan dolasimiyla uygulanan giictiir. Hipertansiyon ise kan
basmcinin kuvveti asir1 oldugunda ortaya ¢ikar. Kan basinci iki say1 olarak yazilir. Ilk
(sistolik) sayi, kalp kasildiginda veya attiginda kan damarlardaki basinci temsil eder. Ikinci

(diastolik) say1, kalp atimlarinin arasindaki damarlardaki basinci temsil eder. Iki farkli



giinde 6l¢iildiigiinde, her iki giinde sistolik kan basinct degerleri >140 mmHg ve / veya her
iki giinde diastolik kan basinci degerleri >90 mmHg ise hipertansiyon tanisi konur.
Hipertansiyon, dunyadaki 8 d&limden birinin sorumlusu tutulan en oéldurict 3.
hastaliktir. Diinya ¢apinda 1,13 milyar insanda goriilen hipertansiyon (her 4 erkekten
birinde ve her 5 kadindan birinde) goriilebilen bu hastalik DSO’ye gore kontrol altina
alinabilen bir hastaliktir. Hipertansiyon hastalarinin sadece bir kismi hipertansif
olduklarinin farkinda olmakla beraber farkinda olanlarin da bir kismi diizenli tedavi
olmaktadir. Kalp krizi, inme, bobrek yetmezligi ve korliige sebep olabileceginden kan
basicinin kontrol altina alinmasit bu olumsuz sonuglarin 6nlenmesi i¢in ¢ok Snemlidir
(URL-5). Ayrica, Tiirk Hipertansiyon ve Bobrek Hastaliklart Dernegi’nin yaptigi Turkiye
Hipertansiyon Prevalans Calismasi (THPC) verilerine gore, Turkiye’de 3 kisiden 1’inde
hipertansiyon oldugu belirlenmistir (Onal ve Tiimerdem, 2001). Son yillarda yasanilan
kosullar, teknoloji ve beslenme sekli nedeniyle olusan stres faktorlerinin hipertansiyon
tesekkiilii icin alt yapi olusturdugu bildirilmektedir. Ancak hipertansiyonun gelisimi ve
buna katkis1 olan faktorler heniiz tam olarak aydinlatilamasa da bazi faktérler 6n plana
¢ikmaktadir. Bunlar:

eKalp debisi artigi (Viicuttaki sivi hacminin artmasi ve kalbin kasilabilirliginin
artmast.)

e Periferik direng artist (Damar capi genislemesi ve buna bagli olarak damar
duvarindaki yapisal kalinlagma.)

¢ S1vi hacmi ve kan hacmi artis1 (Asirt sodyum alimi ve sismanlik.)

e Stres ve asir1 sempatik aktivite (Hipertansif ebeveyn ve siirekli psikojenik stres.)

¢ Renin anjiotensin sistemi (Renin aktivitesi.)

eEndotel (Kan ve lenf damarlarimin i¢ ylizinii olusturan doku) disfonksiyonu
(Endotelin ve NO eksikligi) (Kolay, 2011).

1.5. Nitrik Oksit ( NO*) ve Nitrik oksit Sentaz ( NOS )

NO® dogada ve organizmada varlig1 ¢ok eskiden beri bilinen kisa dmiirlii (2-30 sn)
bir radikal olup L-argininin L-sitriiline doniisiimii sirasinda agiga ¢ikmaktadir (Sekil 3).
Dogada asit yagmurlari, elektrik trafolar1 ve zehirli egzos gazlari igerisinde bulunmaktadir.

Vicutta hemen hemen tim organ ve sistemlerde yer alan NO®, fizyolojik



konsantrasyonlarda, degisik biyolojik etkilere (gastrointestinal sistem, merkezi sinir
sistemi, immiinolojik temizleme reaksiyonlari, miyokard fonksiyon bozuklugu vb.) sahiptir

(Cekmen vd., 2001).
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Sekil 3. NOS enzimi katalizli NO*® olusumu (URL-6)

NO®’nun olusumunda L-argininin L-sitriiline doniisiimiinii saglayan bu reaksiyonu
nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi gergeklestirmektedir. NOS’un genetik olarak farkli ii¢
izoformundan biri de diisiik konsantrasyonlarda dretilen ve damar tonisini ayarlayan bir
konstitutif endoteliyal izoformudur (eNOS) (Cekmen vd., 2001).
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Sekil 4. N-w-nitro L-arginin-metil ester(L-NAME)

Yapilan caligmalarda L-argininden NO sentezi yolu aydinlatilmaya calisilirken L-
arginin analoglarinin bu yolu inhibe ettigi goriilmiistiir. Inhibitor etkisi ilk gdzlenen L-
arginin analogu, yapisinda metil grubu ihtiva eden N-monometil-L-arginindir ve
yarismalidir (L-NMMA). L-NMMA disinda L-arginin amino asidinin yapisina cesitli
gruplar dahil edilerek degisik L-arginin analoglar1 olusturulmus ve bunlardan bir digeri de
N-nitro L-arginin-metil ester(L-NAME) dir (Sekil 4) (Bruhwyler vd., 1993, Moncada vd.,
1991).



1.6. Endotel Hucrelerinde L-NAME Kaynakh Nitrik Oksit Eksikligi

Endotel hucreleri, arterler (atar damar), venler (toplar damar), kapillerler (kilcal
damar) ve lenf damarlarinin i¢ yiizeyini kaplayan tek sira poligonal hiicrelerdir. Endotel
tabakas1 metabolik olarak oldukca aktif bir doku olup, siirekli humoral ve hemodinamik
uyaranlar ile karsilasir. Endotel hiicreleri salgiladiklar1 vazoaktif (damarlarinin ¢api iizerine
etki gosteren) maddeler, blylme faktorleri ve buyume inhibitorleri ile koagtlasyonu,
fibrinolizisi, hiicre proliferasyonu, inflamasyonu ve damar tonusunu, dolayisiyla kan
akigini ve kan basicini diizenlemektedir (TTB, 1994). Endotelden salgilanan vazodilator
(damar genigletici) ve vazokonstriktdr (damar daraltici) maddeler arasindaki etkilesim ya
da denge vaskiiler tonusun regiilasyonunu saglar (Anderson, 1999).

Kiclk bir gaz molekilu olan nitrik oksit radikali (NO®) nitrik oksit sentaz enzimi
katalizliginde L-argininden sentezlenir ve insan organizmasindaki neredeyse tim organ ve
doku sistemlerinde, ¢cok genis ve farkli alanlarda fizyolojik ve patolojik etkilere sahiptir.
Organizmadaki NO® miktar1 endotelyum disfonksiyonunu etkileyen sebeplerden biri
olmakla beraber ve eksikligi hipertansiyonun gelismesinde rol oynamaktadir.NO® hem
bazal sartlarda salgilanarak siirekli damar tonusunu diizenlemekte, kan basincinin
reglilasyonunda rol oynamakta ve hem de c¢esitli egzojen ve endojen uyarilarla
salgilanabilmektedir. (Giirdal ve Ademoglu, 2005; Onat vd., 2002).

Ca(+2) Asetilkolin

| }’ Endotel

| —
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Sekil 5. Damar duvarinda NO®*’nun olusumu ve etki
mekanizmasi (Cekmen vd., 2001)

Haberci bir molekil olan asetilkolin, endotel hicre (izerinde bulunan reseptdriine



yapisir. Bu impulsla Ca™ iyon kanallar1 agilir, hiicre igindeki Ca™ dizeyi yikselir.
Ardindan kalmoduline artan Ca*™lerin baglanmasiyla olusan kompleks, yapisal bir
katalitik molekil olan eNOS’1 uyarir ve L-arginin’den NO® ile sitriillin olusur. Olusan
NO®, endotelden ¢ikar ve komsu diiz kas hiicrelerine girer. Diiz kas hiicrelerinin
sitozolindeki guanilat siklaz hem gurubundaki demire baglanir, onu aktiflestirir ve
GTP’den (guanozin trifosfat) cGMP (siklik guanozin monofosfat) olusumunun artmasina
neden olur. Artan ¢cGMP ise diiz kaslarin gevsemesine ve damarlarda vazodilatasyona
(damar genislemesine) neden olur (Sekil 5) (Marletta, 1993).

Arastirmalar; hipertansiyonlu kisilere, L-arginin veya NO® dondrleri verilerek kan
basinglarinin  diistigiinii, NOS inhibitorleri (L-arginin analoglart (L-NAME vb.),
NAD(P)H, NADH oksidaz, calmodulin, GTP, diisiik Ca** vb.) verilerek yiikseldigini
gostermektedir (Marletta, 1993; Knowles ve Moncada, 1994).

Dinyada 6nlenebilir 61im nedenleri dahilinde basta gelen risk faktorlerinden biri
olan hipertansiyon; artan oranda ve 6nemli bir tibbi halk sagligi problemidir. Yayginligi
kiltirel, cografik, beslenme ve genetik faktorleri temelinde biiyiik degiskenlikler
gostermekle birlikte, 6zellikle dnde gelen tlkelerde toplumdaki en 6nemli saglik sorunlari
arasinda yer almaktadir. Kan basmcimin normal kabul edildigi degerlerin simirlarin
Uzerinde ¢ikmasi olarak tanimlanan hipertansiyon; beyin, bobrek ve kalbin de iginde
oldugu sistemlerle beraber bircok basing mekanizmalarinin dogrudan ya da dolaylh
katkilar1 sonucu gelisen dinamik bir sendromdur (1zzo vd., 2003).

Siganlar gibi deney hayvanlarinda kronik hipertansiyon hastaligi olusturmak igin
kullanilan ilk NOS inhibitérii bir L-arginin analogu olan L-NAME’dir (Zats ve
Baylis,1998; Gardiner vd., 1992). L-NAME’nin suda c¢ozinebilmesi ve i¢me suyuyla
kolayca hayvanlarin igebilmesi sebebiyle kronik hipertansiyon hastaligi olusturmak igin L-
NAME’nin yaygin olarak kullanilmasmin yolu agildi. Bunun diginda L-NAME’nin
intraperitoneal(i.p.) enjeksiyonuyla da si¢anlarda kronik hipertansiyon olusturulabilir
(Sakuma vd., 1995). L-NAME, NO sentezinin engellemekte, sistemik kan basincini
yukseltmekte ve renovaskiler parankimal hasara (bobrekteki arter(lerin) darliginin neden
oldugu, yiiksek kan basinci ile karekterize klinik bir durum yol agmaktadir (Bruhwyler vd.,
1993). Bu durumun bir sablonu olarak bir organizmaya L-NAME verildiginde kan bas
Ruiz-Ruiz vd., 2017incinin artmasi Sekil 6’da “Kan basincinin N-w-nitro-L-arginin metil
ester modiilasyonu” olarak 6zetlenmektedir.

L-NAME etkilerinin toplami, endotel disfonksiyonu, yeniden modelleme ve
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hipertansif bir durumla sonuglanan hipertrofidir. L-NAME, NO®’nun ayrilmasini ve
NO®’nun azalmasina ve sonug olarak vazokonstriksiyona (damarlarin daralmasina) neden
olur. Renin andgiotensin sisteminin L-NAME ile aktivasyonu, renin ve ACE’ nin mRNA
ekspresyonunu arttirir. Bu, Ang II” nin yiikselmesiyle sonuglanir ve siiper oksit anyonunun
artan NAD (P) H-oksidaz tiretimi ve ROT (reaktif oksijen tiirlerinin) iiretimi, artmis
aldosteron, s1vi dengesinin degistirilmesi ve sitokinlerin ve kemokinlerin aktivasyonunu
icerir. Ang II ayrica vazokonstriksiyonu dogrudan uyarir ve kan basincini arttirir. Sempatik
sinir sisteminin aktivitesinin uyarilmasi, artmis kalp atis hizi, kasilma ve vazokonstriksiyon

ile sonuglanir (Lane, 2012).

i L-MAME 14
‘l‘"\'D Sentaz Sempatik sinir sisterm alchivasyom
N
NO et ;m/ ReninmRNAifadesi  Adrenerjik aktivasyon
YO Gre AACEmRNAifasi - |
l Epinefrinveya ~
;'.jolin norepinefrin salinm
HACE
".Stpar oksit anvomnun NATEFH-
olcsidas fratimd ""_:'sﬂg T —s Maldosteron — P+
+5.0

AROT tretimi Sitolinlerin ve S1vi dengesinin defisiml  tutma
' kemolinlerin alchivasyvom \ !
L AOlsidatif stres =

vaskilar jral'm:.an "|"I'La.n haemi
seloillenme endotel
_ disfonlksiyoms hipartrofisi / 4 Kalpatishuz o=

Vazokonstriksivon —————3 fKan Basmnci  fEaslma

SR |

Sekil 6. Kan basincinin N-o-nitro-L-arginin metil ester modulasyonu

Dogal iiriinler kullanilarak oksidatif stresin azaltilmasi, hipertansiyonun 6nlenmesi
ve tedavisi literatiirde bir¢ok kaynakta yer almaktadir. Aekthammarat vd., (2019), Moringa
oleifera yapraklarinin (MOE) sulu ekstraktinin vaskuler fonksiyon ve antioksidan
Ozelliklerinin modulasyonu yoluyla Nronitro-L-arginin-metil ester (L-NAME (50
mg/kg/giin)) kaynakli yiiksek kan basincini azaltip azaltmayacagini arastirdi. Baska bir
calismada da yine L-NAME (40 mg/kg/giin) ile uyarilarak hipertansiyon olusturulup

Carthamus tinctorius sulu 6zutu ve kaptopril (5 mg/kg/gun) ratlara verildi Carthamus
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tinctorius ekstresi ve kaptoprilin antihipertansif etkilerinin sinerjik oldugunu gostermistir
(Maneesai, vd., 2016). Benzer bir ¢alisma olarak Piper sarmentosum ( L-NAME (100 mg /
kg / giin)) ile yapilmis ve bitkinin antihipertansif etkisinin oldugu bildirilmistir (Alwi vd.,
2018). Bagka bir ¢alisma da (Gulhan, 2019) apiterapi iirlinlerinin (propolis ve polen) L-
NAME kaynakli hipertansif erkek sicanlarin iireme fonksiyonlar: lizerindeki terapdtik ve
koruyucu etkilerini arastirmistir. Sonug olarak artan kan basincinin diizenlenmesinde dogal
an trilinleri olan propolis ve polen etanolik ekstraktlarimin etkili oldugu belirlenmistir.
Propolis veya polenin hipertansiyona yol agan enflamatuar yollarin isleyisini inhibe ederek
tireme fonksiyonunu diizenlemeye yardimci oldugu bildirmektedir.

Deli balin halk arasinda tansiyon diizenlemede kullanildig1 bilinmektedir. Ancak bu
balin hipertansiyonla iliskisi sadece bildirilen vaka sayilarina goére bilinmekte olup GTX-
IIT miktar1 bilinen bir balla deney hayvanlarinda yapilan mevcut bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Bu teze referans olan makalelerden biri Oztasan ve Songur (2007),
yaptig1 calismada kontrol (A), hipertansiyon indiiksiyonu sonrasi (B) ve hipertansif
sicanlara deli bal uygulanmasi (C) olmak iizere sicanlardan 3 grup olusturmustur. Deli bal
uygulamasindan sonra kan basmmcinin ve kalp atis hizi sonuglarmin azaldigini
gozlemlemistir. Dogu Karadeniz halki tarafindan alternatif ilag olarak kullanilan deli balin
diisiik dozlarda hipertansiyon gibi hastaliklarin tedavisi i¢in uygun olabilecegini
belirtmistir. Cay yapiminda orman giillerinin yaprak, ¢igcek ve nektar1 kisimlarmin
kullanilmastyla grayanotoksinlerin yutulmasi da alternatif olabilecegini belirtmistir. Kiiciik
dozlarda deli balin yararli kullanimi miimkiindiir. Igerigi belirlemek, faydali dozaji
degerlendirmek ve deli balin hipertansiyon {iizerindeki etkilerinin kesin mekanizmasini
netlestirmek icin daha fazla calismaya ihtiyacin oldugunu belirtmistir. Ikinci bir makale
olan (Tata vd.,2019), Senecio serratuloides bitkisinin hidroetanol ekstraktinin siganlarda N-
Nitro-L-arginin metil ester (L-NAME (40 mg / kg / giin)) ile olusturulan hipertansiyondaki
antihipertansif etkilerini arastirmayr amaglanmistir. Biri kontrol olmak tizere 5 grup
olusturmustur. Kontrol haricindeki gruplarin hepsine L-NAME verilip kronik
hipertansiyon modeli olusturulmustur. Bir grup L-NAME grubu, bir grup kaptopril grubu
(diger referans makaleden farki), bir grup diisiik doz bitki ekstresi grubu, bir grup da
yiiksek doz bitki ekstresi ile beslenmistir. Sonugta Senecio serratuloides’ in hidroetanol
(%70 etanol-su) Oziitiiniin, sicanlarda antihipertansif, tedavide yararliligini ve

antihipertansif ilag gelistirme potansiyeli dogrulanmustir.
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Hipertansiyon tedavisinde kullanilan ilaglar kalsiyum kanal blokorleri, diuretikler,
renin anjiotensin aldesteron sistemini etkileyen ilaglar, vazodilatorler vb. gibi ilaglardir.
Renin anjiotensin aldesteron sistemini etkileyen ilaclar ACE (Anjiotensin conversing
enzim) inhibitorii olarak gorev yapmaktadir. Renin anjiotensin aldesteron sistemi, kan
basincini etkileyen bir sistemdir. Bobrekler kan hacmini degistirerek kan basimcinin
kontrolline katkisi olmaktadir. Bobreklerdeki baroreseptorler kan basinct azaldiginda,
bobreklerde sentezlenen renin enziminin salgilanmasini saglar. Renin enzimi anjiotensin
I’e cevirir. Anjiotensin | enzimi de anjiotensin gevirici enzim tarafindan anjiotensin II’ye
cevrilir. Anjitensin 1l gicli vazokonstriiktor (damar daraltici) maddedir, damarlarin
daralmasiyla kan basinci artmisolur. Aldesteron hormonunun salgilanmasini uyarir.
Aldesteron ise bobreklerden tuz-su atilimini azaltir ve tuz ve su viicutta tutlmus olur.

Bdyleye viicutta sivi hacmi artar, damarlar daralir ve kan basinci artar.

Sekil 7. Kapril (1-(3-Mercapto-2-metil-propionil)-pirrolidin-
2-karboksilik asit)

Hipertansiyonun tedavi siirecince anjiotensin sistemini etkileyen ACE inhibitorleri
ve anjiotensin 11’nin antagonistleri kullanilir. Tedavide kullanilan ilaglardan bazilari kapril,
(kaptopril) (Sekil 7) ve Enarapril (enapril) olmakla beraber bu tezde L-NAME ile
olusturulmus  hipertansif ~deney hayvanlarmin tansiyonlarim  diistirmek  i¢in
intraperitoneal yoldan (karin zar1 bosluguna) kapril enjekte edildi. Bu ilaglar anjiotensin
I’i anjiotensin I1I’ye ceviren enzimi bloke ederek vazodilatasyon (damar genislemesi)
olusturur, aldesteron sekresyonunu ve Na* ve su tutulumunu azaltarak tansiyon diisiirmeye

yardimet olur. (URL-7)
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1.7. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar & Hipertansiyonla iliskisi

Dis orbitallerinde bir veya birden fazla eslesmemis elektron ihtiva eden atom ya da
molekdllere ‘radikal’ denir ve yapinin iizerine konan bir nokta (*) isareti ile gosterilir.
Serbest radikaller oksijen veya nitrojen kaynakli olabilir. Bunlardan reaktif oksijen tlrleri
arasinda siiperoksit (O2°), hidroksil (OH®), hidrojen peroksit (H20>), peroksil (RCOO*)
radikalleri sayilabilir. Reaktif nitrojen tiirlerini ise nitrik oksit (NO®) ve peroksinitrit
(NO2°®) olusturur (Karabulut ve Giilay, 2016). En tehlikeli radikal hidroksil radikali (OH®)
olmakla beraber renksiz ve son derece zehirli bir gaz olan nitrik oksit (NO®) de kuguk bir
radikaldir ve yar1 omrii ¢cok kisadir.

Oksidatif stres (reaktif oksijen tirleri ile meydana gelen stres), gesitli patolojik
durumlarda bulunan vaskiiler disfonksiyon gelisiminde Onemli bir sebeptir ve
hiperkolesterolemi, ateroskleroz, diyabet, hipertansiyon, hipoksi, iskemi reperfiizyon hasari
ve kalp yetmezligi gibi bircok kardiyovaskiiler hastaligin patogenezinde rol oynar (Arts ve
Hollman 2005; Luangaram vd., 2007).

