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Yiiksek Lisans Tezi
OZET

a-AMANITIN iLE OLUSTURULMUS KARACIGER HASARINDA ARI
URUNLERININ ROLU

Onur DORUK

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Sevgi KOLAYLI
2014, 48 Sayfa

Bu ¢alismada, siganlarda a-amanitin nedenli karaciger hasarina karsi bal ve polenin
koruyucu rolii incelendi. 35 adet disi Sprague Dawley sigan kullanildi. Kontrol grubu,
amanitin grubu (ii¢ giin boyunca 0,2 ml/kg.giin), polen grubu (800 mg/kg.giin), bal grubu
(800 mg/kg.giin) ve silibinin grubu (25 mg/kg.giin) olarak siganlar 5 gruba ayrildi. Kontrol
grubunun disinda amanitine maruz kalan tim grup ve apiterapik iriinleri, sekiz giin
boyunca gavaj yoluyla uygulandi. Karaciger hasar1 olusumu serum alanin transaminaz
(ALT), aspartat transaminaz (AST) enzimlerinin aktivitelerini 6l¢iilmesiyle izlendi. Buna
ek olarak, histopatolojik muayeneler, malondialdehit (MDA) ve katalaz (CAT) enzim
aktiviteleri de oOlgtildii. Art Grtinlerinin antioksidan kapasiteleri toplam fenolik igerik ve
Fe(Ill) indirgenme giicii metodu ile Olgiildii. Ar tiriinlerinin antioksidan aktivitelerinin
fenolik bilesik igerikleri ile degiskenlik gosterdigi belirlendi. Bu iki ari iriiniiniin
antioksidan kapasitelerinin farkli olmasina ragmen a-amanitinin olusturdugu hasari
onlemede hemen hemen benzer koruyucu roller gosterdi. Sonug olarak, ¢alisilan bal arisi

tiriinlerinin toksik ajanlara karsi karacigeri korudugu bulundu.

Anahtar Kelimeler: Bal, Polen, a-Amanitin, Silibinin ve Antioksidan
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Master Thesis
SUMMARY

THE ROLE OF BEE PODUCTS IN 0-AMANITIN INDUCED HEPATIC DAMAGE
Onur DORUK

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Sevgi KOLAYLI
2014, 48 Pages

In this study, the role of hepatoprotective effects of some bee- products which were honey,
pollen, against a-amanitine induced hepatic damages in rats were investigated. A total of
35 female Sprague Dawley rats were used. The rats were divided 5 groups: control group,
amanitin-treated group (0,2 mL/kg.day for three days), pollen group (800 mg/kg.day),
honey group (800 mg/kg.day), and silibinin (25 mg/kg.day) group. Except of the control
group all group exposed to amanitin, and the apitherapic samples were applied by gavage
for eight days. The liver damage formation was followed by measuring the activities
of serum alanine transaminase (ALT), aspartate transaminase (AST) enzymes. In addition,
histopathological examinations, malondialdehyde (MDA) and catalase (CAT) enzyme
activities were also performed. Antioxidant capacities of the bee products were measured
by total phenolic contents and ferric reducing antioxidant power (FRAP). The antioxidant
activities of the bee products were shown to vary with their phenolic compound contents
and could be ordered largest to smallest honey and pollen. When these two bee products
were analyzed for their roles in prevention of liver damage, despite to their different levels
of antioxidant capacities, almost similar protective roles in preventing the damage formed
by a-amanitin were found. The similar protective role against liver damage may be source
of the bee products bioavaibility of the rats. As a result, all the honey bee products were

found to protect the liver against toxic agents.

Key Word: Honey, Pollen, a-Amanitin, Silibinin ve Antioxidant
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Eski zamanlardan beri mantarlar giinliik beslenmenin yani sira, giizel aromalari ve
tatlar1 ile insanlar tarafindan tiiketilmektedir. Ayrica mantarlarin tedavi edici amagla
kullanim1 da giinden giine artmaktadir. Dogal {iriinler arasinda yer alan mantarlar klinik
calismalarda da sik¢a kullanilmaktadir (Bourquelot ve Bertrand, 1895).

Mantarlart Whittaker’in 1969°da 6nerdigi 5°li sisteme kadar bitkiler alemi i¢inde ve
tohumsuz bitkiler ile beraber bir boliim (Mycophyta) olarak ele alinmaktadir. Whittaker ise
kendi diistincesini gelistirirken; yliz yirmi bes bin civarinda bir tiir ¢esitliligi gosteren tiim
mantarlarin, ayri bir canlilar alemi olusturdugunu kabul edip Regnum: Myceteae (Fungi)
adin verdigi aleme yerlestirmistir (Webster, 1989; Alexopoulos vd., 1996). Mantarlar, ¢ok
hiicreli ve tek hiicreli olabilen 6karyotik bir canli alemidir.

Klorofil icermediklerinden bagimsiz olarak seker, yag ve nisasta gibi organik
maddeler olusturamazlar ve bu nedenle diger canlilara ihtiya¢ duyarlar. Makromantarlar;
cayirlarda, yol kenarlarinda, ormanlarda, agag altlarinda yetisirler. Cok degisik renk ve
sekillere sahiptirler. Yenilebilir mantarlar, % 92 6l¢iide su igermekte ve aromasi nedeniyle
bazi insanlar tarafindan biiytik ilgi gormektedir.

Protein ve mineral tuzlar acisindan olduk¢a zengin yapidadirlar. Kalsiyum,
potasyum, fosfor ve demir igerirler. Mantarlar C vitamini agisindan fakirdirler. Buna
karsilik, B grubu vitaminleri, K ve D, vitaminleri acisindan zengin mantar tiirleri de vardir.

Mantar proteinlerinin sindirilme yiizdeleri % 72-83 arasindadir. Meyve ve sebzelerle
kiyaslandiginda, iyi bir lisin, arginin, histidin ve treonin kaynagidirlar. insan beslenmesi
icin gerekli tiim aminoasitleri icermekte olup, buna ragmen triptofan seviyeleri kismen
diisiiktiir. Ayrica mantarlar sodyum, klor, bakir, demir, potasyum, brom, mangan, ¢inko,
fosfor, kalsiyum, riboflavin, nikotinik asit gibi mineral ve vitaminler agisindan da
zengindirler (Kolcuoglu, 2005). Mantarlar miikemmel bir folik asit kaynagidirlar. Folik
asit yetersizliginden ileri gelen aneminin tedavisinde mantar igeren diyetler etkili
olmaktadir. Mantarlarda yapilan arastirmalar sonucunda mantarlarin kandaki seker

seviyesini ve kolesterolii de disiirdiigii goriillmektedir (Boztok, 1990).



Birgok fungusun biyoaktif bilesenlerinin incelenmesinde epeyce yol alinmistir.
Ormnegin, Wolfiporia sp. fungusu genel bir yatistiric olarak merkezi sinir sistemine etki
ederek kalp carpintilarinin kontroliinde kullanilir. Klinik ¢alismalarda bu mantardan elde
edilen bilesikler farelerde stresin neden oldugu iilsere karsi koruma saglamistir. Mantar
idrar soktiirlicii ve deri iltihaplarint 6nleyici olarak da kullanilmaktadir. Cinliler mantari
meme ve rahim kanserlerini tedavi etmek i¢in kullanmaktadir (Kabir vd., 1988).

Mantarlarin tibbi Ozellikleri arasinda; antimikrobiyal etkileri, antioksidan etkileri,
hepatoprotektif etkileri (karaciger koruyucu etkileri), antidiyabetik etkileri, bagisiklik
sistemini diizenleyici Ozelligi, antitimor etkileri, kolesterol diistirticii 6zelligi, seker
diisiirticti 6zelligi bulunmaktadir.

Biyolojik, ekonomik ve tibbi agidan faydali mantarlarin yaninda, yenen mantarlara
goriinilis acisindan benzemeleri nedeniyle siklikla karistirilan 6ldiiriicli zehirli mantarlar da
bulunmaktadir. Amanita cinsine ait birkag tiir 6zellikle Amanita phalloides tiirii birgok
oliimciil zehirlenmeden sorumludur (Trappe, 1992).

Bircok mantarda bulunan toksik maddeler orta veya ilimli derecede zehirlenmelere
neden olmaktadir. Ancak bununla beraber asir1 derecede zehirli birka¢ mantar tiiriiniin
tiiketilmesi tibbi problemlere sebep olmaktadir. Mantar zehirlenmesi (mycetism), tim
insanlik tarihinde meydana gelmistir ve Amanita tiirleri zehirliliklerinden dolay1 en az
2000 yildan beri taninmaktadir (Hallen, 2002). Tarihi kanitlar en az lic Roma
imparatorunun ve bir papanin mantar zehirlenmesinin kurbanlari arasinda oldugunu ileri
siirmektedir (Li ve Oberlies, 2005). Tahminen mantar zehirlenmesinin en meshur vakasi
Amanita phalloides (kdygdgiiren) tiiriiniin ekstraktinin Roma imparatoru Claudius’u
zehirlemek icin kullamildigi olaydir (Hallen, 2002). Mantar zehirlenmeleri, genellikle
kazara veya yenen mantarlarla zehirli mantarlarin morfolojik benzerlikleri nedeniyle
karistirilmas1 ve ayrica kasitli olarak psikotropik (beyin hiicrelerini etkileyen) mantarlarin
yenmesi sonucu meydana gelmektedir (Persson, 2007). Diinyadaki o6liimciil mantar
zehirlenme vakalarinin yaklasik %90’1 Amanita phalloides tiiriiniin yenmesiyle meydana
gelmektedir (Aygiil vd., 2010). En agir zehirlenmelere , Amanita phalloides ve Amanita
virosa’da bulunan ve agir mide-bagirsak ve karaciger hasarma yol acan amatoksinler ve
Cortinarius tiirlerinde bulunan ve bobrek hasarina yol agan orellanin gibi sitotoksik
maddeler sebep olmaktadir (Jaeger vd., 1993; Danel vd., 2001). Mantarlarin biinyesinde
bulunan, Clitocybe ve Inocybe cinslerine ait tiirlerdeki muskarin, Psilocybe ve Panaeolus

cinslerine ait tiirlerdeki psilosibin, Amanita muscaria (ucuran mantar) ve Amanita



pantherina tiirlerindeki isoksazol ve Gyromitra cinslerine ait tiirlerdeki gyromitrin gibi
norotoksinler dramatik ve nadiren Oldiiriicii etkilere, genellikle de mide-bagirsak
bozukluklarina neden olmaktadir (Persson, 2007).

Bal, arilarin ¢icekteki nektar veya bitkiler iizerinde yasayan bazi canlilarin tirettikleri
salgilardan topladiklar1 ve enzimatik olarak degisiklige ugratip peteklere depoladiklar: tath
bir maddedir. Dogada saf iiretildigi sekliyle besleyici degeri yiiksek olan bal, degisik
bilesiklerden olusan yaklasik 200’1in iizerinde madde i¢cermektedir. Saf balin en 6nemli
bilesenlerini yaklasik %80 diizeyindeki monosakkaritler (fruktoz, galaktoz) ve
disakkaritlerden olusan sekerler teskil etmektedir, bunun yanmisira % 18-19’u su,
aminoasitler, vitaminler (biotin, nikotinik asit, folik asit, pantotenik asit, piroksidin, tiamin,
vs.), enzimler (diyastaz, invertaz, glikoz oksidaz ve katalaz) ve mineral madde (potasyum,
demir, magnezyum, fosfor, bakir ve kalsiyum) igermektedir (White, 1978; Sahinler vd.,
2001). Bal igerigi oldukca degiskendir ve toplanan nektar botanik kaynagina, mevsim,
cografyaya ve toprak verimliligine, yagis ve diger birgok cevresel faktére gore
degismektedir (Anklam, 1998; Oddo ve Bogdanov, 2004; Giler vd., 2007; Nisbet vd.,
2009; Khalil vd., 2010). Bu nedenle ari1 iiriinlerinin kimyasal 6zellikleri ¢evre kalitesi ile
dogrudan iliskilendirilmistir (Sahinler vd., 2001; Staniskiene vd., 2006; Nisbet vd.,2009).

