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OZET

Bu calismada, iilkemizde halk arasinda ‘“deli bal” olarak bilinen orman giilii balinin
Wistar albino ratlar iizerindeki biyokimyasal ve histopatolojik parametreler {izerine
etkileri arastirilmistir. Calismada Karadeniz Bolgesinden toplanan  ballarin
melissopalinolojik analizleri yapilarak orman giilii ballar1 belirlenmis, en yiiksek
miktarda Rhododendron poleni iceren bal deneysel calismalarda kullanilmastir.
Toksisite caligmasinda her grupta 12 Wistar albino rat bulunan 5 grup olusturulmustur.
Birinci gruba (kontrol grubu) izotonik sodyum kloriir ¢ozeltisi (SF); ikinci gruba 0.015
mg/kg grayanotoksin III; iiclincii, dordiincii ve besinci gruplara srasiyla 0.15 g/kg, 0.5
g/kg ve 2.5 g/kg orman giilii bali tek doz olarak verilmistir. Uygulamadan 1 saat sonra
kan ve doku ornekleri alinmistir. Calismada kontrol grubuna gore diger tiim gruplarda
total bilirubin diizeyinde artma, kreatin seviyesinde azalma; BUN seviyelerinde 2 ve 5.
grup artis ile grup 3 ve 4’te azalma; LDH’ta grup 2, 4 ve 5’te artma, grup 3’te azalma;
glukozda grup 2 ve 5’te artma, grup 3 ve 4’te azalma oldugu belirlenmistir. Dokularin
histopatolojik incelemesinde bobrek tubuluslarinda genisleme ve hiicre kayb1 oldugu

belirlenmistir.

Sonug olarak orman giilii balinin doza bagh olarak hafif siddette nefrotoksik etkili
oldugu, hepatotoksik etkilere yol agcmadigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Orman giilii bali, Grayanotoksin, Polen, Biyokimyasal parametre,

Histopatolojik parametre.
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RHODODENDRON HONEY INTOXICATION IS EFFECT ABOUT SOME
BIOCHEMICAL AND HISTOPATHOLOGY PARAMETERS IN RATS

Zeliha DOGAN
Erciyes University, Graduate School of Naturel and Applied Sciences
M.Sc. Thesis, November 2013
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SUMMARY

In this study, "mad honey" known as the rhododendrons honey among the people of our
country was researched effects of biochemical and histopathological parameters on
Wistar albino rats. rhododendrons honey was deterrmined with melissypalynology
analyzed of honey collected from the Black Sea Region of Turkey and honey containing
rhododendron polen in highest amount was used in experimental studies. In toxicity
study, 5 groups with 12 Wistar albino rats in each group was formed. while the first
group (control group)was given isotonic sodium chloride and the second group was
given 0.15 mg/kg grayanotoxin III, the third group, fourth group and fifth group was
rispectively given as single dose 0.15 g/kg, 0.5 g/kg ve 2.5 g/kg rhododendron honey.
The blood and tissue samples were taken later one hour from appliying these materials
on rats. In this study, an increase in all other groups according to the control group in
the level of total biluribin have been observed, but a decreased level of creatinine have
been observed. BUN levels have shown that an increase in the second group and fifth
group, but these levels heve shown a decrease in the third group and fourth group. LDH
level has increase in the second, fourth and fifth groups, but has decrease in the third
group. The glucose has increase in the second and fifth groups, however it has decrease
in the third and fourth groups. In histopathological examination of tissues, that the renal

tubules expands and cell loss have been determined.

As a result, the fact that rhododendron honey is mild severity as dose-dependent and can

not lead to hepatotoxic effects was determined.

Keywords: Rhododendron honey, Grayanotoxin, Pollen, Biochemical parameter,

Histopathological parameter.
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GIRIS

Bal, bal aris1 (Apis mellifera L.) tarafindan bitki nektarlarinin, bitkilerin canli
kistmlarinin salgilarinin veya bitkilerin canli kisimlar1 {izerinde yasayan bitki emici
boceklerin salgilarinin bal aris1 tarafindan toplandiktan sonra kendine 6zgii maddelerle
birlestirerek degisiklige ugrattigi, su icerigini disiirdiigli ve petekte depolayarak
olgunlastirdig1 dogal bir maddedir [1]. Genel olarak sar1 ve sarinin tonlarinda olan bal,
sudan daha yogun kivamdadir; giiclii bir hidrostatik karaktere sahiptir; viskozitesi
nispeten diisiiktiir [2]. Balin temel kimyasal bileseni, balin % 82’sini olusturan
karbonhidratlardir. Ayrica invertaz, glukoz oksidaz ve katalaz gibi enzim icerikli
proteinler ile 18 serbest amino asit icermektedir; ki bu amino asitlerden de en cok
bulunani prolindir [2,3]. Balda eser miktarda riboflavin (B;), niyasin (B3), folik asit,
pantotenik asit (Bs) ve pirodoksin (Be) B vitamini komplekslerine ilaveten askorbik asit,
kalsiyum, demir, c¢inko, potasyum, fosfor, magnezyum, selenyum ve mangan gibi

mineraller de bulunmaktadir. Balin temel antioksidanti ise flavonoidlerdir [2,3].

Bal, bir¢ok kiiltiirde ¢ok eski zamanlardan beri koruma ve tedavi etme amacli olarak
kullanilmastir [3]. Eski Yunanistan’ta 6nemli kisilere ait cesetlerin mumyalanmasinda
kullanilirken, eski Romalilar ve Yunanhlar gida maddelerinin (6zellikle de etin)
korunmasinda baldan faydalanmiglardir [4,5,6,7]. Bununla birlikte bal, uzun zamandan
beri halk arasinda antibakteriyel Ozelligi bilinmeden geleneksel bir ila¢ olarak
kullanilmis olup giiniimiizde balin farmakolojik 6zelliklerinin arastirilmasiyla birlikte
tip alaninda antibakteriyel bir madde olarak kabul gérmiistiir [8,9,10]. Icerdigi yiiksek
karbonhidrat nedeniyle enerji verici olan bal, icerdigi protein, mineral ve vitaminlerden
dolay1 da faydali bir besin kaynagi, mide agrisi, bagirsak bozukluklar1 ve hipertansiyon
gibi hastaliklarda alternatif tedavi edici, cinsel giicii artirict ve immiin sistemini
destekleyici, idrar soktiiriicii ve agr1 kesici etkisi, hafizay: giiclendirici 6zellikleri vardir

[3,11,12,13].



Orman giilii balinin “Mad honey” botanik orijini Ericaceae familyasidir. Yiiksek oranda
grayanotoksin iceren Ericaceae familyasinin Rhododendron L. cinsine ait tiirlerin
nektarlarinin ( R. ponticum, R. luteum, R. urgernii, R. caucasicum, R. smirnowii) bal
arilar1 tarafindan toplanmasi, dehidre edilip olgunlastirilmas: sonucu olusturulan bir
baldir [7,8,14]. Ericaceae familyas1 fundagiller olarak bilinir. Familya, 128 cins ve
yaklagik 4000 tiir ile temsil edilmektedir. Yasam alanlar1 deniz seviyesinden baglayarak
4000 m yiikseklige kadar ¢ikmaktadir [15,16,17]. Bu familyada bulunan Rhododendron
L. tiirlerinin yapraklarinda, c¢iceklerinde, nektarlarinda, genc¢ siirgiinlerinde ve

polenlerinde yiiksek miktarda grayanotoksinler bulunmaktadir [18,19].

Orman giilii bali 30 gram (bir tath kasigindan fazla) iizerinde tiiketildiginde
zehirlenmeye neden olmaktadir [11,20]. Bali fazla tiiketen kisilerde ciltte ve bogazda
yanma hissi, deride ve gozlerde kizariklik, bulanti, kusma, salivasyon, halsizlik, gérme
bulanmiklig1 goriildiigii bildirilmektedir [21,22]. Bal zehirlenmesinde dolagim, solunum,
sindirim ve sinir sistemi en ¢ok etkilenen bolgelerdir [23,24]. Diisiik dozlarda kalpte
bradikardi ve hipotansiyona, yiiksek dozlar da ise tasikardi ve hipertansiyon (siirrenal
medulladan epinefrin salgilanmasina neden oldugundan dolay1) olusumuna neden
oldugu belirtilmistir [25,26,27]. Balin sebep oldugu hipotansiyonun tedavisinde
intravenoz sivi tedavisi, bradikardinin tedavisinde de atropin tedavisi uygulanmakta ve
sonu¢ alinmaktadir [28].

Bununla birlikte orman giilii bal1 alternatif tedavi amag¢lh kullanilmaktadir. Balin mide
agrisi, bagirsak bozukluklar1 ve hipertansiyonda alternatif tedavi edici, cinsel giicii
artirict ve immiin sistemini destekleyici, idrar soktiiriici ve agr1 kesici etkisi, hafizay1
giiclendirici ve enerji verici Ozellikleri vardir [3]. Mineral icerigi bakimindan zengindir

[3,29].

Sonug olarak bu arastirmada tiiketicilere onerilmesinde kolaylik saglanmasi ac¢isindan
bir tath kasigi, bir yemek kasig1 ve daha yiliksek dozda olmak iizere orman giilii bali ile
saf toksinin (GTX) ballarda tespit edilen ortalama miktar1 baz alinarak ratlarda ¢ok
sayida biyokimyasal parametre {iizerine etkisi incelenmis, histopatolojik bulgular

degerlendirilmistir.



1. GENEL BILGILER

1.1. Orman Giilii Bahmin Tarihcesi

Orman giilii bal, kaynaklara gore bilinen ilk biyolojik silah olarak tarihe gecmistir
[9,13]. Tarihi kaynaklarda anlatilan hadise, bugiin toksikasyon vakalarinda karsilasilan
ve bilimsel gelismelerle temellendirilebilen semptomlarla bire bir uyusmasi bakimindan
onemlidir. Romal1 askerlerin Perslerden kacarken Dogu Karadeniz bolgesinde rastlayip
yedigi bal, anlaticinin diliyle soyle belirtilmis: “ Az yiyenler sarhos gibiydiler, mideleri
bulandi, sersemlestiler. Cok yiyenler ise birer ¢ilgin gibiydiler. Bir giine kalmadan bir
kism1 uyanamadi, uyananlar ise hicbir iz tasimadan ayaga kalktilar. Yine de bu bizim
bozguna ugramis goriintiimiizii degistiremedi” [9,13,22,30]. Zehirli balin, halk
arasindaki kullanimiyla ilgili ilk yazili belge M.O. 401 yilinda Yunanl tarih¢i ve
General Xenephon tarafindan yayinlanmistir [9]. Xenephon Anabasis adli eserinde,
Tiirkiye’nin Dogu Karadeniz Bolgesinde konakladiklar1 yerde, deli bal yiyen askerlerin

zehirlendigini rapor etmis ancak tiim askerlerinin kurtuldugu bildirilmistir [10,11,12].

Bu olaydan 400 yil sonra milattan 6nce 67 yilinda, Kral Mithradates IV tarafindan,
Kuzeydogu Anadolu’da Roma’li General Pompey’in askerleri grayanotoksinle
kontamine olmus balla kasten zehirlenmistir ve 3 Romali tabur (1440 asker) diisman
birlikleri tarafindan bu durumlarindan yararlanilarak katledilmistir [31,32,33,34,35].On
dokuzuncu ylizyilda Avrupa ve Kuzey Amerika’da karsilagilan deli bal zehirlenme
olgular1 kayit altina alinmistir. 1896’da Kebler ABD’deki zehirlenme olaylarmi
yayimlamistir. Bu yayinda, Princeton ve New Jersey’de goriilen sekiz adet zehirlenme
olgusu tanimlanmistir. Kebler kendi olgularinin yani sira daha once yapilmis diger
caligmalara da makalesinde yer vermistir. Kebler’e gore, Barton, deli bal
zehirlenmesinin etkilerini rapor eden ilk arastirmacidir [7]. Colema ise, 1853’deki
caligmasinda New Jersey’den 14, Branchville’den 23 hasta ile ¢alismistir. Ek olarak
1891 yilinda Plugge, Ericaceae familyasindan bircok bitki tizerinde ¢aligmalar yapmis

ve bunlardan andromedotoksini izole etmistir. Ilerleyen yillarda andromedotoksin ve



grayanotoksin ayn1 anlamda kullanilmaya baslanmistir. British Medical Journal’in 1999
yilinda yeniden basilan 1899 makalesi de, tipik deli bal zehirlenme vakasi {izerinedir

[7.8].