Reaktif oksijen tdrleri endotelyumdan vazodilator molekdllerin (nitrik oksit,
prostasiklin, endotel tlirevi hiperpolarizasyon faktorii veya EDHF) azalmasina ve
vazokonstriksiyon hormonlarinin salgilanmasinin artmasma neden olur (endotelin-1,
anjiyotensin |1, Grotensin I, tromboksan A2, izoprostanlar) ve vazomotor tonusta bir
degisiklige yol acar (Rodrigo vd., 2013). Artan O2*" olusumu NO®’nun hizla azalmasini ve
endotel disfonksiyonunun uyarilmasini tetikler (Ardanaz ve Pagano, 2006). Reaktif oksijen
tiirlerinin yiiksek konsantrasyonu vaskiiler diiz kas hiicrelerinin sayisini, kasilmasini,
vaskiiler duvardaki iltihab1 artttrir ve lipit peroksidasyonuna ve proteinin hiicre disi
matriste birikmesine neden olur (Touyz, 2005). Vaskiiler duvardaki bu degisikliklerin bir
sonucu olarak, kan basinct artar ve endotel disfonksiyonu meydana gelir. Endotelyal
disfonksiyon kardiyovaskiiler hastaliklarin ilk asamasi olarak kabul edilir.

Radikallerin canlilarda meydana getirdigi hasar1 sinirlandirmak icin antioksidan
savunma sistemleri gelistirilmistir. Antioksidanlar, radikallerin etkisiyle meydana gelen
oksidasyonu yavaglatan veya durduran ya da olugmasimi engelleyen her tiirlii molekiile
denilmektedir (Young ve Woodside, 2001).

Antioksidanlara genel olarak bakildiginda dogal ve sentetik antioksidanlar olarak iki
baslik altinda toplanabilirler. Bunlardan ¢ok genis bir aile olan dogal antioksidanlar ise

enzimatik olanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak siniflandirilir (Tablo 1).
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Tablo 1. Dogal antioksidanlar

Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
Suiperoksit Dismutaz Endojen Antioksidanlar Eksojen Antioksidanlar
Katalaz
Glutatyon Peroksidaz Glutatyon(GSH) Askorbik Asit (C Vitamini)
Glutatyon Rediiktaz Urik Asit Tokoferoller
Glutatyon-S-Transferazlar a-Lipoik Asit Karotenoidler
Glukoz 6-Fosfat Dehidrogenaz Laktoferrin, Ferritin Folik asit

Bilirubin Polifenoller

Melatonin

Oksidatif hasar miktarinin dogrudan antioksidanlarin mevcudiyeti ile iliskili
oldugunu belirtmek 6nemlidir. Enzimatik olan antioksidanlarin en bilinenleri siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) katalazdir. SOD’larin antioksidan savunma
mekanizmasindaki rolii, siiperoksit anyonunun molekiiler oksijene ve H20.’ye hiicresel
duzeyde dismutasyonunu katalize eden metaloenzimlerdir. Katalaz ise H202’yi iyi huylu
oksijene ve suya doniistiirlir, SOD ile birlikte calisir (Naziroglu vd., 2012). Katalaz gibi,
glutatyon peroksidaz da glutatyonun glutatyon disulfite oksidasyonu ile H202’yi temizler ve
suya indirger. Ayrica glutatyon peroksidaz lipit peroksitleri ve lipit alkolleri de azaltabilir.
(Lane, 2012).

Enzimatik olmayan antioksidanlar da oksidatif stresle micadelede cok dnemlidir.
Bunlar arasinda endojen antioksidanlardan indirgenmis glutatyon (GSH), bilirubin, ferritin,
melatonin ve o-lipoik asit; eksojen kaynakli antioksidanlardan ise askorbik asit, a -
tokoferol, karotenoidler, polifenoller en ¢ok bilinenlerdir. Bu antioksidanlar reaktif oksijen
tiirlerine (ROT) ve zararl etkilerine kars1 onemli 6l¢iide koruma saglar ve hipertansiyonu,
oksidatif kaynakli yeniden bicimlenmeyi ve aterosklerozu azalttig1 literatiirde
belirtilmektedir.

Oksidatif stresin hipertansiyonun patofizyolojisinde rol oynadigr goriigiini
destekleyen kapsamli kanitlar vardir. Antioksidanlar ile ROT arasindaki denge
hastaliklarin  6nlenmesi agisindan c¢ok oOnemlidir. Kardiyovaskiiler sistemde ROT
yiikselmesi endotel disfonksiyonu gibi zararli etkilere yol agar (August ve Suthanthiran,

2006). Antioksidanlarin hipertansiyonda azalan endotel islevlerini diizeltebilmesi, artan
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oksidan stresin NO azalmasina neden olabilecegini akla getirmistir. (Giirdal ve Ademoglu -
2005, Onat vd., 2002). Bununla birlikte, antioksidanlarin ve polifenollerin diyetle tiiketimi,
yuksek tansiyonun birincil olarak  Onlenmesini veya azalmasimni saglayabilecegi

bildirilmektedir (Sekil 8), (Rodrigo vd., 2011).
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Sekil 8. Ekzojen antioksidan mekanizmalarimin anti-hipertansif
etkilerinin sematik 6zeti (NO: nitrik oksit; eNOS: nitrik oksit
sentaz; ROT: reaktif oksijen tarleri; BHa:
tetrahidrobiyopterin; oksBHa: oksitlenmis
tetrahidrobiyopterin; NAC: N-asetilsistein; VSMC: vaskdler
diiz kas hticreleri) (Rodrigo vd., 2011).

Eksojen antioksidanlardan biri olan polifenoller de birden fazla hidroksil koki
icermektedir. Polifenoller fenolik asitler, flavonoidler ve flavonoid olmayanlar olarak (¢
alt grupta incelenebilir (Tablo 2).

Polifenollerin islevine bakildiginda molekiiliin yapisiyla antioksidan kapasite
iligkilidir. Fenolik bilesiklerin ihtiva ettigi —OH grubu sayisi; flavonoidlerin ise B
halkasindaki gruplardan 5-OH, 3-OH ve 4-OH gruplarinin bulunmast antioksidan
aktiviteyi arttirma yoniinde etki gosterir.

Tanenler ise ¢ok sayida hidroksil grubu ve fonksiyonel grup igermektedir (Sekil 9 (a-
b)) (Cotella vd., 1996; Cimen, 1999). Antioksidan, antiinflamatuar, antimikrobiyal,
antikarsinojenik, antiviral bu metobolik Ustlinliklerin sadece birkagi olarak literatiirde
yerini almistir (Ruiz-Ruiz vd., 2017; Ahmed ve Othman, 2013; Pasupuleti vd., 2017).
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Tablo 2. Polifenollerin Siniflandirilmasi

Polifenoller
Flavonoid olmayan Flavonoidler Fenolik Asitler
Hidrolizlenebilir Tanenler Flavonoller Hidroksisinammik asit turevleri
Kondanse Tanenler Flavonlar Hidroksibenzoik asit tiirevleri
Izoflavonlar
Flavononlar

Antosiyaninler

Flavanoller

Bahsi gecen metabolik iistiinliiklerin sorumlu ajanlar1 olarak bilinen bilesenler

fenolik asitler ve flavonidlerdir (Can vd., 2015).
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Sekil 9. (a-b)kondanse ve hidrolizlenebilir tanenler, (c) flavonoidler, (d) hidroksisinamik
asit, (e) hidroksibenzoik asit genel yapilari
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Yararli bir besin maddesi olan balin kimyasal igerigi, bitki florasi, iklim, yiikselti,
cevresel faktor gibi bircok faktorden etkilenmektedir (Sahin, 2015).

Orman giilii bitkisinin ve balinin hem fenolik bilesenlerce zengin olmasi hem de
yapisinda bulunan diterpenoidlerle (GTX) ve antioksidan bilesiklerle birklikte antioksidan,
antiinflamatur ve antimikrobiyal aktivitelere sahip oldugu da bilinmektedir (Malkog vd.,
2016). Dogal tirtinlerin TP’si antioksidan potansiyellerinin énemli bir gostergesidir. Sahin
vd., (2014) on adet deli bal 6rneginin toplam polifenol miktar1 modifiye Folin-Ciocalteu
testini kullanmis, toplam polifenol miktarinin belirlenmesinin antioksidan aktiviteyi
belirlemek i¢in yeterli olmadigini belirten bu ¢alisma DPPH, FRAP gibi iyi bilinen baz1 ek
antioksidan analizler kullanmayi uygun gormiistir. Mahomoodally (2020) yaptigi
calismada R. luteum’un etil asetat, metanol ve su oziitleri hazirlamis, in vitro antioksidan
ozellikleri agisindan arastirma yapmis ve R. luteum’un metanol ve su ekstreleri en yiiksek
DPPH radikalini supirme ve azaltma Ozelliklerine sahipken yine metanol ve su
ekstrelerinin FRAP degerlerinin etil asetata gore yiiksek antioksidan Ozellige sahip
oldugunu bildirmistir.

Sahin (2014), alt1 adet bal 6rneginde on yedi standart fenolik bileseni RP-HPLC-UV
kullanilarak kalitatif ve kantitatif olarak analiz etmis genel manasiyla farkli oranlarda
dokuz adet fenolik bilesene rastladigini ifade etmistir. Bunlar p-OH benzoik asit ana
fenolik bilesik olmak iizere gallik asit, kafeik asit, protokatekuik asit, vanilik asit, p-
kumarik asit, apigenin, ferulik asit, kuersetindir.

Can vd., (2015), Tirk ballarinin incelenmesi ¢alismasinda kullandig: alti deli balin
antioksidan kapasite testlerinde ¢alismadaki acik renkli akasya ve yonca gibi ¢igek ballar
gibi diisiik fenolik igerik gosterdigini belirlemistir. Ayrica toplam antioksidan kapasitenin
ballarda bulunan miinferit fenolik bilesiklerin gii¢lerin toplami oldugunu 6ne siirmiistiir.
On sekiz standart fenolik bileseni RP-HPLC-UV kullanilarak kalitatif ve kantitatif olarak
analiz etmis, ormangiilii balinin ana fenolik bilesenin p-OH benzoik asitken, p-kumarik
asit, kafeik asit seviyelerinin daha diisiik oldugunu tespit etmistir.

DPPH® siipiirme etkinligi, SCso olarak temsil edilen dogal iiriinlerde bilesiklerin
serbest radikal siiplirme kabiliyetinin taranmasi i¢in popiiler bir yontemdir ve radikallerin%
50’sinin siipiiriilmesini saglayan {iriin konsantrasyonunu temsil eder. Buratti (2006) yaptig1
calismada on iki bal kullanmis, orman giilii bal1 olarak bes tane bal calismada yer almistir.
Deli balin diger bal tiirleri arasinda en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugunu

bildirilmistir.
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Bir stres faktort olan hipertansiyon doku ve organlarda serbest radikal Gretimi ve
oksidatif strese sebebiyet verebilmektedir. Bu tur stres rinlerinin etkileri endojen veya
ekzojen antioksidan maddeler tarafindan giderilebilir. Hipertansiyon etiyolojisi heniiz tam
olarak agiklanamamakla birlikte, sistemik olan bu rahatsizligin tedavisindeki amag kan
basincinin diislirilmesi ile diger kardiyovaskiiler risk faktorlerinin ortadan kaldirilmasi,
hedef organlardaki hasarlarin durdurulmasi veya yavaslatilmasi, aterosklerozun dnlenmesi
ile birlikte insanlarin yasam niteliklerinin arttirilmasidir (Mancia vd., 2007). Buna ek
olarak oksidatif stres, hipertansiyon ve hipertansiyon ile iligkili son organ hasarinin
patogenezinden sorumlu baska bir faktdr olarak da literatlirsel bir konu hale gelmistir
(Lacy vd., 2000). ROT’ un hipertansiyon, kardiyovaskiiler hastalik ve bobrek hasar1 gibi
patofizyolojik durumlarin gelisimine ©6nemli Olgiide katkida bulundugu literatiirde

gosterilmektedir (De Cavanagh vd., 2007).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Cahsmada Kullanilan Cihaz ve Gerecler

Yapilan analizlerde kullanilan cihazlar Tablo 3’te verildi.

Tablo 3. Kullanilan cihaz ve geregler, marka/modelleri

Cihaz Ad Marka/Model/Ulke
LC-MS/MS Thermo Scientific Instrument, USA
LC-UV Elite LaChrom, Hitachi, Japonya

Tansiyon Olgiim Cihaz
UV-GB Spektrofotometre

Hassas Terazi

Ultra Low Temperature
Freezer

Saf Su Cihaz1

Sican Terazisi

Hassas Terazi

Vorteks Karistirici
Rotary Evaporator
Etav

Magnetik Karistiric
Yar1 Otomatik Pipetler
pH metre
Kondiiktometre
Refraktometre
Polarimetre
Calkalayici

Santrifij

Filtre

Biopac Systems, MP150, USA

Thermo Scientific  Evolution™ 201, UV-VIS
Spectrophotometer, USA

Presica LX 320 A, Dietikon, Isvigre

New Brunswick Scientific™ U410,

Direct - Q 3 UV.

Kern-Sohn-GmbH, PCB-800-1, Balingen, Almanya
Presica LX 320 A, Dietikon, Isvicre

Labnet VX100, MO BIO Laboratories, Inc., NJ, USA
IKA®-Werke, RV 05 Basic, Staufen, Almanya
Nive, EN 400, Ankara, Turkiye

Heidolph MR HEI-Standard, Schwabach, Almanya
Eppendorf Research® Plus Hamburg, Almanya
Hannah Instrument

Hannah Instrument

Atago, Almanya

Beta PPP7 Optical Activity, Ingiltere

Heidolph Promax 2020, Schwabach, Almanya
Hettict Universal 320R, Almanya

Whatman spartan 13/ 0,45 RC, Dassel, Almanya

2.2. Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan kimyasallar ve satin alindig1 firma Tablo 4°te verildi.
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Tablo 4. Kulanilan kimyasallar ve satin alindig1 firma

Kulamilan Kimyasal

Satin Alindig1 Firma

Metanol-LC Saflikta
Metanol-MS Saflikta
Katesin
Protokatekuik asit
p-OH benzoik asit
Gallik Asit

Vanilik asit

Siringik asit

Kafeik asit
Epikatesin
p-kumarik asit
Ferulik asit

Rutin

t-Sinnamik Asit
Luteolin
FeSO4.7H20
Vanilin

TPTZ

CH3COCH
NaCH3C0O0.3H20

Troloks®

FeCls

Folin-Ciocalteu’s Phenol Reaktifi
Na>COs

NH;CH3COO

Al(NO3)3

Quercetin

Ka[Fe(CN)g].3H20

ZnS04.7H20

Dietil Eter

Merck, Darmstadt, Almanya

Merck, Darmstadt, Almanya

Sigma-Aldrich Chemie, Minih, Almanya
Sigma-Aldrich Chemie, Minih, Almanya
Sigma-Aldrich Chemie, Minih, Almanya
Sigma-Aldrich Chemie, Munih, Almanya
Sigma-Aldrich Chemie, Munih, Almanya
Sigma-Aldrich Chemie, Minih, Almanya
Sigma-Aldrich Chemie, Minih, Almanya
Sigma-Aldrich Chemie, Munih, Almanya
Sigma-Aldrich Chemie, Munih, Almanya
Sigma-Aldrich Chemie, Minih, Almanya
Sigma-Aldrich Chemie, Miinih, Almanya
Sigma-Aldrich Chemie, Munih, Almanya
Sigma-Aldrich Chemie, Munih, Almanya
Sigma-Aldrich Chemie, Minih, Almanya
Sigma-Aldrich Chemie, Miinih, Almanya
Sigma-Aldrich Chemie, Munih, Almanya
Sigma-Aldrich Chemie, Munih, Almanya
Merck, Darmstadt, Almanya

Sigma-Aldrich Chemie, Minih, Almanya

Sigma-Aldrich Chemie, Miinih, Almanya
Sigma-Aldrich Chemie, Munih, Almanya
Merck, Darmstadt, Almanya

Merck, Darmstadt, Almanya

Merck, Darmstadt, Almanya

Lancaster, Morecambe, Ingiltere

Merck, Darmstadt, Almanya

Merck, Darmstadt, Almanya

Merck, Darmstadt, Almanya
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Tablo 4’iin devami

Etil Asetat Merck, Darmstadt, Almanya
Kaptopril (25mg) (Kapril-ilag) Mustafa Nevzat Ila¢ San.A.S., Tiirkiye
Serum fizyolojik Polifarma, Turkey

L-NAME  (Ne-Nitro-L-arginin  metil Sigma-Aldrich Chemie, Minih, Almanya

ester hidroklorr)

Na;HPO4 Merck, Darmstadt, Almanya

NaOH Sigma-Aldrich Chemie, Munih, Almanya
NaNO> Sigma-Aldrich Chemie, Minih, Almanya
VCl3 Sigma-Aldrich Chemie, Minih, Almanya
Metafosforik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munih, Almanya
KCI Merck, Darmstadt, Almanya

TCA Sigma-Aldrich Chemie, Miinih, Almanya
CeHsNaz07.2H20 Merck, Darmstadt, Almanya

NaCl Merck, Darmstadt, Almanya

EDTA Sigma-Aldrich Chemie, Munih, Almanya
DNTB Sigma-Aldrich Chemie, Minih, Almanya
TBA Sigma-Aldrich Chemie, Minih, Almanya
BHT Sigma-Aldrich Chemie, Munih, Almanya
Tetra Etoksi Propan Sigma-Aldrich Chemie, Munih, Almanya
H2SO4 Sigma-Aldrich Chemie, Minih, Almanya
C2Hs0OH Sigma-Aldrich Chemie, Munih, Almanya

2.3. Numunelerin Temini ve Saklama Kosullar

Karadeniz Bolgesi’ndeki farkli lokalitelerden deli bal ve bitkisi toplandi. Bitkinin
hem sar1 ¢icekli, hem de mor cicekli kisimlari alinarak 6rnekler toplamda 10 bitki ¢igegi ve
10 baldan olusmaktadir. Bal ve bitkiler 2018 yilinda toplanan &rneklerdir. Tum ballar
Recep Tayyip Erdogan Universitesi, Merkezi Arastirma Laboratuvari Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nde palinolojik testlerden gecti. Kullanilan numunelerin kodlar1 ve
bilgileri Tablo 5 ve Tablo 6’daki gibidir. Kodlama proseduriinde bal 6érneklerinde MH

kisaltmasi; bitki 6rneklerinde ise lokalite ve bitki rengi olarak orijinal haliyle kullanildi.
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Tablo 5. Bal numune kodu ve toplandigi bolge

Numune Ismi Bolge

MH 1 Artvin MH6 Rize Glineysu
MH 2 Artvin Hopa MH7 Rize Findikli
MH3 Artvin Borgka MHS8 Rize Findikli
MH4 Rize MH9 Kastamonu
MH5 Rize ikizdere MH10 Sakarya

Bitkiler direk gilines 15181 almayan ortamda kurutulup (£0,001g duyarlilikla),

ogitiiliip; bal 6rnekleri ise orijinal sekliyle analizler i¢in 4 °C’ de buzdolabinda muhafaza
edildi.

Tablo 6. Bitki numuneleri ve bilgileri

Bitkiler Bolge Rakim Renk
1.Trabzon, Akgaabat Mersin 266 m Mor
2.Trabzon, Kopriibasi Madur Dag 2742 m Sar1
3.Rize, Camlihemsin Simsir Orman1 Yani 1256 m Sar1
4.Rize, Camlithemsin Simsir Orman1 Yani 1256 m Sar1
5.Glimiishane, Kurtin Kadirga Yaylasi 2278 m Beyaz
6.Giresun, Dereli Kiimbet Yaylasi 1710 m Sar1
7.0rdu, Sirinkdy Merkez 1057 m Mor
8.Sinop, Turkeli Merkez 206 m Mor
9.Kastamonu, Inebolu Merkez 10 m Mor
10.Artvin, Borcka Merkez 120 m Sar1

Bitkiler Tarim ve Orman Bakanligi, Doga Koruma ve Milli Parklar Genel
Midiirliigi’nden aldigimiz 72784983-488.04-177033 say1 numarali bilimsel arastirma izin

belgesi ile ekosistem biitiinliigline zarar vermeden toplandi.
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2.4. LC-MS/MS ile GTX-111 Analizi

1 mg’lik hemi etil asetat formuyla satin alinan Grayanotoksin-Ill izoformu 1 mL MS
safliktaki metanolle kendi kabinda ¢oziilerek 1000 ppm’lik stok ¢ozeltisi hazirlandi. Stok
cozelti +4 °C’ de muhafaza altina alindi. Kullanim sirasinda gerekli seyreltik
konsantrasyonlar bu stok c¢ozeltiden yararlanilarak hazirlandi. Analiz LC-MS/MS
cihazinda negatif iyon modunda ham bal ve bitki ¢i¢eginin metanolik ekstrakti 6rneklerine

yapildi. Analizler Rize Gida Kontrol Laboratuvari’nda yapildu.