Bal, icerdigi basit ve kompleks sekerlerden dolayr dogal bir tatlandirici olarak
kullanilabilmektedir (Molan, 1996). Ayrica sakkarozdan daha diisiik bir glisemik indekse
(GI) sahiptir (Samanta vd., 1985) ve bal tiiketiminin yararli etkileri literatiirlerde
anlatilmistir. Bu etkilerden en 6nemlilerinin antioksidan kapasitesi (Taormina vd., 2001;
Gheldof vd., 2003; Schrammd vd., 2003), bagirsak hareketliliginin gelistirilmesi (Ladas
vd., 1995), sitokin iiretimi (Tonks vd., 2003) ve prebiyotik etki (Sanz vd., 2005, Ezz El-
Arab vd., 2006) oldugu belirtilmektedir. Bunlara ilaveten balin, gidalarin bagirsaktan
emilimini kolaylastirict 6zelligi oldugu da bildirilmektedir (Chepulis, 2007).

Polen ¢igekli bitkilerin erkek iireme materyalidir. Degisik renklerde bulunan polen
arilar tarafindan kovanin gida ihtiyacini karsilamak igin toplanmaktadir. Bitkiden bitkiye
degisen bilesim yaklasik %10-15 su, % 20 protein,% 30-60 karbonhidrat, amino asitler, %
6 yag asitleri (39% linolenik, 20% palmitik ve 13% linoleik asitler;), flavonoid,
karotenoidler, terpenler, 12 den fazla vitamin, mineral ve 10 dan fazla enzime sahiptir
(Qian vd., 2008; Ishikawa vd., 2009; Maruyama vd., 2010; Attia vd., 2011).

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu engelleyerek veya mevcut radikalleri

stipiirerek hiicrenin zarar gormesini engelleyen ve yapisinda genellikle fenolik fonksiyon



tasiyan molekiillerdir (Kahkonen vd., 1999; Nagai vd., 2003). Viicutta kalkan gorevi yapan
bu kimyasal bilesiklerin 6zelligi, kendi elektronlarini vererek serbest radikalleri notralize
etmeleri ve bu sirada serbest radikal haline gelmemeleridir (Prior ve Cao, 2000).
Antioksidanlarin insan sagligindaki yerini belirleyen en énemli faktérler, onlarin kimyasal
yapilari, ¢ozintrlikleri, yapi/aktivite iliskileri ve dogal kaynaklardan elde edilebilmeleridir
(Kaur ve Kapoor, 2001). Antioksidan aktivitesi balin bir kalite kriteri olarak
kullanilabilmesinin ~ yanisira, onun tedavi edici  potansiyeli ve  kalitenin
degerlendirilmesinin iyi bir parametresi olabilmektedir. Ballarin antioksidan aktivitesi;
fenolikler, peptitler, organik asitler, enzimler, Maillard reaksiyon iirlinleri ve muhtemelen
diisiik miktarlarda bulunan bilesikler gibi birgok bilesiklerin aktivitelerinin toplaminin
sonucu olarak meydana gelmektedir (Gheldof vd., 2002).

Diinyada en yaygin goriilen zehirlenme tiirlerinden biri Amanita phalloides tiirlerinde
bulunan a-amanitin (a-AMA) kaynakli zehirlenme olup toksinin RNA polimeraz 11
enzimini inhibe etmektedir. Toksin’in 6liimle sonu¢lanmayan vakalarinda ciddi karaciger
hasarlart meydana gelmektedir ve dogal {iriinler tedavide kullanilmaktadir, silibinin ve
penisilin en sik kullanilandir. Amacimiz, o-AMA kaynakli karaciger hasarlarim
onlenmesinin silibinine alternatif yeni triinler kesfetmek olup literatiirde silibinin gibi
cesitli dogal tirtinler ile denemeler yapilmistir. Dolayisiyla planlanan bu ¢aligmada mantar
zehirlenmesine meydana gelen karaciger hasarini tedavi etmek i¢in ar1 liriinleri olan bal ve

polenin karaciger hasarinin 6nlemedeki rolii aragtirildu.

1.2. Apiterapi

Eskiden beri insanoglu, hastaliklarin tedavisinde ari {riinlerinden yararlanmistir.
Gilinlimiizde de ar1 lriinleriyle tedavi yani apiterapi hala dnemini korumaktadir. Bal, ar1
siitli, propolis, bal mumu, polen gibi apiterapi iirlinleri tipta ve veterinerlikte sikca
kullanilmaktadir. Apiterapide kullanilan ve arilarin baslica tirtinlerinden biri olan bal, insan
viicudu i¢in miikkemmel bir enerji ve giic kaynagidir. Bal, insan saglig1 i¢in gerekli olan
sekerler, vitaminler, mineraller ve proteinler icermesi bakimindan da 6énemli bir tirlindiir.
Ayrica icerdigi kokulu bilesikler ile kendine has aromasi ve lezzete sahiptir. Bu 6zelligi
balin insanlar tarafindan sevilerek fazla miktarda tiiketilmesini saglamaktadir. Balin hic
yag icermemesi onun diyetli kisiler tarafindan da yenilmesini kolaylastirmaktadir.

Tiiketimi kolay ve fazla olan bal bircok hastaliga sifa kaynagidir. Igerdigi sindirimi



kolaylastirict enzimlerle unlu ve etli gidalarin hazmini hizlandirmaktadir. Bu nedenle mide,
karaciger ve kalp hasliklarinda tavsiye edilmektedir (Ceylan, 2000).

Balin iilser ve diger mide hastaliklari, kalp yetmezlikleri, ¢carpinti, kemik hastaliklari,
oksiirtik, allerji, bronsit, kansizlik, bogaz agrisi, sinir hastaliklari, bazi cilt ve sinir sistemi
hastaliklar1 gibi 500°e yakin hastaligin tedavisinde olumlu etkileri saptanmistir. Ayrica
kabizlig1r giderdigi, viicuttaki kani temizledigi, damarlari genislettigi ve kan dolasimini
kolaylastirdigi, kalbi gii¢lendirdigi, yag hazmini kolaylastirdigi, yara ve yaniklari
iyilestirdigi de bilinmektedir (Molan, 2000).

Polen (cicek tozu), bitkinin erkek gametini disi gamete tagiyan bir yapidir (Erdogan
ve Dodologlu, 2005). Apiterapide polen enfeksiyon hastaliklar1 ve mide kanamasi gibi
bircok hastaligin tedavisinde (Williams, 1994) ve yiiksek rakima bagli kusma
sendromunun 6nlenmesinde tibben kullanilmaktadir (Linskens ve Jorde, 1997).

Baldaki antibakteriyel aktivite ilk olarak 1982 yilinda bildirilmistir. Baldaki inhibitor
bilesen, 1s1 ve 1518a duyarli ve glukoz oksidaz tarafindan iiretilen hidrojen peroksittir. Baz1
arastiricilar  baldaki esas antibakteriyel bilesenin hidrojen peroksit olduguna
inanmaktadirlar. Fakat bazi ballarda glukozoksidaz inaktiftir ve bu ballarda bakterilerin
gelisimini inhibe etmeye yetmeyecek kadar az hidrojen peroksit bulunmaktadir. Bu ballar
151 ve 1s18a duyarli degildirler ve uzun siire bozulmadan kalabilmektedirler (Bogdanow,
1997).

Hastalik ve enfeksiyonlara neden olan bir¢ok mikroorganizmanin gelisimi bal
tarafindan inhibe edilmektedir. Yapilan laboratuvar arastirmalar1 balin Escherichia coli,
Staphylococcus aureus ve Salmonella enterica ve Ser. typhimurium gibi yaralarda bulunan
bakterilere karsi etkili oldugunu gostermektedir (Mundo vd., 2004). Yaniklarda ve
enfeksiyonlu yaralarda bal kullanilmasi yaralarin temiz ve steril hale gelmesini saglamakta,
bdylece yaralarin daha ¢abuk kapanmasina sebep olmaktadir. Yaralarin balla temizlenmesi
ayn1 zamanda yara i¢inin daha net goriilmesini ve ameliyat, dikis vb. tibbi miidahale
durumunda kolaylik saglamaktadir (Molan, 2000).

Balin antioksidan, antibakteriyal, antiviral, anti-inflamautuar gibi pek ¢ok biyolojik
aktif 6zellikleri iizerine yapilan sayisiz ¢alisma bulunmaktadir ve bu ¢alismalarda balin bu
biyolojik aktivitesinden sorumlu bilesiklerin fenolik asitler, polifenoller ve flavanollerden
ileri geldigi bildirilmektedir (Anklam, 1998; Beratta, vd., 2005; Bogdanov ve Gfeller,
2006; Kiigiik vd., 2007; Kolayh vd., 2008; Socha vd., 2009; Liviu Al vd., 2009).



1.3. Mantar Zehirlenmeleri

Mantarlar klorofil tasimayan, parazit veya saprofit olarak yasayan ve sporla lireyen
canli organizmalardir. Sporlar riizgarla c¢evreye dagilirlar ve toprakta yillarca
yasayabilirler. iklim sartlari, yani topragin ve havanin 1s1s1 ve nemi, uygun oldugunda bu
sporlar ¢imlenerek bir fruktifikasyon verirler. Bu nedenle yenebilen ve zehirli mantarlar
yan yana yetisirler (Baytop, 1996).

Bilinen mantar tiirlerinin yaklasik % 4’tinli zehirli tiirler, % 2’si yogun ilgi gdren
yenen tiirler ve diger %19’u normal yenilebilir tiirler olusturmaktadir. Mantar tiirlerinin
kalan %75’ini olusturan tiirler tehlikeli olmasa bile asir1 odunsu, siimiiksii, tozumsu ve
tiylii olmalar1 gibi istenmeyen Ozelliklerinden dolayr yenmez mantar olarak kabul
edilmektedir (Hallen, 2002).

Mantarlarin zehirli olup olmadig1 her zaman kesin olarak bilinemez. Baz: tiirler her
zaman toksiktir, fakat meydana getirdigi belirtiler ¢ok degisik olabilir. Bazi tiirler zaman
zaman toksiktir. Bazilar1 bazi1 mevsimlerde ve olgunluklarinin bazi déneminde zehirlidir
(Baytop, 1989).

Tiirkiye’de mantar zehirlenmelerinin baslica nedeni halk arasinda, 6zellikle kirsal
kesimde, ormanlardan ve ¢ayirlardan mantar toplayip yeme aliskanliginin oldukg¢a yaygin
olmasidir. Bazi yorelerde yabani mantarlar pazarlarda satilmaktadir. Yenen mantarlar ve
zehirli mantarlar yan yana yetisirler ve bazilar1 birbirine ¢ok benzer. Bunlar ancak bir
mikolog tarafindan incelenerek ayirt edilebilirler. Bu nedenle, mantarlar1 iyi tanimayan
toplayicilar tarafindan kolaylikla karistirtlabilirler. Mantarin besin degeri hakkindaki yanlis
bilgiler ve halk arasinda yenen ve zehirli mantarlar1 birbirinden ayirt etmeye yaradigi iddia
edilen bazi yanlig inanislar da zehirlenmelerde rol oynamaktadir (Mat, 2000).

Zehirli bilesiklerin ¢ogu 1siya dayanikhidir, pisirmekle ve kaynatmakla veya
kurutmakla mantarin zehirliligi ortadan kalkmaz. Ancak bazi zehirli mantar tiirlerinin
toksinleri termolabil oldugu icin sicaklik uygulamasindan etkilenip bozulabilir. Ornegin
Gyromitra esculenta’nin icerdigi giromitrin bdyle iken Amanita phalloides’in
amatoksinleri sicakliktan etkilenmez ve mantar pisirilse de kurutulsa da zehirliligini korur
(Kaymakgalan, 1968; Isiloglu vd., 1995).