Ulkemiz de ise bircok arastirmaci orman giilii bal iizerine arastirmalar yapmistir. i1k
arastrmalar 1938’de Bucak ve 1941°de Ungan tarafindan yapilmstir. Her iki
arastirmaci da ballar1 mikroskobik olarak incelemis ve Rhododendron polenlerini tespit
etmislerdir. Arastirmacilar ballarda renk aywaci olarak kullanilan andromedotoksini
belirlemislerdir. 1949°da Pulewka laboratuar hayvanlar tizerinde toksik balin etkilerini
gbzlemlemis ve biyolojik arastirmalar yapmis, R. luteum ve R. ponticum ballarin1 diger

cicek ballariyla kiyaslamistir [36].
1.2. Ericaceae Familyasi

Fundagiller ailesi (Ericaceae) kuzey ve giiney yarimkiirenin 1liman bdlgelerinde
yayilmis yaklasik 128 cins ile temsil edilmektedir. Cali veya agac seklinde, nadir olarak
otsu bitkilerden olusur. Ormangiilleri Cin, Tibet, Burma, Nepal, Yeni Gine, Tropik
Asya, Avrupa ve Kuzey Amerika’da yayilis gosterir ve 4000 tiire sahiptir. Yasam
alanlar1 deniz seviyesinden baglayarak 4000 m yiikseklige kadar c¢cikmaktadir [8,14].
Tiirleri 20 cm ile 30 m arasinda degisen ¢ali ve agac formlardan olugmaktadir. Orman
giilleri nem oram yiiksek, organik madde bakimindan zengin, derin ve iyi drenaja sahip

asidik topraklarda iyi gelisim gostermektedir [16,17,18,19].

Sekill.1. Ericaceae familyasinin diinyadaki yayilis1 [8]



Orman giilii, Fundagiller (Ericaceae) familyasindan Rhododendron spp. cinsinin 800
kadar tiiriinii iceren cicekli bitkilerin ortak adidir. Cok degisik ¢icek ve yaprak
yapilarina sahip olan ormangiilleri herdem yesil olabildikleri gibi yaprak da dokebilirler.
Yapraklar spiral konumlu, herdem yesil veya yaprak doken bitkilerdir. Yapraklar biitiin
veya dislidir. Korolla kampanulat ve bazen zigomorfiktir. Ovaryum 6-8 (5-9) lokular;
stigma kapitat; meyve septisidal kapsiil; tohumlar kanathdir. Rhododendron ismi

Yunancadan tiiremistir. Rhodos (giil), dendron (aga¢) anlamindadir [15].

Ulkemizde ise deniz seviyesinde 3200 m yiikseklige kadar yayilis gosteren R. ponticum,
R. luteum, R. ungernii, R. smirnovii ve R. caucasicum olmak {izere 5 tiirii ve bunlara
bagl 12 taksonu bulunmaktadir. Orman giilleri Bat1 Karadeniz’den Dogu Karadeniz’e
kadar sahil ormanlar1 veya orman arasindaki acikliklarda genis bir yayilisa sahiptir

[15,37].
1.2.1. Ulkemizde Dogal Olarak Yayihs Gosteren Rhododendron Tiirleri

Orman giilleri batidan doguya dogru artan bir yogunlukla, Karadeniz sahilindeki
ormanlarda ya da ormanlar arasindaki acikliklarda yetismektedir. Orman giillerinin
yatay yondeki dagilis alanlar1 disinda, dikey yondeki dagilis alanlar1 da son derece
genistir. Orman giilleri deniz seviyesine yakin alanlarda yayilis gosterebildikleri gibi,

deniz seviyesinden 5000 metrelik yiiksekliklere kadar erisebilmektedir [15].

1.2.1.1. Rhododendron smirnovii (Pembe Cicekli Orman giilii)

Pembe c¢icekli orman giilii, yapraklarini dokmeyen her dem yesil, 4 metreye kadar
boylanabilen aromatik calilar goriiniimiindedir. 850-2300 m arasindaki yiiksekliklerde,
asidik ya da bazik zemin iizerinde, ladin altinda, kimi zaman diger orman giilleri ile
birlikte yayilis gostermektedir. Haziran-Temmuz aylarinda acgan ¢igekleri pembe renkli,
yapraklar ters yumurtamsi, yaprak sapi 0.8- 2.5 cm uzunluktadir. R. smirnovii diinyada

sadece iilkemizin Artvin ve Rize illerinde yayilis gosteren, endemik bir tiirdiir [15].



Sekil 1.3. Rhododendron smirnovii'nin iilkemizdeki yayilis alan1 [38]

1.2.1.2. Rhododendron caucasicum (Kafkas Orman giilii)

Kafkas orman giilii yaprak dokmeyen her dem yesil 1 m boyunda aromatik calilar
seklindedir. Kuzey bakili yamaclarda aga¢ yetisme smirinin iizerindeki 1830- 3000
metreler arasindaki asitli topraklarda yetisir. Mayis-Temmuz aylarinda acan cicekleri
parlak krem renkli, yapraklar yumurtamsi, yaprak sapt 1 cm uzunluktadir. Ulkemizde
Trabzon, Rize, Artvin ve Kars illerinde yayilis gostermektedir [15].



Sekil 1.4. Rhododendron caucasicum yaprak ve cicegi[39]

KARADENIZ

Sekil 1.5. Rhododendron caucasicum’nun tilkemizdeki yayilis alani [39]
1.2.1.3. Rhododendron ungernii (Beyaz Cicekli Orman giilii)

Beyaz cigekli orman giilii yaprak dokmeyen her dem yesil 7 metreye kadar boylanabilen
cali ya da agaclar seklindedir. 850-2200 m arasindaki yiiksekliklerde bulunan ladin ve
kayin ormani altinda yetismektedir. Haziran- Agustos aylarinda acan c¢icekler, beyazdan
koyu damarl parlak giil rengine kadar degismektedir. Yapraklar ters yumurtamsi yaprak
sap1 1-1.5 cm uzunluktadir. Ulkemizde Artvin ve Rize illerinde dogal yayilisa sahiptir

[15].



Sekil 1.7. Rhododendron ungernii’in iilkemizdeki yayilis alani [40]

1.2.1.4. Rhododendron ponticum (Mor Cicekli Orman giilii)

Baharda agan ve uzun siire bu ¢icekli durumunu koruyan, Karadeniz Bolgesindeki
adiyla “kumar/kara kumar/agu”, iyi yetisme ortamlarinda 8-10 metreye kadar ulasabilen
bir cali ya da kiiciik bir agag tiirii olarak tanimlanir [35]. Habitat1 kayin ormanlar1 ve
agac s altina kadarki alanlarda yayilis gostermektedir. Mart-Mayis aylarinda
acan cicekleri, morumsu pembe, bol nektarli, nektar, yaprak ve polenler toksin
icermektedir. Yapraklar, elips ve ters yumurtamsi, yaprak sapi 1-1.5 cm arasindadir.

Ulkemizde, Kirklareli, Kocaeli, Sakarya, Kastamonu, Zonguldak, Ordu, Giresun, Rize



ve Artvin illerinde deniz seviyesinden 2100 metreye kadar olan yiiksekliklerde dogal

yayilis gdstermektedir [15].

Sekil 1.9. Rhododendron ponticum’un tilkemizdeki yayilis alan1 [41]

1.2.1.5. Rhododendron luteum (San Cicekli Orman giilii)

Bu bitki halk arasinda “zifin, cifin, egricicegi, sar1 agu” olarak adlandirilmaktadir [35].
Sar1 ¢igekli orman giilii, yaprak doken, 4 metreye kadar boylanabilen ¢ali seklindeki bir
bitkidir. Ibreli, yaprak doken ormanlar ile egimli cayirlik alanlarda yetismektedir.
Yapraklar, yumurta ya da ters kili¢c seklinde, Eyliil-Ekim aylar1 arasinda agilan ¢igekler
bol nektarli ve sari renklidir. Yapraklar, nektar ve polenleri toksin icermektedir.

Ulkemizde Canakkale, Kastamonu, Sinop, Amasya, Samsun, Trabzon, Rize ve Balikesir
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illerinde deniz seviyesinden 2200 metreye kadar olan yiiksekliklerde dogal yayilis

gostermektedir [15].

Sekil 1.11. Rhododendron luteum’un iilkemizdeki yayilis alan1 [42]

1.2.3. Ericaceae Familyasimin Kimyasal Yapisi

Ericaceae familyasinin cesitli tiirlerinden izole edilen asetilandromedol (andromedotoksin)'in
baz1 arastiricilar tarafindan zehirli balda da saptanmasi Ericaceae familyas: bitkileri ile zehirli
bal arasindaki iligkiyi ortaya koymustur. Ericaceae familyasi bitkilerinin ¢esitli tiirlerinden izole

edilen diger iki toksik bilesik andromedenol ve andromedoldiir [8].
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Grayanotoksin bir diterpen olup, azotsuz polihidroksile siklikhidrokarbonlardan
olusmaktadir. Grayanotoksinler, Ericaceae familyasinin iiyesi bitkilerin yapraklarinda,
gen¢g govdesinde, ciceklerinde, nektarinda ve polenlerinde yiiksek miktarda
bulunmaktadir [7]. Bitkiyi, herbivorlardan ve insektisistlerden korumada ajan olarak
gorev yapmaktadir. Ozellikle koyun ve keci gibi hayvanlarda zehirlenme vakalar1 daha
siklikla goriilmektedir. Insanlar da ise genel olarak balla grayanotoksin zehirlenmesi
goriilmektedir [43].

Rhododendron’da ana toksik izomer grayanotoksin III (GIII) olmasina ragmen,
grayanotoksin I ve grayanotoksin II az miktarlarda bulunmaktadir. GI (grayanotoksin I)
toksik olmasia karsin ve GII (grayanotoksin II) daha az toksiktir [43]. GTX II, daha
kararli molekiiler yapiya sahip oldugu icin daha ge¢ hidrolize edilmekte ve bundan
dolay1r da GTX I ve GTX IIl’e gore daha az toksik etki gostermektedir. GTX I ve GTX
III ise daha az kararli molekiiler yapida olmasindan ve daha ¢abuk hidrolize olmasindan
dolay1 daha toksiktir. Bir norotoksin olan grayanotoksinlerin toksik deger siralamasi
GTX III> GTX I> GTX I seklindedir [12,23,43]. Grayanotoksinlerin su ve lipid
coziciiliigii yiiksektir. Grayanotoksinler genellikle metanol veya kloroform ile izole
edilirler fakat bu ¢oziiciilerin bir kismi1 da ¢oziiliir. Bu nedenle kristallestirilmeden ya da
detayli analiz edilmeden once saflastirilma islemi gerekmektedir. Grayanotoksinin

kristal igneleri 228-229 °C’de erimektedir [44].