2.5. Ballarda Polen Analizi

Calismada uluslararasi bir metod olarak kabul edilmis olan 10 g bal igindeki
polenlerden preparat yapilmasi yontemi kullanildi (Sorkun, 1985). Preparatlar, Wodehouse
yontemine gore daimi preparat haline getirildi.

Bu metodolojiye gore, beherlere konulmus bal 6rnekleri bagetle iyice karistirilip
homojen olmalar1 saglandi. Kristallesmis olan ballar bir stre 40-45 °C’lik su banyosunda
tutularak kristallerin ¢ozlinmesi saglandi. Tamamen homojen hale gelmis olan bal
numunelerinden 10’ar g tartithp santrifij tiplerine konuldu. Uzerine 20 mL saf su
eklenerek tiipler tipasi ile kapatildi. Balin suda ¢bziinmesi amaciyla dncelikle tlipler 40-45
°C’lik su banyosunda 10-15 dakika siresince bekletildi. Su banyosundan alinan 1linmis
tlpler calkalayicida galkalanarak balin ¢oziinmesi saglandi. Sonrasinda tupler 3500 rpm’de
45 dakika santriftj edildi. Santrifiijlenen tlplerin siipernatant kismi1 dokiildii ve kurutma
kagid1 lizerine ters cevrilerek bir siire bekletilir. Igne ucuna alinan bir miktar gliserin-
jelatin tlp dibindeki ¢Okeltiye bulastirilarak, ¢okeltinin tamami lama aktarildi. Lama
aktarillan ¢okeltiye bulastirilacak gliserin-jelatinin, hot-plate (izerinde 1sitilarak erimesi
saglandi. Ardindan iizeri lamelle kapatildi. Etiket yapistirillip preparat ters cevrildi ve
kurumasi i¢in bir giin bekletilen 6rnek mikroskopta incelenecek hale getirildi.

Polen teshislerinde x10 ve x40 ve x100’liik objektif kullanilir. Taksonlarin, polen
ortalamalar1 ve polen yuzdeleri belirlenir. Bu taksonlara ait polenlerin, ¢alisilan ballardaki
katkilar1 saptandi. Sonrasinda tiim preparat tarandiktan sonra balda bulunan bitun polenler
teshis edilidi. Analiz Recep Tayyip Erdogan Universitesi, Merkezi Arastirma Laboratuvari
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde gerceklestirldi.
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2.6. Deney Hayvanlarmna Verilen Orneklerin Bazi Fiziksel, Kimyasal ve
Antioksidan Analizleri

Balda yapilan fiziksel ve kimyasal analizlerle (polen analizi, nem, pH, renk degeri,
prolin miktari, diastaz aktivitesi, seker oranlari, hidroksimetilfurfural (HMF) degeri,
elektriksel iletkenlik) balin dogalligi ve safligi ortaya g¢ikarilmaktadir. Bu tezde deney
hayvanlarina verilen balin kalitesini belirlemede kullanilan ve kimliklendirilmesini
saglayacak fiziksel parametrelerden polen analizi, optik ¢evirme agisi, %nem, %briks,
elektriksel iletkenlik, pH, renk degeri, kimyasal parametrelerden; prolin olgiildii.
Antioksidan testlerden toplam fenolik madde tayini, toplam flavonoid tayini, FRAP testi,

DPPH testi yapildi ve fenolik bilesenlerin de icerigi kalitatif ve kantitatif olarak belirlendi.

2.6.1. Optik Cevirme Agsi [° [a] D ] (o — Rotasyon)

Polarize 15181 ¢evirme agisi a-rotasyon degeri olarak ifade edilir. a-rotasyon degeri
salgi ballariyla ¢igek ballarin ayirt edilmesinde kullanilan bir yontem olmakla birlikte
salgt ballarmin optik ¢evirme agist saga yani pozitif (+) deger verirken ¢icek ballarminki
ise sola yani negatif (-) deger vermektedir (Junk ve Pancoast, 1973). Optik ¢evirme agisi
polarimetre kullanilarak tayin edildi. Bir bal numunesi icin balon jojede 12 g bal tartilip saf
suda c¢ozuldukten sonra tzerine 10 mL Carrez | ve 10 mL Carrez Il reaktifi ilave edildi.
Hacmi 100 mL’ye tamamlandip karigtirildiktan sonra 24 saat beklemeye birakildi. Adi
stizge¢ kagidindan siiziildii. Stzint polarimetrenin 6l¢iim kabina onulup 6l¢timii yapilarak
balin optik ¢evirme agist belirlendi. Optik ¢evirme agisin1 belirlemek igin hazirlanan

cozeltiler Tablo 7°deki gibidir.

Tablo 7. Optik ¢evirme agisi i¢in hazirlanan ¢ozeltiler

Carrez | 10,569 Ka[Fe(CN)s].3H20O  tartithp 100 mL’ye
tamamlandi.
Carrez Il 21,949 ZnSO4.7H0O + 3mL asetik asit 100 mL’ye

tamamlandi.




25

2.6.2. %oNem ve %Briks Degeri

Refraktometre kullanilarak 6lgiilen kirllma indisliyle % nem ve briks degerleri ifade
edilir (Helrich, 1990). Bal numunesi 1:1 oranda saf suyla seyreltilip el refraktometresiyle
okunur. Okunan %briks degeri seyreltme katsayisiyla (x2) carpilip 100’den ¢ikarilarak

%nem hesaplanir.

2.6.3. Elektriksel Iletkenlik

Elektriksel iletkenlik maddenin elektriksel akisi aktarabilme o6zelligidir. Elektriksel
iletkenlik 6lcumi icin 10 g bal tartilip 100 mL saf suda ¢ozullir. Hazirlanan bu karisimin
elektriksel iletkenlik 6lcer (kondiktometre) ile otomatik olarak oOlgiilen degerleri 25 °C
sicakliktaki degerine gevirerek, elektriksel iletkenligi bulunur. 25 °C’de uS/cm
(mikrosimens/cm) veya uS.cm™ olarak ifade edilir.

2.6.4. pH Ol¢iimu

Balda pH iyonize asitlere ve mineral maddelerin oranma baghdir. Balin
asitligi, mikroorganizmalara kars1 kararliligini arttirirken; ayni  zamanda disik pH
degerinin sebebinin formik asit olabilecegi bildirilmistir. Bal gozleri sirlanmadan
once, arilarin ignesinden bu gozlere enjekte ettikleri formik asitten balin pH’simin asidik
olabilecegi ve formik asidin balin olgunlagsmasina yardim ettigi diisiinilmektedir. Balda
genelde pH 3,4-5,5 arasinda degisim gostermektedir. 10 g bal tartilarak iizerine 10 mL saf
su eklenip pH metrede direk 6lcim yapildi.

2.6.5. Renk Tayini

Bal numunesinin renk 6l¢im0 Hunter (L, a, b) sistemine gore Minolta cihazi ile
Olctldi. Okuma Ug tekrarli olacak sekilde yapildi. Sonuglarin ortalamasi alinip ortalama
renk degerleri belirlendi. Hunter sisteminde renk degerlerinden L degeri koyuluk/aciklik (
0: siyah; 100:beyaz); a degeri (-a, yesillik; +a, kirmizilik); b degeri (-b, mavilik; +b,



26

sarilik) olarak ifade edilir. Olgiilen koyu renkli numunelerin L degerleri diisiik olmakla

beraber dogal olarak yar1 saydamdirlar (Anupama vd., 2003).

2.6.6. Prolin Miktarinin Belirlenmesi

Tayin spektrofotometrik bir yontem olup prolinin ninhidrine baglanip renkli
kompleks olusturmasi esasina dayanir. 2-propanol eklenerek ¢ozelti etkisizlestirilir, okuma
yapilir ve absorbansa kars1 konsantrasyon grafigi ¢izilir. Prolin miktar1 grafikten hesaplanir
(Ough, 1960). Satin alinmis prolinden 6,4 mg tartilip 100 mL’de saf suda ¢ozilur. 0,064
mg/mL’den baglanip seyreltilerek (0,032-0,016-0,008-0,004 mg/mL) standart prolin
¢ozeltileri hazirlamir. Hazirlanan ¢ozeltilerden 100pL alinarak tiiplere konulur. Uzerine 200
puL 9%80’lik formik asit ve 200 pL %3’luk ninhidrin ¢ozeltisinden ilave edilip tupler
calkalayicida 15 dk calkalanir. Once kaynar su banyosunda 15 dk, ardindan 70°C’lik su
banyosunda 10dk tutulur. Sire bitiminde tuplere 1 mL % 50’lik 2-propanol cozeltisi
eklenir. Tipler buz banyosunda bekletildikten sonra spektrofotometrede 510 nm’de

okunur. Prolin amino asidini belirlemek i¢in hazirlanan ¢ozeltiler Tablo 8’deki gibidir.

Tablo 8. Prolin analizi i¢in hazirlanan ¢6zeltiler

Prolin 6,4 mg prolin tartildi, saf suyla 100 mL’ye tamamlandi. Yari
yariya seyreltme yapilarak 0,064-0,004 mg/mL arasinda standart
cozeltiler hazirlandi.

%3’luk ninhidrin 3 g ninhidrin tartilip saf suyla 100 mL’ye tamamlandi.

%80’lik Formik Asit 80 mL %2100’luk formik asit saf suyla 100 mL’ye tamamlandi.

%50’lik 2-propanol 50 mL %100’lik 2-propanol saf suyla 100 mL’ye tamamlandi.

2.6.7. Deney Hayvanlarina Verilen Orneklerin Antioksidan Ozellikleri

Balin ve bitkinin antioksidan 6zelligini belirleyen testlerden; demir (I11) indirgeme
antioksidan guc¢ (FRAP), DPPH* radikalini temizleme aktivitesi, toplam fenolik madde
miktari, toplam flavonoid madde miktar1 tayinleri yapildi.

Bal ve bitki ekstrakti analiz i¢in calkalayicida 24 saat siireyle oda sicakliginda

metanolik olarak hazirlandi. Numuneler 24 saat sonunda adi siizge¢ kagidindan siiziildii.
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Ardindan mavi bant slizge¢ kagidindan berrak oluncaya kadar siiziilme islemine devam
edildi. Ekstraktlarda nihai konsantrasyon bal igin 10g9/30mL; bitki igin 1g/20mL olarak
belirlendi ve 4°C’de buzdolabinda muhafaza edildi.

Toplam fenolik madde tayini (Slinkard, 1977) fenolik bilesiklerin alkali ortamda sar1
renkli Folin-Ciocalteu ayracinin indirgendigi kendilerininse oksitlenmis forma doniistigi
redoks reaksiyonuna dayanmaktadir. Bu reaksiyonda Folin-Ciocalteu reaktifi oksitleyici
bilesik olarak rol almaktadir. Reaksiyonun sonucunda indirgenmis reaktifin olusturdugu
mavi rengin absorbansinin Olgiilmesiyle, analizi yapilan 6rnekteki fenolik bilesiklerin
toplam miktarlarinin hesaplanmasi miimkiin olmaktadir. Standart grafigin hazirlanmasinda,
fenolik bir bilesik olan gallik asit standardi (1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125mg/mL)
kullanildi (Slinkard ve Singleton 1977). Numunenin 100 grami basina, mg gallik asit
esdegeri [mg GAE (Gallik Asit Esdegeri)/100 g] fenolik madde miktar1 olarak bulundu.
Hazirlanan ¢ozeltiler Tablo 9°daki gibidir.

Tablo 9. Toplam fenolik madde miktari i¢in hazirlanan ¢ozeltiler

0,5 N Folin Ciocalteu 2 N Folinden 1:4 oraninda saf suyla seyreltilerek
kullanildi.

%10’luk Na,COs 10 g NaxCOz 90 mL suda c¢ozildid, 100 mL’ye
tamamlandi.

GallikAsit Metanolle hazirlanan stok ¢ozeltiden, 1-0,5-0,25-

(1 mg/mL) 0,125-0,0625 mg/mL olacak sekilde yine metanolle

seyreltilerek hazirlandi.

Olusan mavi renkli kompleksin siddeti fenolik maddelerin konsantrasyonu ile dogru

orantilidir, 760 nm’de absorbans verir. Pipetlemeler Tablo 10°daki gibidir.

Tablo 10. Toplam polifenol tayininde yapilan pipetleme islemi

Kor Standart Numune
Distile su 700 pL 680 uL 680 uL
Standart - 20 pL -
Bal numunesi - - 20 uL.

0,5N Folin Reaktifi 400 pL 400 pL 400 pL
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Tablo 10’un devami

Tupler vortekslenir, 3 dakika sonra
%10 Na.CO3 400 puL 400 pL 400 pL

eklenir. 760 nm’de suya karsi absorbans okunur.

Toplam flavonoid madde miktar tayini Fukumoto ve Mazza’ya (2000) gore bal ve
bitki ekstraktlarina yapildi. Metanolik olarak hazirlanmis ekstraktlar test icin kullanildi.
Standart olarak kuersetinin farkli konsantrasyonlar1 (Img/mL’den baslanarak) kullanildi
(Tablo 11). Numunenin mg KE (Kuersetin Esdegeri)/100 g numune olarak flavonoid

madde miktart bulundu.

Tablo 11. Toplam flavonoid madde miktar1 i¢in hazirlanan ¢ozeltiler

1M NH4CH3COO 7,79 NH4CH3COO 100 mL saf suda ¢ozuldd.

%10 AI(NO3)3 1g AI(NOz3)3 10 mL saf suda ¢ozulda.

Kuersetin 1 mg/mL’lik stok c¢ozeltiden, 0,5-0,25-0,125-0,0625-

(1 mg/mL) 0,03125 mg/mL’lik cozeltiler metanolle seyreltilerek
hazirlanda.

Standarttan 0,5 mL alinarak, 4,3mL mutlak metanol; 100uL %210’luk AI(NOz3)s;
100pL 1M NH4CH3COO ilave edildi, karistirildi. 40 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakilarak 415nm’de absorbans degerleri okundu. Konsantrasyona karsi standart

kalibrasyon grafikgi ¢izildi. Yapilan ¢alismada pipetleme islemi Tablo 12°deki gibidir.

Tablo 12. Toplam flavonoid tayininde yapilan pipetleme islemi

Kor Renk Koérii  Standart Numune

Numune - 0,5mL - 0,5mL
Standart - - 0,5mL -

Mutlak Metanol 4,8 mL 4,5 mL 4,3 mL 4,3 mL
%10 AI(NO3)3 0,1 mL - 0,1 mL 0,1 mL
1 M NH4.CH3COO 0,1 mL - 0,1 mL 0,1 mL

40 dk oda sicakliginda inkiibe edilir ve 415 nm’de absorbans okunur.
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Demir (III) Indirgeme Antioksidan Gii¢ (FRAP) Tayini Dogal iiriinler ve ari
urnlerinin antioksidan kapasitenin 6l¢ciilmesinde FRAP (Ferric reducing antioksidant
power) yontemi en ¢ok kullanilan yontemdir (Benzie ve Strain, 1999). Calisma egrisi i¢in
Troloks®un degisen konsantrasyonlar1 kullanilarak c¢alisma egrisi hazirlandi. Sonuglar
standart bir antioksidan olan Troloks® la karsilastirilmali olarak bulundu ve pmol Troloks®

esdegeri antioksidan guic/100 g numune olarak ifade edildi.

Tablo 13. Demir (111) indirgeme/ antioksidan gii¢ FRAP i¢in hazirlanan ¢ozeltiler

HCI (40 mM) 50 mL kadar saf suyun tzerine % 37’lik HCI’den 340 uL
eklendi ve saf suyla balon joje ile 100 mL’ye tamamlandi.

TPTZ (10 mM) 31,2 mg TPTZ tartildi, 10 mL 40 mM’lik HCI iginde
¢ozalda.

FeClz (20 mM) 324,4 mg FeCls saf suyla 100 mL’ye tamamlandi.

Asetat Tamponu 2,325 g NaCH3COO.3H20 uizerine 12 mL glasiel asetik asit

(300 mM, pH 3,6) eklendi. Saf suyla 750 mL’ye tamamlandi.

FRAP Reaktifi 300 mM, pH 3,6 asetat tamponu: 10 mM TPTZ: 20 mM

FeClz (10:1:1) oraninda birlestirilerek taze hazirlandu.
Troloks” (1000uM) 25,31 mg troloks metanolle 100 mL’ye tamamlandi.
Metanolle 500, 250, 125, 62,5 pM’a seyreltildi.

FRAP testinde Fe(Ill) iyonlart TPTZ adi1 verilen ligant ile (Fe(Ill)-TPTZ-2,4,6-
tris(2-pyridly)-S-triazin) kompleksini olusturur. Test kompleksteki Fe(lll) iyonunun
antioksidan bir madde varliginda Fe(ll)’ye indirgenmesi esasina dayanir. Antioksidanlar
varhiginda Fe(Ill), Fe(Il)’ye indirgendiginde olusan mavi renkli kompleks (Fe(ll)-TPTZ),
593nm’de maksimum absorbans verir (Benzie and Strain, 1999). Dogal iriinlerin
antioksidan kapasitenin olc¢tlmesinde FRAP (Ferric reducing antioksidant power) yontemi
en ¢ok kullanilan yontemlerdendir (Benzie ve Strain, 1999). Calisma grafigi igin stok
cozeltiden Troloks®un degisen konsantrasyonlar1 (31,25-62,5-125-250-500-1000 pM)
kullanildi. Hazirlanan ¢ozeltiler ve yapilan pipetleme islemi Tablo 13 ve Tablo 14’teki
gibidir.
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Tablo 14. FRAP tayininde yapilan pipetleme islemi

Renk
Korneorny  Numune o Troloks®
KOrUlmmeoH)

FRAP Reaktifi 3mL 3mL - 3mL
Numune - 100 pL 100 pL -
Troloks®(Degisen kons.) - - - 100 pL
Saf Su - - - -
Metanol 100 pL - 3mL -

4. dakikada 593 nm’de absorbans okunur.

Renk Korutestimety: Metanolde ¢oziinen numune igin renk kori

DPPH bilesigi ticari olarak satin alinabilen kararl bir radikal olup denemelerde 100
MM’lik (4mg/100mL) metanolik ¢6zeltisi kullanildi (Tablo 15). Calisma Yu vd., ‘e (2002)
gore yapildi. SCso degerleri mg/mL olarak hesaplandi. SCso degeri radikal miktarini yariya
indiren numune konsantrasyonunu ifade eder. SCso degerinin bulunmasi igin farkli
konsantrasyonlarda c¢alisilir. Be sebeple ¢alismamizda alt1 farkli konsantrasyonda 6l¢iim
yapildi. Bal ve bitki numunelerinin uygun ve farkli konsantrasyonlari hazirlanip absorbans

Olctimleri yapildi, standart olarak Troloks® kullanild.

Tablo 15. DPPH radikal temizleme aktivitesi i¢in hazirlanan ¢ozeltiler

DPPH Reaktifi 4mg DPPH tartildi, 90 mL metanolle ¢oziildi, 100
(0,1 mM) mL’ye tamamlandi.
Troloks®(0,02 mg/mL) 10 mg troloks 10 mL metanolde ¢dzillrek stok ¢ozeltisi

hazirlandi. 0,02 mg/mL’lik ara stok ¢ozelti metanolle

seyreltirelerek hazirlandi.