Amatoksin gibi toksinleri igeren zehirli mantarlart tuzlu suda veya sirkede

bekletmek, ayran ve yogurtla birlikte yemek bu tipteki mantarlarin zehirliliklerini ortadan



kaldirmaz. Mantarlar zehirlerini bagka kaynaklardan (yilanlardan, demirden) almazlar.
Toksik veya nontoksik olma canlinin kendi genetik 6zelligi ile ilgilidir (Isiloglu vd., 1995).

Mantarin lezzeti, zehirli olup olmadiklar1 hakkinda hi¢ bir fikir vermez. Mesela
Amanita phalloides ile zehirlenenler ¢ok hos bir lezzeti oldugunu ifade etmislerdir
(Kaymakgalan, 1968).

Bugiine kadar yayinlanmis zehirlenme vakalar incelendiginde Amanita phalloides
mantarinin tehlikeli zehirlenmelere yol agtigi ve c¢ogunun Oliimle sonuglandigi
goriilmektedir (Mat, 2000).

Isiloglu ve arkadaslarinin belirttigine gére Kasim 1994°te Istanbul’da 150°den fazla
kisi mantardan zehirlenmistir. Vakalarin dortte birinin Amanita phalloides’ten zehirlendigi
bir cogunun hemoperfiizyon, yiiksek dozda penisilin ve destek tedavi uygulanarak
kurtarildigi ancak 20 kadar kisinin hayatin1 kaybettigi belirtilmistir (Isiloglu vd., 1995).

Asuman Baytop, 1990’1 yillarda Istanbul’da 6liimle sonuglanan zehirlenmelere
neden olan mantarn Amanita phalloides oldugunu ve belki de Amanita virosa’nin bu
zehirlenmelere istirak ettigini belirtmistir. Bu iki mantarm, Istanbul’da ve Anadolu’da
oldukga sik rastlanan, yenen bir mantar olan ve halk dilinde i¢i kizil ad1 verilen Agaricus
campestris’e benzetildiginden, onunla birlikte veya yanlislikla yerine toplanmis
olabilecegini diisiinmiistiir. Amanita phalloides o yillarda Belgrat Ormami ve Istanbul
yakinindaki ormanlarda bol miktarda fruktifikasyon verme imkani bulmustu (Baytop,
1992).

Ergiiven ve arkadaslarinin yaptiklart bir c¢alismada, 1994-2004 yillar1 arasinda
hastanelerine bagvuran 39 pediatrik vakayi incelemislerdir. 16 vakayr konvensiyonel
tedavi, antidot ve hemoperflizyon kullanimi ile kurtarmislardir. 7 vakada hepatik koma
sonucu Olim meydana gelmistir. Vakalarin 19 (% 48)’u Amanita phalloides ile 20 (% 52)
tanesi de diger mantarlar ile zehirlenmistir (Erguven vd., 2007).

Kiigtik ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada 2002 yilinda hastanelerine 41 mantar
zehirlenmesi vakasi kabul ettiklerini, bunlardan 30’unda destekleyici tedavinin yeterli
oldugunu ama 11 hasta i¢in yogun bakim gerektigini aktarmislardir. Hastalardan 5’ini
kaybetmisler, 4’ti medikal tedavi gerektirmis ve 2 hastaya da ortotopik karaciger
transplantasyonu gergeklestirmislerdir (Kucuk vd., 2005).

Ecevit ve arkadaslarinin belirttigine gore Ocak-Aralik 2002 tarihleri arasinda Dr.
Behcet Uz Cocuk Hastanesi Acil Servisi’ne mantar zehirlenmesi nedeni ile basvuran 21

olgunun 3’iinii Amanita phalloides ile olan zehirlenmeler olusturmustur. Her 3 olgu da



fulminan karaciger yetmezligine gitmis ve organ transplantasyonu i¢in sevk edilmistir. Bu
3 olgu da sevk edildigi kurumda kaybedilmistir (Ecevit vd., 2004).

Sonug olarak, Tiirkiye’de her yil 100 civarinda mantar zehirlenmesi vakasinin
kayitlara gectigini sdyleyebiliriz. Gergekte ise bu sayr muhakkak ki 100°tin ¢ok
tizerindedir, ¢iinkii vakalarin hepsi saglik kuruluslarina bagvurmamaktadir. Zehirlenmeler
Ozellikle sonbahar ve ilkbahar aylarinda goriilmekte ve yagishh gecen yillarda sayi

artmaktadir (Mat, 2000).

1.4. a-Amanitin

Bilinen 100 dolaylarinda zehirli mantar tiirii olmakla birlikte bunlardan yaklasik 8-10
tirle goriilen zehirlenmeler O6limciil sonuclar dogurabilmektedir. Amanita mantarlari,
bircok bolgede yaygin olarak yetisen ve bircok iiyesi bulunan bir mantar cinsidir. Bu
mantarlar i¢cinde ¢ok lezzetli yenilen mantarlar oldugu gibi ¢ok ciddi zehirlenmelere neden
olan bazi tiirler de bulunmaktadir. Bu tiirler arasinda Amanita phalloides, Amanita verna,
Amanita bisporigera, Amanita virosa, Amanita muscaria, Amanita panterina’nin 6liimciil
zehirlenmelere yol actigi bilinmektedir (Mat, 2000). Oliimciil zehirlenmelerin en sik
nedeni Amanita phalloides tiiriidiir (French vd., 2011). Ulkemizde koygdgiiren,
evcikyikan; diinyada ise 6liim melegi, 6liim sapkasi (death cap) gibi isimlerle bilinen bu
mantarlarda toksisiteden sorumlu 2 grup toksin tanimlanmistir. Bunlar amatoksinler ve
fallotoksinler olarak adlandirilmistir (Vetter, 1998). Fallotoksinler, asir1 toksik olmalarina
ragmen gastreintestinal sistemden yeterince emilmediginden toksisitesi klinikte goriilmez
(Lengsfeld vd., 1974). Oliimden sorumlu olan toksinler, amatoksinlerdir ve amanitinler
olarak da isimlerdirilirler. Bu grupta alfa, beta, gama ve epsilon amanitin gibi toksinler
bulunur. Emilim oran1 ¢ok yiiksek oldugundan diger toksinlere nazaran toksisiteden
sorumlu olan a-amanitindir (Letschert vd., 2006). Oktapeptit bisiklik karaktere sahip
amanitinin 8 tiirevi tiirii oldugu biliniyor (Sekil 1) alpha(a-ama), beta(b-ama), gamma(g-
ama)(Rittgen vd., 2008).
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Sekil 1. Amatoksinlerin yapisi

Tablo 1. Bilinen amatoksinler

R' |R*|R*| R'| R® Molekiiler Fomiil Mg
o-Amanitin CH,0OH|OH|OH| NH,| OH CaoHsuN1g01sS  918.97
B-Amanitin CH,OH|OH|OH| OH| OH CaoHssNgO1sS  [919.95
y-Amanitin CH; |OH|OH| NH,| OH CaoHsuN1g013S 902,97
e-Amanitin CH; |OH|OH| OH| OH CaoHssNgOs,S  |903.96
Amanullin CH, H |OH| NH,| OH C3gHs4N;104,S 886.97
Amanullin acid CH; | H|OH| OH| OH CsoHssN9OS  |887.96
Proamanullin CH; | H|OH| NH,| H CaoHssNy01;S  [870.97
Amanin CH,OH|OH| H | OH| OH CaoHssNgO1sS  |903.96

Alfa-amanitin emilimden sonra karaciger tarafindan hizla alinir. Karacigere
alinmasinda safra asidi transport sisteminin rol oynadigi ileri siiriilmektedir (Kroncke
vd.,1986). Toksin hepatositlerde hiicre ¢ekirdegine girerek RNA Polimeraz II enzimine
baglanir ve bu enzimin aktivitesini durdurur (Gong vd., 2004). Bu enzim protein
sentezindeki ilk basamak olan transkripsiyonu katalize ettiginden zehirlenme durumunda
hiicredeki tiim protein sentezi durur. Daha 6nceden iiretilmis olan proteinler hiicrenin bir
stire daha canli kalmasini saglar. Sonugta 3-7 giin icerisinde karaciger yetersizligine bagl
olarak oliim goriiliir (Buku vd., 1971). Eger toksin diisiik diizeyde alinmissa karaciger
rejenere olarak hasta sekelsiz olarak kurtulabilir. Alfa amanitinin bilinen spesifik bir
inhibitorii yoktur, fakat tedavide penisilin, silibilin tioktik asit ve aucubin gibi bazi ajanlar

kullanilabilmektedir ancak etkinlikleri tartismalidir (Tong vd., 2007; Ozbek vd., 2008).



10

Yiiksek diizeyde toksin alinmasi durumunda ya Oliim goriilmekte ya da karaciger
transplantasyonu tek ¢are olarak goriilmektedir (Ganzert vd., 2005). Deney hayvanlarinda
LDsp dozlar1 belirlenmis olmasina ragmen insanlarda tehlikeli toksin diizeyi kesin olarak
bilinmemektedir (Zhao vd., 2006).

Yapilan arastirmalarda farkli bolgelerde yetisen Amanita phalloides mantarlarindaki
alfa amanitin diizeylerinin farkli oldugu goriilmektedir. Ayni mantar igindeki farkli
kisimlarda da toksin dagiliminin farkli oldugu bilinmektedir. En yliksek toksin orani sapka
ve lamel bolimlerinde 6l¢iilmiistiir (Mcknight vd., 2010). Alfa amanitin 6l¢timiinde birkag
yontem olmasina ragmen altin standart yontem HPLC ile analiz olarak goériilmektedir. Alfa
amanitinin analizi i¢in HPLC’de yerlesmis baz1 yiiksek duyarlikli yontemler
kullanilmaktadir (Defendenti vd., 1998).

1.5. Karaciger

Karaciger viicudun en biiyiik i¢ organi olup ayn1 zamanda en biiyiik dis ve i¢ salgi
yapan bezidir. Karin boslugunun yukari sag kisminda, diyafragmanin hemen altinda, mide
ve bagirsaklarin hemen iistiindedir (Aslan, 2010). insan karacigeri, viicudun en biiyiik solid
organidir ve dogumda yaklasik 150 g kadardir. Karaciger yetiskinlerde 1400-1600 g
agirhginda olup, vicut agirliginin yaklasik 1/50°si kadardir. Karacigerin agirligi eriskin
erkeklerde 1,4-1,8 kg, eriskin kadinlarda da 1,2-1,4 kg’dir. Karacigerin agirhg: yas,
cinsiyet, somatotip ve saghk durumu ile baglantilidir (Bozbiyik, 2011). Uzunlugu 25-30
cm, sag tarafta onden arkaya uzunlugu 14-16 cm, yiiksekligi 8 cm kadardir (Yaprak vd.,
2010).

Karaciger, sag ve sol olmak tizere iki lobdan olusmaktadir. Ayrica sag lobun alt
yiiziinde iki kiigiik lob daha bulunmaktadir (Erten, 2009). Ilk bakista karaciger, genis bir
sag ve nispeten daha kiigiik bir sol lobdan olusmus gibi gorinmekle birlikte, gercekte
karaciger sag ve sol loblarinin boyutu birbirine yakindir. Loblari birbirinden anatomik
olarak ayiran hat da aslinda safra kesesi yatagindan baslayip inferior vena kava ¢ukuruna
uzanan ‘medianfissiir’ (Rex-Cantlie ¢izgisi) adli hattir (Bozbiyik, 2011).