HO CH, CH:
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Grayanotoxin (1) Grayanotoxin (2) Grayanotoxin (3)

Sekil 1.12. Grayanotoksin I: Asetilandromedol  Grayanotoksin II: Andromedenol
Grayanotoksin III: Andromedol [45]

Grayanotoksinin hiicre iizerindeki toksik etkileri sodyum kanallar1 iizerinden meydana
gelir. Grayanotoksinler, voltaj bagimli sodyum kanallarin ag¢ilma fazinda kanallara
baglanarak kanalin modifikasyonunda degisikle sebep olur. Bu modifikasyon
degisikligi, kanallarin inaktivasyonunu engeller. Son olarak, modifiye sodyum

kanallarmin aktivasyon potansiyeli, sodyum kanalinin hiperpolarizasyonuna neden olur.
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1.2.4. Rhododendron’da Bulunan Temel Flavanoidler

Flavanoid bilesenler insan diyeti i¢in 6nemlidir ve bir¢ok tibbi bitkide onemli dlgiide
bulunur. Flavanoidlerin biyolojik ve fizyolojik Onemlerinden dolay:r bu bilesenlerin
izolasyonu olduk¢a onemlidir [43]. Rhododendronda mirsetin, kuersetin, azaleatin,
avikularin (kuersetin-a-L-arabinosit), hiperosid (kuersetin-3-galaktosit) ve mirsetin
(mirsetin-3-ramnosit) flavonoid bilesenlerini bulunmaktadir [46]. Bu flavanoidleri
icermesi nedeniyle belli Rhododendron tiirleri ¢esitli iilkelerde (Cin, Almanya, Kanada,
Malezya... vb ) tarih boyunca yerel tedavi yontemlerinde kullanilmistir. Rhododendron
adamsii Cin, Mongolia ve Buryatia’da bir uyarici ve panzehir olarak kullanilmaktadir
[47,48,49]. Hafif grip ve kalp rahatsizliklarinda kardiyak édem igin bir diiiretik ajan ve
bir adaptogen olarak kullanilir [50]. Temel yaglar, ursolik asit, oleanolik asit,
fenolkarboksilik asit, kumarin, flavonoidler ve R. adamsii’ den elde edilen diger
kimyasal bilesenlerin O6nemli biyolojik aktivitelere sahip olduklar1 belirlenmistir
[46,51]. Bu kimyasallardan flavonoidler antioksidan, hepatoprotektif ve kanser
koruyucusudur; tablo 1.1.’te bazi iilkelerde de yaygin olarak tedavi amag¢h kullanimi

verilmistir [52].

Tablo 1.1. Baz1 Rhododendron tiirlerinin tibbi kullanimi [43]

Tirler Potansiyel kullanimi Ulkeler Referans

R. adamsii Cicek cayi-uyarici Mongolia | [53]

R. albiflorum Agac kiilii-sislik Kanada [54]
Agac kabugu-mide tedavisi USA

Tomurcuklar-grip ve bogaz agrisi,

Mide iilseri tedavisi

R. anthopogon Yaprak&ince dallar-aromatik yag | Nepal [55]

R. dauricum Geleneksel olarak: Japonya [56,57]
Kuru yapraklar-akut/kronik | Cin
bronsit
Klinik olarak:

Anti-inflamatuar
Laboratuar:

Anti-HIV aktivatorii
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R. ellipticum Yapraklar-hipertansiyon Tayvan [58]

R. ferrugineum Geleneksel olarak: Almanya | [59]

Tibbi&ilag-romatizma

R. latoucheae Geleneksel olarak: Cin [60]
Cicek&yaprak-cilt yenileyici
Kok-panzehir

Yaprak ¢ayi-kronik trakeid

R. molle Cicek Cin [61]

Bitki orneklerindeki flavonoidleri belirlemede yaygin olarak kullanilan metotlardan
birisi spektrofotomektrik tayindir [62]. Doniisiimli HPLC ya da kiitle spektrometri
taramasiyla bitkilerde bulunan flavonoid bilesenlerin nitelikleri ve miktarlar1 analiz
edilir [63,64]. HPLC ile kiitlesel olarak analiz edilen flavonoidler i¢in sayisal pik degeri
bilesen ylizde ug degeri A-02 olarak tespit edilmistir. Bu deger kullanilan kromatografi
icin karakteristiktir ve standartlar olmaksizin diger arastirmalar icin kullanilabilir.
Mirsetin, kuersetin ve rutin i¢in spesifik kiitle bilesimi 360 nm’de hesaplanir; DHQ icin
bu deger 280 nm’dir (DHQ icin degerin boyle olmasinin sebebi, DHQ un bir flavonoid
olmasidir [65].

1.2.5. Rhododendron’da Bulunan Fitokimyasallar

Rhododendron familyas1 kimyasal kaynaklar agisindan olduk¢a zengindir ve ozellikle
Cin’de geleneksel tibbi tedavide kullanimi yaygindir (Tablo 1.1.). Bitkide bulunan
kimyasallarin bir kismi normal hiicre metabolizmasinda, bir kismi ise yapisal
bilesenlerde (odun yapisinda oldugu gibi) bulunur. Bitkide bulunan bu kimyasal
bilesikler siklikla bitkinin savunma sisteminde gorevlidir. Bitki kendini funguslara,
insektisitlere ve diger herbivorlara kars1 savunmada bu kimyasallar1 kullanir. Ornegin;
Rhododendron’un gen¢ dallarinda, siirgiinlerinde, ciceklerinde ve nektarinda yiiksek
miktarda bu kimyasallar vardir ve bitkiyi yiyen bir baska organizma (6rnegin:
Otlanmakta olan bir koyun ya da sigir) bu kimyasallardan rahatsiz olur ve bitkiden uzak
durur [43]. Rhododendron tiirlerinden izole edilen kimyasallar tablo 1.2.°te

listelenmistir.




Table 1.2. Rhododendron tiirlerinden izole edilen kimyasal bilesenler [43].
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Tiirler Fitokimyasallar Referanslar
R. dauricum e kromen ve kromen | [56]
tiirevleri
e farrerol
e kuersetin
e fenolik asit
R. ellipticum e kuersetin [57]
R. ferrugineum e fllorasetofenon [58,59]
glukodid
e dihidroflavonol
glikoosid
¢ flavonoidler
R. latucheae e iridoidler [60]
R. molle e diterpenler [61]
R. ponticum e sterinler [66,67,68]
e triterpenler
e asetilandromedenol
e ursolic acit
® uvaol
R. ponticumxcatawbiense e salidrosit [69]
R. simsii e triterpenler [70]

e flavanone glikosit
®  matteusinol

e benzoik asit tiirevleri

Dogu Almanya ve Amerika’da (US Tarimsal Arastirma Merkezi) 1970’te Keller ve

arkadaslar1 tarafindan Rhododendron’un fotokimyasallar1 c¢alisilmistir. Bu calisma

Aberystwyth’deki Molekiiler Dogal Limitler temel alinarak yapilmistir. Calismada

Rhododendron ponticum’da bulunan kimyasal bilesenler elde edilmistir (Tablo 1.3.).
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Tablo 1.3. Rhododendron ponticum’da bulunan fitokimyasallarin biyolojik aktivitesi

[43]
Kimyasal Kaynak Pestisit Kanser Bakteri Maya Fungus Tibb1
aktivitesi | karsi aktivitesi | aktivitesi | aktivitesi | kullamm
koruyucu
aktivitesi
(+)-katesin yaprak +
(+)-gallokatesin yaprak +
Asetilandromedienol yaprak
Asetilandromedal yaprak +
Alfa-amyrin bitki + +
Andromedolditerpen yaprak
Arbutin bitki + + + +
Beta-sitosterol bitki + + +
kaffeik asit bitki + + + + +
klorogenik asit bitki + + +
Delta-10(18)- yaprak
asetilandromedol
Epikatesin yaprak + + +
Friedelin bitki +
Gossypetin bitki + +
Malvidin-3,5-diglukosit bitki
Malvin bitki +
Mirsetin bitki + + +
Rhododendrin bitki
Simiarenol yaprak
Tanin yaprak + + +
Ursolik-asit yaprak + + +
Uvaol yaprak + +

1.2.6. Rhododendron Poleni

Polen, cicekli bitkilerde ciceklerin erkek organlarinin iist kisminda bulunan anterlerin

icindeki polen kesecikleri icerisinde yer alan, ¢igeklerin erkek organlarmca iiretilip disi

organin dollenmesini saglayan bitkilerin erkek cinsiyet hiicreleridir. Bu mikrosporlar,

tohumla tireyen cigekli bitkilerde erkek gametin igeriginin disi gamete diizenli bir

sekilde tasinmasini saglayan erkek iireme birimidir. Polen geng iken biiyiik bir nukleus

ve merkezde genis bir koful igerir. Cesitli stoplazmik organeller, amiloblastlar ve bol
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lipid graniilleri bulunur. Polen olgunlastikca, protoplazmada kiiciik kofullar ve
endoplazmik retikulum sayica artmaktadir [71].

Polenlerin rengi, botanik orjinine ve kimyasal kompozisyonuna bagh olarak beyaz ve
kremden koyu kahverengiye kadar renk araliginda degismektedir. Renkte oldugu gibi,
icerdigi bazi kendine has bilesenlerin miktar1 bakimindan da polen, mevsimsel
farkliliklar gosterebilmektedir. Bu farkliliklarin her zaman bitki tiirii ile ilgili olmadigy,
topragin durumuna da bagh oldugu arastirmacilar tarafindan belirtilmektedir. Polenin
kimyasal icerigi tiire gore degisiklik gostermektedir. Protein, vitamin, mineral maddeler
ve enzimler yoniinden olduk¢a zengin bir besin kaynagidir. Polen yaklasik olarak %20-
40 protein, %10 su, %10-55 karbonhidrat, %3-4 kiil ve flavanoidler, karotenoidler,

mineraller, vitaminler icermektedir [71,72].

Polen tanecikleri, arilarin varliklarmi siirdiirebilmeleri i¢in en O©Onemli protein
kaynagidir. Arilar polen toplarken, c¢iceklerdeki polen tanecikleri nektarlardan ilave
tiikkriikler ile bir arada tutarak paketler ve bu paketleri polen sepetinde tasirlar. Bu polen
peletlerini petek icerisine yerlestirirler ve iizerini bal ile kaplarlar. Yiiksek yapili
bitkilerde tozlagsmanin gerceklesmesi ve neslin devaminin saglanmasi icin degisik
faktorler (yagmur, riizgar, kuslar, bocekler vb. ) yardimiyla polenlerin ¢icegin disicik
tepesine tasinmasi gerekmektedir. Tozlagsma adi verilen bu islemde en Oonemli roli,
%90’m1 arilarin  olusturdugu polinatér bocekler {iistlenmektedir. Polen, balarisi
kolonileri i¢cin olaganiistii 6neme sahip bir besin olup, arilar icin tek dogal protein
kaynagi durumundadir. Ayrica polen, bal arilarinin yavru yetistirmesinde ve genc
donemlerinde dokularm, kaslarin, salgi bezlerinin ve diger organlarinin yeterince
gelismesi icin gerekli olan protein, lipid, sterol, vitamin ve mineralleri saglayan essiz

besin maddesidir.

Rhododendron polenleri de bal arilar1 tarafindan mayis-temmuz aylar1 arasinda
toplanarak paketlenir ve kovanlara tasinir. Polen sekli tetrad sferoidaldir ve tetradin her
bir poleni trikolporattir. Orman giilii bali tayini yapilirken balda bulunan Rhododendron
polen taneleri sayilir ve balin orman giilii bali olup olmadig: balda bulunan orman giilii

poleni durumuna gore analiz edilir [73].



Ericaceae poleni;

Tetrat Polen Boyutu : 28-32 um

Polen Sekli : Tetrat Sferoidal

Apertiir tipi : Tetrat Calymme, Tetradm her bir poleni trikolporate
Ekzin Kalinlig1 : 1.7 pm

Intin Kalinlig1 : 0.25 pm

Ornamentasyon : Verrukate [74].

N ik

Sekil 1.13. Rhododendron ponticum poleni  Sekil 1.14. Rhododendron ponticum
Isik mikroskobu goriintiisii (40x10) SEM goriintiisii (20 ym)

Sekil 1.15. Rhododendron luteum poleni Sekil 1.16. Rhododendron luteum
Isik mikroskobu goriintiisii (40x10) SEM goriintiisii (20 pym)

17
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1.3. Bal

Tirk Gida Kodeksi'nin (TGK) 2005/49 sayili Bal Tebligi’'ne gore bal: Bitki
nektarlarinmn, bitkilerin canli kisimlarinin salgilarmin veya bitkilerin canli kisimlari
izerinde yasayan bitki emici boceklerin salgilarinin bal aris1 Apis mellifera tarafindan
toplandiktan sonra bal arisinin kendine ©zgii maddelerle birlestirerek degisiklige
ugrattigi, su icerigini diisiirdiigii ve petekte depolayarak olgunlastirdigi dogal bir
tiriindiir [1,75]. Genel olarak sar1 ve sarinin tonlarinda olan bal, sudan daha yogun
kivamdadir; gii¢lii bir hidrostatik karaktere sahiptir; viskozitesi nispeten diisiiktiir [2].
Balin temel kimyasal bileseni, balin %82’sini olusturan karbonhidratlardir. Ayrica
invertaz, glukoz oksidaz ve katalaz gibi enzim icerikli proteinler ile 18 serbest amino
asit icermektedir; ki bu amino asitlerden de en ¢ok bulunani prolindir [2,75,76].