U¢ paralel halinde hazirlanan numuneden 750 pL, (zerine DPPH® radikal
cozeltisinden de 750 pL eklenip oda sicakliginda karanlikta 50 dakika bekletildi (Tablo
15). Sure sonunda DPPH?® radikalinin mor menekse rengi pembeden sartya dogru agilan
renk tonlar1 olusturdu. DPPH® radikalinin maksimum absorbans verdigi 517 nm’de

absorbanslar okundu.
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Tablo 16. DPPH y0ntemi i¢in yapilan pipetlemeler

Numune Tanik  Reaktif Tamk Numune
Tupd Tupu Tupu
Numune (Degisen konsantrasyon) 750 pL - 750 pL
Metanol 750 pL 750 pL -
DPPHe (100 uM) - 750 pL 750 pL

50 dk. sure sonunda 517 nm’de absorbans okunur.

Kor olarak DPPH® radikal ¢0zeltisi (hesaplarken kullanildi) ve numunenin
¢ozildugi ¢oziicti olan metanol (spektrofotometrede) kullanildi. Absorbansa karsilik gelen

konsantrasyon degerleri grafige gegirilerek SCso degerleri belirlendi. Pipetleme islemi
Tablo 16°daki gibidir (Yu vd., 2002).

2.6.8. HPLC-UY ile Fenolik Bilesenlerin Tayini

Ekstraktlarin 15 mL’lik kismu ayrilip ¢0zliclisii 45°C’deki doner buharlastiricida
uzaklastirildt ve balondaki kalintt pH’s1 2 olan 10 mL su eklenerek ultrasonik banyo
yardimiyla ¢6zuldi. Daha sonra 3’er defa 5 mL’lik 6nce dietileter sonra etilasetat ile sivi-
sivi ekstraksiyon islemi gerceklestirildi. Bu islem sonunda elde edilen ekstraktlarin
cozicdleri 45 °C’deki doner buharlastiricida uzaklastirilmak iizere evoparator balonlarina
alindi ve ¢ozictiler uguruldu (Sekil 10). Balondaki kalinti 2 mL metanolle ultrasonik
banyoda cozllerek ekstraktlar 0,45um filtreden gecirildi. RP-HPLC-UV analizleri 280
nm’de ve 320 nm’de UV-VIS dedektor ile Elite LaChrom, Hitachi HPLC sisteminde Can’a
(2015) gore yapildi. Calisma optimizasyonu Cakir vd., 2018’e gore ayarlandi.

Kullanilan fenolik bilesen standartlar1 gallik asit, ferulik asit, protokatekuik asit, p-
OH benzoik asit, kafeik asit, siringik asit, katesin, epikatesin, p-kumarik asit, rutin,
luteolin, myresetin, resveratrol, daidzein, t-sinammik asit, pinosembrin, hesperetin, Kkrisin,
kafeik asit fenil esteri (CAPE) olmak tizere 19 adettir.
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Sekil 10. Ekstraktlarin siiziilmesi ve evoporasyon sonrasi goriintii

2.7. Deney Hayvanlar1 Calismasi

2.7.1. Hipertansif Deney Hayvani1 Modeli Olusturma

Deneyde kullanilan hayvanlar Karadeniz Teknik Universitesi Cerrahi Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nden temin edildi. Calisma, KTU Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulunun 25.07.2018 toplant: tarihli, ve 2018/31 protokol numarali etik kurul karar
dogrultusunda izin verilen “N- w-Nitro L-Arginin Metil Ester (L-NAME) ile indiiklenmis
Deney Hayvanlarinda Deli Bal ve Orman Gilu (R. luteum) Ekstresinin Anti-Hipertansif
Etkisinin Arastirilmasi” adli tez ¢alismasinin bir boliimii olarak gergeklestirildi. Bu amacla
talep edilen 30 adet 180-220 g agirlikli Spraque Dawley tipi disi siganlarin biyokimyasal
verileri kullanildi. Siganlar, tel kapakli plastik standart kafeslerde, 22+2 °C’de, nemi (%45-
50), 12:12 saat aydinlik:karanlik ortamda barindirildi. Siganlar standart olarak satilan sigan
yemi ve musluk suyuyla polikarbonat seffaf kafeslerde beslenmis olup yem ve su alimi
serbest (ad libitum) birakildi. Hayvanlara verilmek tizere hazirlanan ¢ozeltiler Tablo
17°deki gibidir.
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Tablo 17. Hazirlanan ¢ozeltiler

Hazirlanan Cozeltiler

Hazirlama Sekli

Hipertansiyon Olusturmak Icin

L-NAME

Hayvan basmma 40 mg/kg olacak sekilde serum fizyolojikte
haftalik olarak hazirlandi. Ikinci tartimdan sonra (15. giin)
hayvanlarin agirliklarina gore doz 40 mg/kg olacak sekilde tekrar

hesaplanip ¢ozelti hazirlandi (Gavaj hacmi 1 mL).

Tansiyon Diisiirmek i¢in Standat Grup

Kaptopril (Kapril)

Hayvan basina 10 mg/kg olacak sekilde hazirlandi. Hayvanlarin
ikinci tartimina (15. giin) gére hayvan basina miktar hesaplanip
dozu 10 mg/kg olacak sekilde serum fizyolojikte haftalik olarak

hazirlandi1 (Gavaj hacmi 1 mL).

Tansiyon Diisiirmek I¢in Tedavi Grubu 1

Bal (gavaj igin SF’te)

1:1 (w/v) oraninda serum fizyolojik ile hazirlandi. 6 g bal : 6 mL
serum fizyolojik ile ¢oziildii. Giinliik aligotlara boliinmiis sekilde
haftalik hazirlandi. -20 °C’ de saklandi. Giinliik ¢6ziiliip
kullanildi. (GTX-III konsantrasyonu 12,5 mg GTX-lll/kg bal
kullanildi.) (Gavaj hacmi 1 mL).

Tansiyon Diisiirmek i¢in Tedavi Grubu 2

Bitki ekstrakti

(MeOH)

Bitki ekstraktr (gavaj
icin SF’te)

3 g kuru bitki ¢igegi tartilip, oda sicakliginda, metanolle 24 saat
boyunca calkalayicida c¢alkalanip ekstrakte edildi. Partikiiller adi
ve mavi bant slizge¢ kagidi yardimiyla bertaraf edildi. Son hacmi
60 mL’ye tamamlandi. Hayvanlara verilecek sulu 6rnek bu
ekstrakt kullanilarak hazirlandi1 (Gavaj hacmi 1 mL).

Metanolik bitki ekstraktindan 10 mL (1/20 g/mL’lik igerisinden)
alimip, evaporatérde uguruldu (Sekil 10). Ultrasonik banyo
yardimiyla 10 mL SF’ te ¢6zuldi (GTX-111 konsantrasyonu 155,8
mg GTX-1l1/kg bitki olan drnek kullanildi). (Gavaj hacmi 1 mL).
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Sekil 11. Deney hayvanlari ve intragastrik (gavaj) yoldan hayvanlarin beslenmesi

Tablo 18. Deney hayvanlari gruplari

Gruplar Uygulama

Grup | Kontrol Grubu Serum fizyolojik: (1 mL/30 giin/g.v.)

Grup Il | Hipertansiyon Grubu | L-NAME: (40 mg/kg /30 glin/i.p)

Grup Il | Standart Grubu L-NAME: (40 mg/kg/30 gln/i.p)+Kapril: (20
(Kapril) mg/kg/ son 15 giin/g.v.)

Grup IV | Tedavi Grubu (Bal) L-NAME: (40 mg/kg/30 gun/i.p)+Deli bal:
(12,5mg/kg GTX-IlI/son 15 giin /g.v.)

GrupV | Tedavi Grubu (Bitki) | L-NAME: (40 mg/kg/30 gun/i.p)+Orman gulu
cicegi ekstrakti: (155,8 mg/kg, GTX-Ill/son
15gun/g.v.)

Kontrol grubuna serum fizyolojik; diger tiim gruplara 15 giin boyunca tansiyonlarini
yiikseltmek (hipertansif sigan modeli olusturmak) i¢in L-NAME i.p. (intraperitoneal)
yoldan verildi. 15. giin sonunda kontrol grubu ve diger gruplarin tansiyonlar1 6lgiildii ve
hayvanlarin tansiyonlarinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu anlasildi. 15.glinden sonra

bir standart grup ve iki tedavi grubuyla L-NAME enjeksiyonuna ilaveten 3 grupta gavaja
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(Kapril (standart), Bal, Ekstrakt) devam edildi (Sekil 11). 30.glinde 5 grubun da
tansiyonlari 6l¢iildii. Olusturulan gruplar Tablo 18°deki gibidir.

2.7.2. Hayvanlarin Viicut Agirhgimin Takibi

Tum siganlar 30 glin boyunca; 1.gin ve 30.glin olmak Uzere 2 kez elektronik tart1 ile

gram cinsinden tartildi.

2.7.3. Hayvanlarm Tansiyonunun Olgiilmesi

Biopac Systems, MP150 sistemiyle 15. ve 30. giinlerde ratlarin kuyruk arterlerinden
Tail-cuff metoduyla tansiyon ol¢limleri yapildi. Bu sistemde hayvanlarin kuyruguna

takilan mansondan (plastik manget) sinyaller alinip bilgisayara aktarildi (Sekil 12).

Sekil 12. Deney hayvanlarinin tansiyonunun 6l¢tilmesi

Halka seklinde havayla sisirilebilen bir manson (11mm, cuff) yardimiyla kuyruktaki
arterlerden gecen kan akimu kisa bir siireligine kesildi. Istenen basing diizeyine ulasildiktan
sonra manson otomatik olarak yavasca sistem tarafindan sondiiriildii. Bu esnada kan

akiminin tekrar baglamasi saglandu.
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Sekil 13. Tansiyon 6l¢lim ekrant

Bilgisayar sisteminde olusan ilk kan akisinin oldugu yer yiiksek tansiyon; en yiiksek
basincin oldugu yer diisiik tansiyon olarak sistemde grafiksel olarak yansidi (Sekil 13) ve
grafik lizerinden hesaplandi. Her si¢an i¢in en az 5 6l¢iim 3’er dakika araliklarla alindi.

Belirlenen degerlerin ortalamasi alinip o giinkii kan basinci degeri olarak hesaplandi.

2.7.4. Dekapitasyon ve Serumda Bazi Biyokimyasal Analizler

30 glnluk deney siiresi sonunda biitiin siganlarin dekapitasyon yontemi ile yasamlari
sonlandirildi ve kanlart sar1 serum tiiplerine alindi. 3000 rpm’de 20 dk santrif(ij edildi.
Serumlar pastor pipeti yardimiyla ependorf tiiplere aligotlar halinde alindi. Serumlarin bir
kismi hizmet alimi yoluyla biyokimyasal analizler (Glukoz, Aspartat Aminotransferaz,
Alkalen Fosfataz, Laktat Dehidrogenaz, Kreatin Kinaz, Kan Ure Azotu) i¢cin kullanild.

Diger aligotlar -80°C’daki dondurucuda saklandi.

2.7.5. Dokuda Homojenatinda Yapilan Analizler

2.7.5.1. Glutatyon (GSH) Diizeyinin Olguimii

Tarttm1 alinmis olan (~0,3 @) karaciger ve bobrek dokularnda glutatyon miktari
tayini icin modifiye edilmis Ellman metodu kullanildi (Aykac vd., 1985).



NH, y © OH

Glutathione [GEH)

HOQOC

37

oy,
MO, NH; y © OH
. o N A
HOOLC o
Sug —_ ¢ OH 0 . H
i .
g COOH
f SH 5 :
I COOH N0,
NG,

Ellman's reagent (DTME) 2-Mitre- 5-mercopte-benzolc (MMB) acid  Glutathlone dimer (GSH Dimer)

Sekil 14. Alifatik tiyol bilesiklerinin 5,5’-ditiyobis-2- nitrobenzoik asit ile tepkimesi

Dokuda alifatik tiyol bilesiklerinin hafif bazik ortamda 5,5’-ditiyobis -2-

nitrobenzoikasit ( DTNB, Elman reaktifi ) ile tepkimesi sonucu tiyol basina olusan p-

nitrofenol anyonunun spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesi prensibine dayanir (Sekil 14).

Tablo 19. GSH diizeyinin 6l¢climu igin hazirlanan ¢ozeltiler

Homojenizasyon icin

0,15M KCl:
Cokturme gozeltisi:

%1 Sodyum sitrat
cozeltisi:
Sekonder sodyum
fosfat ¢ozeltisi:

Belirtme reaktifi:

Fosfat tamponu (0,1
M, pH:7,4):

1,12 g KCI 100 ml distile suda ¢ozulur.

1,67 g metafosforik asit + 0,2 g EDTA + 30 g NaCl bir
miktar saf suda ¢oziiliir. Bu ¢ozeltiler birlestirilip son hacim
100 mL’ye tamamlanur.

1 g trisodyum sitrat tartilip 100 mL distile suda ¢ozulur.
Belirtme reaktifinin hazirlanmasinda kullanilir.

10,65 g Na;HPO4 distile suda ¢ozulir ve son hacim 250
mL’ye tamamlanir.

0,4 g DTNB o6nceden hazirlanmis olan %1°lik sodyum sitrat
cozeltisinde ¢ozulir ve son hacim 100 mL’ye tamamlanir.
(Taze hazirlanmalidir.)

3,4 g KH2POq4 tartilip 250 mL distile suda ¢ozulir; 4,35 g
KoHPO4 tartilip 250 mL distile suda cozilir. KoHPO4
gOzeltisine azar azar KH2PO4 c¢ozeltisinin eklenmesinden

sonra pH metrede pH 7,4’¢ ayarlanur.
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Doku ornekleri tartilip 0,15 M soguk KCI igerisinde (1:9 olacak sekilde)
homojenize edildi. 0,5 mL homojenata 0,75 mL reaktif karigimi (30 g NaCl + 1,67 g
metafosforikasit + 0,2 g EDTA / 100mL su) eklendikten (deproteinizasyon) sonra, +4 C de
2000 xg’ de 20 dk santrifiij edildi. Ardindan 0,5 mL stpernatant Gzerine 0,3M, 2 mL
Na;HPOs ve 0,2 mL (%21’lik sodyum sitrat iginde 0,4 mg/mL DNTB) DNTB c¢ozeltisi
eklendi. Oda sicakliginda 5- 10 dk bekletildikten sonra karigimin absorbansi
spektrofotometre yardimiyla kére karst (su) 412 nm’de Olguldii. Orneklerdeki GSH
konsantrasyonu standart kalibrasyon grafigi kullanilarak pmol/g doku olarak hesaplandi.

Hazirlanan ¢ozeltiler Tablo 19°daki gibidir.

2.7.5.2. Nitrik Oksit (NO) Duizeyinin Olgim

Viicut stvilarindaki ve doku homojenatlarindaki NO diizeylerinin belirlenmesi i¢in
nitrik oksit oksidasyonunun son drlinleri olan nitrit ve nitratin 6lgiilmesi esasina dayanir
(Sekil 15) (Cortas & Wakid, 1990).

Reagent A

O - @

H,PO,

= Reagemt B
* ;‘l

NH(CH,),NH,
m—@— NH(CH,):NH,

Arodye IEI

Sekil 15. Griess reaksiyonu

Alman (0,3 g) kalp, karaciger ve bobrek dokusu 6rneklerindeki NOx konsantrasyonu
Griess metoduna uygun sekilde yapildi1 (Miranda vd., 2001). Dokular 0,1 M sodyum fosfat
tamponu icerisinde (pH:7), (1:9) homojenize edildi. Ardindan homojenat 3500 rpm’ de 15
dk santrifij edildi. Olglim hassasiyetine olumsuz etkide bulunabilecek proteinler igin

deproteinizasyon islemi yapildi. Bunun i¢in 0,5 mL siipernatana 0,3 M NaOH’tan 0,25 mL
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eklendi ve oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi. ardindan 0,25 mL ZnSOg4 ilave edilip 3000
RPM de +4 C’de 20 dk santriftij edildi. Deproteinizasyondan sonra ortamdaki nitratin
nitrite indirgenmesi amaciyla esit miktarda VCls (200uL: 200uL) eklendi ve 37 °C’ de 30
dk inkiibasyona birakildi. Daha sonra 600 uL tampon ve aymi miktarlarda karistirilmis
olan Griess I+l reaktiflerinden 1000 pL eklendi. 37 °C’ de 10 dk inkubasyondan sonra
spektrofotometrede kore karst (1000 puL tampon: 1000 pL Griess reaktifi), 540 nm’de
okundu. 6,4 mM’ lik stok sodyum nitrit (NaNOy) standart1 giinliik olarak 50 kat (200 pL
stok standart + 9,8 mLdistile su) dille edilerek olusan 128 uM’lik ¢ozeltiden yariyariya
seyreltilerek olusturulan 64, 32, 16, 8, 4, 2 ve 1 uM konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler
elde edildi. Buradan hazirlanan standart egriden 6rneklerdeki NOx konsantrasyonu pmol/g
doku olarak hesaplandi. Hazirlanan ¢ozeltiler Tablo 20°deki gibidir.

Tablo 20. NOx diizeyinin 6l¢iimii i¢in hazirlanan ¢ozeltiler

Fosfat tamponu (0,1 3,4 g KH2PO4 tartilip 250 mL saf suda c¢ozilur. 4,35 ¢

M, pH:7,4): K2HPO, tartilip 250 mL saf suda ¢ozulir. KoHPO4 cozeltisi
uzerine KH2PO4 ¢ozeltisi eklenir, pH’s1 pH metrede 7,4°e
ayarlanir.

0,3 M NaOH: 1,2 g NaOH tartilir 100 mL’ ye tamamlanir.

%5’lik ZnSOs4 5 g ZnSOg tartilir. 100mL’ye tamamlanir.

VCls: 400 mg VClz 50 mL 1M HCl igerisinde hazirlanir.

Griess | %2’lik NEDD hazirlanur.

Griess 11 %2’lik sulfanil amid %3’luk H3POs igerisinde hazirlanir.

6,4 mM’lik stok NaNOz: 0,0442g sodyum nitrit tartilir. Saf su ile 100 mL’ye

tamamlanir.




3. BULGULAR

3.1. LC-MS/MS ile GTX-I11 Analizi Sonucu

LC-MS/MS ile GTX-III analizi yapilan 6rneklem tiirleri dncelikle bal ve bitki grubu
adr altinda derlenerek kategorize edildi. Bal 6rneklemlerinin basliklar1 bolge ve GTX-III
olarak olusturlurken; bitki drneklerine dair alt basliklar bélge, rakim, renk, GTX-1IT miktari
(Mg GTX-Ill/g bal) seklinde olusturuldu. Yapilan kromatografik analiz sonucunda
numunelerdeki GTX-III miktar1 pg GTX-111/ g (ppm) numune olarak tayin edildi (Tablo
21).

Tablo 21. Ballarin GTX-111 analizi sonuglari

Kod Bolge GTX-111 ppm
MH 1 Artvin 6,42
MH?2  Artvin, Hopa 24,94
MH3  Artvin, Borcka 5,87
MH4 Rize 0,78
MH5 Rize, ikizdere 5,41
MH6 Rize, Glineysu 9,07
MH7 Rize, Findikl 15,65
MHS8 Rize, Findikli 5,70
MH9 Kastamonu 4,08
MH10 Sakarya T.E.

T.E.:Tespit Edilmedi

Tablo 21°deki 6l¢lim sonuglarina gére MH2 kodu ile analiz edilen Artvin menseili
bal 6rnegi 24,94 ug GTX-III/ g numune 6l¢giim degeri ile kendi grubundaki 11 6rneklem
arasinda en yiiksek GTX-III oranina sahip oldugu goriildii. Sakarya yoresinden edinilen bal
orneklemindeki GTX-111 tespit edilmedi.

Orman giilii bitkisinin ¢iceginden elde edilen sonuglara goére mor ¢igekli bitkilerin,

sar1 ¢igekli bitkidekinden diisiik oranda GTX-III igerdigi ve hatta mor ¢icekli bitkilerin
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birinde (Ordu, Sirinkdy) toksik izomer tespit edilmedi. Bulgular sar1 ¢i¢ekli orman gull
bitkilerinin mor ¢icekli orman gllu bitkilerine nazaran daha fazla toksik izomer
barindirdig1 gosterdi. Ozellikle sar1 renkli &rnek olan Giresun, Dereli 6rneginin en diisiik
GTX-I1I’e sahip mor cicekli ornekten (Akcaabat, Mersin) 11,6 pg GTX-1ll/g numune
yaklagik 25 kat oldugu goriildii (Tablo 22).