Karacigerin ist, arka ve alt olmak iizere ii¢ yiizi bulunmaktadir. Facies
diafragmatika da denilen tst yiizii periton ile 6rtiilii ve diafragmanin alt yiizi ile komsudur.
Karacigerin alt yizi diafragmaya yapisik olmadig: igin serbesttir. Bu yiizii diafragmaya

baglayan ligamentum falsiformehepatis, karacigerin bu yiiziinii lobus hepatis dekster ve
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sinister olmak tizere iki pargaya ayirmaktadir. Karacigerin arka yiiziinde periton yoktur.
Burasi fibréz bag doku ile diafragmaya tutunmustur. Asagi arkaya ve sola bakan alt yiiz
karin i¢ organlar: ile komsuluk yapar. Bu yiizde porta hepatis bulunmaktadir. Bilindigi gibi
karacigere giren, ¢ikan olusumlarin gogu (vena porta, arteria hepatika propria, safra yollari,
lenfatikler ve sinirler) porta hepatisten ge¢mektedir. Porta hepatisin oniinde lobus
kuadratus, arkasinda lobus kaudatus bulunmaktadir (Aslan, 2010; Okur, 2011).

Portal ven, mezenterik ven ile splenik venin pankreas arkasinda birlesme yerinden
cikar. Portal ven yukar1 dogru seyrederken porta hepatitse sag ve sol dallara ayrilmadan
once sol gastrik venler ve birkag kiiciik ven alir. Sag portal ven karacigere girer girmez
anterior ve posterior dallara ayrilir, dolayisiyla bu dallar diseksiyon sirasinda kolayca
yaralanabilirler. Sol portal ven daha kiiciik ve daha uzundur. Medial ve lateral dallara
boliinmektedir (Zinner ve Ashley, 2010).

Karacigerin venoz drenaji ti¢ hepatik ven araciligiyla olmaktadir. Hepatik venler,
hepatik arter ve portal venin aksine, lob ve segmentler arasindaki planda bulunmaktadir.
Sag hepatik ven segment V,VLVIL,VIII’i direne eder ve dogrudan vena cavaya dokiiliir.
Orta hepatik ven segment IV,Vve VIII’i drene eder ve segment II ve III’ii drene eden sol
hepatik ven ile ortak bir agiz aracilig: ile vena cavaya acilir (Zinner ve Ashley, 2010;
Brunicardi vd., 2010; Bozbiyik, 2011).

Karaciger baslica 4 ayr1 yap1 elemanindan olusmaktadir. Bunlar hepatositler, safra
sistemi, damarlar ve bag dokusudur. Hepatositler karaciger esas hiicreleri olup, bir¢ok
sistemin yiiritilmesinden sorumludur (Yilmaz, 2010). Hepatosit viicudun ¢ok yonli
ozelligi en fazla olan hiicresidir. Bu hiicreler hem i¢ hem de dis salgilama islevlidir, bazi
maddelerin sentezini yapmakta ve biriktirmekte, bazilarin1 detoksifiye etmekte, bazilarin
da tasimaktadir (Yildiz, 2011).

Safra sistemi hepatositler arasinda safra kanalikilleri olarak baslamakta ve
duodenumda ampullavater ile sonlanmaktadir. Karacigere iki damar sistemi ile kan
tasinmaktadir. Portal ven ile 6zefagus dis1 biitiin gastrointestinal sistemin, pankreas ve
dalagin venoz kanlari dogrudan karacigere tasinmaktadir. Hepatik arterile bol oksijenli ve
yiiksek basingli kan karaciger kapiller damarlari olan siniizoidler ile karisarak
hepatositlerin beslenmesini saglamaktadir (Yilmaz, 2010; Bayram, 2010).

Portal ven karaciger kan akiminin %70-75° ini ve oksijen desteginin %50- 55’ini

saglamaktadir. Portal ven, mide, ince bagirsak, kalin bagirsak, pankreas ve dalagin ven
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ozkanint drene eden siiperior ve inferior mezenterik venler ile splenik ven tarafindan
olusturulmaktadir (Aslan, 2010).

1.5.1. Karacigerin Islevi

Karaciger yasam icin hayati bir organdir. Ciinkii sindirim sistemi ile venoz drenaj
arasinda bir koprii gorevi yapmaktadir. Karacigerin baslica fonksiyonlari: Metabolik yolda
retilen atiklarin detoksifikasyonu (aminoasitlerin deaminasyonu sonucu iire olusumu
gibi), dalak ile birlikte, hasarli eritrositlerin kandan uzaklastirilmasi, safra sentezi ve
sekresyonu, albumin ve pihtilasma faktorleri gibi plazma proteinlerinin  sentezi
(karacigerde pihtilasma faktorlerinden 11, VII, X, X, fibrinojen, trombin ile plazma
proteini olan albiimin sentezlenir), plazma lipoproteinlerinin sentezi,metabolik fonksiyon
olarak glikojen sentezi, glukoneogenezis, glikojen, lipid ve bazi vitaminlerin depolanmasi,
birgok ilag ve toksinin detoksifikasyonudur (alkoliin detoksifikasyonu gibi) (Aslan, 2010).
Ayni zamanda karaciger, tiroid, steroid ve diger hormonlarin baglica katabolizma yeridir
ve plazma hormon diizeylerinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Yildiz, 2011).
Bunlarin disinda karacigerin  kamin pihtilasmasinda, karbohidrat, yag ve protein
metabolizmasinda énemli rolleri de bulunmaktadir (Erten, 2009).

Safranin  %90’11 safra tuzlari olusturmaktadir. Safra tuzlar: ile beraber safra
icerisinde su, elektrolitler (Na, K, Cl, Mg), fosfolipitler, kolesterol, lesitin ve bilirubin de
bulunmaktadir. Safra asitleri sindirim sisteminde lipidlerin emiilsiyon haline getirilmesinde
onemli bir islev gorerek bunlarin lipaz ile sindirilmesini ve ardindan emilmesini
saglamaktadir. Erigkin bir insan karacigeri giinde ortalama bir litre safra tiretmektedir.
Safra akisi, sekretin, kolesistokinin, gastrin gibi hormonlar tarafindan diizenlenmektedir.

Hepatositler sekretuar komponent olan immiinglobiilin molekiillerini siirekli olarak
sentezlemekte ve kendi hiicre membranlarindaki siniizoidal alanlara salgilamaktadirlar.
IgA reseptor bagimli endositozla kandan alinmakta, hepatositler tarafindan safra kesesi
kanalina transfer edilmekte ve gastrointestinal liimene salinmaktadir. Boylece bakteriyel
floraya kars1 savunma saglanmis olur.

Hemoglobinin parcalanmasi sonucu meydana gelen bilirubin, mononiikleer fagosit
sisteminde olusur ve hepatositlere tasinir. Hepatositlerin diiz endoplazmik retikulumda

hidrofobik bilirubin, glukronik asitle konjuge edilir ve suda ¢o6ziinebilen bilirubin
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glukuronid olusur. Daha ileri asamada bilirubin glukuronid safra kanalikilleri igine
salgilanir (Aslan, 2010).

1.6. Karaciger Hastaliklar:

Karaciger hastaliklar1 6zellikle gelismekte olan iilkelerde 6nemli ve biiyik olgiide
ihmal edilen bir saglik sorunudur (Cainelli, 2012).

Tablo 2. Karaciger hastaliklar1 (Baysal, 2008).

Hepatit Karaciger Yaglanmasi Karaciger Sirozu
Akut Alkolik olan
Kronik Alkolik olmayan

Hepatit, nihai etkisi hepatik yang: ve hepatik hiicre nekrozu sonucu karaciger hasari
olan, ¢ok sayida etiyolojik faktoriin rol oynadigi bir sendromdur (Marsano, 2003). Kronik
hepatit, karaciger yangisinin 6 aydan daha uzun siire devam ettigi, etiyolojik, klinik ve
patolojik agilardan tanimlanan klinik ve patolojik bir sendromdur. Hepatit sebepleri ¢ok
farkli olup baslica nedenler arasinda viral enfeksiyonlar, bakteriyel veya fungal
enfeksiyonlar, immun bozukluklar, metabolik hastaliklar, hepatik perfiizyon veya
oksijenasyon bozukluklari, ilaglar, cevresel ya da endistiriyel toksinler veya kimyasal
maddelerin ve alternatif tip amaciyla kullanilan maddelerin yaptigi hasara bagli nedenler
sayilabilir. Kronik hepatitler genellikle asemptomatiktir. Seyri sirasinda ayirici taniya izin
vermeyen 6zgiil olmayan semptomlar goriilmektedir. Bunlar arasinda halsizlik, yorgunluk,
aktivite azalmasi, istahsizlik, kilo kaybi, tist abdominal rahatsizlik hissi, uyku bozuklugu,
konsantrasyon giicligii, flatulans, ates, eklem agrilari ve kasinti sayilabilir. Ilerlemis
hastalik ya da akut alevlenme donemlerinde bulanti, kusma, siddetli diiskiinlik hali, sarilik,
kasint1 ve idrar renginde koyulasma gorilebilir. Kronik hepatitli bir hastada karaciger
hastaliginin klinik bulgulari da genellikle ¢ok azdir. Sadece hafif bir sag ist kadran
hassasiyeti goriilebilir (Bayram, 2010; White ve Dehner, 2004).

Kronik karaciger hastaliklari; hepatoselliiler hasar ile karakterize olup, genellikle

karaciger fibrozisi ve sirozu ile sonuglanmaktadir (Armbrust vd.,1997). Siroz; karacigerin
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anatomik yapisiin fibrozis ve nodiillesme sonucu bozulmasidir. Ilerleyici ve kronik bir

karaciger hastaligidir.

1.7. Siroz

Karaciger sirozu, karaciger yapisinin yaygin olarak hepatoseliiler nekroz,
rejenerasyon ile bozularak degismesi sonucu meydana gelen ilerleyici geri doniisiimsiiz bir
hastaliktir (Kasper vd., 2004; Memik ve Dolar, 2005). Hepatositlerin 6liimiine yol agan
uzun siiregler, fibrozis ve rejenerasyonla birlikte olduklarinda siroz ortaya ¢ikar.

Siroza neden olan baslica durumlar; kronik viral hepatitler, alkolik karaciger
hastaligi, safra yolu hastaliklari, primer hemokromatosis, Wilson hastaligidir. Bazi
sirozlarin nedeni idiyopatiktir yani sebebi bilinmemektedir. Ulkemizde karaciger sirozunun
baslica nedeni viral hepatitlerdir. 1994-1997 willarin1 kapsayan 4 yillik dénemde, 393
vakalik karaciger sirozu serisinde, viral hepatitlerin % 60, alkoliin % 11, alkol+viral
hepatitin % 4, diger nedenlerin (Otoimmiin hepatit, biliyer sirozlar, metabolik nedenler
v.b.) % 9 oraninda rol oynadigi saptanmis ve % 16’sinda herhangi bir neden
bulunamamistir (Kriptojenik siroz). Viral hepatitlerden HBV’unun katkis1 % 42,6,
HCV’unun katkis1 % 34,5 ve HDV’nun katkis1 ise % 15,7 bulunmustur (Memik ve Dolar,
2005).

Sirozun olusum hizi ve seyri, etiyolojiye gore degisiklik gosterir. Alkol kullananlarda
siroz, yavas olarak ve uzun vadede ortaya cikar. Onceleri karaciger yagh ve biiyiiktiir.
Yiizeyi diizgiin, sar1 kahverengi ve yagl olup kesitinde mikronodiiler siroz paterni (1-3
mm c¢apl nodiiller) goriliir. Fibroz artisiyla yag miktart azalir ve karaciger daha
kahverengi bir hal alir. Ilerleyen donemlerde karaciger hiicre rejenerasyonuna bagl olarak
daginik ve daha genis nodiiller gelisir. Skar doku genisler ve makronodiiler siroz ortaya
cikar. Karaciger kiiciiliir ve normal karacigere gore agirligi azalir, hatta 1 kg’in altina bile
inebilir. Skar dokunun olusumu ve rejenerasyon normal lobiil yapisin1 bozarak ilerler,
karaciger parankimi azalir, fibroz daha da belirginlesir. Hepatositlerde hala bir miktar yag
bulunur ve alkolik hepatite bagli degisiklikler de es zamanl olarak goriilebilir (Kumar vd.,
1994).