Bal, cesitli enzimler bakimindan zengin bir yapiya sahiptir. Enzimler canli hiicreler
tarafindan iiretilen, bircok karmasik proteinden meydana gelen ve viicut sicakliginda
0zel biyokimyasal reaksiyonlarin katalizorliigiinii yapan maddelerdir. Baldaki enzimler
bal arisindan kaynaklanir. Bunlar baslica nisastayr parcalayan diyastaz, nektardaki
stikrozu fruktoz ve glikoza parcalayan invertaz ve balin baslica asidi olan glukonik asid
ile hidrojen peroksit iiretimini saglayan glikoz oksidazdir. Balin yiiksek miktarda
hidrojen peroksit olusturabilme 6zelligi nedeniyle tarih boyunca iyilesmeyen yaralarin
tedavisinde kullanimina neden olmustur. Bugiin de bazi ballar bu amacgla diinya

piyasasinda satilmaktadir [75,76,77].
1.3.6.1. Balin Fiziksel ve Kimyasal Yapisi

Fiziksel ozellikler, Ol¢iimlerinin basit olmasi ve balin bilesimi hakkinda bilgi
saglamalariyla bal smiflandirilmasinda temel kriterlerdir. Balin rengi, tat ve aroma,
optik rotasyon ozellikleri, elektriksel iletkenlik, 6zgiil agirlhik ve kirilma indisi balin
Olciilebilen fiziksel Ozellikleri arasinda sayilabilir. Fiziksel ozelliklerden elektriksel
iletkenlik, balin mineral madde icerigine gore degisir ve salgi ballari ile ¢igek ballarinin
ayriminda kullanilir [75].

Balin tad1 ve aromast monofloral ya da polifloral olmasina gore degisir. Baldaki polen
diizeyinin bitkisel cesitliligine gore ballar, monofloral ya da polifloral olarak tanimlanir.
Monofloral (unifloral) ballarda, balin elde edildigi nektar orani en az %51°dir ya da tek
bitki tiiriiniin polen orant %45'in iizerindedir. Bal, elde edildigi bitkinin ad1 kullanilarak

isimlendirilebilir (Ornegin: Akasya bali, kestane bali vb.). Monofloral ballarin
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kendilerine 6zgii ve orijinal nektar kaynagina bagli belirgin bir aromalar1 vardir.

Polifloral ballarda tek bitki tiiriiniin poleni dominant degildir. Anzer balinda oldugu

gibi, isimlendirilmesi genellikle elde edildigi cografi bolgeye gore yapilir [75].

Balda temel olarak glukoz ve fruktoz monosakkaritleri bulunmaktadir. Bu iki

monosakkaritin 6tesinde yaklasik 25 farkli oligosakkarit kesfedilmistir; bunlarin

arasinda panose, 1-kestose, 6-kestose, palatinose besleyiciligi olanlardan bazilaridir

[76]. Cicek ballarindaki baslica oligosakkaritler yiiksek oranda siikroz, maltoz, trehaloz

ve turanozdur. Sindirim boyunca en Onemli karbonhidrat fruktoz ve glukozdur. Bu

karbonhidratlar ¢cok hizli bir sekilde kana aktarilirlar ve bunlar viicudun enerji ihtiyaci

icin baslica iiriinlerdir. Viicuda alinan 20 g bal giinliik ihtiya¢ duyulan enerjinin yaklasik

olarak %3’nii karsilar [77,78]. Balin besin igerigi tablo 1.6.”de verilmistir.

Tablo 1.4. Balin temel besin elementleri [76]

Icerik 100g’deki ihtiya¢ duyulan giinliik miktar1

Miktar1 1-4 yas 4-15 yas 15 yas tizeri
Karbonhidrat (kcal) 300 1000-1100 1400-2700 2400-3100
Protein (g) 0.5 13-14 17-46 44-59
Mineraller; (mg)
Sodyum (Na) 1.6-17 300 410-550 550
Kalsiyum (Ca) 3-31 600 700-1200 1000-1200
Potasyum (K) 40-3500 1000 1400-1900 2000
Magnezyum (Mg) 0.7-13 80 120-310 300-400
Fosfor (P) 2-15 500 600-1250 700-1250
Cinko (Zn) 0.05-2 3 5-9.5 7-10
Bakir (Cu) 0.02-0.6 0.5-1 0.5-1 0.5-1
Demir (Fe) 0.03-4 8 8-15 10-15
Mangan (Mn) 0.02-2 1-1.5 1.5-5 2-5
Kromiyum (Cr) 0.01-0.3 0.02-0.06 0.02-0.1 0.03-1.5
Selenyum (Se) 0.002-0.01 0.001-0.004 0.001-0.006 0.003-0.007
Vitaminler (mg)
Tiyamin (B,) 0.02-0.9 0.6 0.8-1.4 1-1.3
Riboflavin (B,) 0.01-0.9 0.7 0.9-1.6 1.2-1.5
Niacin® (B3) 0.10-2.7 7 10-18 13-17
Panthothenic asit (B;) 0.02-1.9 4 4-6 6
Pyrodoksin (Bg) 0.01-0.32 04 0.5-1.4 1.2-1.6
Folik asit (Bo) 0.01-0.7 0.2 0.3 0.4
Askorbik asit (C) 0.1-2.5 60 70-100 100
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Bal bileseninin yaklasik %0.5°1 protein, temel enzimler ve amino asitlerdir. Baldaki 3
temel enzim diyastaz (amilaz; nisastayr parcgalar), invertaz; (siikraz, glukozidaz;
siikrozdaki glukozu ve friikktozu ayiran), glukoz oksidaz; glukozdan hidrojen peroksit ve

glukonik asit iiretir [3,76].

Balda yiiksek miktarda eser element vardir. Dogal olarak goriilen minarellerden krom,
mangan ve selenyum, 1 ile 15 yaslar1 arasinda ¢ocuklarin gelisimleri i¢in énemli dogal
mineralleridir. Insan diyeti i¢in 6nemli olan siilfiir, boron, kobalt, fliiorin, iyodin,
molibdenim ve silikon da giinliik ihtiya¢c duyulan elementlerdir. Bal, bu elementleri
iceriyor olmasindan dolay1 giinliik tiiketimde tavsiye edilmektedir [79]. Balda bulunan

eser elementler tablo 1.5.’de verilmistir.

Tablo 1.5. Balda bulunan eser elementler [76]

Element mg/100g Element mg/100g
Aliminyum (Al) 0.01-2.4 Kursun (Pb) 0.001-0.03
Arsen (Ar) 0.014-0.026 Lityum (Li) 0.225-1.56
Baryum (Ba) 0.01-0.08 Molibden (Mo) 0-0.004
Boron (B) 0.05-0.3 Nikel (Ni) 0-0.051
Bromin (Br) 0.4-1.3 Rubidyum (Rb) 0.040-3.5
Kadmiyum (Cd) 0-0.001 Silisyum (Si) 0.05-24
Klor (CI) 0.4-56 Strontiyum (Sr) 0.04-0.35
Kobalt (Co) 0.1-0.35 Siilfiir (S) 0.7-26
Florid (F) 0.4-1.34 Vanadyum (V) 0-0.013
Iyodin (I) 10-100 Zirkonyum 0.05-0.08

1.3.6.2. Orman Giilii Bahmin Kimyasal Yapisi

Orman giilii balinin esas kimyasal maddesi grayanotoksindir [80]. Bu bal fenolik
maddece zengindir. Yapilan bir ¢alismada Karadeniz Bolgesi’nden (Hopa, Trabzon,
Artvin, Zonguldak, Ordu, Rize, Kastamonu, Kocaeli, Giresun) toplanan 50 adet orman
giilii balinda toplam fenolik madde miktari ile antioksidan, antiradikal ve antimikrobiyel
aktiviteleri incelenmis, ¢aligmalarda antioksidant aktivite gdsteren orman giilii balinin
tibbi a¢idan 6nemli oldugu ve ayn1 zamanda antibakteriyel etki gosterdigi saptanmistir.

Bir bagka ormangiilii calismasinda da 14 orman giilii balinda organik asitler, fenoller,
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ketonlar, alkoller, 1,2 benzendikarboksilik asit, tributil fosfat, stearik asit, propanoik

asit, benzen, etilenfenil asetat ve benzofenon gibi 72 bilesik tespit edilmistir [6].

Orman giilii bali Cu, Cd, Pb, Co, Cr, Ni, Al, Se, Zn, Mn, F, K, Ca ve Mg elementlerini
icermektedir. Orman giilii balinda Cu, Co, Cr, Ni, Se, Zn, Ca ve Mg diger cicek
ballaria gore daha yiiksek; Al, Mn, F ve K daha az bulunmaktadir [81].

1.3.6.3. Bahn Biyolojik Ozellikleri

Bal, mikroorganizmalarin ve mantarlarin biiyiimesinde engel teskil etmektedir. Balin
antimikrobiyal etkisi cogunlukla gram-pozitif bakterilerine karsidir [82,83,84,85,86,87].
Bir¢ok patojene karsi bakteriostatik etkileri oldugu bildirilmistir [76]. Balda bulunan
fenolikler ve flavonoidler balin antibakteriyal aktiviteye sahip olmasim saglar. Balin,
antimikrobiyal 6zelligi ise sahip oldugu yliksek seker konsantrasyonu ve diisiik pH’1 ile
iligkilidir [88,89,90]. Balin viriisler, mantarlar ve parazitler {izerinde baskilayici etkileri
vardir. Yapilan bir aragtirmada; balin, in vitro ortamda Rubella viriisii, Herpes viriisii ve
Leismania parazitinin 3 tiiriinii inhibite ettigi bildirilmistir. Bal, Epidermophyton,
Microsporum ve Thrichophyton dermatophytes’e kars1 fungusit aktiviteye de sahiptir
[91].

Bal glikoz oksidaz, katalaz, askorbik asit, flavonoidler, fenolik asit, karetenoidler ve
proteinler gibi cesitli antioksidan maddeler icermektedir [92,93,94]. Genellikle koyu
renkli ballarin fenolik i¢erigi ve antioksidan giicii daha yiiksektir [95,96].

1.3.6.4. Orman Giilii Bali Zehirlenmesi

Ulkemizde ve diinyada her yil bircok bal zehirlenmesi vakasina rastlanmaktadir. Bu
zehirlenmenin nedeni, Fundagiller (Ericaceae) ailesi iiyelerinden Rhododendron cinsine
ait bazi tiirlerin yapraklarinda, c¢iceklerinde, nektar ve polenlerinde bulunan
grayanotoksin ad1 verilen birlesiklerdir [97]. 5 ve 30 g arasi alinan balin zehirlenmeye
neden oldugu ve zehirlenme siddetinin tiiketilen bal miktarma baglh oldugu belirtilmistir
[9,11].

Dogu Karadeniz bolgesinde alternatif tedavi olarak mide-barsak rahatsizliklarinda
(gastrit, mide iilseri, kabizlik), hipertansiyonda, koroner kalp hastaliginda kullanilan bal,
seksiiel giicli artirdigma inanildigindan iktidarsizlikta da kullanilmaktadir [97,98].
Orman giilii bali belirli oranin iizerinde tiiketildiginde zehirlenmeye sebep olmaktadir.

Zehirlenme belirtileri, bal tiiketildikten yaklasik olarak 2 saat sonra ortaya cikar ve
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zehirlenme ciddi boyutta degil ise 12-24 saat arasinda kisi diizelir. Andromedotoksinler
ozellikle dolasim, solunum, sindirim ve santral sinir sistemini etkilemektedir.
Andromedotoksin diisiik dozlarda alindiginda kalpte kolinerjik etkilerle bradikardi ve
hipotansiyon yaparken, yiiksek dozlarda alinmasi durumunda siirrenal medulladan
epinefrin salgilatarak tasikardi ve hipertansiyon olusturur. Solunum sisteminde ise
diisik dozlarda soluk almada diizensizlik ve derinlikte azalma, yiiksek dozlarda ise
solunum hizlanmasi1 ve sonrasinda solunum depresyonu yapar. Bali fazla tiiketen
kisilerde ciltte ve bogazda yanma hissi, agiz ve burunda kasinma, deride ve gozlerde
kizariklik, vertigo ve bas agrisi, bulanti, kusma, salivasyon, kramp tarzi karin agrisi,
idrar ve gaita ¢cikarma, gastroenterit, kesiklik hissi, halsizlik, gorme bulaniklig1 ve bazen
de gecici korliikk, malaryayr andiran ates nobeti, derin bradikardi, hipotansiyon veya

kollaps, hipereksitabilite, delirium hatta bazen de koma durumu gériilebilir [9,99,100].