Tablo 22. Bitkilerin GTX-III analizi sonuglari

Bitkiler Bolge Rakim (m) Renk  GTX-11I (ppm)
1.Trabzon, Akgaabat Mersin 266 m Mor 11,60
2.Trabzon, Kopriibasi  Madur Dagi 2742 m San 155,80
3.Rize, Camlihemsin Simsir Ormani 1256 m Sar1 146,60
4 Rize, Camlihemsin Simsir Ormani 1256 m Sar1 123,40
5.Gilimiishane, Kiirtiin Kadirga Yaylasi 2278 m Beyaz 7,60
6.Giresun, Dereli Kiimbet Yaylasi 1710 m Sari 291,80
7.0rdu, Sirinkdy Merkez 1057 m Mor T.E.
8. Sinop, Turkeli Merkez 206 m Mor 86,20
9 Kastamonu, Inebolu Merkez 10 m Mor 27,20
10.Artvin, Borgka Merkez 120 m Sar1 96,00

T.E. :Tespit Edilmedi

3.2. Polen Analizi Sonuglar:

Caligmada kullanilan ¢esitli bolgelere ait 10 bal numunesinin polen analizleri hizmet
alim1 seklinde yapildi.

Ballar aricilardan kendi beyanlari1 dogrultusunda deli bal (orman giilii bali) olarak
toplandi. Yapilan polen analizi sonucunda ballarin bir tanesinde orman gull poleni
bulunamazken diger ballar diisiik polen yiizdesine sahipti. Calisilan tiim deli ballarin polen
sayim sonuclar1 Tablo 23’te yer almaktadir. Calismada kullanilan ballarin polen yiizdeleri

%0,1 ile %10 arasindadir.
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Tablo 23. Ballardaki polen yizdeleri
Kod Bolge % Polen

MH1  Artvin 10
MH2  ArtvinHopa 6
MH3 Artvin Borcka 5
MHA4 Rize 0,1
MH5 Rize Ikizdere 10
MH6 Rize Glneysu 8
MH7 Rize Findikli 10
MH8 Rize Findikl1 10
MH9 Kastamonu 2

MH10 Sakarya T.E.
T.E.:Tespit Edilmedi

3.3. Deney Hayvanlarmna Verilen Orneklerin Bazi Fiziksel, Kimyasal ve
Antioksidan Analizlerinin Sonuclari

Deney hayvanlarma verilecek bal numunesi en cok GTX-I1I igeren bal, MH2 Artvin,
Hopa (24,94 ppm), olarak secildi. Bu balda bazi fiziksel ve kimyasal parametreler bakildi.
Balin kimliklendirilmesini saglayacak fiziksel parametreleren polen analizi, optik ¢cevirme
acis1, %nem, %briks, elektriksel iletkenlik, pH, renk degeri, kimyasal parametrelerden;

prolin sonuglar1 Tablo 24°teki gibidir.

3.3.1. Optik Cevirme Sonucu [?° [a] D ] (a — Rotasyon)

Optik cevirme degeri polarimetre cihazi (Beta PPP7 Optical Activity, Ingiltere)
kullanilarak tayin edildi (Junk ve Pancoast, 1973). Polarize 15181 ¢evirme agis1 olan a-
rotasyon degeri salgi ballarinin ¢igek ballarindan ayirt edilmesini saglamaktadir. Cigek
ballar1 negatif, bir deger iken salg1 ballar1 pozitif degere sahiptir (White, 1989). Cicek bali
olan ormangull balinda numunenin optik ¢evirme agist -2,15 olarak elde edildi. Sonuglar
asagidaki tabloda (Tablo 24) verildi.
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3.3.2. Nem Analiz Sonucu

Baldaki nem igerigi, standart referans bir metot (TS 3036, 2002) olan refraktometre
(Atago, Almanya) yardimiyla balin kirilma indisinden faydalanilarak % nem igerigi ve %
briks degerleri olarak belirlendi. Belirlenen degerler Tablo 24’te gosterildi. Baldaki nem
miktart; ballarin raf 6miirlerinin belirlenmesinde oldukga 6nemlidir. Yiksek nem icerigi
balin olgunlagsmadigini (erken hasat edildigini) gostermekle beraber balda fermantasyon
olmasma, bu sebeple erken bozunmasma ve kristalizasyona neden olmaktadir. Ayni
zamanda nem miktart balin toplandigi bdlgenin cografik 6zelliklerine, hasat zamanina ve
bi¢imine gore de degisim gosterir (Oddo ve Piro 2004; Bogdanov vd., 2004). Balda nem
icerigi Turk Gida Kodeksine (TGK) gore en fazla % 20 olmalidir. Deney hayvanlarina
verilmek Uzere kullanilan ormanglii balinin nem igerigi % 19,00£0,50°dir. Refraktometre

ile %briksi okunup %nemi hesaplandi.

3.3.3. Elektriksel iletkenlik Analiz Sonucu

Bir maddenin elektrigi tasima yetenegi olan elektriksel iletkenlik degeri balda
mineral madde icerigine dayanmaktadir (Andrade vd., 1997a). TSE standartlarina gore
baldaki elektriksel iletkenlik degeri ¢igek balinda 0,8 milisiemens/cm’den (800uS/cm)
fazla olmamalidir. Calismamizda kullanilan ormangiilii balinin elektriksel iletkenlik
degerleri 0,557+0,012 milisiemens/cm’dir (Tablo 24).

3.3.4. pH Ol¢iim Sonucu

Balin pH degeri degisik sartlar altinda 3,4 ile 5,5 arasinda olabilecegi gibi ortalama
3.9’dur. Ormangult bali icin olgiilen pH degeri 4,20+0,02°dir. Sonuglar Tablo 24’teki
gibidir.
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3.3.5. Renk Analiz Sonucu

Balin renk degeri 6nemli bir fiziksel parametredir ve bitki florasin, mineral madde
miktari, icerdigi vitamin, pigment, fenolik madde miktar1 ve 1s1l islem etkisi, balin uzun
stire bekletilmesi, igerdigi HMF miktarindan etkilenmektedir. Bitkide bulunan klorofil,
karoten, ksantofil tiiri bilesenler sari-yesil renk verirler (Ulusoy ve Kolayli, 2013). Bal
numunesinin rengi, Hunter L,a,b renk él¢lim sisteminde Konica Minolta aygiti ile él¢uldd.
Renk degerleri 3 okuma degerinin ortalamasi alinarak belirlendi. Okunan degerlerin

ortalama ve standart sapmalar1 Tablo 24’te verilmektedir.

Tablo 24. Deli balin optik ¢cevirme, nem, briks, iletkenlik, pH, renk ve prolin

sonugclari
Fiziksel parametre Deger
Optik Cevirme [?° [a] D | -2,15+0,05
%Nem 19,00+0,50
%Briks 81,00+ 0,50
pH 4,20£0,05
Tletkenlik (mS/cm) 0,557+0,00
v L 81,53+0,75
o a 27,43+0,42
T b 72,65+1,28
Prolin 853,5 mg/kg

Hunter metounda L,a,b renk degerleri: L; koyuluk/agiklik ( 0: siyah; 100:beyaz), a; (-
a, yesillik; +a, kirmizilik) ve b; (-b, mavilik; +b, sarilik) anlamina gelmektedir (Y1ldiz ve
Alpaslan 2011).

3.3.6. Prolin Tayini Sonucu

Tayin prolinin ninhidrin ile renkli kompleks olusturup spektrofotometrik bir metotla
baldaki prolin miktarmin belirlenmesine dayanmaktadir. Prolinin standart olarak
kullanildigi ¢alisma grafigi yardimiyla baldaki prolin miktari gerekli katsayilarla (6rnek bal
genelde 2 kat seyletilir) carpilarak mg/kg cinsinden hesaplandi. Balin prolin degerinin
853,5 mg/kg oldugu analiz edildi (Tablo 24).
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3.3.7. Deney Hayvanlarina Verilen Orneklerin Antioksidan Ozellikleri

Toplam fenolik madde testi sonucu igin bal ve kuru bitki érneklerinin metanolik
ekstraklar1 hazirlanarak toplam fenolik madde miktar1 gallik asit standardina gore tayin
edildi. 760 nm’deki eclde edilen absorbans degerleri y-ekseninde; standartlarin
konsantrasyon degerleri x-ekseninde yazilarak standart c¢alisma grafigi hazirlandi.
Hazirlanan standart ¢alisma grafigine gore absorbans degerleri konsantrasyonla dogru
orantili olup elde edilen dogru denklemi y=1,4876x+0,0902 olarak tespit edildi (Sekil 16).
Hazirlanan standart calisma grafigi kullanilarak 1 g balda ve 1 g kuru bitkide toplam
fenolik madde miktar1 mg gallik asit cinsinden belirlendi. Orneklerin toplam fenolik madde
miktarlar1 Tablo 26°daki gibidir. Bitkideki deger bala gore daha yiiksek bulundu.

2.000 - . . <.
R Toplam Polifenol Kalibrasyon Grafigi
S
S 1.500 -
©
=
£ 1.000 -

18]
2
g 0.500 - y = 1.4876x + 0.0902
< R?=0.9946
O-OOO T T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Konsantrasyon (Gallik Asit mg/mL)

Sekil 16. Toplam polifenol kalibrasyon grafigi

Toplam flavonoid madde testi sonucu i¢in metanolik olarak hazirlanmig olan bal ve
bitki Orneklerinde toplam flavonoid madde miktarlar1 kuersetin standardina gore
hesaplandi. Degisen konsantrasyonlarda hazirlanan standart kuersetin ¢6zeltileri
yardimiyla toplam flavonoid madde miktarlar1 tayin edildi. Elde edilen 415 nm’deki
absorbans degerleri y-ekseninde; konsantrasyon degerleri x-eksenine yazilip bir standart
calisma grafigi hazirlandi. Elde edilen dogru denklemi y=5,9823x+0,0317 olarak tespit
edilip (Sekil 17) bu denklemden faydalanilarak 1 g balin ve 1 g kuru bitkinin mg kuersetin

cinsinden toplam flavanoid madde miktar1 hesaplandi. Toplam flavonoid madde miktar
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balda 0,010; bitki ekstraktinda 0,053 mg QE/g numune olarak hesaplandi. Sonuglar Tablo
25’teki gibidir.

Toplam Flavonoid Kalibrasyon Grafigi

y =5.9823x + 0.0317
R?=0.9984

0 0.2 0.4 0.6
Konsantrasyon (Kuersetin mg/mL)

O R N W b

Absorbans (415 nm)

Sekil 17. Toplam flavonoid madde kalibrasyon grafigi

FRAP yontemi ile 1 pmol.L™* Troloks® esdegeri, demir (I1I)’ii indirgeme yetenegine
sahip antioksidanlarin konsantrasyonu belirlenir. Standart ¢alisma grafigi i¢in Troloks®un
farkli konsantrasyonlariyla olusturulan standart Kalibrasyon grafigi asagida verildi (Sekil
18) Balin FRAP sonuglar1 Tablo 25’teki gibidir.

FRAP Kalibrasyon Grafigi

_0.600 +
€ 0.500 -
& 0.400 -
Lo

> 0.300 -
g 0.200 -
o]

§ 0.100 -
g OOOO T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200

Konsantrasyon (umol Troloks)

y =0.0006x - 0.0054
R?=0.9997

Sekil 18. FRAP kalibrasyon grafigi

DPPH testinde Ug paralel halinde hazirlanan numuneden 750 pL, tizerine DPPH*®
radikal ¢ozeltisinden de 750 pL eklenip oda sicakliginda karanlikta 50 dakika bekletilip
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stire sonunda DPPH* radikalinin mor menekse rengi pembeden sartya dogru agilan renk

tonlar1 olusturdu.

Tablo 25. Toplam polifenol, toplam flavonoid, FRAP ve DPPH testleri sonucu

FRAP
TP mg TF mg pmol DPPH* SCso
GAE/g KE/g FeSOa4.7H20/g (mg/mL)
numune numune numune
Deli Bal 16,10+0,40  1,00+0,00 3,30+0,54 25,960+0,69
Orman
Guala 57,40£1,80  5,30+0,20 132,00£0,03 0,200£0,01
Ekstrakti

Rhododendron ¢igegi ekstraktinin ve bal ekstraktinin antioksidan analiz sonuglari

Tablo 25’teki gibidir. Bitkideki degerler bala kiyasla daha yiiksek bulundu.

3.3.8. Deney Hayvanlarina Verilen Orneklerin HPLC-UV ile Fenolik
Bilesenlerin Tayini Sonucu

19 fenolik bilesenle (Sekil 19) gergeklestirilen ormangull bali 6rneginin analizinde
balda bulunan major bilesenlerin protokatekuik asit ve rutin oldugu tespit edildi. Orman
giilii ¢icegi ise fenolik bilesimi zengin bir bitkidir ve fenolik bakimindan major bilesenleri
protokatekuik asit, katesin ve myrecetindir (Sekil 21). Balin ve bitki ekstraktinin fenolik

bilesen sonucu pg fenolik bilesen/g numune cinsinden Tablo 26°daki gibidir.

Tablo 26. Bal ve Rhododendron luteum giceginin fenolik bilesen kompozisyonu
pg fenolik bilesen /g pg fenolik bilesen /g

Standartlar bal) kuru bitki)
1 Gallik Asit T.E. T.E.
2 Protokatekuik Asit 21,46+0,00 971,30+0,00
3 p-OH benzoik Asit 1,98+0,00 27,86+0,00
4 Katesin T.E. 1105,97+0,00
5 Kafeik asit 0,87+0,00 14,88+0,00
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6 Siringik Asit T.E. 51,15+0,00
7 Epikatesin T.E. 14,19+0,00
8 p-kumarik Asit 0,36+0,00 69,47+0,00
9 Ferulik Asit 1,50+0,00 23,24+0,00
10 Rutin 7,7940,00 74,09+0,00
11 Myeresetin T.E. 318,99+0,00
12 Resveratrol T.E. 85,75+0,00
13 Daidzein T.E. T.E.
14 Luteolin T.E. T.E.
15 t -sinnamik Asit 0,17+0,00 26,47+0,00
16 Hesperetin T.E. T.E.
17 Krisin 2,35%0,00 43,31+0,00
18 Pinosembrin 0,24+0,00 6,08+0,00
19 CAPE 1,40+0,00 15,61+0,00
T.E. : Tespit Edilmedi
15
2 18
6
17

49,957

~600

-400

mAU

-200

[

R
0,0 2,5

Gy
5,0 75 10,0 12,5 15,0

Oy
22,5 25,0 27,5 30,0

Minutes

ey
37,5 40,0 42,5

0

i
50,0

Sekil 19. HPLC-UV ile standart fenolik bilesenlerin kromatogrami. (1)gallik asit,

(2)protokatekuik asit,

(3)p-OH benzoik asit, (4)katesin, (5)kafeik asit,

(6)siringik asit, (7)epikatesin, (8)p-kumarik asit, (9)ferulik asit, (10)rutin,
(11)myresetin, (12)resveratrol, (13)daidzein, (14)luteolin, (15)t-sinammik asit,

(16)hesperetin,
(CAPE).

(A7)krisin,

(18)pinosembrin,

(19)kafeik asit fenil

esteri
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Sekil 20. Deli balin HPLC-UV kromatogrami

MMMMMM

Sekil 21. Rhododendron ¢igeginin HPLC-UV kromatogrami

3.4. Deney Hayvanlar1 Calismasi Sonuclari

Deney hayvanlar1 calismasinda bir bal ve bir bitki numunesi kullanildi. Bu
numuneler i¢erisinde barindirigi GTX-III miktarina gre se¢ildi. Bal numunelerinin GTX-I11
konsantrasyonlar1 diisiik olugu i¢in en yiiksek GTX-1IlI konsantrasyonuna ait bal (MH2
Artvin, Hopa (24,94 ppm)); bitkilerden ise toksik olmamasi agisindan ortalama GTX-I1I
konsantrasyonuna sahip bitki (Trabzon, Képribasi, Madur Dagi (155,8 ppm)) secildi.

3.4.1. Deney Hayvanlarinin Tansiyon Ol¢iim Sonuglar

Kontrol grubuna serum fizyolojik; diger tiim gruplara 15 giin boyunca tansiyonlarini
yiikseltmek (hipertansif sigan modeli olusturmak) icin L-NAME i.p. (intraperitoneal)

yoldan verildi. 15.giin sonunda kontrol grubu ve diger gruplarin tansiyonlar1 6l¢iildi ve
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hayvanlarin tansiyonlarinin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu anlasildi. 15.giinden
sonra bir standart grup ve iki tedavi grubuyla L-NAME enjeksiyonuna ilaveten bu 3 grupta
gavaja (Kapril (standart), Bal, Ekstrakt) devam edildi. 30.glinde 5 grubun da tansiyonlari
olculdi. Sonuclar Tablo 27°deki gibidir.

Tablo 27. Sistolik ve diastolik kan basinci ortalama sonuglari ve standart sapmalari

Gruplar Sistolik kan basinci Diastolik kan basinci
Kontrol 132,331+7,630% 75,478+8,4392
Hipertansiyon Grubu (L-NAME) 229,363+6,372° 136,223+7,270¢
Standart Grubu (Kapril) 140,300+6,457° 93,919+6,686°
Tedavi Grubu (Bal) 157,968+9,504° 119,925+9,536°
Tedavi Grubu (Ekstrakt) 164,164+8,116¢ 120,467+7,946°

L-NAME ile 15.giine kadar tansiyonlari yiikseltilen hayvanlarin sonuglara gére 30.
guinde tansiyonlarmin daha disiik sayisal veriler oldugu kaydedildi. Bu sayisal verileri eki
anlamlandirmak icin tek yonlii varyans analizi (Oneway ANOVA) testi kullanildi.
Sonuglar ortalamazstandart sapma olarak verildi. p<0.001 ve p<0.05 diizeyindeki sonuglar
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Tiim veri analizleri IBM SPSS (Statistical Package

for Social Sciences) Statistics 21 paket programlari ile yapildi.

SKB Ortalama Degerleri

300.000
250.000
200.000
ap
T
g 150.000
€
100.000
50.000
0.000 i
Kontrol L-NAME L-NAME+Kapril L-NAME+Bal NAME+Ekstrakt
B Seriesl 132.331 229.363 140.300 157.968 164.164
Gruplar

Sekil 22. Hayvanlarin 30 giin sonundaki sistolik kan basinci ortalamalari
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Yaptigimiz ¢alismada; Kontrol grubuyla L-NAME grubu arasinda anlamli bir fark
oldugu gorildi (p<0,001). Ayrica L-NAME grubunda sistolik basincinin 229,363 olarak
olgiildiigii (Sekil 22) ve L-NAME’ye kiyasla tim gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir
duzeyde azalma oldugu goriildii (p<0.001) .

DKB Ortalama Degerler

160.0
140.0
120.0
Lo 100.0
e 800
€ 600
40.0
20.0
0.0 L
Kontrol L-NAME L-NAME+Kapril L-NAME+Bal NAME+Ekstrakt
H Seriesl 75.478 136.223 93.919 119.925 120.467
Gruplar

Sekil 23. Hayvanlarin 30 giin sonundaki diastolik kan basinci ortalamalari

Bu caligmada; Kontrol grubuyla L-NAME grubu arasinda anlamli bir fark oldugu
goriildi (p<0,001). Ayrica L-NAME grubunun diastolik basmcimnin 136,223 olarak
olglildiigi ve L-NAME’ye kiyasla tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde
azalma oldugu goriildi (p<0.001) (Sekil 23).

3.4.2. Hayvanlarin Viicut Agirh@imin Takibi

Sicanlar 1 ay boyunca; 1.gun ve 30.giin olmak Uzere 2 kez elektronik tarti ile tartildi.

Siganlarin agirlik farklar1 ortalamasi gram cinsinden Sekil 24°teki gibidir.
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Sigan Agirliklari Farki

60.0

50.0

40.0

30.0
a0 20.0

10.0

0.0 .
100 T
-20.0 1
Kontrol L-NAME L-NAME+Kapril L-NAME+Bal NAME-+Ekstrakt
M Series1 22.3 47.2 22.4 -2.3 19.4
Gruplar

Sekil 24. Sigcanlarin 30. gin ve 1.gun ortalama agirliklar fark:

Grafige bakildiginda sadece L-NAME alan hayvanlarin kilolarinda artis goriiliirken,
tansiyon disiiriicii ilag olarak kapril alan grup (standart grup) ve tedavi gruplarinda (bal,
ekstrakt) kilo kaybimin oldugu goriilmektedir. Ancak istatistiksel olarak bakildiginda L-
NAME grubuna gore (Tedavi) Bal ve (Tedavi) Ekstrakt gruplarinda anlamli bir diizeyde
kiloda azalma oldugu (p<0.05); kontrol ve kapril gruplarinda anlaml bir fark olmadigi
goralda (p>0.05).