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kullanilan Cihazlar

Calismalarimizda kullanilan temel cihazlar Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. Calismalarda kullanilan cihazlar

Cihaz

Marka/Model

UV-VIS spektrofotometre

Spectro UV-VIS Double PC-8 auto cell, Labomed Inc, Culver City, USA

Dondurucu Joun sa Deep Freezer VXE490, Czech Republic
Homojenizator Ika-Werke, Ultra Turrax ® T25 Basic, Germany
Santrifij Hettich, 1406 Type, Universal 320R, Germany

Vorteks karigtirici

Heidolph, Reaxtop Vorteks Karistirict

Su banyosu Nive, ST 402
Magnetik karistirict Heidolph MR 3001, Germany
Etlv Binder ED 53, Germany

Sigan terazisi

Kern-Sohn-GmbH, PCB-800-1, Germany

Otoanaliz6r

Siemens Advai 2400, Germany

Yari1 otomatik pipetler

Scorex

2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Caligsmalarimizda kullanilan temel kimyasal maddeler Tablo 4’de verilmistir.
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Tablo 4. Calismada kullanilan temel kimyasallar

Kullanilan Kimyasal Satin Alindig1 Firma
Silibinin Sigma Aldriich, Germany
Folin-Ciocalteu’s phenol reaktifi Merck, Germany

Trolox® (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametil kroman-2-karboksilik asit) | Applichem (Darmstadt, Germany)
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) Fluka (Buchs, Switzerland)
HCI Merck, Germany

Sodyum karbonat (Na,COs) Merck, Germany

KCI Merck, Germany

Sodyum asetat (CH;COONa.3H,0) Merck, Germany

H,SO, Merck, Germany

TPTZ Merck, Germany

Gallik asit Sigma Aldrich, Germany
Metanol Sigma Aldrich, Germany
Etanol Sigma Aldrich, Germany
Asetik Asit Sigma Aldrich, Germany
NaOH Sigma Aldrich, Germany
Fosfotungustik asit Sigma, St Louis, MO, USA
1,1,3,3-Tetrametoksipropan Sigma Aldrich, Germany
CuS0,.5H,0 Merk, Germany

Na-K Tartarat Merk, Germany

2.3. Kullanilan Cozeltiler

Calismalarimizda kullanilan temel kimyasal ¢ozeltiler ve hazirlanislar1 Tablo 5°de

verilmistir.
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Tablo 5. Calismalarda kullanilan bazi ¢ozeltiler ve hazirlanislar

Cozeltiler

Hazirlanigi

0,5 N Folin-Ciocalteu

2 N Folin reaktifinden 1:4 oraninda distile suyla
seyreltilerek hazirlanir.

Trolox® 12,65 mg Trolox® 50 mL’ye etanolle tamamlanir.

FRAP 250 ml Asetat Tamponu : 25 ml TPTZ : 25 ml FeCI3
karigtirilarak ve taze olarak hazirlandi.

TPTZ 78,083 mg TPTZ stok maddeden tartilip, 25 mL 40

mM’lik HCl i¢inde ¢oziiliir .

Asetat Tamponu

0,775 g NaCH3COO.3H,0 tizerine 4 mL glasiyel asetik
asit ilave edilir. 250 mL’ye distile suyla tamamlanur.

40 mM HCI

% 37’lik HCI’den 340 uL alinir, son hacmi 100 mL’ ye
distile suyla seyreltilir.

20 mM FeCl,

324,4 mg FeCls distile suyla 100 mL’ye tamamlanur.

0,084 N H,SO,

% 98’ lik H,SO, den 570 pL alimr. I¢inde bir miktar
distile su bulunan 250 mL’lik balon jojeye pipetlenir ve
hacmi 250 mL’ye tamamlanur.

% 10’ luk Fosfotungustik asit

H3(W304)4.H,0’dan 0,5 g tartilip bir miktar distile suda
¢oziliir, 4,5 mL’ye distile suyla tamamlanur.

100 nmol/m1’lik 1,1,3,3Tetrametoksipropan
(TMP) standard1

164,7 pL TMP aliir, 0,1 N HCl ile ¢6zerek hacmi 100
mL’ye seyreltilir, 50°C’da 1 saat inkiibe edilir. Bu uzun
stire saklanabilir. Bundan distile suyla seyreltilme
yoluyla istenilen konsantrasyonlar elde edilir.

Trikloroasetikasit (TCA)

Trikloroasetikasit (TCA) 14 g TCA bir miktar distile
suda ¢0ziiliip, 50 mL’ye distile suyla tamamlanir.

Fosfat tamponu (pH=7,0 ; 50 mM)-Katalaz
icin

6,81 g KH,PO, distile suda ¢oziilerek son hacmi 1 L’ye
tamamlanir. 8,9 g Na,HPO,4.2H,0 distile suda ¢oziilerek
son hacmi 1 L’ye tamamlanir. Bu ¢ozeltiler sirasiyla
1:1,5 oraninda karistirilir ve pH=7,0 ‘ye ayarlanir.

Hidrojen Peroksit

240 pL %30’luk H,O,’den alinarak son hacim fosfat
tamponu ile 50 mL’ye tamamlanir (Giinliik hazirlanir).

2.4. Numunelerin Temini

Calismada kestane bali ve kestane poleni kullanildi. Bal ve polen ornekleri
Zonguldak Aricilar Birliginden temin edildi. Orneklerin orijin tespitinde mikroskopik
palinolojik test Prof. Dr. Sibel Silici tarafindan (Erciyes Universitesi, Ziraat Fakiiltesi)

yapildu.
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2.5. Deney Hayvanlari

Calismanin planlanmas1 asamasinda Karadeniz Teknik Universitesi, Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kuruluna bagvuruldu, alinan etik kurul karar1 dogrultusunda ¢alisma
planlandi. Devam eden siirecte etik kuruldan alinan izine binaen ¢alismanin bazi kisimlari
revize edildi ve son sekli verildi.

Bu ¢alismanin deneysel hayvan calismalar1 kismi; Karadeniz Teknik Universitesi,
Cerrahi Arastirmalar Merkezi’'nde gergeklestirildi. Deneylerde bu merkezden temin
edilmis, agirliklart 200-300 g arasinda olan 35 adet Spraque dawley tipi disi sigan
kullanildi. Sicanlar, deneye baslamadan once kafes ortalamasi esit olacak sekilde segilen
yedi adet sicandan olusan, tel kapakli plastik kafeslere alindi. Sicanlar 22 + 2 °C’de, 12
saat karanlik ve 12 saat aydinlik ortamda ve standart kafeslerde barindirildi. Siganlar

standart sigan yemi ve ¢esme suyuyla beslendi. Deney siiresince yem ve su alimi serbest
birakildi.

2.6. Numunelerde Yapilan Analizler

2.6.1. Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Yaklasik 5 g polen tartildi. Uzerine 25 mL metanol eklendi. 1 giin boyunca
calkalayicida c¢alkalandi. Daha sonra adi siizge¢ kagidi kullanilarak siiziildi ve belli
hacimlere metanol ile tamamlandi.

Bal ekstrakti hazirlamak icin 5 g bal tartildi. Uzerine 25 mL metanol eklendi. 1 giin
boyunca calkalayicida ¢alkalandi. Daha sonra adi siizge¢ kagidi kullanilarak siiziildii ve
belli hacimlere metanol ile tamamlandi. Elde edilen metanolik siipernetantlardan toplam
fenolik madde ve antioksidan aktivite tayinleri yapildi.

Sican ¢alismalarinda kullandigimiz bal ve polen 800 mg/kg olacak sekilde saf suyla

hazirlandi.
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2.6.2. Toplam Fenolik Madde Tayini

Yontem, suda ve organik ¢oziiciilerde ¢oziinmiis olan fenolik bilesiklerin folin
reaktifleri ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir. Olusan mor-
menekse renkli kompleks 760 nm’de maksimum absorbans olusturur (Slinkart ve
Singleton, 1977).

Calismada, standart grafigin hazirlanmasinda, fenolik bir madde olan gallik asit
standard1 kullanildi. Gallik asidin farkli konsantrasyonlar1 (0,5; 0,25; 0,125; 0,0625 ve
0,03125 mg/mL) hazirlanip, absorbanslari okundu. Konsantrasyona karsilik bulunan
absorbans degerleri ile grafik cizildi. Cizilen grafige gore bal ve polen numunelerinin
toplam fenolik madde miktar1 bulundu. Analizi i¢in gerekli olan pipetleme islemleri Tablo

6°da verilmektedir. Elde edilen standart galisma grafigi ise Sekil 2’de gosterilmektedir.

Tablo 6. Toplam fenolik madde tayini i¢in deney sartlar

Reaktif Kor Standart Deney

Standart (degisik konsantrasyonlarda) - 20 uL -
Numune - - 20 uL
Destile su 700 pL 480 uL 680 pL
400 pL 400 uL

Tipler vorteks ile karigtirtlir.
% 10 Na,CO4 400 pL 400 pL 400 uL

760 nm’de tanik deneye kars1 absorbans okunur.

Toplam polifenol kalibrasyon grafigi

< 0,700 y = 1,6844x - 0,0309
R? = 0,9999

Absorbans (760 nm
o
N
o
o

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Gallic asid (mg/ml)

Sekil 2. Toplam polifenol kalibrasyon grafigi



20

2.6.3. FRAP Metodu ile Antioksidan Aktivite Tayini

Yontem, Fe(II)-TPTZ (2,4,6-tris (2-piridil)-S-triazin) kompleksinin antioksidanlar
varliginda indirgenerek mavi renkli kompleks Fe(II)-TPTZ olusturmasi ve bu kompleksin
593 nm’de maksimum absorbans vermesi esasina dayanmaktadir (Benzie ve Strain, 1999).
FRAP yontemi nispeten basit bir yontem olup, kolaylikla standardize edilebilmektedir.
Bitkisel ekstraklardaki antioksidan kapasitenin olgiilmesinde FRAP Fe (I11) indirgeme
giicii (Ferrik reducing/antioksidan power) metodu gecgerli bir yontem olarak kabul
edilmektedir (Benzie ve Strains, 1996).

Kalibrasyon i¢in Troloks® un degisen konsantrasyonlar1 (31,25; 62,5; 125; 250; 500;
1000 uM) kullanilarak ¢alisma egrisi hazirlandi. Tayin igin yapilan pipetmeler Tablo 7°de
ve standart FRAP degerleri Sekil 3’de 6zetlendi.

Tablo 7. FRAP yontemi i¢in deney sartlari

Reaktif Kor Standart Numune
FRAP reaktifi 3mL 3mL 3mL
Numune - - 100 pL
FeSO,.7H,0 - 100 pL
Metanol 100 uL

FRAP kalibrasyon grafigi

12 -
1+ y = 0,0011x - 0,0023
08 | R> = 0,9996

0,6
0,4

Abs (593 nm)

0,2

0 200 400 600 800 1000 1200
Troloks konsantrasyon

Sekil 3. FRAP testi i¢in kalibrasyon grafigi
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2.6.4. DPPH Metodu ile Antioksidan Aktivite Tayini

DPPH" radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin alinabilen bir radikal
olup denemelerde satin alinan bu radikalin 100 uM’lik metanolik ¢ozeltisi kullanildi. Elde
edilen oziitler degisik konsantrasyonlarda hazirlandi. Esit hacimde (750 uL ) DPPH"
cozeltisi ve numune ¢ozeltileri karistirilip oda sicakliginda 50 dk inkiibasyona birakildu.
Stire sonunda DPPH™’1in maksimum absorbans verdigi 517 nm’de absorbanslar okundu.
Kor olarak DPPH™ c¢ozeltisi ve numunenin ¢6ziildiigli ¢oziicii kullanildi. Bulunan
absorbanslara karsilik gelen konsantrasyonlar grafige gecirilerek SCso degerleri mg/ml
cinsinden hesaplandi (Potterat vd., 1997). Tablo 8’de DPPH radikalinin tayin edilen igin

gerekli pipetlemeler gosterilmektedir.