Tablo 1.6. Orman giilii balindan zehirlenen 23 hastada gozlenen belirtiler [11]

Belirtiler Zehirlenen 23 kiside goriilme %
Hipotansiyon 100
Bradikardi 95
Kusma 91
Terleme 74
Bas donmesi 74
Biling kayb1 67
Bitkinlik 35
Solgunluk 30
Gorme bulanikligi-kaybi 22
Titreme 33

Grayanotoksin-I in karaciger ve bobrek sistemleri iizerine olan etkileri ile ilgili yapilan
caligmalarda, tiiketilen miktara bagli olarak toksik etkilerin farklhiliklar gosterdigi
gozlenmistir. Doz artirildikga hepatik (karaciger) ve renal (bobrek) sistemdeki
kimyasallarin oranlarinda da degisim gozlenmistir. Yiiksek dozlarda serum total protein
seviyesinde diismeyle birlikte proteinuri (idrarda protein) ve hematuri (idrarda kan)
gozlenmistir. Bununla birlikte diisiik dozlarda hepatoksik etki gdozlenmemistir [12,101].
Diisiik dozda grayanotoksin verilen ratlarin idrar ve serum analizlerinde 6nemli bir

degisiklik gdzlenmemistir. Ancak yiiksek dozda toksin verilen ratlarin bazilarinda kil
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kayb1 ve takibinde 6liim olmus, bazi ratlar da ise kilo kaybi1 olmustur. idrar analizlerinde
proteinuri ve hematuri, GPT (glutamik pruvik transaminaz), LDH (laktat dehidrogenaz)

ve idrar keton seviyesinde artis gozlenmistir [102,103].

Orman giili balinda bulunan grayanotoksinler sinir sistemi iizerinde sodyum
permebilitesine neden olduklarindan dolayr norotoksik etkiye sahiptir. Orman giilii
balinin fazla tiiketilmesi durumunda ortaya c¢ikan bu toksikasyonda grayanotoksinler
sodyum kanallarmi bloke etmektedir [22,24]. Grayanotoksinler, sodyum kanallarmin
aktivasyon kapilarma depolarizasyon sirasinda baglanarak gerilimi artirirlar. Bu artan
gerilim, sodyum kanallarmin farkl altiinitelerininin etkinliklerini degistirdigi yapilan
caligmalarla ortaya konulmustur. Kardiyak tutulumda kardiyak sodyum kanallar1
altiinitelerinin ve iskelet kasinda M2 (muskarinik reseptor) altiinitelerinin etkinligi

vurgulanmustir [22,104].

Balin sebep oldugu hipotansiyonun tedavisinde intravendz sivi tedavisi, bradikardinin

tedavisinde de atropin tedavisi uygulanmakta ve sonu¢ alinmaktadir [99,98].
1.4. Literatiir
1.4.1. Yurtdis1 Arastirmalarn

Narahashi ve ark., (1974) grayanotoksin I’in sinir hiicrelerinin membranlarinda sebep
olduklar1 depolarizasyonun mekanizmasini incelemis, grayanotoksinin hiicre iizerindeki
toksik etkisini sodyum kanallar1 iizerinden yaptigini bildirmislerdir. Grayanotoksin I’in
aksonlardaki depolarizasyon mekanizmasi internal perfiizyon ve voltaj birlestirme
teknikleriyle incelenmistir. Arastirmacilar, grayanotoksin I’in eksternal sodyum
konsantrasyonunu 440’dan 1 mM’yediistirdiigiinii, hem internal hem de eksternal
sodyum iyon konsantrasyonundaki degisimin sodyum permabilitesinde yiikselise neden
oldugunu, bunun da voltaj artisina sebep oldugunu bildirmislerdir. Grayanotoksin I’in,
hiicre membranlarinda bulunan sodyum kanallarinda modifikasyona neden olarak
kanalin aktivitesini bozdugu da bildirilmistir [105]. Grayanotoksin hiicre iizerindeki
toksik etkisini sodyum kanallar1 iizerinden gerceklestirdigine dair yapilan cok sayida
calisma Maejima ve ark., (2003) tarafindan derlenmistir. Bu derlemeye gore
grayanotoksinin voltaj bagimli sodyum kanallar1 iizerindeki etkisi iic asamali
gerceklesmektedir. Ik olarak Narahashi’nin de bildirdigi gibi grayanotoksin, voltaj

bagimli kanallarin acilma fazinda kanallara baglanmaktadir. Sonra kanallar modifiye
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olup inaktif hale gelmektedir. Son olarak, modifiye sodyum kanallarinin aktivasyon
potansiyeli, sodyum kanalinin hiperpolarizasyonuna neden olur. Bu durumun hiicre
membranmin voltaj bagimli aktivasyonuna ve inaktivasyonuna neden oldugu
bildirilmistir [106]. Sodyum kanallariyla ilgili yalipan bir baska calisma Cestele
tarafindan (2000) yapilmistir. Cestele yapmis oldugu arastirmasinda voltaja bagimli
sodyum kanallar1 iizerine etki gosteren norotoksinlerin molekiiler mekanizmasini
incelemistir. Calismasinda tetrodotoksinler, konototoksin, saksitoksin, oOriimcek
toksinleri ve grayanotoksin gruplarini inceleyerek hangi bolgelere etki ettiklerini
arastirmistir. Grayanatoksinin hiicre membranlar1 {izerinde ve kardiak bolgede bulunan

sodyum kanallarini bloke edip kanali inaktif duruma getirdigini bildirmistir [24].

LC-MS/MS ile baz1 biyolojik 6rneklerde grayanotoksin tanimlamasi yapan Holstege ve
ark., (2001) idrar ve fecesteki grayanotoksin I-II-III’iin miktarlarin1 belirlemek i¢cin LC-
MS/MS  metodunu  kullanmiglardir. Kati  Orneklerden metanol kullanilarak
grayanotoksinin izolasyonunu yapan arastirmacilar elde edilen ekstrakti metanol-su
(1:3) kullanarak dilue etmisler, doniisiimlii kat1 faz ektraksiyon kolonu kullanarak
analizler gerceklestirmislerdir. Kolonda grayanotoksin-I sodyum 435 iyon segmentinde,
grayanotoksin-II ve grayanotoksin-III 335 sodyum iyon fragmentinde yer aldigini

bildirmislerdir [107].

Zhao ve ark., (2006) Rhododendron’da bulunan flavonoid bilesiklerini HPLC ile analiz
etmisler, arastirmada Kkuersetin, mikrisetin, luteolin, kamferol ve izoramnetin

bilesiklerini belirlemislerdir [108].

Hough ve ark., (2010) Rhododendron ponticum {izerine bir arastirma yapmis,
caligmasinda R. ponticum’da bulunan temel toksik bilesenler olan GTX I, GTXII ve
GTX III'ti incelemistir. Calismada 0.2 g R. ponticum 6rnegi kullanilmis, 10 ml metanol
icinde 48 saat bekletilmis ve distilasyon sonrasinda asetik asit, su ve metanol
kullanilarak bitki 6ziitii olusturularak, 6ziitii iyon kromatogarfisinde analiz etmislerdir.
Calismada GTX II'nin daha kararli molekiiler yapiya sahip oldugu i¢in daha gec
hidrolize edildigi ve bundan dolayr da GTX I ve GTX III’e gore daha az toksik etki
gosterdigi ifade edilmistir. GTX I ve GTX III iin ise daha az kararl1 molekiiler yapida
olup ve daha cabuk hidrolize olmasi nedeniyle daha toksik oldugu bildirilmistir.
Grayanotoksinlerin toksik deger siralamasi GTX III> GTX I> GTX II seklinde
verilmistir [23].



25

Kim ve ark., (2010) ratlar iizerinde grayanotoksinin etkilerini arastirmistir. GTX III’iin
voltaja bagimli noronlarda sinaptik transmisyonda etkilerinin oldugunu, post-sinaptik
voltaj bagimli sodyum kanallarin1 bloke ettigini belirtmistir. Grayanotoksinlerin iskelet
ve kardiyak kaslar iizerine bradikardi gibi toksik etkilerinin yani swra merkezi sinir
sistemiyle periferal sinir sistemi iizerine de norotransmisyon maddeleri etkileyerek
toksiteye sebep oldugunu bildirmistir. Ayrica 1 um GTX III’tin baz1 nérokimyasallarin
(GABA, glutamik asit gibi) frekansini artirdigini bildirilmistir [104].

Poon (2008), R. simsii’den grayanotoksin ile zehirlenen 57 giinliik bir bebegi
incelemistir. Calismada, bilingsiz bir sekilde acil servise getirilen bebegin, zehirlenme
sebebinin evde bir siis bitkisi olarak kullanilan R. simsi’inin oldugu ve 19 hastanin da R.
simsii ciceklerini tiikettikleri i¢in zehirlendigi bildirilmistir. Tedavi olarak atropin

uygulanarak, hastalarin 24 saati gecmeden taburcu edildigi bildirmistir [109].

Weiss ve ark., (2010) orman giilii bali intoksikasyonu sonrasinda ikinci dereceden kalp
bloklanmasi sorunu yasayan 70 yasindaki bir Tiirk hastayr incelemistir. Hasta acil
servise basvurdugunda EKG’de kalp bloklanmasinin goriildiigii, koroner anjiyogramda
koroner arter rahatsizliginin olmadigi bildirilmistir. Yaklasik bir kavanoz orman giilii
bali tiikketen hastanin gecici atrioventrikiiler blok yasadigi, atropin ile tedavi edilerek

taburcu edildigi bildirilmistir [26].

1.4.2. Orman Giilii Bah Uzerine Yurt icinde Yapilan Arastirmalar

Koca’nin (2007), orman giilii bali {izerine yaptig1 arastirmada, grayanatoksinin
ozelliklerine deginmistir. Ericaceae familyas1 bitkilerinin 6zelikle geng bitki
organlarinda daha fazla bulunan grayanotoksinlerin toksik diterpenler ve polihidroksilik
siklik hidrokarbonlar oldugunu ve nitrojen icermediklerini bildirmistir. Arastirmaci,
grayanotoksinlerin siklikla metanol veya kloformda izole -edildiklerini, erime
sicakliklarinin da 228-229°C oldugunu bildirmistir. Ayrica GTX IIl’iin GTX I ve GTX
I’ye gore daha cabuk hidrolize oldugundan dolay1 daha toksik oldugunu bildirmistir
[12].

Giindiiz ve ark., (2008) orman giili bali zehirlenmesi iizerine genel bir arastirma
yapmis, calismalarinda orman giilii balinin yiiksek miktarda grayanotoksin icerdigi ve
bu yiizden de zehirlenmeye sebep oldugunu bildirmistir. Arastirmada orman giili

balinin halk arasinda “tutan bal, kumar, ac1 bal ya da deli bal” olarak adlandirildigini,



26

karadeniz bolgesinde fazlaca tiiketildigini, bu baldan zehirlenme vakalarinin ilk olarak
M.O. 401°de Xenephon tarafindan bildirildigini belirtmistir. Yine ayn1 ¢aliymada 12
farkli olgunun incelendigini, olgularmm %75 inde spesifik olmayan bradiaritmi veya
siniis bradikardi rapor edildigini, zehirlenmenin 13.45+5.39 (5-30 gram) orman giilii
bali tiiketilmesiyle ortaya c¢iktigint ve tedavisinin 1-2 mg intravendz atropin ile
oldugunu bildirmistir. Ayrica ¢alismada hayvanlar iizerinde yapilan arastirmalarda kan
glikoz diizeylerinde belirli degisiklikler olmasina ragmen insanlarda kan glikoz
diizeyinde, renal ve hepatik toksitede onemli etkenlerinin olmadigini bildirilmistir [7].
Aym arastirmaci (2012) bir baska calismasinda orman giilii bali zehirlenmesiyle
kolinerjik toksidromezler arasinda bir benzerligin olup olmadigini1 arastirmis, sonuc
olarak orman giilii bali ile zehirlenen 30 hastadan alinan kan Orneklerindeki
pseudokolinesteraz seviyelerinin saglikli kisilerdeki pseudokolinesterazda seviyesinden
daha diisiik oldugunu bildirmistir. Hastalarin %90’1inda pseudokolinesteraz normal
seviyede degil iken sadece %10’unda normal seviyede oldugu bildirilmistir [110]. Yine
ayni arastirmaci (2006) orman giilii balindan zehirlenen 6 kadin ve 2 erkek hastanin
hepsinde hipotansiyon oldugunu, 4’iinde siniis bradikardi oldugunu, 3 hastada nodal
ritim oldugunu bildirmistir. Hastalarin 0.5 mg atropin uygulandiktan 2-6 saat icinde

normale dondiikleri bildirilmistir [9].