3.4.3. Dekapitasyon ve Serumda Baz1 Biyokimyasal Analizlerin Sonuclar:

Mevcut tez ¢alismasinda biri kontrol olmak tizere 5 farkli grup (L-NAME, Kapril,
Bal, Ekstrakt) olusturuldu. Otuz giinliik besleme sonucunda dekapite edilen siganlarin
serumlar1 alind1 ve bir kismi1 hizmet alimi yoluyla biyokimyasal analizler (Glukoz, Aspartat
Aminotransferaz, Alkalen Fosfataz, Laktat Dehidrogenaz, Kreatin Kinaz, Kan Ure Azotu)
icin kullanildi. Diger kismi aligotlar halinde -80°C’daki dondurucuda saklandi. Tablo
28’de serumda biyokimyasal analizi yapilan parametrelerin dl¢iim sonuglar1 ortalama ve
standart sapma olarak verildi.
Sonuglarin istatistiksel degerlendirilmesi tek yonlii varyans analizi (Oneway
ANOVA) kullanildi ve p<0.05 duzeyindeki sonuclar istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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GLU

200.0
180.0
160.0
140.0
120.0
100.0
80.0
60.0
40.0
20.0
0.0

mg/dL

Kontrol L-NAME L-NAME+Kapril L-NAME+Bal L-NAME+Ekstrakt
M Seriesl 171.0 165.0 169.8 143.2 153.0

Gruplar

Sekil 25. Glukoz sonuglar1 ve karsilastirilmasi

Glukoz miktar1 ortalama sonuglar istatistiksel olarak L- NAME grubuyla tedavi
gruplar1 (Bal, Ekstrakt) arasinda anlaml bir fark oldugunu, tedavi gruplarindaki serumdaki

glukoz miktarinin anlamli bir diizeyde azaldigin1 gostermektedir (p<0.05) (Sekil 25).

BUN
25.0

20.0

15.0

mg/ dL

10.0
5.0
0.0

Kontrol L-NAME L-NAME+Kapril L-NAME+Bal L-NAME+Ekstrakt
M Seriesl 20.0 20.2 19.0 14.8 14.8

Gruplar

Sekil 26. BUN sonuglari ve karsilastirilmasi
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BUN ortalama sonuglarina istatistiki anlamda bakildiginda L- NAME ve tedavi
gruplar1 (Bal, Ekstrakt) arasinda anlamli bir fark oldugu ve istatistiksel anlamda bir disiis

oldugu bulundu (p<0.05) (Sekil 26).

AST

300.0
250.0
200.0

=
> 150.0
100.0
50.0

0.0 L
Kontrol L-NAME L-NAME+Kapril L-NAME+Bal NAME-+Ekstrakt
M Seriesl 155.2 220.2 233.0 164.2 170.2
Gruplar

Sekil 27. AST sonuglar ve karsilastirilmasi

AST sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde kontrol grubuyla L-NAME
grubu arasinda anlamli bir fark oldugu goriildii (p<0.05) (L-NAME grubundaki anlamli

artis.). Ayrica L- NAME ve tedavi gruplar1 (Bal, Ekstrakt) arasinda anlamli bir azalig
oldugu goriildii (p<0.05) (Sekil 27).

ALP

160.0
140.0
120.0
100.0
80.0
60.0
40.0
20.0
0.0

u/L

L-
NAME+Ekstrakt
MW Seriesl 136.0 131.7 113.0 79.7 95.5

Kontrol L-NAME L-NAME+Kapril L-NAME+Bal

Gruplar

Sekil 28. ALP sonuglar1 ve karsilastirilmasi
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ALP sonuglarinda istatistiki olarak L- NAME ve tedavi gruplart (Bal, Ekstrakt)

arasinda anlamli bir diizeyde azalma bulunmaktadir (p<0.05) (Sekil 28).

CK
16000.0
14000.0
12000.0
10000.0
—
> 8000.0
6000.0
4000.0
2000.0 i
0.0 L
Kontrol L-NAME L-NAME+Kapril L-NAME+Bal NAME-+Ekstrakt
M Seriesl 5544.0 8167.5 12135.5 8835.8 3158.2
Gruplar

Sekil 29. CK sonuglar1 ve karsilastirilmast

CK sonugclari istatistiksel olarak degerlendirildiginde kontrol grubuyla L- NAME
grubu arasinda anlamli bir fark oldugu gorildi (p<0.05). Ayrica L- NAME ve tedavi
gruplar1 (Bal, Ekstrakt) arasinda anlaml bir fark oldugu goriildii (p<0.05) (Sekil 29).

LDH

900.0
800.0
700.0
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500.0
400.0
300.0
200.0
100.0

0.0

—
~
)

Kontrol L-NAME L-NAME+Kapril L-NAME+Bal L-NAME+Ekstrakt
M Seriesl 537.7 655.0 535.7 758.2 648.3

Gruplar

Sekil 30. LDH sonuglar1 ve karsilastirilmasi
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LDH sonuglan istatistiksel olarak degerlendirildiginde kontrol grubuyla L- NAME
grubu arasinda anlamli bir fark oldugu goriildii (p<0.05). Ayrica L- NAME grubuna gore
tedavi gruplarinda (Bal, Ekstrakt) anlamli bir diizeyde fark oldugu goriildii (p<0.05) (Sekil
30).

Sonu¢ olarak serumda yapilan tiim biyokimyasal analizler (Glukoz, Aspartat
Aminotransferaz, Alkalen Fosfataz, Laktat Dehidrogenaz, Kreatin Kinaz, Kan Ure Azotu)
sonucunda L- NAME grubuna gore tedavi gruplarinda (Bal, Ekstrakt) anlamli bir diizeyde
fark oldugu goriildii (p<0.05).

3.4.4. Doku Homojenatlarinda Yapilan Analizlerin Sonuglar:

3.4.4.1. Doku Homojenatlarinda GSH Bulgulan

Karaciger ve bobrek dokularinda GSH diizeylerinin sonuglar1 (umol/g doku) Tablo

29’da degerlendirildi (ortalama + standart sapma).

Tablo 29. Karaciger ve bobrek dokularindaki GSH testi bulgulari

Gruplar Karaciger Bobrek

Kontrol Grubu 0,699+0,110° 0,697+0,0522
Hipertansiyon Grubu 0,983+0,135° 0,836+0,066°
Standart Grup 0,859+0,058a° 0,701+0,0512
Tedavi Grubu(Bal) 1,710+0,316° 0,961+0,014°
Tedavi Grubu(Bitki) 1,038+0,073" 1,102+0,190¢

Karaciger dokusunda L-NAME ve bal grubu arasinda anlamli bir fark bulundugu
tespit edildi (p< 0.05), (Sekil 31).
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Sekil 31. Karaciger dokusundaki GSH sonuglar1 ve karsilagtirilmasi

Bobrek dokusunda L-NAME ile kapril, bal ve ekstrakt gruplar: arasinda anlamli bir
fark oldugu bulundu (p<0.05), (Sekil 32).

GSH - Bobrek Dokusu

=
[N}

[EnY

o
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o
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0 ,
Kontrol L-NAME L-NAME+Kapril L-NAME+Bal L-NAME+Ekstrakt
|Seriesl 0.697 0.961 0.836 0.701 1.038

Sekil 32. Bobrek dokusundaki GSH sonuglar1 ve karsilastirilmasi
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3.4.4.2.Doku Homojenatlarinda NO Bulgulari
Kalp, karaciger, bobrek doku homojenatlarinda NO diizeylerinin sonuglart (umol

NaNOz/g doku) istatistiksel olarak Tablo 30’da degerlendirildi (ortalama =+ standart

sapma).

Tablo 30. Kalp, karaciger ve bobrek ddokularindaki NO testi bulgulari

Gruplar Kalp Karaciger Bdbrek

Kontrol Grubu 0,222+0,030¢ 0,238+0,056° 0,218+0,012%
Hipertansiyon Grubu 0,172+0,023% 0,227+0,049% 0,274+0,031°
Standart Grup 0,186+0,009 0,177+0,023? 0,204+0,037 #
Tedavi Grubu(Bal) 0,176+0,021¢ 0,488+0,046° 0,236+0,029°
Tedavi Grubu(Bitki) 0,153+0,009? 0,190+0,038% 0,192+0,0322

Kalp dokusunda gruplar arasinda istatistiksel olarak herhangi anlamli bir farklilik
bulunamadi (p>0.05) (Sekil 33).
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Kontrol L-NAME L-NAME+Kapril L-NAME+Bal L-NAME+Ekstrakt
|Seriesl 0.222 0.172 0.186 0.176 0.153

Sekil 33. Kalp dokusundaki NOx sonuglari ve karsilastirilmasi

Karaciger dokusunda L-NAME grubu ile bal grubu arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir artis bulunmaktadir (p<0.05) (Sekil 34).
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Sekil 34. Karaciger dokusundaki NOx sonuglar1 ve karsilastirilmast

Bobrek dokusundaki NO diizeylerine istatistiki olarak bakildiginda L-NAME ile
tedavi grubu olan ekstrakt ve kapril gruplari arasinda anlamli bir fark bulunmaktadir
(p<0.05) (Sekil 35).
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Sekil 35. Bobrek dokusundaki NOx sonuglar1 ve karsilastirilmasi



4. TARTISMA

Tiirkiye bulundugu cografik konumundan dolay1 diinyadaki en zengin bitki florasina
sahip lilkelerden biridir. Orman giilii bitkisi Karadeniz yoresinde yetisen c¢ali tipinde bir
bitki olup Rhododendron ponticum (mor ¢igekli, komar ¢igegi), Rhododendron luteum (sar1
cigekli, zifin cigegi) tiirleri ile bolgeye endemiktirler. Bu zengin floranin bize bir armagan
da iilkemizdeki bal gesitliliginin ¢ok fazla olmasidir. Balin bilesimi, arilarin ziyaret ettigi
ciceklere ve balin toplandigi alanin hava kosullarina biiyiik 6l¢iide baghidir (Sahin vd.,
2015). Bahsi gegen her iki bitkiden nektar ve polen alan bal arisinin irettigi ballar,
icerisinde bulunan grayanotoksin (GTX) bilesiklerinden dolay1 zehirlidir ve deli bal olarak
taninir. Efsanelere konu olmus deli balin tiiketilmesi ile birlikte olusan zehirlenmede
Ozellikle kardiyovaskiiler sistemle ilgili bradikardi, hipotansiyon basta olmak {izere
miyokard enfarktiisii, kalp ritm bozukluklar1 gibi bulgular ortaya ¢ikabilmektedir. Mide
bulantisi, kusma, bag donmesi, goz kararmasi, bulanik gorme, hipotansiyon, tiikiirik
salgilanmasi, suur kayb1 ve bayilma gibi sikayetlerle saglik kuruluslarina hastalar
basvurmaktadir (Gunduz vd., 2006; Gunduz vd., 2007; Gunduz vd., 2008; Gunduz vd.,
2008a). Halk arasinda damar genisletici 6zelliginden dolayi icerdigi GTX miktarina gore
toksisitesi degisen bu bal tansiyon diisiirlicii olarak kullanilmaktadir. Ancak GTX-III
miktar1 bilinen ballarla yapilmis bilimsel bir aragtirmaya literatiirde rastlanamadi. Tibbi
bal niteligi tasiyan bu Tiirk balinin hipertansiyonu diisiiriici etkisinin deneysel olarak
belirlenmesi durumunda ¢alisma baska arastirmalar i¢in de 151k tutucu olacaktir. Balin ve
Rhododendron bitkisinin gelecekte dogal tansiyon diisiiriicii ilag/takviye edici besin olma
niteligi bilimsel olarak da ispatlanmig olacaktir. Kardiyovaskiiler sistem problemlerine ait
sorunlarin giderilmesinde destek tedavi amagli kullanilmasinin yanisira ve ayrica orman
gulli balinin iretiminin yayginlastiritlmasina ve ari treticilerini de bu balin iiretimine
tesvigine yonelik arastirmalar yapilacak olmasi bu tezi 6zgiin kilmaktadir.

Bu calisma ile L-NAME ile hipertansiyon olusturulan deney hayvanlart modelinde,
GTX igeren sar1 renkli orman giilii ¢igeginin ekstresi ve deli balin oral yolla (gavaj) deney
hayvanlarina verilerek tansiyonlar1 takip edilerek deney hayvanlarinda anti-hipertansif
etkilerinin olup olmadig1 ortaya ¢ikarilmaya calisildi. Buna ek olarak deney hayvanlarinin
kan serumundaki bazi biyokimyasal parametreler ve oksidatif stres {izerinden bazi

dokularindaki biyokimyasal degisiklikler incelendi.
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Balin saflig1 ve dogallig1 gida kodekslerine (TSE, TGK vb.) bakildiginda fiziksel
olarak; nem, iletkenlik, renk degeri (L,a,b), asitlik, pH, kiil miktari, kimyasal olarak; seker
orani, (%C4/C13), prolin igerigi, diastaz aktivitesi, hidroksimetilfurfural degeri (HMF),
mineral igerigi ve c¢Ozlinmeyen maddeler gibi kriterler kullanilarak belirlenmektedir
(Molina, 1989; White, 1978; Can vd., 2015). Balin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin
belirlenmesi yardimiyla saflig1 ve dogallig1 belirlenmektedir.

Sadece hayvan testlerinde kullanilan balin kimliginin detaylandirilmasi ic¢in diger
fiziksel ve kimyasal parametrelerine bakildi. Fiziksel testlerden; polen analizi, optik
cevirme agisy, %nem, %briks, elektriksel iletkenlik, pH, renk degeri, kimyasal
parametrelerden; prolin icerigi belirlendi.

Bu ¢aligmada 2018 yilina ait toplam 10 deli bal toplandi. Deli ballar yerel aricilarin
kendi beyanlari dogrultusunda “Orman giilii bali” olarak toplandi. Ancak polen analizi
yapilarak Orneklerdeki orman guli poleni yiizdesi ve diger polenlerin yulzdeleri
belirlendikten sonra balin ismi belirlenebilir. Calisilan tiim orman guli ballarinin polen
sayim sonuglari Tablo 23°te yer almaktadir. Polen analizi sonucuna gore ballarin polen
yuzdesi %0,1-%10 araliginda degismektedir. Boylece tezde caligilan ballardan dort balda
ylzde 10; bir balda da yilizde 0,1 lik orman giilii degerleri bulunurken, diger ballarin %
polen miktarlar1 bu degerler arasinda bulundu. Sayim sonucuna gore bala kaynak olusturan
bitkilerin polen oranlart % 45 ve ilizerinde olmadigindan orman giilii bali olarak kabul
edilememektedir. Ancak bu ballar igerisinde grayanotoksin bulundurduklarindan
numuneler “Deli Bal” olarak adlandirildi.

Rhododendron bitkisi ile kestane agaglar1 ayn1 donemde ¢igek agmaktadir ve genelde
ayni bolge icerisinde yetismektedirler. Arilar o mevsimde yaygin olan c¢icekli kestane
agaclarini ziyaret etmeyi Oncelikle tercih eder. Ancak arilar yeterli nektar bulamadiklarinda
ormangiilii bitkisine konmaktadir. Bu sebeple balda kestane ¢icegi polen yiizdesi yiiksek
cikabilirken, diger yandan orman giiliinden nektar toplamis olabileceklerinden yiiksek
oranda orman giilii poleni igeren deli bal bulmak ¢ok yaygin degildir. Bu nedenle genelde
bu ballar1 karisim olarak almak yani bazen orman giilii bali yerine kestane bali agirlikli bir
orman giilii bali satin almak daha miimkiin olmaktadir. Silici vd., (2010) 50 orman guli
bali 6rnegi olarak belirttigi ballarla yaptigi ¢alismada polen ylizdesini %2,34 ile %65,62,
arasinda bulmus ve diisiik polen sikliginin kisa ¢igeklenme doneminden ve Rhododendron

bitkilerinin biiyiikk polen tanelerinden kaynaklandigini ifade etmistir. Ayrica Silici vd.,
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(2015) toplanan Orneklerin neredeyse yarisinin ¢ok c¢iceksi Ozellikler gosterdigi
belirtilmistir. Diger bir ¢alisma olan Can vd., (2015) yaptig1 Tiirk ballarinin incelenmesi
calismasinda on ii¢ ¢esit unifloral bal kullanmistir. Kullandigi Rhododendron ¢esidine ait
alt1 orman gull balinin fiziko-kimyasal 6zelliklerini belirlemek (zere polen yiizdelerine
bakilmis ve ylizde 54 -75 arasinda agik renkli ballar oldugu belirlendigini ifade etmistir.

Optik rotasyon metodunda ile salgi ballarinin optik c¢evirme agisi saga (+)
cevrilirken, ¢igek ballarin ki ise sola (-) yonelmektedir (Junk ve Pancoast, 1973). Deli balin
optik cevirme agis1 polarimetre cihazi kullanilarak (Beta PPP7 Optical Activity, Ingiltere)
tayin edildi. Balda ayrica optik rotasyona sebebiyet verebilecek olan proteinlerin ¢okmesi
Carrez-1 ve Carrez-II reaktifleriyle saglandi ve 6l¢tim ¢oktiirme sonrasi yapildi. Cavrar vd.,
(2013) farklh kalitede Tiirk ballariin fiziksel ve biyokimyasal 6zelliklerinin
karsilastirilmast calismasinda kestane balinin optik rotasyonun negatif oldugunu tespit
etmigtir. Malko¢ vd., (2019) Rhododendron baliyla yaptigi ¢alismada optik rotasyon
degerini -2,19 olarak belirlemistir. Ayrica Can vd., (2015) alt1 orman giilii balinin optik
cevirmesinin (-)1,65 + 0,55 ortalama ve standart sapmasi oldugunu belirlemistir. Mevcut
caligmadaki deli balin da literatiirle uyumlu oldugu ve -2,15 oldugu bulundu (Tablo 24).

Balda nem tayini pratik bir yontem olan balin kirilma indisinden faydalanilarak el
refraktometresi kullanilarak 6l¢iildi. 100 - % briks (% kuru madde) degerinden de % nem
degerleri hesaplandi. Yiiksek nem igeriginin mikrobiyal bozunmaya ve de kristalizasyona
neden oldugu bilinmektedir (Tosi vd., 2002). Erken hasat edilen balda olgunlasma tam
gerceklesemediginden balin nemi yiiksek bulunmaktadir. Bu nedenle baldaki nem miktari
onemlidir ve istisnai durumlar haricinde balin olgunlagmadigin1 gostermektedir. Tiirk Gida
Kodeksinde (TGK) gore cicek ve salgt balinda nem icerigi en fazla % 20 olmalidir (URL-
8). Malkog vd., (2019), nem miktarini %18,69; Can’in (2015) monofloral ballarla yaptigi
caligmada ise alt1 tane orman giilii balinin nem igeriginin ortalamasini1 % 19,50+1,20 olarak
tespit etmistir. Kii¢iik vd., (2007) ii¢ g¢esit balin karsilastirmasini yaptig1r bir ¢alismada
Rhododendron balinin nemini 19,00+1,3 olarak bulmustur. Mevcut c¢alismada ise nem
icerigi Tirk Gida Kodeksi ve literatiirle ile uyum igerisinde olup % 19,00+0,50 olarak
hesaplandi (Tablo 24).

Bal standartlarina gore (TGK, 2019) ballarda elektriksel iletkenlik degeri cicek
balinda 0,8 mikrosiemens/cm’den fazla olmamalidir. Mevcut ¢alismadaki balin elektriksel

iletkenlik degeri 0,557 mikrosiemens/cm olup Tablo 24°teki gibidir. Elektriksel iletkenlik



64

elektron hareketliliginin bir 6zelligidir ve ballardaki mineral tuzlar, organik asit ve protein
seviyeleri ile biiylik dlciide iliskilidir (Algarni vd., 2014). Ayn1 zamanda ¢igek ve salgi
ballarmi (salgi bali i¢in en az 0,8 mS/cm olmali) ayirt etmek i¢in yaygin olarak kullanilan
bir parametredir (Kolayli vd., 2018). Malkog vd., (2019) yaptig1 ¢alismada Rhododendron
balindaki elektriksel iletkenligi 0,46 mS/cm olarak bulmustur. Can vd., (2015) ise alt1 balin
iletkenliginin ortalama ve standart sapmasin1 0,34 + 0,12 olarak olctiigiinii belirtmistir. Bu
tezde bulunan degerin literatiirle uyum igerisinde ve olmasi gereken deger araliginda
oldugu goriilmektedir.