Tablo 8. DPPH yontemi i¢in deney sartlari

Reaktif Kor
Standandart ve Numune (Degisen konsantrasyonlarda)
DPPH 750 pL
Cozicu 750 pL

2.6.5. SCsp Degerinin Bulunmasi

SCs radikalin (DPPH") % 50’sini temizleyen numune miktart olup SCso degerinin
bulunmasi i¢in en az 3 farkli konsantrasyonlarda calismak gerekir. Bu nedenle
caligmalarda 5 farkli konsantrasyonda ol¢tim yapildi. Numunelerin yeterli miktarda farkli
konsantrasyonu hazirlanip absorbans Ol¢iimleri yapildi ve absorbanslar konsantrasyona
kars1 grafige gecirildi. Maksimum absorbansin yarisina karsilik gelen konsantrasyon
miktar1 SCsp degerini vermektedir. SCsp degeri mg/mL veya mM gibi birimlerde ifade

edilmektedir.
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Troloks SCy, grafigi

1,2

y = 0,0984¢-166.3¢
R = 0,9466

08 »
0,6 -
0,4 -
0,2 -

Absorbans (517 nm)

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025
Troloks Konsantrasyon mg/mL

Sekil 4. DPPH tayininde kullanilan Troloks standartinin SCsq grafigi

2.7. Deneysel Hayvan Calismalari

Bal ve polenin sulu, silibinin etanollii ekstraktlar1 hazirlandi. Hayvanlara verilecek
olan dozlar bal ve polen igin 800 mg/kg ve silibinin igin 25 mg/kg olarak ayarlandi. o-
amanitin standardi ultra saf suyla seyreltilerek hazirland1 ve 32 pL/kg olarak uygulandi.

Calisma i¢in 7 grup olusturuldu ve toplam 35 sican kullanildi (n=7).

2.7.1. Deney Gruplari ve Uygulamalar

Grup I (7 sigan): (Serum fizyolojik kontrol grubu) Sicanlara periton igi
(intrepieritonal: i.p.) yolla, karnin sol tarafina, on bir giin boyunca 0,2 mL serum fizyolojik
(SF) verildi (0,8 mL/kg).

Grup II (7 sigan): (Amanitin grubu) Siganlara 1.p. yolla, karnin sag tarafina, ii¢ giin
boyunca 0,15 mg/kg amanitin verildi. Arkasindan sekiz giin boyunca karinlarmin sol
tarafina 0,2 mL serum fizyolojik (SF) verildi.

Grup III (7 sican): (Bal grubu) Sicanlara i.p yolla, karnin sag tarafina, ii¢ giin
boyunca 0,15 mg/kg amanitin verildi. Arkasindan sekiz giin boyunca gavaj yoluyla 800
mg/kg dozunda suda ¢oziinmiis bal siganlara verildi.

Grup IV (7 sigan): (Polen grubu) Siganlara i.p yolla, karnin sag tarafina, {i¢ giin
boyunca 0,15 mg/kg amanitin verildi. Arkasindan sekiz giin boyunca gavaj yoluyla 800

mg/kg dozunda suda ¢oziinmiis polen sicanlara verildi.
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Grup V (7 sigan): (Silibinin grubu) Si¢anlara i.p yolla, karnin sag tarafina, {i¢ giin
boyunca 0,15 mg/kg amanitin verildi. Arkasindan sekiz giin boyunca etil alkolde

hazirlanmis silibininden 25 mg/kg dozunda karnin sol tarafina verildi.

2.7.2. Deney Hayvanlarinin Viicut Agirh@ Olciimii

Sicanlarin ilk glin ve son giin olmak iizere viicut tartimlart +0,1 hassasiyette
elektronik tart1 ile alinmistir. Sicanlardaki agirlik degisimleri, calismanin ilk giinii tespit

edilen baglangi¢ degerlerine gore, asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:

Agirlik degisim oran1 = 100 x (Agirlik(son) — Agirlikiy) / (Agirliki))
Agirlikson): Son giin dlciilen agirlik (g)
Agirlikg: 11k giin lgiilen agirhik (g)

2.7.3. Dekapitasyon, Materyallerin Alinmasi ve On Islemler

Son uygulamadan 24 saat sonra (12. giin) tim gruptaki si¢anlar dekapitasyon
yapilarak feda edildi. Giyotinle dekapite edilir edilmez cam huni kullanilarak kanlar %
3,2’lik sodyum sitrat iceren tiiplere akitilarak kan 6rnekleri alindi. Zaman kaybedilmeden
karigtirilarak antikoagiilan madde ile kanin karismasi saglandi. Siganlarin karacigerleri
cikarildi. Karaciger biyokimyasal caligmalar i¢cin kullanilacak olup, karaciger parcalari
soguk % 1,15’lik KCI ile yikand1 ve % 1,15’lik KCI igerisinde muhafazaya alindi. Daha
sonra buzlu bir su banyosu iginde homojenizatérde (17500 L/dak.) homojenize edildi.
Santrifiij tiiplerine alinan homojenat, sogutmali santrifiijJde 4000 rpm’de 15 dak. santrifiij
edildi. Siipernatant kisimlar1 eppendorflara alindi ve -80 °C’daki dondurucuda saklandi.

Kanlar 2500 rpm’de 15 dakika santrifiij edilip plazmalari pastor pipeti ile
eppendorflara alindi. Elde edilen plazmalar -80°C’daki dondurucuda saklandi.

Plazma eldesinde dipteki ¢okelti iizerine esit miktarda serum fizyolojik eklendi,
karistirildr ve 2500 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Ust kisim atildi. Bu islem 3 kez
yinelendi. Dipteki ¢okelti lizerine 1,5 kat1 kadar soguk saf su eklendi, karistirildi ve bu
sekilde eritrosit paketleri elde edildi.
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2.8. Biyokimyasal Incelemeler

Alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotranferaz (AST), laktat dehidrojenaz
(LDH), kreatin kinaz (CK), iire (BUN), toplam protein (TP), kreatinin ve albumin degerleri
otoanalizorde 6lgiildii. Malondialdehit (MDA) ve katalaz (CAT) tayini spektrofotometrede
belirlendi.

2.8.1. Lipit Peroksidasyon Seviyesinin Olciilmesi

Lipit peroksidasyonun yikim iiriinlerinden olan MDA ’nin, tiyobarbitiirik asit (TBA)
ile reaksiyona girmesi sonucu olusan pembe renkli kompleksin 532 nm dalga boyunda
verdigi absorbansin spektrofotometrik olarak 6lgiilmesi prensibine dayanir. Iki mol TBA
asidik ortamda ve 85-100 °C sicaklikta bir mol MDA ile birleserek mor renkli TBA-MDA
kompleksini olugturur (Ohkawa, 1979).

2.8.1.1. Karaciger Dokusunda MDA Seviyesinin Ol¢iilmesi

Karaciger homojenatlarinda MDA seviyeleri Mihara ve Uchiyama’nin (1978)
spektrofotometrik metoduna goére yapildi. Daha 6nce hazirlanan ve -80 “C’da bekletilen
homojenatlar -20°C’lik dolaba alindi. Bu ara bekleme bolmesinden sonra ¢ikarilarak
¢ozdiiriildii ve bekletilmeden isleme gecildi. 0,5 mL homojenat alindi. Uzerine 3 mL
%1°lik H3PO, eklenerek karistirildi. Daha sonra 1 mL % 0,67°lik tiyobarbiitirik asit (TBA)
eklendi ve karisim 45 dakika kaynayan su banyosunda tutuldu. Karisim oda sicakliginda
4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve 532 nm’de absorbansi1 okundu.

Standartlarin hazirlanmasinda 1,1,3,3-Tetrametoksipropan kullanildi. 10; 5; 2,5;
1,25; 0,625 nmol/mL’lik standartlardan ve korden (saf su) 0.5 mL alinip {izerlerine H3PO4
ve TBA eklendi, su banyosunda 45 dakika bekletilip 532 nm’de absorbansi mikro plate
okuyucuda okundu. Sonuglar nmol MDA/mL homojenat olarak ifade edildi.
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2.8.1.2. Plazmada MDA Seviyesinin Belirlenmesi

Daha once elde edilmis ve -80 “C’da bekletilen plazmalar -20 °C’lik dolaba alindi.
Bu ara bekleme bolmesinden sonra ¢ikarilarak ¢ozdiiriildii ve bekletilmeden isleme (Yagi,

1994) gegildi.

Tablo 9. Plazmada lipit peroksidasyon seviyesinin Ol¢iilmesi i¢in yapilan
pipetleme islemleri

Reaktifler Numune (mL)
Plazma 0,15
0,084 N H,SO, 1,2
% 10’luk Fosfotungstik asit 0,15

Hafif vortekslenerek 5 dakika beklendi. 1500 g (4600 rpm)’de 10 dakika santrifiij
edildi. Ust faz atildi. Coken kisim 2’ser mL deiyonize su ilavesiyle vortekslenerek tekrar
¢ozilildi. Her bir numunenin tizerine 0,5 mL TBA reaktifi eklendi ve kaynayan suda 1 saat
beklendi. Cikarilip 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve 532 nm’de absorbanslari
okundu.

Standartlarin hazirlanmasi1 da benzer sekilde yapildi. Ancak pipetlemelerde 2 mL
standart i¢in 0,5 mL TBA eklenerek su banyosuna atildi. Sonuglar nmol MDA/mL plazma
olarak ifade edildi. Bu metot serumda da ayn1 sekilde uygulanabilirdir.

2.8.2. Katalaz (CAT) Aktivitesinin Tayini

Katalaz aktivitesinin belirlenmesinde Aebi (1984) metodu kullanildi. Ydntem
katalazin hidrojen peroksiti (H,0,) pargalayip uzaklastirmasi esasina dayanmaktadir.
Plazma ve karaciger dokusunda katalaz aktivitesine bakilmigtir. Plazma ve dokularda

gerekli seyreltmeler yapildiktan sonra Tablo 10°daki gibi pipetleme yapildi.
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Tablo 10. Katalaz aktivitesinde kullanilan miktarlar

Reaktifler Kor Numune
Fosfat Tamponu 750 uL

Numune 1500 uL 1500 pL
H.0, | 750 pL

H,0, eklenir eklenmez kuartz kiivetler altiist edildi ve 240 nm’de 30 sn siireyle her
10 sn’de bir absorbanslar kaydedilerek meydana gelen diisiisler izlendi. Reaksiyonun hiz
sabiti kullanilarak katalazin spesifik aktivitesi Olciildii. 10 sn’lik aralik i¢in asagidaki
formiile gore hesaplamalar yapildi. Asagidaki formiile gore bulunan k degeri seyreltme

faktorii ile carpildi.

k= (2,3/10) x log(A/As) s*
A;= Basglangi¢c Absorbansi
A,= 10 s sonraki absorbans

2.9. Histopatolojik Inceleme

Histopatolojik c¢alismalar KTU Tip Fakiiltesi Pataloji Anabilimdali laboratuarinda
Dog. Dr. Safak ERSOZ tarafindan gergeklestirildi. Calisma sonunda her bir gruba ait
sicanlardan ¢ikarilan karaciger dokulart %10’luk formaldehitte 48 saat tespit edildi. Tespit
sonrast dereceli alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edildi. Xylen’de seffaflagtirildiktan
sonra parafine gdmiildii. Parafin bloklardan tam otomatik mikrotom (Leica RM 2255) ile 4
um kalinhiginda kesitler alindi. Alinan kesitler Hematoksilen Eozin (H&E) ile boyandi.
Elde edilen preparatlarin histolojik degerlendirmesi, c¢alisma gruplarindan habersiz, bu
konuda deneyimli bir histolog tarafindan 151k mikroskopik olarak (Olympus BX-51;
Olympus Optical Co, Ltd, Tokyo, Japan) yapildi. Degerlendirmede tiim preparatlar X40,
X100, X200 ve X400 biiylitmede siras1 ile gozden gegirildi. Degerlendirmede oncelikle
H.E ile boyanan preparatlar genel histolojik yap1 agisindan degerlendirildi.
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2.10. istatistiksel Analiz

Verilerin degerlendirilmesinde SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 15.0
for Windows® istatistik paket programi ve Microsoft® Excel (for windows XP) kullanildi.
Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edildi ve p<0,05 olasilik degeri istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. Gruplar arasinda istatistiki olarak fark olup olmadigin test

etmek i¢in Kruskal-Wallis non-parametrik testi kullanildi.