Onat ve ark., (1991) hayvan deneylerinde grayanotoksinin kardiyak etkileri ile merkezi
sinir sistemi ve periferik sinir sistemi {izerine olan etkilerini incelemisler,
grayanotoksinin farelerde bradikardi ve solunum depresyonuna neden oldugunu
bildirmislerdir. Ayni arastirmacilar farelerde kullanilan atropinin grayanotoksinin
etkilerini azalttigini, orman giilii bali zehirlenmesi sonucu olusan bradikardinin ve
solunun depresyonunun atropin ile diizeltildigini bildirmislerdir. Sec¢ici M2-muskarinik
reseptor antagonisti olan AF-DX116 ile yapilan ¢alismada farelerde bradikardinin
diizeldigi, ancak solunum depresyonu iizerine bir etkisinin olmadigini belirlenmistir.
Arastirma sonucuna gore grayanotoksinin kardiyotoksik etkisinin M2-muskarinik

reseptorlerle iliskili oldugu ortaya konulmustur [98].

Silici ve ark., (2008) Tiirkiye’nin Dogu Karadeniz Bolgesinden toplamis 8 cicek bali 12
orman giilii balinda eser element seviyelerini incelemis, arastirmada Cu, Cd, Pb, Co, Cr,
Ni, Al, Se, Zn, Mn, Fe, K, Ca ve Mg 14 eser elementin atomik absorbsiyon
spektrometrisiyle analizini yapmislardir. Analiz sonucunda Cu, Co, Cr, Ni, Se, Zn, Ca

ve Mg seviyelerinin orman giilii balinda c¢icek balina oranla daha yiiksek oldugu
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bildirilmistir [29]. Silici ve ark., (2010) bir baska calismasinda, orman giilii ballinin
toplam fenolik igerigini, antiradikal, antioksidan ve antimikrobiyal etkilerini 50 orman
giilii bal1 6rnegi lizerinde incelemistir. Orman giilii balinin toplam fenolik madde
iceriginin 0.24’ten 141.83 mg GAE/100 mg oldugunu, antioksidan aktivitesinin 12.76-
80.80 mg AAE/g bal oldugunu, kiitlesel radikalligin 2.30%-90.73% arasinda degistigini
bildirmiglerdir. Orman giilii balmin, 11 bakteri ve 2 maya Ornegi iizerindeki
antimikrobiyel etkisinin incelendigi arastirmasinda balin Pseudomonas aeruginosa ve
Proteus mirabilis lizerinde en yiiksek etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir [6]. Silici
(2005) toksik bal iizerine yapmis oldugu calismasinda, bal zehirlenmesine
grayanotoksinin sebep oldugunu, zehirlenmenin siddetinin tiiketilen balin miktarina
baglh olarak degistigini, toksik balin arilara besleme i¢in geri verildigini bildirmistir

[36].

Orman giilii balinin ve 4 Rhododendron tiiriiniin antibakteriyel ve antifungal etkilerini
arastiran Ertiirk ve ark., (2009) calismalarinda balin ve bitki Oziitlerinin 16 bakteri ve 1
mantar tiirli {izerindeki etkilerini incelemislerdir. Arastirmacilar, agar diliisyonu
metodunu kullanarak bali ve bitki 6ziitlerinin, bakterilerin (>0.5 mg/ml bal ve oziit

kullanimi1) cogalmasin1 mantarlara gore daha cok etkiledigini bildirmiglerdir [111].

Ascioglu ve ark., (1996) 3 aylik ratlar {izerinde grayanotoksin-I’in karaciger ve bobrek
fonksiyonlar1 iizerine etkisini arastirmislardir. Calismada 170-300 g agirliklarindaki 12-
15 haftalik 45 disi rata 3 aylik periyot icinde 15’erli gruplar yapmus, I. gruba; 0.075
mg/kg, 1I. gruba; 0.15 mg/kg, III. gruba; (kontrol grubu) oldugu icin % 9’luk tuz
soliisyonu verilmistir. Deney sonucunda deneklerin idrar analizi (16kosit, iirobilinojen,
protein, pH, kan, keton, glukoz, nitritler)yapilmig, hayvanlar sakrifeye edildikten sonra
glutamik priivik transaminaz, glutamil transferaz, laktat dehidrogenaz degerlerine
bakilmistir. Analiz sonucunda idrarda protein (proteiniiri), idrarda kan (hematiiri) ve
keton seviyelerinde azalma goriildiigii bildirilirken, GPT ve LDH aktivitelerinde artis
oldugu bildirilmiglerdir [102]. Yine ayni arastirmaci (1995) bir baska arastirmasinda
grayanotoksin I’in kurbaga gastronemus kaslarindaki etkisini incelemislerdir.
Arastirmacilar, kurbaganin gastronemus kaslarini izole etmis ve bunlar1 2 gruba
ayirmuglardir. ilk grupta izole edilen kas preparatlarinda normal ¢igek bali kullanilmus,
ikinci grupta ise grayanotoksin-I ile kontamine olmus orman giilii bali kullanilmustir.
Calismasin sonucunda toksik bal kullanilan kasta daha fazla kasilma oldugunu, normal

cicek bali kullanilan kasta digerine oranla daha az kasilma oldugunu bildirmislerdir
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[101]. Asciog8lu ve ark., (1996) bir diger arastirmada kurbaga siyatik sinirinin potansiyel
aktivitesi lizerine grayanotoksin-I’in etkilerini incelemislerdir. Calismada kurbaga
siyatik siniri izole edilmig ve Karadeniz Bolgesinden toplanan orman giilii bali 3.107,
3.10%, 3.10° M konsantrasyonlarinda kullamlmustir. Grayanotoksin-I siyatik sinirde
baslangic uyar1 voltajim yiikseltigini, ancak bu yilikselmenin kullanilan orman giilii bali
miktari ile degistigi bildirmislerdir [103].

Avci (2004) ise orman giillerinin iilkemizdeki yayilis1 hakkinda bir calisma yapmus,
orman giiliiniin Tiirkiye’deki yayilisini ve ana hatlarin1 ortaya koymayr amaglamistir.
Aragtirmaci, orman giiliiniin nem oranin yiiksek, organik madde bakimindan zengin,
derin ve iyi drenaja sahip asidik topraklarda iyi gelisme gosterdigini soylemistir. Orman
giiliiniin Sinop, Zonguldak, Ordu, Samsun, Rize, Giresun, Trabzon, Artvin ve
Giimiishane’de dogal yayilis alanlarinda yetistigini bildirmistir [35].

Tagdemir ve ark., (2003) 5 Tiirk Rhododendron tiirlerinin genc¢ yaprak, meyve
ciceklerinden aldiklar1 Orneklerin Oziitlerini incelemis ve bitkide bulunun kimyasal
bilesiklerin tayinini yapmislar ve 30 farkli kimyasal bilesik (metil benzonat, etil
benzonat, linelool, a- terpineol, feniletil alkol, naftalin, 2-etil-heksanol, tetradekan, 1-
biitanol, heksanal, benzil alkol, metil nikotin ve etil asetat) izole etmislerdir. Ayrica
Rhododendron tiirlerinin gen¢ yaprak, meyve ve c¢iceklerinde kismen daha yash
tiirlerine gore kimyasal bilesiklerin daha yiiksek miktarda oldugunu, grayanotoksinin de

daha fazla bulundugunu bildirmislerdir [112].
Basgiil (2003), orman giilii balinin diisilk dozlarda tiiketildiginde bradikardi ve

hipotansiyon, yiiksek dozlarda tiiketildiginde siirrenal medulladan epinefrin salgilatarak
ritim bozukluklari, tasikardi ve hipertansiyona sebep oldugunu bildirmistir. Zehirlenme
diisik dozda alindiginda solunumda diizensizlik ve solunum derinli§inde azalmaya
neden olurken, yiiksek oranda aliminda solunum hizlanmasina ve devaminda da
solunum depresyonuna neden oldugu ayni arastirmaci tarafindan bildirilmistir.
Zehirlenmenin teshisinde melissopalinolojik analizin onemli oldugunu vurgulayan
arastirmaci, tiiketilen orman giilii balinin da zehirlenme siddetini etkiledigini
bildirmistir [22].

Tiirkiye’nin Karadeniz Bolgesindeki Rhododendron spp. kontrolii yapan Esen ve ark.,
(2008) R. ponticum ve R. luteun’un ormanlarin alt kisimlarinda baskin halde olduklarini

bildirmislerdir. Bu Rhododendron tiirlerinin biiylimesinin ve cogalmasmin hizli bir
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sekilde azalmakta oldugunu, bunun sebebinin tirtil, kurt, bilin¢siz kesim ve yiiksek

miktarda kullanilan herbisitler oldugunu belirtmislerdir [113].

Tiirk Rhododendron tiirlerinin ekolojik cesitliligini inceleyen Merev ve ark., (2000) R.
luteum’un 110-2230, R. ungernii’in 900-2020, R. caucasicum’un 1900-3100 ve R.
ponticum’un da deniz seviyesinden 2230 metre ve iizerinde Tiirkiye’nin Dogu

Karadeniz Bolgesinde dogal olarak yasadigini bildirmistir [114].

Gerengi ve ark., (2012) orman giilii balinin metaller i¢in korozyon yapici (metal veya
metal alasimlarmin kimyasal etkilerle oksidasyonudur) o6zelligini incelemistir. Bu
caligmada orman giilii balinin, %3.5’luk izotonik sodyum kloriir ¢6zelti ortaminda farkli
konsantrasyonlarda (100,500,1000 ve 2000 ppm) kullanilarak Al-2007 alasimi
tizerindeki korozif etkisi korozyon 6l¢ciim metotlarindan Tafel Ekstrapolarizasyon (TP)
ve Elektrokimyasal Empedans Spektroskoposi (EIS) yontemleri kullanilarak incelenmis
ve uygulanan yontemler arasindaki iliski ortaya konulmustur. Kullanilan orman giilii
bali miktar1 arttik¢a, aliminyum-2007 alagiminin %3.5 izotonik sodyum kloriir
ortaminda korozyona daha az ugradigi, korozyon akim yogunlugu ve inhibisyon

yiizdeleri hesaplanarak ortaya konulmustur [115].

Orman giilii balinin hastalarda toksikasyonu iizerine ¢ok sayida vaka takdimi mevcuttur.
Giiven ve ark., (1989) caligmalarinda hastanelerine bal zehirlenmesi sikayetiyle
basvuran 29 hastanin klinik sikayetlerini ve elektrokardiyografi 6zellikleri bakimindan
inceleyip zehirlenme belirtilerinin benzer oldugunu (kusma, bas donmesi, bulanti,

titreme, bogazda yanma hissi, kasint1 ve kizariklik, halsizlik) bildirmislerdir [116].

Dilber (2002), orman giilii balindan 3 kasik yiyerek zehirlenen 8 yasindaki bir erkek
cocugunun kusma, titreme, bas donmesi, bogaz yanmasi, bulanti ve biling kaybi
sikdyetiyle hastaneye bagvurdugunu, travmatik durumu ya da ilag kullaniminin
olmadigini bildirmistir. Hastanin viicut 1sisinin 36.4 °C, kalp atisinin 45 atim/dk, atriyal
kan basincinin 85/45 mmHg olmasina ragmen tiim biyokimyasal parametrelerin normal
limitler i¢inde oldugunu bildirmistir. Hipotansiyon ve bradikardi icin 1 mg atropin

verildigini ve ¢gocugun 12 saat sonra normale doniip taburcu edildigini bildirmistir [30].