Mevcut ¢aligmadaki pH degeri 4,20+0,05°dir. Balin pH degeri ortalama olarak
3.9°dur, degisik sartlar altinda 3,4 ile 5,5 arasinda degismektedir (Aydin vd., 2008;
Kahraman vd., 2010). Malkog vd., (2019) Rhododenrdron baliyla yaptigi ¢calismada balin
pH’sm1 5,20 olarak tespit etmistir. Balin pH’sinin literatiirde verilen degerlerle uyum
icerisinde oldugu bulundu (Tablo 24).

Bir diger kimliklendirme parametresi olan 6zellik de balin rengidir. Bala renk veren
maddeler bitki pigmentleridir (Ulusoy ve Kolayli, 2013). Ballarin renk sonuglari (L, a, b)
Tablo 24’teki gibidir. L degeri koyuluk/agiklik ( 0: siyah; 100:beyaz); a degeri(-a, yesillik;
+a, kirmizilik); ve b degeri (-b, mavilik; +b, sarilik) olarak ifade edilmektedir. A¢ik renkli
ballarin L degerinin, koyu renkli olan ballara goére daha yiliksek oldugu goriilmiis,
Literatiirde Rhododendron balinin renk degerleri L: 79,52+1,21; a:7,50+0,08; b:69,82+5,16
olarak bulunmustur (Can vd., 2015). Mevcut tezdeki sonuglar (L: 81,53+0,75; a:
27,43+0,42; b:72,65+1,28) literatirdekiyle uyumludur. Calisilan deli balin L degeri hafif
koyu renkli bir bal oldugunu; a degeri hafif derecede kirmizilik karakteri oldugunu; b
degeri de sarilik karakteri yiliksek bir bal oldugunu goéstermektedir. Renk analizi, gorsel
goriiniimii nedeniyle balin 6nemli bir parametresidir ve ¢ogunlukla nektar kaynagina ve
polen icerigine baglidir. Bal rengi ayrica pigmentlerin, 6zellikle klorofiller, karotenoidler,
flavonoidler ve polifenollerin varligi ile de iliskilidir (Kolayli vd., 2018; Cotte vd., 2004).

Balda bulunan prolin amino asidi, ¢i¢ceklerden nektarin bala doniismesi sirasinda
temel olarak ar1 tarafindan bala katilan tek aminoasit olup baldaki toplam aminoasitlerin
%50-85 ini olusturmaktadir (Hermosin vd., 2003). TGK’ya gore ¢igek ballarindaki prolin
miktar1 en az 300 mg/kg olmalhidir (TGK, 2019). Prolin ar tarafindan bala katilan tek
amino asit oldugu i¢in prolin miktar1 balin kalitesinin bir gostergesi olabilir. Caligmadaki

deli balin prolin degeri bir kilo gram bagina 853,5 mg (mg prolin/kg bal) olarak bulundu.
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Malkog¢ vd., (2019), Rhododendron balinin prolin miktarin1 586 mg/kg olarak; Can
vd., (2015) yaptig1 Tiirkiye florasina ait monofloral ballarin arastirilmasi ¢alismasinda
orman giilii balindaki prolin miktarinin ortalamasin1 746 mg/kg oldugunu tespit etmistir.
Mevcut ¢alismadaki deli balin bu baglamda literatiirdeki baldan kismen daha yiiksek prolin
icerigine sahip oldugu goriilmektedir. Prolin degerinin yiiksek ¢ikmasinin sebebinin ise
fazla yagisla birlikte arilarin daha c¢ok c¢alismasi, u¢masi sonucunda olabilecegi
diistiniilmektedir. Bunun sebebinin literatlirde prolinin nektar doniisiimii sirasinda bal aris1
tarafindan bala eklenen ve balin derecesini gosteren bir amino asit oldugu bildirilmektedir
(Kolayli vd., 2018). Yillik yagisin fazla olmasiyla arilar daha ¢ok ¢alisir. Bala gegen prolin
miktart da armmin ugmastyla dogru orantili oldugu i¢in bala gegen prolin miktari
artmaktadir. Balin derecesi yiikselmektedir. Prolin miktar1 ayrica balin toplam amino asit
icerigini yansitmasi agisindan da onemli bir kriterdir. Bunlara ek olarak baldaki prolin
miktarinin yiikksek ¢ikmasi balin arilar tarafindan iiretildigini (baz1 tagsis edilmis ballara
prolin ilavesi yapilabilmekte) ve siikroz ve glukoz oksidaz miktarlariyla ters orantili
olabilecegine literatiirde yer verilmistir (Kolayli vd., 2018).

Ayrica literatlirde bir konu daha dikkat ¢ekmektedir. Prolince zengin bir yilan zehri
peptidi olan BPP 10c’nin, kaptoprille beraber hayvanlara verildiginde sadece kaptopril
verilen hayvanlara gore tansiyon degisiminde etkileri oldugu ve BPP 10c’nin anti-
hipertansif etkilerinin sadece kaptopirildeki gibi SACE inhibisyonuna bagli olmadiginm
ifade etmistir (Silva vd., 2008). Buna ek olarak Bothrops jararaca zehrinde bulunan
prolince zengin peptit olan Bj -PRO-10c’nin argininosiiksinat sentazi diizenleyerek nitrik
oksit (NO) olusumunu  arttirdigi  belirlenmistir.  Bu  da  anti-hipertansif  etki
gosterebileceginin isaretidir. (de Olivera vd., 2010).

Bahsedilen fiziko-kimyasal kriteler balin sadece safligini ve dogalligini ortaya
cikarmakla beraber, gercek kalitesini tam olarak yansitamamakta ve balin biyoaktivite
potansiyeli (vicuda yararliligi) hakkinda bilgi verememektedir. Balin esas kalitesini
belirleyen faktor balda % 1-2 orami kadar bulunabilen, ikincil metabolitler olarak
adlandirilan ¢esitli ugucu bilesenler ve fenolik maddelerdir (Bogdanov vd., 2004; White,
1979). Balda bulunan bu ikincil metabolitler genellikle fenolik yapiya haiz ajanlardir. Bu
tir kalite parametreleri Tiirk Gida Kodeksi’nde bulunmamaktadir. Oysa ki balin fenolik
icerdigi ile antioksidan kapasitesi arasinda pozitif iliski oldugu yapilan arastirmalarda

ortaya ¢ikarilmistir (Kiiciik vd., 2007; Can vd., 2015; Kolayli vd., 2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/argininosuccinate-synthase
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/nitric-oxide
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/nitric-oxide
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Farkli bal tiirlerinin fenolik profilinin degerlendirilmesi, son yillarda balin
antioksidan giicii fenolik profiliyle iligkili oldugu i¢in ¢ok 6nemli bir konudur. Ek olarak
fenolik bilesikler, ballarin botanik kokenli tespiti i¢cin uygun markerler olabilecegi
konusuna literatiirde yer verilmistir (Pulcini vd., 2006) Ayrica, ballarin siniflandirilmasi
icin flavonlarm, flavanonlarin, izoflavonlarin ve diger polifenollerin kullanildig:
bildirilmistir (Ferreres vd., 1993).

Bal ve orman giilii ¢icegi icerisindeki ikincil metabolitlerin ortaya ¢ikarilmasi i¢in 19
standart fenolik bilesikle RP-HPLC-UV kullanilarak fenolik bilesen analizi yapildi.
Calismada kullanilan deli balin ana fenolik bileseni protokatekuik asit (21,46 pg fenolik
bilesen /g bal); orman giilii bitkisinin ise katesin (1105,97 pg fenolik bilesen /g kuru bitki)
oldugu tespit edildi. Balda 6ne ¢ikan diger fenolik bilesenler rutin (7,79 pg/g); krisin (2,35
Hg/g) ve CAPE (1,40 pg/g)’dir. Bitkide diger 6ne ¢ikan fenolik bilesikler ise protokatekuik
asit (971,30 pg/g), miyeresetin (318,09 pg/g)’dir. Bitkideki fenolik igerigin bala kiyasla bir
hayli fazla miktarda tespit edildigi goriilmektedir.

Can vd., (2015) on sekiz standart fenolik bileseni RP-HPLC-UYV kullanilarak kalitatif
ve kantitatif olarak analiz etmis, ormangiilii balinin ana fenolik bileseni p-OH benzoik
asitken, p-kumarik asit, kafeik asit ve kuersetin diger one ¢ikan fenolik bilesikler olarak
tespit edilmistir. Bu c¢alisma ile c¢alismamiz bakilan tiim fenolikler agisindan
karsilastirildiginda iki ¢alismada da balda protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, kafeik
asit, p-kumarik asit, ferulik asidin kalitatif olarak ortak bulunan bilesikler oldugu tespit
edildi. Silici vd. (2014) Rhododendron ballarinda yirmi fenolik standart bilesik kullanarak
fenolik bilesen analizi yapmus, yirmi fenolik bilesikten dokuz tanesinin Rhododendron
balinda bulundugunu ve klorojenik, kumarik, ferulik ve gallik asitlerin orman gulu
balindaki ana fenoller oldugunu tespit etmistirr Bu ¢alisma ile ¢alismamiz
karsilastirildiginda gallik asit, katesin ve kafeik asit, ferulik asidin farkli oranlarda da olsa
kalitatif olarak balda ortak tespit edilen fenolikler oldugu goriilmektedir.

Sahin vd., (2014), RP-HPLC-DAD ile tim bal 6rneklemlerinde p-OH benzoik asidin
(18,992-2,351 pg/g numune) yaninda gallik asit 0,032-0,233 pg/g numune; kaffeik asit
0,304-5,971 pg/g numune; p-kumarik asit 3,081-6,422 pg/g numune ve ferulik asit 0,272-
2,614 ng/g numune araliginda tayin etmistir. Bilesen zenginligi agisindan numuneler
irdelendiginde; bir bal numunesinin bakilan 17 fenolik bilesenden igeriginde barindirdig 9

fenolik bilesenle one ¢iktig1 goriildii. Bu ¢alisma ile calismamiz karsilastirildiginda alti
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fenolik bilesenin gallik asit, protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, kafeik asit, p-kumarik
asit, ferulik asidin farkli oranlarda da olsa balda ortak olarak tespit edildigi goriillmektedir.

Sahin (2014), yine aym c¢alismada Rhododendron bitkisinin sar1 ve mor renkli
ciceklerinde fenolik bilesen analizi yapmistir. Bitkinin ¢icek kisminin fenolik bilesen
analizinde katesin bilesigi en yliksek oranda tespit edilirken, genel anlamda miktar
acisindan degigsen oranlarda olmakla birlikte numunelerde katesinin yaninda; gallik asit,
epikatesin, p-kumarik asit, ferulik asit varhigi da tespit edilmistir. Analizleri
gerceklestirilen sar1 ¢icekli orman giiliinde ve mor cicekli orman giiliinde bulunan ortak
fenolik bilesenler protokatekuik asit, katesin, epikatesin, p-kumarik asit, ferulik asidin
oldugunu ifade etmistir. Mevcut ¢aligmada analizi yapilan sar1 ¢igcekli orman giiliindeki
major fenolik bilesigin katesin olmasi ve bitkinin ihtiva ettigi protokatekuik asit,
epikatesin, p-kumarik asit, ferulik asit literatiirle uyum igerisindedir. Ayn1 zamanda
katesinin birgok Rhododendron tiiriinde varligi bilimsel ¢aligmalarla ortaya koyulmustur
(Jaiswal vd., 2012).

Ayrica literatiirde fenolik bilesenlerin hipertansiyon tzerinde etkisi olup olmadig:
incelendiginde arpa protein fraksiyonlarindan ekstre edilmis fenoliklerin toplam fenolik
igerigi, antioksidan aktivitesi ile ACE inhibe edici aktivitesi arasinda zayif korelasyonlar
oldugu elde edildi. Fenolik bilesiklerin tansiyon iizerinde ACE inhibitorleri Gzerinden
etkisinin zayif oldugu anlagilmaktadir (Alu’datt vd., 2012).

Canli organizmalarda oksidasyonu onleyen ve halihazirda olusturulmus oksidasyonu
azaltan veya tamamen ortadan kaldiran molekiiller antioksidanlar olarak bilinir (Can vd.,
2015). Igindeki ikincil metabolitler nedeniyle, ar1 iiriinleri ve bitkiler iyi birer
antioksidandir.

Mevcut calismada hayvan calismalarinda kullanilan balin ve bitkinin metanolik
ekstraktlarmin kullanildig1 spektrofotometrik olarak yapilan in vitro antioksidan analizler
icin toplam polifenol (TP), toplam flavonoid (TF), demir(lll) indirgeme gudct (FRAP),
DPPH?® radikalini temizleme aktivitesi (DPPH) testleri uygulandi. Balda TP 16,1 mg GAE
/ 100g bal; TF 1,00 mg KE/100g bal; FRAP 3,30 pumol FeS04.7H,0/g numune; DPPH
25,960 mg/mL olarak bulundu. Bitkide TP 57,4 mg GAE/100 g kuru bitki; TF 5,3 mg
KE/100g bal; FRAP 132 pmol FeSO4.7H20/g numune; DPPH 0,200 mg/mL olarak
bulundu (Tablo 26).



68

Literatiire bakildiginda Rhododendron balinin TP miktarlari Malkog vd., (2019),
Rhododendron baliyla yaptigi c¢alismada TP 33,5; Can vd., (2015) alt1 balla yaptig
caligmada ortalama ve standart sapma olarak 23,55+ 10.22 ; Sahin vd., (2015) 13,4 ile
60,6 araliginda; Silici vd., (2010) 0,24 ile 109,19 mg GAE/100g bal araliginda literatlrde
bulunan degerleridir. Bu baglamda ¢alismamizda yapilan TP testi sonucu literatiire gore
diisiik bulunmus ve Sahin vd., (2015)’ in ¢alismasina yakin degerdir.

Ballara uygulanan TF testi sonucu; Malko¢ vd., (2019)’da 2,05 mg KE/100g bal,
Can vd., (2015), alt1 balla yaptig1 ¢calismada ortalama ve standart sapma olarak 0,92+0,39;
mg KE/100g bal olarak bulmustur. Literatiirle kiyaslandiginda bulunan deger diisiik ve Can
vd., (2015) ile uyum igerisindedir.

Ballara uygulanan FRAP testi sonucu; Malko¢ vd., (2019) 840 pmol
FeSO4.7H20/100g numune; Can vd., (2015) alt1 bala yaptig1 ¢alismada ortalama ve
standart sapma olarak FRAP 0,67+0,22 umol FeSO4.7H20/g bal olarak tespit etmistir.
Yapilan galismalara gore tezdeki deger literatiire gore diisitk bulunmustur. FRAP testinin
sonucu toplam antioksidan kapasiteyi belirler ve ballarda bulunan minferit fenolik
bilesiklerin gii¢lerinin toplamidir (Kiigiik vd., 2007). Sahin (2014), FRAP sonuclar1 0,619
ile 1,616 umol Trolox / g bali arasinda; DPPH radikalini temizleme aktivitesi SC so
degerleri 0,030-0,097 g / mL arasinda oldugunu bildirmistir. Ayrica en yliksek toplam
polifenol miktarini i¢eren balin FRAP, ve DPPH degerleriyle en iyi antioksidan kapasiteye
sahip oldugunu belirtmistir.

Ballara uygulanan DPPH testi sonucu; Malko¢ vd., (2019) SCso degerini 48,2
mg/mL; Can vd., (2015) alt1 bala ait SCso degerinin 78,06 £ 28,65 mg/ mL ortalama
sonuglarin ve standart sapmalarinin oldugunu; Sahin vd., (2015) SCso: 30-97 mg/mL
araliginda; Tezcan vd., (2011) 224,86-770,5 mg/mL; Buratti vd., 2006 1Cso olarak ifade
etmis ve degerlerin 5,7-15,5 mg/mL arasinda bulundugu kaynaklar tarafindan
belirlenmistir. Mevcut calisma literatiirle kiyaslandiginda uyumlu oldugu goriilmektedir
(Tablo 26).

Sahin (2014), sar1 ¢igekli Rhododendron bitkisine yaptigi TP testi sonucunu 4,551-
17,185 mg GAE/g numune araliinda ve DPPH testi sonucunu 0,135- 0,797 mg/mL
arasinda oldugunu tespit etmistir. Mahommoodally vd., (2020)’nin ¢alismasinda
Rhododendron luteum bitkisinin toplam polifenol miktar1 105,47 mg GAE/g ekstrakt,
DPPH 480,07 mg TE/g ekstrakt, FRAP 348,37 mg TE/g ekstrakt olarak tespit edilmistir.
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Mahommoodally vd., (2020)’nin ¢alismasinda oldugu gibi Rhododendron bitkisine, TP,
TF, FRAP, DPPH testleri agisindan literatiirde ¢ok fazla rastlanmamistir veya kullanilan
standartlar mevcut ¢alismadakinden farkli oldugu icin kiyaslama yapilamamistir. Ancak
Rhododendron bitkisindeki antioksidan giiciin yadsinamaz bir ger¢ek oldugu da yapilmis
calismalarla ortaya ¢ikmaktadir.

Orman giilii bitkisinin ve balinin fenolik bilesenlerce zengin olmasinin yani sira
yapisinda diterpenoidleri de (GTX) bulundurmaktadir (Malko¢ vd., 2016). I¢indeki
bilesiklerle birlikte antioksidan, antiinflamatur ve antimikrobiyal aktivitelerin yan1 sira da
sahip oldugu GTX le beraber tansiyon disiiriici oldugu da bildirilen vakalarla
bilinmektedir (Gunduz vd., 2007). Deli bal zehirlenmesi Turkiye’nin Karadeniz
Bolgesi’nde yaygin olarak goriilmekle birlikte bradikardi ve hipotansiyon gibi ciddi
kardiyak yan etkiler fazla miktarda Rhododendron balinin tiiketimi ile goriilebilir.
Ozellikle kardiyovaskiiler tesirleri nedeniyle bu tiir gida zehirlenmeleri yasami tehdit edici
olabilir (Cetin, 2009). Rhododendron tiirlerinin barindirdig1 toksik bilesenler R. luteum ve
R. ponticumda fazlasiyla gériilmektedir (Gunduz vd., 2007).

Mevcut ¢alismada kullanilan 10 adet deli bal ve 10 adet Rhododendron bitkisinde
bulunan GTX-III miktarlart LC-MS/MS ile 6lglldi. Tablo 22°de ki 6l¢iim sonuglarina gére
MH2 kodu ile analiz edilen Artvin menseili bal 6rnegi 24,94 ug GTX-I11/ g numune 6lgiim
degeri ile kendi grubundaki 10 6rnek arasinda en yiiksek GTX-III oranina sahip oldugu
goriildii. Ayrica Sakarya yoresinden edinilen bal 6rnekleminde GTX-111 tespit edilemedi.
Literatirde Sahin vd., (2015) yaptig1 caligmada deli balin GTX miktarlarin1 ayn1 metotla
analiz etmis ve 0,701 ile 68,754 ng GTX-III/g bal araliginda oldugunu bulmustur. Degerler
literatiirle uyum icerisindedir.

Orman giilii bitkisinin gi¢eginden elde edilen sonuglara gére mor ¢igekli bitkilerin,
sar1 ¢icekli bitkidekinden daha diisiik oranda GTX-III icerdigi goriilmektedir ve hatta mor
cigekli bitkilerin birinde (Ordu, Sirinkdy) toksik izomer tespit edilemedi. Bulgular sari
cicekli orman gult bitkilerinin mor ¢igekli orman gilu bitkilerine nazaran daha fazla toksik
izomer barindirdigi gosterdi. Ozellikle sar1 renkli érnek olan Giresun, Dereli (291,8 pg
GTX-III/g) 6rneginin en diisik GTX-I1I’e sahip mor cicekli 6rnekten (Akgaabat, Mersin
(11,6 ng GTX-III/g)) yaklasik 25 kat fazla GTX-III i¢erdigi goriildii. Sahin (2014), yaptig1
caligmada yomra lokalitesinden topladigi mor ¢icekli Rhododendron’un GTX-III degerini
0 ile 22,891(ng GTX-IIl/g) arasinda; sar1 ¢igegi 1,740-760,435 (ug GTX-III/g) arasinda
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buldugunu ifade etmistir. Verilerimizle bu ¢alisma uyum igerisinde ancak ¢alismamizdaki
sar1 ¢igek degeri 2,5 kat daha az bulundu.