3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Antioksidan Aktivite Olciimleri

3.1.1. Toplam Fenolik Madde Miktari

Bal ve polende gerekli seyreltmeler yapildiktan sonra toplam fenolik madde
miktarlar1 Folin-Ciocalteu reaktifi ve gallik asit standardi kullanilarak tayin edildi. 760
nm’deki absorbans degerleri y-ekseninde ve konsantrasyon degerleri ise x-ekseninde
gosterilerek bir standart ¢aligma grafigi hazirlandi.

Toplam fenolik madde miktar1 gallik asit kalibrasyon denkleminden yararlanarak
hesaplandi. 3 paralel tekrar yapildi ve ortalamalar alindi. Elde edilen sonuclar Tablo 11°de
verilmigtir. Polenin fenolik madde igerigi, balin fenolik madde iceriginden yaklasik olarak

10 kat daha fazla oldugu belirlendi.

Tablo 11. Bal ve polenin toplam fenolik madde miktarlar

Numune Toplam Fenolik Madde Miktarlar1 (mg GAE/100g humune)
Bal 110£7,02
Polen 1056=+11,00

Sonugclar ortalama + standart sapma cinsinden ifade edildi.

Dogada olusan polifenoller, antioksidan olmalar1 ve burukluk, acilik, esmerlesme
reaksiyonlart ve renk gibi Ozellikleri {izerine etkilerinden dolayr biiylik O6nem
kazanmaktadir. Polifenoller, basit benzen tiirevlerine ilaveten, bal da dahil, bitkiler ve
bitkilerden kaynaklanan gidalarin  hidroksisinamatlar ve flavonoidler grubunu
kapsamaktadir. Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi ile toplam fenolik madde igerigi deneyleri,
monofenollerin yanisira daha kolay oksitlenebilir polifenollerin tayin edilmesini olanak
vermektedir (Singleton vd., 1999).

Ikincil metabolit {iriin olarak bilinen fenolik asitler bitkilerin savunmasinda énemli
role sahip olup bitkilerin renk, koku ve tadindan sorumlu molekiillerdir. Yapilan

caligmalarda fenolik asit igerigi yiliksek olan ekstraktlarin yiiksek antioksidan,
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antibakteriyal, anti-inflematuar, antitumoral, antiviral 0Ozellige sahip oldugu
bildirilmektedir (Kumawaza ve Nakayama, 2004; Chitindingu vd., 2006; Marquele vd.,
2006; Ahn vd., 2007).

Tezcan vd., (2011) yaptiklar1 ¢calismada Anzer bali ve kestane balinin toplam fenolik
madde miktarin1 sirasiyla 88 mgGAE/100 g ve 113 mgGAE/100 g olarak bildirmisler.
Haroun (2006) toplam fenolik madde miktarin1 en diisiik (50.9 mggallic asit kg-1) agik
renge sahip olan pamuk balinda, en yiiksek (774 mg GA asit kg/1) en koyu renge sahip
kestane balinda buldugunu belirtmistir. Cavrar vd., (2013) Tirkiye florasina ait énemli
ballarin toplam fenolik madde miktarlarini tayin etmisler ve kestane balinda 107 mg
GAE/100 g olarak belirlemisler. Slovenya’da yapilan bir ¢alismada kestane balinin fenolik
miktarinin 199,9 mg GAE/kg oldugu bildirilmektedir (Bertoncelj vd., 2007). Al vd.,
(2009), akasya, aycicegi, thlamur ve ¢am bali Orneklerinin toplam polifenol madde
miktarini incelemis ve akasya balinda 2,00-39,00 mg GAE/100 g, aygigegi balinda 16,00-
38,00 mg GAE/100 g, thlamur balinda 20,00-45,00 mg GAE/100 g ve ¢am balinda 23,00-
125,00 mg GAE/100 g arasinda buldugunu belirtmislerdir. Calismamizda elde etmis
oldugumuz kestane balinin toplam fenolik madde miktar: literatiirdeki diger calismalarla
benzerlik gostermektedir. Degisik bal tiirleri arasinda yapilan ¢alismalarda kestane balinin
polifenolik madde miktarinin diger ballardan daha yiiksek oranlarda oldugu
bildirilmektedir (Aljadi ve Kamaruddin, 2004; Al-Mamary vd., 2002, Kii¢iik vd., 2007).

Istanbul, Tiirkiye’den toplanan 29 cesit polen numunesinin toplam fenolik madde
icerigi 9,3 ile 49,9 mg GAE/g arasinda bulundugu belirtilmistir (Yesiltas vd., 2012). Yildiz
vd., (2013), yaptiklar1 ¢alismada kestane polenine ait toplam fenolik madde miktarim
28.87+2.48 mg GAE/g olarak bildirmiglerdir. Romanya’da yapilan bir ¢alismada 12 farkli
monofloral polen 6rneginin Folin-Ciocalteu metoduna gore ve gallik asit standardina gore
toplam fenolik madde miktarmin 4,4 mg ile 16,4 mg GAE/ g polen arasinda degisim
gosterdigi bildirilmektedir (Marghitas vd., 2009). Yapilan bagka bir ¢calismada Brezilya’nin
iki farkli bolgesinden toplanan polenlerde toplam polifenol miktarlari bakilmis ve 3,6-10,9
mg GAE/g polen arasinda degerler oldugu bildirilmistir (Carpes vd., 2007). Calismamizda
bulmus oldugumuz deger 1056+11,00 mg GAE/100g olup yapilmis olan caligmalarla
benzerlik gostermektedir. Yapmis oldugumuz calismaya ve literatiirdeki degerlere
bakildiginda polenin toplam fenolik madde miktarinin cografik ve floral kaynaklara bagh
olarak degisim gosterdigi ancak bal ile polen kiyaslandiginda polenin daha yiiksek fenolik

madde miktarina sahip oldugu goriilmektedir.
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3.1.2. FRAP Yontemi ile Antioksidan Kapasite Tayini

Bal ve polende gerekli seyreltmeler yapildiktan sonra FRAP yontemi ile antioksidan
madde miktarlar1t FRAP reaktifi ve Troloks standardi kullanilarak tayin edildi. 593 nm’deki
absorbans degerleri y-ekseninde ve Konsantrasyon degerleri ise x-ekseninde gosterilerek
bir standart ¢aligma grafigi hazirland1 ve antioksidan kapasitesi kalibrasyon denkleminden

yararlanilarak hesaplandi. Elde edilen sonuglar Tablo 12°de gosterilmektedir.

Tablo 12. Bal ve polenin FRAP metoduyla antioksidan miktarlar

Numune FRAP(pmol Troloks/100 g)
Bal 423+2,17
Polen 3925425,6

Sonuglar ortalama + standart sapma cinsinden ifade edildi.

Antioksidanlar genel olarak gidalar1 serbest radikallerin etkisinden koruma amagl
kullanilan katki maddeleridir (Madsen ve Bertelsen, 1995).

Frankel ve arkadaslarinin yaptigi calismada, balda antioksidan etkiye sahip
tokoferoller, alkaloidler, askorbik asit, flavonoidler, fenolikler ve degisik enzimlerin az
miktarda bulundugunu ve balin kaynagi olan nektar, antioksidan etkiye sahip tatli bilesikler
ile bitki pigmentlerinin, flavonoidlerin biiyiikk bir kismimi igerdigini tespit etmislerdir
(Frankel vd., 1998).

FRAP yontemiyle ballarda yapilan antioksidan kapasite tayininde Gorjanovi¢ vd.,
(2013), yaptiklar1 galigmada orman balinda 4,98 umolTE/g, salg1 balinda 4,05 umolTE/g,
1sirgan balinda 2,03 umolTE/g, kir ¢icegi balinda 0,67 umolTE/g, thlamur balinda 0,61
umolTE/g, akasya(1l) balinda 0,26 umolTE/g ve akasya(2) balinda 0,20 umolTE/g olarak
bulduklarini belirtmislerdir. Alvarez-Suarez vd., (2010), yapmis oldugu ¢alismada ¢icek
ballarina ait FRAP degerlerini 27,0 umolTE/100 g ile 96,6 umolTE/100 g arasinda
buldugunu belirtmislerdir. Yapmis oldugumuz calismada kestane balinin antioksidan
kapasitesi 423+2,17 umolTE/100 g bulunmustur ve literatiirdeki ¢alismalara bakildiginda
Gorjanovi¢ vd., (2013) c¢alismasindaki orman bali ve salgi baliyla benzerlik
gostermektedir. Diger ballarla kiyaslandiginda ise oldukga yiiksek antioksidan kapasitesine
sahip oldugu belirlenmistir. Kestane poleni igin elde ettigimiz deger Tablo 11’de

belirtildigi gibi 3925+25,6 umolTE/100 g olarak bulunmustur. Gerek calismamizda
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gerekse literatiirde Dbelirtilen ari {irlinlerinden biri olan bal ile kiyaslandiginda kestane

polenin antioksidan kapasitesinin olduk¢a yiiksek oldugu goriilmektedir.

3.1.3. Serbest Radikal Temizleme Aktivitesi (DPPH)

Balin ve polenin serbest radikal temizleme kapasiteleri DPPH" radikali {izerinden test
edildi ve bulunan degerler Tablo 13’de SCsp degeri cinsiden verildi. SCso degeri radikalin
% 50’sini temizleyen madde miktar1 olarak tanimlanirken diisiikk SCso degeri yiliksek
DPPH" radikali temizleme aktivitesini yansitir. Sonuglar mg/mL cinsinden verildi ve

standart olarak Troloks® kullanild.

Tablo 13. Bal ve polenin DPPH metoduyla antioksidan miktarlar

Numune DPPH (SCso mg/mL)
Bal 34,34+0,00
Polen 0,47+0,01

Sonuglar ortalama + standart sapma cinsinden ifade edildi.

Dogal iiriinlerin serbest radikal temizleme yeteneginin belirlenmesinde en yaygin
kullanilan yontem DPPH radikali temizleme testi olup iyi bir antioksidan test yontemidir
(Ahn vd., 2007). Diisiik DPPH degeri yiiksek radikal temizleme yeteneginin bir olglisii
olup polenin radikal temizleme yetenegi baldan yaklasik 100 kat daha biiyiik bulundu.