Cicek ve ark., (2004) yapmis oldugu olgu raporunda 58 yasindaki bir erkek hasta rapor
etmislerdir. 150 gram orman giilii bali tiiketen hasta bas donmesi, halsizlik, bulant1 ve

bayginlik hissiyle acil servise bagvuran hastada, hipotansiyon (80/50 mmHg) ve
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bradikardi (38 atim/dk) goézlendigi belirtmislerdir. Arastirmacilar, 1 mg atropin ile

hastanin tedavi edildigini ve iki giin sonra taburcu edildigini bildirmislerdir [117].

Eken (2004), orman giilii bali yedikten yaklasik yarim saat sonra tiim viicudunda
uyusma olan 28 yasinda bir erkek hastanin (ila¢ ya da alkol kullanimi olmayan) uyanik
ve iletisime ac¢ik oldugunu, solunum ve dolasimmin normal oldugunu, ancak vital
bulgularda; kan basincinin 89/51 mmHg, nabzinin 48 atim/dk, solunum hizinin 24
soluk/dk, oksijen satiirasyonunun %92 ve viicut 1sisinin 36°C oldugunu bildirmistir.
Hastaya tedavi i¢in 2 It izotonik sodyum kloriir verildigini, kan ve idrar tetkiklerinin ise
normal seviyelerde oldugunu bildirmistir. Sonug¢ olarak hastanin orman giilii balindan
zehirlendigi, tedavisi yapildiktan kisa bir siire sonra (6 saat) sonra da taburcu edildigi

bildirmistir [118].

Ozhan ve ark., (2004) 2002 yilinda bal intoksikasyonu olan 19 vakayla retrospektif bir
calisma yapmuslardir. 19 vakanin 15 hastada siniis bradikardi, 4 hastada AVB tespit
ettiklerini bildirmiglerdir. 30-180 mg arasinda bal yiyen hastalarin tiimii 2-9 saat
arasinda 0.5 mg atropine tedavisine cevap vermis, 24 saat icerisinde de kan
basinglarinin diizeldigi ve normale dondiikleri bildirilmistir [119].

Akinci ve ark., (2007) 66 yasindaki bir erkek hastanin orman giilii bali tiikettikten kisa
bir siire sonra bag donmesi ve bilin¢g kayb1 yasadigini, hastanin kan basincinin 70/40
mmHg ve nabzinin 35 atim/dk oldugunu bildirmislerdir. Hastanin EKG’sinde siniis
bradikardi gozlendigini, tedavisi icin 2 mg atropin uygulandigini ve hastanin bu
uygulama sonucunda kan basmcinin 100/60, nabzinin ise 68 atim/dk, troponin-I

degerinin de 12.71 ng/ml oldugu bildirmislerdir [99].

Orman giilii bali tiikettikten sonra bas donmesi ve bulantis1 olan 46 yasindaki bir erkek
hastay1 inceleyen Inci ve ark., (2007) hastanin siniis bradikardisinin (28 atim/dk)
oldugunu tespit etmislerdir. Ayni1 hastanin tansiyonunun da 80/50 mmHg oldugunu,
yogun bakimda 1 mg atropin ile tedavi edilip 24 saat sonra taburcu edildigini

bildirmislerdir [25].

Orman giilii bali intoksikasyonu sonucu gelisen senkopu arastiran Tulmag¢ ve ark.,
(2008) 54 yasinda kardiyovaskiiler ve ilag Oykiisii olamayan bir erkek hastay1 rapor
etmislerdir. 4-5 yemek kasig1 orman giilii bali yedikten sonra bas donmesi ve solunum
giicliigii yasayan hasta bayginlik gecirerek basini carpip bilincini kaybetmistir. 1 mg

atropin siilfat uygulanan hastanin kisa bir siire sonra normale dondiigiinii bildirmislerdir.
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Arastirmacilar ayrica bu zaman kadar orman giilii balindan zehirlenme vakalarinda her

hangi bir 6liimiin olmadigini da vurgulamislardir [120].

Demircan ise (2009), orman giilii balinin cinsellik iizerine etkilerini 21 vaka {izerinde
incelemistir. Calismada 2002-2008 yillar1 arasinda orman giilii bali yedikleri icin
zehirlenen 21 kisiyi incelemis, zehirlenme belirtilerini ve tedavi yontemini agiklamus,
orman giilii balinin cinsellik tizerine faydali oldugunu bildirmistir. Zehirlenen 21
kisinin hipotansiyon ve bradikardinin oldugunu, salivasyon, bas donmesi, kusma ve
bogaz yanmasi belirtilerinin oldugunu, tedavi olarak hastalara 1-0.5 mg atropin
uygulandigimi, bir hastanin da dopamin ile tedavi edildigini ve hastalarin 18-48 saat
sonra taburcu edildigini bildirmistir. Orman giilii balinin 41-60 yaslarindaki 13 hastada

cinsel giicii artirict etkilerinin oldugunu bildirmistir [33].

Orman giilii balindan 3-4 ¢orba kasig1 yedikten 2 saat sonra zehirlenen 51 yasindaki
erkek hastay1 inceleyen Koseoglu ve ark., (2009) hastanin bas donmesi, bulanti, fenalik
hissi ve bayginlik hali oldugunu bildirmislerdir. Hastanin kan basincinin 80/50 mmHg,
kalp atimmm 45 atim/dk, atesinin 36.80°C ve solunumunun 32/dk oldugunu,
biyokimyasal degerlerinde herhangi 6zel bir durumun olmadigin1 ve hastanin
tedavisinde 2 mg atropin kullanildigin1 ve hastanin 16 saat sonra taburcu edildigini

bildirmislerdir [120].

Sogiit ve ark., (2009) 42 yasindaki erkek hastanin 2-3 yemek kasig1 orman giilii bali
yedikten 2 saat sonra bag donmesi, halsizlik ve titreme sikayetlerinin oldugunu ancak
gecmisinde kalp rahatsizlifi olmadigi halde EKG’sinde siniis bradikardisinin
goriildiigiinii bildirmislerdir. Suuru acik olan hastanin 1 mg atropin ve izotonik sodyum
kloriir ¢ozeltisiyle tedavi edildigini, 24 saat sonra tiim bulgularin normale dondiigiinii

bildirmislerdir [97].

Nedeni saptanamayan toksik hepatit olgularda orman giilii balina dikkatin ¢ekilmesini
amaclayan Cetin ve ark., (2009) gogiis agris1, bulanti, kusma ve terleme sikayetleri olan
43 yasmdaki erkek hastanin 10 yildir insiiline bagimli diabetus mellitus Oykiisiiniin
oldugunu, bal tiikettikten sonra sikayetlerinin oldugunu ve klinik muayenede kalp
hizinin 88 atim/dk, kan basincinin 140/93 mmHg ve parmak ucu kan sekerinin de 210
mg/dl oldugunu, ayrica hastanin tasikardisinin oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar
hastanin atropin ile tedavi edildigini ve tedavi sonucunda normale dondiigiinii

bildirmislerdir [122].
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Orman giilii balindan 2-3 kasik yedigi icin zehirlenen, bas donmesi ve halsizlik
sikayetler olan 60 yasindaki erkek hastayi rapor eden icme ve ark., (2010) 500 cc % 0.9
NaCl ile tedavisi yapilanan hastanmn 7 saat sonra normale dondiigiinii ve taburcu
edildigini bildirmisglerdir. Ayrica arastirmacilar, orman giili balinda bulunan
grayanotoksinin sodyum kanallarmi bloke ederek kardiyak sistemde bradikardiye sebep
oldugunu vurgulamig, orman giilii balinin tiiketiminde dozun O6nemli oldugunu

bildirmislerdir [123].

Hanci1 ve ark., (2010) 2006-2009 yillar1 arasinda Zonguldak’ta orman giilii bali
zehirlenme vakasi bildirilen 72 olgu raporunun analizini yapmiglardir. Arastirmacilar,
orman giilii bali zehirlenmesinin tipik belirtilerinin bulanti, kusma, fenalik hissi,
bayginlik hissi, bogazda yanma, derin bradikardi, hipotansiyon, kramp tarzi karin
agrilari, salivasyon, kizariklik, gorme bulanikligi veya gecici korliik, kasinma hissi, bas
donmesi ve terleme oldugunu vurgulamislardir. Tipik zehirlenme tablosunun
gastrointestinal sistemde, kardiyak sistemde ve sinir sisteminde oldugu bildirmislerdir.
Orman giilii balinda bulunan 18 grayanotoksinden GTX I’in kardiyak sistem iizerine en
cok etki eden tipin oldugunu, GTX II'nin sinoatriyal diigiimdeki spontan atimi
baskilama Ozelligine sahip oldugunu bildirmislerdir. Grayanotoksinin, sodyum
kanallarina baglanarak, bu kanallar1 inaktif hale getirdigini bildirmislerdir. Hanci, daha
onceden saglikli olan ve agiklanamayan bradikardi ve hipotansiyon gibi bulgulari olan
olgularda orman giilii bal1 zehirlenmesinin akilda tutulmasi gerektigini bildirmislerdir

[124].

Bayram ve ark., (2011) 36 yasinda bradikardi, hipotansiyon ve atrial fibrilasyonu olan
bir erkek hastada, fibrilasyonun orman giilii bali zehirlenmesi ile iligkili oldugunu
ortaya koymuslar; tedavinin atropin ve izotonik sodyum kloriir ile yapildigini

bildirmislerdir [125].

Yaylact ve ark., (2011) orman giilii balindan zehirlenen 63 yasindaki kadin hastayi
inceledikleri olguda, hastanin, orman giilii bali tiikettikten yaklasik 2 saat sonra bas
donmesi, bulanti, nefes darlig1 ve terleme sikayetleriyle acil servise basvurdugunu,
hastanin klinik bulgularinda kalp atiminin 40 atim/dk, kan basmcinin 60/40 mmHg
oldugunu; hastanmn izotonik sodyum kloriir c¢ozeltisi i¢inde verilen 1 mg atropin

uygulamasi ile normale dondiigiinii ve 16. saatte taburcu edildigi bildirmislerdir [126].
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Alp ve ark., (2012) 79 yasinda bal tiiketimini takiben zehirlenen erkek hastada, hastanin
orman giilii bali yedikten yaklasik 1 saat sonra fenalastigini, kan basinciin 50/30
mmHg, kalp hizinin 36 atim/dk ve solunum sayisinin 28/dk oldugunu; 0.5 mg atropin
uygulanan hastanin kisa bir siire sonra taburcu edildigini bildirmisler; orman giilii bali
tikketilmesinde zehirlenme siddetinin doza bagh olarak arttigini, bu nedenle orman giilii

balinini bilingli olarak tiiketilmesi gerektigini vurgulamiglardir [127].

Binnetoglu ve ark., (2012) ise bir yemek kasigi orman giilii bali yedikten sonra
fenalasan 46 yasindaki bir erkek hastanin muayenesinde kan basincinin 80/50 mmHg,
kalp atisinin 40 atim/dk oldugunu ve kalbinde iifiirlimiiniin olmadigin1 bildirmisler;
atropin uygulanmasini takiben hastanin 72 saat sonra normale dondiigiinii ve taburcu
edildigini bildirmislerdir [128].

Sahin ve ark., (2013) bas donmesi olan 35 yasindaki bir erkek hastayi rapo etmisler,
hastanin bir tath kasigr orman giilii bal tiikettikten 1.5 saat sonra kusma, bulanti, bas
donmesi, halsizlik, ellerde uyusma ve goz kararmasi sikayetlerinin oldugunu, tedavide
hastaya 0.5 mg atropin uygulandigi ve 24 saat sonra da hastanin taburcu edildigi

bildirilmistir [129].

Atik ve ark., (2013) terleme, kusma, bulant1 ve halsizlik sikayetleri olan, bradikardi ve
hipotansiyon tespit ettikleri 5 hastadalarinda 1 mg atropin tedavisi uyguladiklarini,
hastalarinin  12-24 saat arasinda normale dondiiklerini ve taburcu edildikleri
bildirmislerdir. Ayrica arastirmacilar, orman giili balindan 30-180 mg tiiketerek
zehirlenen bu 5 hastada herhangi bir patolojik bulgunun olmadigini da bildirmislerdir

[130].