Rhododendron balinin ve bitkisinin toksik etkisi bilinse bile mubhtelif amaglarla
kullanim1 yaygindir. Bu alanda yapilmis pek fazla ¢alismaya rastlanmamustir. “Deli Balin
Sicanlarda Antihipertansif Olarak Kullanim1” olarak literatiire kazandirilan bir ¢alismada
sicanlarda L-NAME ile deneysel hipertansiyon olusturulmus, sonrasinda 14 giin boyunca
siganlara GTX miktar1 bilinmeyen ancak deli bal oldugu bilinen baldan (10 ve 50 mg/kg
doz) intragastrik yoldan verilmis ve deli balin kontrol grubuna gére kan basincini ve kalp
hizin1 6nemli Ol¢lide azalttig1 tespit edilmistir. Sonu¢ olarak deli balin antihipertansif
etkisinden dozu belirlendikten sonra yararlanilabilecegi ifadesine yer verilmistir (Oztasan
ve Songur 2007). Bu mevcut durumun ortaya koydugu literatiir eksikliginden yola
cikilarak kurgulanan mevcut tez ¢alismasinda LC- MS/MS metadolojisi ile deli bal oldugu
diisiiniilen ve temin edilen ballarin ve Rhododendron bitkilerinin GTX-III miktarlar
belirlendi. Ardindan 6 sicandan olusan 5 deney grubu olusturuldu. Bu gruplardan kontrol
grubuna serum fizyolojik; diger tiim gruplara 15 giin boyunca tansiyonlarini yiikseltmek
(hipertansif sigan modeli olusturmak) i¢cin L-NAME i.p. (intraperitoneal) yoldan enjekte
edildi. 15. glin sonunda kontrol grubu ve diger gruplarin tansiyonlar1 ol¢iildii ve
hayvanlarin tansiyonlarinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu anlasildi. Boylelikle
deneysel kronik hipertansiyon modeli olusturulmus oldu. 15.gtinden sonra bir standart grup
(kapril-ilag), bir bal grubu ve bir bitki ekstrakti grubuyla L-NAME enjeksiyonuna ilaveten
3 grupta gavaja devam edildi. 30.giinde 5 grubun da tansiyonlar1 &lciildii. Olgiilen
degerlere gore L-NAME’nin 15 giin boyunca enjeksiyon yoluyla verilmesi sistolik
basincin (p<0,001) ve diastolik basincin (p<0,001) anlaml1 diizeyde yiikselmesine neden
oldu. Kapril, bal ve ekstraktin gruplara verilmesi ile de gruplardaki tansiyonlarin L-NAME
grubuna goére anlamhi  diizeyde  distigi  belirlendi  (p<0,001).  Sonuglar
Tablo 28°deki gibidir. Buna ilaveten bal ve ekstraktin hipertansiyon iizerine etkisinin olup
olmadiginin arastirilmasi1 amaciyla yiiriitiilen ¢alismada, 15 giin siirede Bal ve Ekstrakt
uygulanan gruplarin (tedavi gruplarinda) sistolik ve diastolik kan basinglarinin birbirinden
farkli olmadig1 gozlendi (p>0,05).

Gruplar arasindaki son ve ilk giin agirlik farkinin istatistiksel olarak L-NAME
grubuna gore (Tedavi) Bal ve (Tedavi) Ekstrakt gruplarinda anlamli bir diizeyde kiloda

azalma oldugu (p<0,05); kontrol ve kapril gruplarinda anlamli bir fark olmadig: goriildii
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(p>0,05) tespit edildi. Literatiirde benzer caligmaya rastlanmadigindan kiyaslama
yapilamadi.

Mevcut tez ¢alismasinda 30 giinliik besleme sonucunda dekapite edilen siganlarin
serumlar1 alind1 ve bir kismi1 hizmet alim1 yoluyla biyokimyasal analizler (Glukoz, Aspartat
Aminotransferaz, Alkalen Fosfataz, Laktat Dehidrogenaz, Kreatin Kinaz, Kan Ure Azotu)
icin kullanildi. Literatiirde birgok deli bal zehirlenmesi vakasinda ve deney hayvanlarinda
yapilan c¢alismalarda serumda biyobelirteg parametrelerinde degisiklikler gozlenmis;

karaciger enzimleri lizerinde ve kardiyak enzimler iizerindeki etkilerine yer verilmistir.

Kan sekeri bircok hiicre i¢in 6nemli bir enerji kaynagi olmakla beraber ayni
zamanda merkezi sinir sistemi i¢in zorunlu bir yakittir. Sonug¢ olarak, normal kan sekeri
konsantrasyonunun korunmasi beyin dokusunun hayatta kalmasi i¢in gereklidir (Harper
1983). Silici vd., (2015), kan sekeri seviyesinin kontrol grubunda 295 mg/dL, sadece GTX
verilen hayvan grubunda glukoz seviyesinin 333 mg/dL, 0,1, 0,5 ve 25 g / kg / bw
dozlarda Rhododendron bali verilen gruplarda sirasiyla 229, 246, 325 mg/dL oldugunu
tespit etmistir. 0,1, 0,5 g/ kg / bw verilen gruplarla kontrol grubu arasinda anlamli bir fark
bulunmazken 2,5 g / kg / bw verilen grupta kan sekeri seviyesinin yiiksek olmasi daha
yiiksek karbonhidrat igerigi ile aciklanabilecegini ifade etmistir. Salman ve Akbas (2010),
grayantoksinin hipoglisemiye neden olabilecegini bildirmistir. Ayrica Uzun vd., (2013),
orman giilii bali zehirlenmesi olan bir ¢ocugun kan sekerinin normal seviyenin altinda
oldugunu bildirmistir. Bu tezdeki kandaki glukoz konsantrasyonunun istatistiksel olarak L-
NAME grubuyla Tedavi gruplari (Bal, Ekstrakt) arasinda anlamli bir fark oldugunu, tedavi
gruplarindaki serumdaki glukoz miktarinin anlaml bir diizeyde azaldigi goriilmektedir

(p<0.05).

Sahin vd., (2015) orman giilii bali tiiketen siganlarin kan serumundaki bazi
biyokimyasal parametrelerin dinamik degisikliklerini belirlemek istemistir. 5 grup
olusturmus; kontrol ve 0,3, 0,6, 1,2 ve 2,4 mg / g viicut agirlig1 / giin dozlarinda orman
giilli bali ekstresini (39,949 + 0,020 mg GTX-II1 / g bal) 8 giin boyunca oral gavaj yoluyla
vermistir. Biyokimyasal analizlerden test edilen parametrelerin artan bal konsantrasyonu
ile kontrol grubuna gore anlamli ve 6nemli bir yiikselme gosterdigini, sonug olarak, artan
Rhododendron bal konsantrasyonlarinin kullanimimin enzimatik semptomlarin kaynagi

oldugunu bildirmistir. Calismadaki sonuglar1 ¢alismamizla karsilastirabilmek ¢alismanin
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planlanmasinin farkli olmasi agisindan pek miimkiin olmasa da iki ¢alismada da AST ve
ALP kontrol degerlerinin birbirine yakin oldugu goriilmektedir. Ayrica ¢alismamizdaki
AST sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde kontrol grubuyla L-NAME grubu
arasinda anlamli bir fark oldugu goriildi (p<0.05) (L-NAME grubundaki anlamli artis.).
Ayrica L- NAME ve Tedavi gruplart (Bal, Ekstrakt) arasinda anlamli bir azalis oldugu
goriildii (p<0.05). ALP sonuglarinda istatistiki olarak L- NAME ve tedavi gruplar (Bal,
Ekstrakt) arasinda anlamli bir diizeyde azalma bulunmaktadir (p<0.05). ALP sonuglar1 ise
istatistiki olarak L- NAME ve Tedavi gruplar1 (Bal, Ekstrakt) arasinda anlamli bir diizeyde
azalma bulundugunu goéstermektedir (p<0.05).

Calismamizdaki CK ve LDH degerlerinin ise literatiirle uzak oldugu goriilmektedir
(Sahin vd., 2015). Bunun sebebi c¢alismamizdaki L-NAME enjeksiyonunun
kardiyovaskiiler sistemi daha cok etkilemesine baglanabilir. Calismamizda, istatisiksel
kanitlar 1s181inda, CK sonuglarinin degerlendirilmesinde kontrol grubundaki siganlarla L-
NAME grubu arasinda anlamli bir fark oldugu (p<0.05); ayrica L-NAME ve Tedavi
gruplar1 (Bal, Ekstrakt) arasinda da anlamli bir fark oldugu goriildii (p<0.05). LDH
sonuclarina bakildiginda kontrol grubuyla L- NAME grubu arasinda anlamli bir fark
oldugu (p<0.05); buna ek olarak L- NAME grubuna goére Tedavi gruplarinda (Bal,
Ekstrakt) anlamli bir diizeyde fark oldugu goriildii (p<0.05). Kontrol grubu ile L-NAME
arasindaki anlamli artis farki (p<0.05) bir kalp krizi (miyokard enfarktiisii) meydana
geldiginde, LDH enziminin kan akisindaki anormal yiikselmesi zaman zaman markor
olmasi1 varsayimina dayanabilir. Ayrica baz1 hipoksi vakalarinda da yiiksek LDH seviyesi
gortlebilir (Yaylaci vd., 2011; Okuyan vd., 2010; Sahin vd., 2015).

Silici vd., (2015) yaptig1 calismada bir grup sigana GTX-III vermis, diger gruplara
da GTX-III miktar1 bilinen ballar vermis ve direk GTX-III almakla bal tiiketimi arasindaki
farki ortaya koymak igin yaptig1 ¢alismada kontrol grubuna gére GTX-III ve yiksek doz
bal grubunda glukoz ve BUN seviyelerinde anlamli bir artis oldugunu belirlemistir
(p>0.05). Mevcut calismadaki BUN ortalama sonugclarina istatistiki anlamda bakildiginda
L- NAME ve Tedavi gruplar1 (Bal, Ekstrakt) arasinda anlamli bir fark oldugu ve
istatistiksel anlamda bir diisiis oldugu bulundu (p<0.05).

Bir vaka makalesi olan Cetin vd., (2009) Karadeniz bdlgesinden getirilen bal yeme
sonrast terleme ve gastro intestinal sikayetleri ile bagvuran bir kisinin hepatotoksisite

olgusu ile ilgili parametrelerine bakmstir. 43 yasindaki erkek hasta sikistirici gogiis agrisi
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ve terleme, bulanti, kusma sikayeti ile acil servise bagvurdu. AST ve ALT diizeylerini
strastyla 1175 U/ L ve 479 U / L olarak bildirmistir. Bu normal serum seviyelerine kiyasla
yaklasik 40 ila 100 kat daha fazladir. ALP seviyesi 174 U/L (normal deger: 40-150 U/L)
;LDH seviyesi 851 U/L (normal deger: 150-290 U/L) olarak bulunmustur.

Yine bir vaka makalesinde 15 yasindaki hasta ani bas donmesi ve halsizlik
yakmmalari ile hastaneye basvurdu. iki saat once ¢cok miktarda deli bal (150 ml) yedigi
Ogrenildi. Kardiyak hastaligi, travmasi veya herhangi bir ilaci tiiketmesi Oykiisii yoktu.
Acil serviste yapilan fizik muayenede viicut agirligt 65 kg (> 97 persentil), kan basinci
75/50 mmHg ve nabiz 45/dk olarak bulundu. Laboratuvar bulgular soyleydi: tire: 21,4 mg
/ dL, kreatinin: 0.9 mg / dL, sodyum: 140 mmol / L, klortr: 104 mmol / L, potasyum: 4,2
mmol/L, kan sekeri: 85 mg/dL, alanin aminotransferaz: 30 U/L, aspartat aminotransferaz:
25 U/L, kreatinin kinaz: 120 U/L, kreatinin kinaz-MB: 6 U/L. Tam kan sayim1 ve akciger
grafisi normal bulundu. 400 mL/m? izotonik sivi ve intravendz 0,5 mg atropin
enjeksiyonundan (on dakikalik araliklarla iki doz) sonra kan basinci1 120/80 mmHg ve kalp
hiz1 73/dakika oldu. Hastanin sikayetleri ve hemodinamik durumu bir saat icinde diizeldi.
Koroner yogun bakim {iinitesinde takip edilen hasta bir giin sonra taburcu edildi (Uzun vd.,
2013a).

Bir stres faktoru olan hipertansiyon, doku ve organlarda serbest radikal Gretimi ve
oksidatif strese sebep olabilir. Bu tir stres etkileri endojen veya ekzojen antioksidan
molekiiller tarafindan giderilebilir. Serbest radikal hasarmi engellemeye c¢alisan
antioksidanlarin bir kism1 enzim, bir kismi ise enzim olmayan molekiillerden olusmaktadir
(Harrison vd., 2007). Dokudaki GSH konsantrasyonu ve hiicresel glutatyondaki sulfidril
grubunun disiilfide yiikseltgenme hizi oksidatif stresin durumu hakkinda bilgi verir.
Viicuttaki oksidatif strese yonelik doku orneklerine yapilan GSH seviyesinin belirlenmesi
sonucunda karaciger dokusunda L-NAME ve bal grubu arasinda; bobrek dokusunda L-
NAME ile kapril, bal ve ekstrakt gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu bulundu (p<0.05).

L-Argininden NO olusum reaksiyonu {lizerinde calismalar devam ederken L-
Arginin anologlarinin bu reaksiyonu inhibe ettigi goriilmiis ve literatirde de en cok
kullanilan inhibitér L-NAME’dir. Kontrol grubuna goére diger gruplarda (her gruba L-
NAME enjeksiyonu yapildi) genel olarak NO diizeylerinde azalma goriildii. Bobrekte
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hipertansiyon ve tedavi (bal) grubu; karacigerde tedavi grubu bal grubu bu genellemenin
disinda kaldi.

NO’nun sebep oldugu oksidatif stresin belirteclerinden olan GSH seviyesinin NO
miktarinin artmasi ile ters orantili oldugunu gosteren ¢alismalar da mevcuttur (Schild vd.,
2003). Mevcut galismada da literatiirle eslesen Kkaraciger ve bobrek dokularinda kontrol
grubuna kiyasla tedavi (bitki) grubu ve standart grubunda artan GSH miktarinin NO

miktariyla ters orantili oldugu goriildii.



5. SONUCLAR

Orman giili balinin halk arasinda tansiyon distriicii olarak fayda sagladigina
inanilmaktadir, ancak bu konuyu bilimsel olarak ele alan genis kapsamli bir deneysel
calismaya literatiirde rastlanamadi. Balin tansiyon diisiiriicii etkisini deneysel olarak agiga
cikarilmasi i¢in yapilan bu tezin sonucunda Karadeniz Bolgesi’nden toplanan:

e Bal 6rneklerinin % polen miktarlar1 belirlendi. Ballardaki polen miktarinin %0,1-10
arasinda degistigi bulundu.

¢ LC-MS/MS ile bal ve bitki drneklerinde bulunan GTX-1II’ iin degisik miktarlarda
oldugu belirlendi ve ballarin bu bilesence zengin olmadigi bitkilerin ise goreceli olarak
zengin oldugu literatiir yardimiyla yorumlandi.

eDeney hayvanlari c¢alismasinda kullanilan bal Ornegini  (Artvin, Hopa)
kimliklendirmek adina bazi fiziksel ve kimyasal parametreleri belirlendi. Literatiirle
kiyasland1 ve uyumlu oldugu goriildi.

eDeney hayvanlart ¢alismasinda kullanilan bal ve bitki Orneklerinin antioksidan
oOzellikleri ve RP-HPLC-UYV ile fenolik bilesenleri belirlendi. Literatiirle uyumlu oldugu ve
bitki ekstraktinin bala gére daha fazla fenolik icerige sahip oldugu goriildii.

e Deney hayvanlariin son giin — ilk gun kilo 6lcimlerinde L-NAME grubuna gore
(Tedavi) Bal ve (Tedavi) Ekstrakt gruplarinda anlamli bir diizeyde kiloda azalma oldugu
(p<0,05) goruldi (p>0,05).

e Deli balin ve Rhododendron ¢igeginin hipertansif si¢anlarda kardiyovaskdler sistem
ve oksidatif stres tlizerinde tibbi potansiyel etkisi oldugu ortaya ¢ikarilmis oldu. Tibbi bal
niteligi tasiyan bu Tirk balinin hipertansiyonu diistiriicii etkisi deneysel veriler 1s181nda
istatistiki olarak belirlendi. Deney hayvanlari ile yapilan tansiyon olglimleri sonucunda
sistolik ve diastolik basinglarda L-NAME’ye kiyasla tiim gruplarda istatistiksel olarak
anlamli bir diizeyde azalma oldugu goriildii (p<0.001).

e Serumda yapilan tiim biyokimyasal analizler (Glukoz, Aspartat Aminotransferaz,
Alkalen Fosfataz, Laktat Dehidrogenaz, Kreatin Kinaz, Kan Ure Azotu) sonucunda L-
NAME grubuna gore Tedavi gruplarinda (Bal, Ekstrakt) anlamli bir diizeyde fark oldugu
goraldi (p<0.05).
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e Karaciger ve bobrek dokuda homojenatlarinda yapilan GSH diizeyinin sonucunda:

* Karaciger dokusunda L-NAME ve bal grubu arasinda anlamli bir
fark oldugu,

* Bobrek dokusunda L-NAME ile kapril, bal ve ekstrakt gruplar
arasinda anlamli bir fark oldugu bulundu (p<0.05).

eKalp, karaciger ve bobrek dokuda homojenatlarinda yapilan NO diizeyinin
sonucunda:

* Kalp dokusunda gruplar arasinda istatistiksel olarak herhangi anlaml1
bir farklilik bulunamadigi (p>0.05),

* Karaciger dokusunda L-NAME grubu ile bal grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir artis bulundugu (p<0.05),

* Bobrek dokusundaki NO diizeylerine istatistiki olarak bakildiginda
L-NAME ile tedavi gruplar1 olan kapril ve ekstrakt gruplar1 arasinda anlamli

bir fark bulundugu (p<0.05) tespit edildi.



6. ONERILER

Toksik etkisi bilinen orman giilii bali alternatif tip iirlinii olarak halk arasinda
kullanilmaktadir. Ancak “Bu besin maddesi ne siklikla tliketilmelidir?”, “Balin veya
bitkinin igerdigi GTX-III miktar1 ne kadar olmali ki tiiketildiginde tansiyonu ideal
seviyeye indirsin?” ve “Metabolizma i¢in Oldiriicii doz nedir?” gibi klinik bazli
problemlerin ¢6ziimii bu ¢alisma ile tam olarak ¢oziime kavusturulamadi. Dolayisiyla
orneklerin igerdigi GTX miktariin LC-MS/MS disinda rutin bir 6l¢iim yontemi
gelistirilip tespit edilebilmesi 6nemlidir ve Klinik problemlerin ¢ézumleri yeni
calismalarla agiga kavusturulmalidir.

Hazirlanan bitki ekstraksiyonunun bala kiyasla GTX-III igerigine gore tansiyonu
beklenen orantida diisiirmedigi bu sebeple ekstraksiyondan sonraki asamada yapilan
islemlerde GTX-lII’lin tansiyon dusiiriicii etkisini kaybetmis olabilecegi veya
¢cozlinlrliigiiniin azalmis olabileceginden dolayr numunenin hazirlanma prensibi
degistirilip yeniden hayvanlar iizerinde denemesi yapilabilir.

Ayni zamanda literatiirde prolin agirlikli peptidlerin anti-hipertansif oldugu
yapilan in vitro ¢aligmalarla bildirilmistir ve bunun belirlenmesinde prolin igin de deney
hayvanlarinda kontrol  grubu olusturulabilir. Bal grubuyla kiyaslama yapilabilir.

Bdylece prolinin deney hayvanlari {izerindeki tansiyon disiiriicii etkisi agiga ¢ikarilmis
olacaktir.

Bunlara ek olarak deli balin iiretiminin yayginlastirilmasi ve ar1 iireticilerinin de bu

balin iiretimine tesvigi igin bu konuda seminerler diizenlenmesi 6nerilmektedir.
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8. EKLER
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Ek 1’in devami
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Ek 1’in devam
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Ek 2. Rhododendron Cigeklerinin Bazilarinin GTX-III Kromatogramlar
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Ek 2’in devam
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Ek 2’in devam
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