Bertoncelj vd., (2007) DPPH-SCsy radikal temizleme aktivitesini akasya balinda
33,9-63,9 mg/mL arasinda, ithlamur balinda 20,6-36,1 mg/mL arasinda, kestane balinda
7,8-14,0 mg/mL arasinda, koknar balinda 6,4-11,7 mg/mL arasinda, ladin balinda 5,4-9,7
mg/mL arasinda, multilforal kaynakli balda 8,1-13,9 mg/mL arasinda ve orman balinda da
5,3-8,7 mg/mL arasinda buldugunu belirtmislerdir. Sarikaya vd., (2009), c¢aligsmalarinda
kullanilan kestane ballarinin SCsq degerleri 5,7 ve 9 mg/mL olarak belirtmislerdir. Ulusoy,
(2005) farkli bolgelere ait kestane ballarinin SCsy degerleri karsilagtirmis ve 0,015-0,058
g/mL arasinda olan sonuglar elde etmistir. Calismamizda buldugumuz kestane bal degeri
Bertoncelj vd., (2007), yapmis oldugu ¢alismadaki akasya baliyla ve Ulusoy, (2005) farkli

bolgelere ait kestane ballarinin SCsp degerleriyle benzerlik gostermektedir fakat
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literatiirdeki diger kestane ballarin degerleriyle kiyaslandiginda onlardan daha disiik
oldugu goriilmektedir.

Yildiz vd., (2013), yaptiklar1 ¢alismada kestane polenine ait DPPH-SCs, radikal
temizleme aktivitesini 0.62+0.10 mg/mL olarak bulduklarmi belirtmislerdir. Morais vd.,
(2011), calismasinda polenlerin DPPH radikali temizleme kapasitesini 2,16-5,87 mg/mL
arasinda hesaplamiglardir. Calismamizda elde etmis oldugumuz deger Yildiz vd., (2013),

calismasiyla benzerlik gostermektedir.

3.2. Deney Hayvanlar1 Uygulamalari

3.2.1. Deney Hayvanlarinin Viicut Agirhg Olciimii

Sicanlarin ilk ve son gilinkii (dekapitasyon yapildigi giin) agirliklar1 baz alinarak
viicut agirlik degisimleri hesaplandi (Tablo 14). Agirlik degisim orani asagidaki denklem
kullanilarak hesaplanmastir.

Agirlik degisim orant = 100 x (Agurlik(son) — Agirlikgiy) / (Agirliki)

Agirlikson): Son giin dlciilen agirlik (g)
Agirhik: 11k giin lgiilen agirhik (g)

Tablo 14. Deney hayvanlarinin viicut agirhigr degisimleri

Grup Agirlik Ortalamasi (g) Agirlik Degisim Orani (%)
Grup Adi -
Ik Giin Son Giin
Kontrol Grubu 233430,3 229423,79 -1,72
Amanitin Grubu 237+40,71 231+40,81 -2,59
Bal Grubu 231£17,72 236+18,16 2,16
Polen Grubu 233+27,61 232425,30 -0,43
Silibinin Grubu 241£17,92 227+23,84 -5,81

Sonuglar ortalama =+ standart sapma cinsinden ifade edildi.

Sicanlarda deney sonrasi agirlik degisimleri incelendiginde serum fizyolojik kontrol
grubunda %1,72 oraninda kilo kayb1 gbzlemlenirken, amanitin grubunda %2,59 oraninda

kilo artis1 goriildii. Bal grubunda %2,16 oraninda kilo artist ve polen grubunda %0,43
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oraninda kilo kayb1 gézlemlendi. En yiiksek kilo kaybiin gozlemlendigi grup ise silibinin
grubu (%5,81) olarak belirlendi.

3.2.2. Biyokimyasal Analiz Sonuclar:

Plazmalarda alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotranferaz (AST), laktat
dehidrojenaz (LDH), kreatin kinaz (CK), iire (BUN), toplam protein (TP), kreatinin,
albumin, seviyelerine bakildi ve degerleri otoanalizorde belirlendi. Plazma ve
karacigerlerdeki MDA miktarlar1 1,1,3,3-Tetrametoksipropanin 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625
nmol/mL’lik standartlar1 kullanilarak hazirlanan MDA standart egrisi kullanilarak
hesaplandi. Sonuglar nmol MDA/numune olarak ifade edildi. Plazma ve karaciger

dokusunda CAT aktivitesi spekrofotometrede absorbans diisiisii izlenerek belirlendi.

3.2.2.1. Plazmada Yapilan Ol¢iimlerin Sonuglar:

Plazmalarda belirlenen ALT ve AST degerleri Sekil 5’de, LDH, CK, iire, toplam

protein, kreatinin ve albumin seviyeleri Tablo 15” de belirtilmistir.

Plazma ALT ve AST Degerleri
300 -
250 -
200 -
—

= 150 -

= B ALT
100 -

W AST
50 -
0 .

Kontrol  Amanitin Polen Silibinin
Gruplar

Sekil 5. Gruplarin AST ve ALT diizeyleri

MDA miktar1 ve CAT aktivitesi spektrofotometrede belirlendi. MDA standardi igin
elde edilen kalibrasyon grafigi Sekil 6’da gosterilmektedir. Sekilden yararlanilarak elde
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edilen MDA miktar1 ve spektrofotometrik yontem sonucunda hesaplanan CAT aktivitesi
Tablo 16°da gosterilmektedir.

Tablo 15. Gruplarin biyokimyasal analizleri

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5
BUN (Ure) (mg/dL) 11+0,50° 15,10+1,10° 11+0,58" 11+0,47° 14+2,30°
Kreatin (mg/dL) 0,20+0,01° 0,30+0,01° 0,28+0,02° 0,28+0,012 0,12+0,012
LDH (U/L) 735+30,45° | 1101+50,70* | 753+55,10° | 918+38,05° | 1194429,73°
CK (U/L) 2049+125° 5625+245° 5618+305% | 3540+398° 4352+540°
Albumin (mg/dL) 3,60+0,60% 3,40+0,42° 3,60+0,10% 3,40+0,12° 3,20+0,17%
Toplam protein (g/dL) 5,10+0,70° 2,27+0,98° 3,37+1,04° | 4,56+1,20° 3,37+1,07°

Sonuglar ortalama + standart sapma cinsinden ifade edildi.

MDA Standart Egrisi
1,4
€172
c
§ 1
2 08 0,1202x + 0,0657
o= y = il X + il
g 06 R2=0,9965
=04
202
0
0 2 4 6 8 10 12

MDA (nmol/ml)

Sekil 6. Plazmalar i¢in hazirlanan MDA standart egrisi

Tablo 16. Plazma MDA ve CAT degerleri

Gruplar MDA (nmol/mL plazma) CAT (kU/L)
Kontrol Grubu 0,274+0.07" 0,25+0,02%
Amanitin Grubu 0,387+0.38° 0,12+0,02"
Bal Grubu 0,267+0,04 0,18+0,01°
Polen Grubu 0,142+0,11° 0,20+0,02°
Silibinin Grubu 0,287+0,12° 0,20+0,02"

Sonuglar ortalama + standart sapma cinsinden ifade edildi.
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3.2.2.2. Karaciger Dokusunda Yapilan Olciimlerin Sonuglar

Gruplara ait karaciger doku 6l¢iim sonuglar1 Tablo 17°de, standart egri grafigi Sekil

6’da verilmistir.

MDA Standart Grafigi

0,5
E 04
AN
o™
10,3
C
302
§ 0,1 y =0,0107x + 0,0071
< R2 = 0,9971

0
0 10 20 30 40 50
MDA nmol/mL

Sekil 7. Karaciger dokulari igin hazirlanan MDA standart ¢alisma grafigi

Tablo 17. Karaciger dokularina ait parametreler

Gruplar MDA (nmol/mL doku) CAT (kU/mg protein)
Kontrol Grubu 62,25+10,20" 0,15+0,03"
Amanitin Grubu 94,08+14,00° 0,05+0,02%
Bal Grubu 76,52+13,10° 0,01+0,01°
Polen Grubu 77,50+17,50° 0,01+0,02"
Silibinin Grubu 50,87+20,30" 0,01+0,02"

Sonuglar ortalama + standart sapma cinsinden ifade edildi.

3.2.3. Histopatolojik inceleme Sonuclari

Gruplara ait karaciger dokularinin 151k mikroskopik degerlendirmesinde,
hematoksilen eozin kesitlerinde amanitin grubunda bir karaciger dokusunda periportal
alanlarda yaygin sitoplazmik vakuolizasyon izlenmistir (Sekil 7). Amanitin grubundaki
sicanlarda periportal alanlarda hepatositlerde sitoplazmik vakuolizasyon (HEx400)

izlenmis olup diger gruplar da hasar bulgusu goriilmemis ve normal parankimi izlenmistir.
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Sekil 8. Amanitin grubunda periportal alanlarda hepatositlerde sitoplazmik
vakuolizasyon (HEx400)



4. SONUCLAR VE ONERILER

Zehirli mantar olarak bilinen Amanita phalloides igerdigi siklik yapidaki zehirli
amanitin bilesikleri igerirler ve bu bilesiklerin sindirimi karacigerde mevcut
bulunmadigindan agir karaciger hasarlarina ve dliimciil sonuglara yol agarlar. Oliimciil
olmayan mantar zehirlenmelerinde cogu kez karaciger hasarlari, siroz gelismektedir.

Karaciger ¢ok sayida eksojen ve endojen bilesiklerin detoksifikasyonun gergeklestigi
yegane organdir. Alinan tiim besinlerin sindirildigi ve toksik ajanlarin transformasyona
ugradig1 bir organ olmasi bakimindan hepatosit harabiyetlerinde kimyasal ilag tedavisi
miimkiin degildir. Ayrica karaciger alkol, asir1 yaglanma, kimyasallara maruz kalma,
zehirlenme, viral enfeksiyonlar, bakteriyal enfeksiyonlar vs.’den dolayr hasara
ugramaktadir. Karaciger hasarlarinin tedavisinde daha ¢ok dogal yontemler ve interferon
kullanilmaktadir. Halk arasinda enginar ve deve dikeni (Silybum marianum) ekstrelerinden
hazirlanmis kapsiiller yaygindir (D’Andrea vd., 2005). Deve dikeninde bulunan Silimarin
adli ekstrenin karaciger hasarimi Onlemede etkili oldugu bildirilmektedir. Silimarin bir
karisim olup 4 izomerik flavoligninde (silibinin, izosilibinin, silidianin ve silikristin)
olusmaktadir. Yapilan bilimsel ¢alismalarda silimarin pek ¢ok hepatik enzimi, aminoprin
demetilaz, bezopren hidroksilaz, etoksikumarin de-etilaz ve glutatyon-S-transferaz, inhibe
ettigi bildirilmektedir (D’Andrea vd., 2005; Schiimann vd., 2003). Diinyada a-amanitin
kaynakli toksisitesine karsi direkt olarak uygulanan bir ila¢ bulunmadigindan normal o-
amanitin kaynakli karaciger hasari tedavilerinde daha ¢ok dogal bir silibinin tedavisi ile
penisilin kullanilmaktadir.

Yapilan ¢alismanin amaci o-amanitin kaynakli karaciger hasarinin tedavisinde
silibinine alternatif yeni kaynaklar bulmaktir. Bu amagla daha onceki galismalardan yola
cikarak birer dogal {irlin olan ar1 iriinlerinden faydalanmak istedik. Ciinkii yapilan
arastirmalarda CCly ile siganlarda olusturulan karaciger hasarinin kestane bali (Yildiz vd.,
2013) ve polen, ar1 siitli, propolis (Saral, 2013) olduk¢a yiiksek etkinlikte ve silibinine
esdeger tedavi sagladigi bildirilmektedir (Yildiz vd., 2013).

Sonug¢ olarak amanitinden kaynaklanan karaciger hasarma karsi bal ve polen ayni

silibinine benzer derecede siganlarda iyilesme saglamistir.
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flerleyen calismalarda diger ari iiriinleri olan propolis ve ar1 siitiiniin amanitinden
kaynaklanan karaciger hasarina karsi iyilestirme saglayip saglamadigina bakilip, farklh

floral orijinli bal ve diger ar1 iirtinlerinin etkileri de incelenmelidir.
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