Yengil ve ark., (2013) orman giilii balindan zehirlenen bir aileyi rapor etmislerdir. 35
yasindaki anne, 38 yasindaki baba, 5 ve 10 yaslarindaki iki kiz cocugu orman giilii bali
tiikkettikten yaklasik 2 saat sonra karm agrisi, bulanti, bas donmesi, halsizlik ve kusma
sikdyetleri olan anne ve babada bradikardi ve hipotansiyon gozlendigini, hastalarin 1

mg atropin tedavisiyle normale dondiiklerini bildirmislerdir [131].



2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Bal Orneklerinin Toplanmasi

Calismada bal ornekleri Bartin, Salpazari, Goreli, Kastamonu, Rize, Diizce, Yigilca,
Yigilca-Redifler bolgelerinden toplandi (Tablo 2.1.). Petek halinde alinan bal 6rnekleri
siiziildii. Balin toplandig1 yorenin adi, toplandigi tarih not edildi ve etiketlendi. Ornekler
Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi'nde Biyoloteknoloji Laboratuarinda analiz

edilinceye kadar muhafaza edildi.

Tablo 2.1. Orman giilii bal 6rneklerinin toplandig1 yoreler

Ornek no Alindig1 bolge
0G-1 Bartin
0G-2 Salpazari
0G-3 Sisdagi- Goreli (Trabzon)
0G4 Kastamonu
0OG-6 Rize
0G-7 Diizce
OG-8 Diizce
0G-9 Yigilca
0G-10 Yigilca-Redifler (Diizce)
0OG-11 Diizce

OG: orman giilii

2.1.1. Bal Orneklerinin Preparatlarinin Hazirlanmasi

Ballarda polen analizi Woodhouse yontemi modifiye edilerek yapildi [132]. Kavanozlar
icerisine siiziilmiis olarak konan ballar 40-45°C’lik su banyosunda akiskan hale gelene
kadar bekletildi. Bir baget yardimiyla bal iyice karistirilarak homojen hale getirildi.
Homojen hale gelen bal o6rneklerinden 5’er gram hassas terazide tartilarak steril tiip

icerisine alindi. Tip igerisine 10 ml distile su ilave edildi. Tiiplerdeki bal ve suyu
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homojen hale getirmek icin tekrar 40-45°C’lik su banyosunda bekletildi. Tiipler yavas
ve dikkatli bir sekilde ters diiz edilerek balin erimesi saglandi. Daha sonra tiipler 6000
rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. 20 dakika sonra tiiplerdeki suyu mikropipepet
yardimiyla alindi ve iizerine 10 ml distile su ilave edilerek tiipler tekrar 6000 rpm’de 20
dakika santrifiij edildi. Ikinci santrifiijden sonra alman tiiplerin suyu dikkatli bir sekilde
mikropipetle cekildi. igne ile yaklagik olarak 1 cm®lik gliserin-jelatin alindi ve tiip
icerisindeki ¢okeltinin bir miktar1 alindi. Alinan 6rnek temiz bir lama alind1 ve 1sitilmis
hot-plate iizerinde eritildi. igne yardimiyla 6rnegin dagilimi yapildi ve iizerine lamel
kapatildi. Preparat etiketlenerek ters cevrilmek suretiyle kurutulmaya birakildi.
Preparatlar incelenerek sayilan polenler bala kaynak olusturan bitkiler agisindan
dominant (> %45), sekonder (%21-49), minor (%6-20) ve eser (%1-5) olarak
smiflandirildi [132,133].

2.1.2. GTX’in Hazirlamsi

Yapilan bir projede 50 orman giilii balinda bulunan GTX miktar1 1.33-14 mg/kg
araliginda bulunmustur [134]. Bagka bir caligmada ise bu aralik 0.377-6.882 mg/kg
olarak tespit edilmistir. Bu veriler esas alinarak orman giilii ballarinda bulunan GTX
miktar1 ortalama olarak hesap edilmis, 1 mg GTX 2 ml izotonik sodyum kloriirde

coziilerek 0.015 mg/kg olacak sekilde verilmistir [Sahin, basilmamis veri].

2.1.3. Safraninli Gliserin Jelatin Hazirlanmasi

Jelatin plaklar 2-3 saat distile suda birakildi. 1 Ol¢ii jelatin 1.5 olcii gliserin ile
karistirilarak, safranin ilave edildi. Kiiflenmeye engel olmak i¢in %?2-3 oraninda asit
fenik ilave edildi. Bu karigim 80°C’i kadar sitildi. Belli bir kivamda temiz petri

kaplarina dokiilerek sogumaya birakildi [135].
2.1.4. Rhododendron Polenlerinin Isik Mikroskobu ile Goriintillenmesi Yontemi

Hazirlanan bal Orneginin preparatlar1 Nicon Eclipse E400 marka 151k mikroskobuyla
incelendi. Rhododendron polenlerini sayimi ve teshisi icin 10x biiyiitmeli okiiler ve
24x24 mm’lik lameller kullanildi. Preparatlarin mikroskop analizinde tiim lamel alani
taranarak ormangiilii polenleri belirlendi ve saymmi yapildi. Rhododendron poleni
olmayanlar ise “diger polenler” diye adlandirilarak familyalar1 belirlendi ve sayimlari

yapildi. Rhododendron spp. polenleri Erciyes Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
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Boliimii laboratuarinda bulunan bilgisayar donanimli BH2 model Olympus marka 151k

mikroskop ile fotografland1.

10 pm

Sekil 2.1. Rhododendron poleninin 151k mikroskopi goriintiisii (10 um)

2.1.5. Rhododendron Polenlerinin Taramal Elektron Mikroskobu ile

Goriintiilenmesi Yontemi

Rhododendron polenlerinin Taramali Elektron Mikroskobu calismalar1 i¢in Erciyes
Universitesi Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi (TEKMER) ’nde bulunan Leo
440 marka Bilgisayar Kontrollii Dijital SEM (Scanning Electron Microscope)
kullanildi. Polenler dogrudan ¢ift tarafli yapistirici ile ornek tutucu aliminyum stub
iizerine yapistirildi. Piiskiirtme cihazi (sputtering) ile altin kaplama isleminden sonra
goriintiiler bilgisayar ekranindan incelendi ve Rhododendron polenlerinden en iyi olan

goriintiiler secilerek kayit edildi.

Sekil 2.2. Rhododendron poleninin Taramali Elektron Mikroskobu goriintiisii
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2.2. Ratlarda Toksisite Calismalar
2.2.1. Ratlarda Orman Giilii Bah ve GTX Uygulamasi

Calismada ortalama 360 gr agirlhiginda, 60 adet Wistar albino cinsi erkek rat kullanildi.
Ratlar Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirmalar Merkezinde (DEKAM)
1siklandirmast 12 saat aydinlik-12 saat karanlik (19:00-7:00 saatleri arasi karanlik),
havalandirmasi (% 60-70 nem), oda 1s1s1 (20-24 °C) kontrol edilen odalarda tutuldu.

Arastirmada her grupta 12 rat bulundurulan 5 grup olusturuldu.

1. gruptaki (kontrol grubu) ratlara 1 ml izotonik sodyum kloriir ¢ozeltisi gavajla mideye
verildi. 2. gruptaki ratlara 0.015 mg/kg GTX III (1 mg GTX 2 ml izotonik sodyum
kloriir ¢cozeltisinde c¢oziildii, her rata 1 ml seklinde ¢ozelti verildi) gavaj yoluyla verildi.
3., 4., ve 5. gruptaki ratlara OG-3 kodlu (6.892 ug GTX III / g bal) bal verilmistir
[Sahin, basilmamis veri]. Balin grayanotoksin III icerigi Komarova ve ark., (2009)
belirtilen yonteme gore yapildi. Belirtilen bu baldan 3. gruba 0.15 g/kg ca, 4. gruba 0.5
g/kg ca, 5. gruba ise 2.5 g/kg ca gavajla mideye verildi (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Wistar albino ratlara bal verilmesi (gavaj)

Uygulamalardan 1 saat sonra tiim gruptaki ratlar ketamin (100 mg/kg) + ksilazin
(20mg/kg) uygulamasi ile anestezi edildi (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Wistar albino ratlara anestezi uygulamasi

Cerrahi uygulama Oncesi ratlarda ayagi geri cekme ve goz kirpma refleksleri kontrol
edildi. Anestezisiye giren ratlar steril skalplar iizerine yatiwrilirdi ve dort
ekstremitesinden sabitlendi. Ratlara bistiiri yardimu ile alt batin orta hattina kesi yapildi
ve makas yardimi ile cilt-cilt alt1 dokusu kesildi. Kesi toraksa kadar uzatilarak
peritondan ayrilan cilt-cilt alt1 dokusu sag ve sol tarafa tutturuldu. Gogiis kafesi agmak
icin, sternum alt ucundan ve sternumun her iki yanindan kosto kondral bileskeler
boyunca yukariya dogru kesi yapildi. Ratlarin kalbinden 10ml’lik M enjektor ile 15 ml
kan ornegi jelli tiiplere alind1 (Sekil 2.5). Tiipler 3000 devirde 10 dakika santrifiij

edilerek serumlar1 ependorf tiiplere alindi. Serum ornekleri analiz zamanina kadar — 80

C’lik derin dondurucuda sakland.
—— N W

Sekil 2.5. Hayvanin kalbinden kan 6rneginin alinmasi
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Batin i¢i organlar makroskobik olarak gozlendi ve organlar ¢ikarildi. Cikarilan
karaciger, kalp, testis, dalak ve bobrek doku Ornekleri % 10’luk formaldehit igerisine
alindi. Diger kisimlar etik kosullara uygun olarak tibbi atik posetine konuldu.

Sekil 2.6. Hayvanin dokularinin alinis1

Kan 6rneklerinin biyokimyasal analizleri Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez
Laboratuarinda yaptirildi. Serum oOrneklerinde aglik glikozu, trigliserid, kolesterol,
LDL-kolesterol, HDL-kolesterol, kreatinin, iirik asit, P, Mg, Na, Cl, Ca, K, total
bilirubin, GGT (GABA-glutamil transferaz), LDH (laktat dehidrogenaz), AST (aspartat
transaminaz), ALT (alanin transaminaz), ALP (alkalen fosfotaz), total protein, CPK
(kreatin fosfakinaz), kan gazlari, pseudokolinesteraz ve tam kan sayimi analizleri

yapildi.

Doku oOrneklerinin analizleri ise Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuarinda yapildi. Dokularin histopatolojik
incelenmesinde ornekler parafine gémiildii. Elde edilen parafin bloklarindan 5-6 pm
kalinliginda kesitler alindi ve hazirlanan preparatlar Periodic Ascid Schiff (PAS)

boyamasi yapilarak incelendi.



3. BULGULAR

3.1. Melissopalinolojik Bulgular

Karadeniz bolgesinin bazi1 bolgelerinden (Bartin, Salpazari, Goreli, Kastamonu, Rize,
Diizce, Yigilca, Yigilca-Redifler) toplanan orman giilii ballar1 polen analizleri icin
incelendi. Bala kaynak olusturan bitkilerin dominant (>%45), sekonder (%21-49),
minor (%6-20) ve eser (%1-5) miktarindaki katkis1 saptandi [141]. Rhododendron
polenleri disinda Fagaceae, Apiaceae, Asteraceae, Fabaceae, Rosaceae familyalarina ait
polenler gozlendi. Analizlerde OG-1, OG-2, OG-3, OG-4 ve OG-6 kodlu ballarin orman
giilii bal1 oldugu; OG-7, OG-8, OG-9, OG-10 ve OG-11 kodlu ballarin ise multifloral
ballar oldugu sonucuna varildi. Ratlarda toksisite calismasinda en yiiksek miktarda
Rhododendron poleni iceren OG-3 kodlu orman giilii bali kullanildi. Sayimlar sonucu

elde edilen veriler tablolar halinde verildi (Tablo 3.1.).

Tablo 3.1. Karadeniz Bolgesinin bazi bolgelerinden toplanan orman giilii ve multifloral
ballarin polen analiz sonucu

Kod Rhododendron | Diger  polen | Toplam polen | Rhododendron
Polen sayis1 sayisi polen yiizdesi

0.G-1 623 445 1063 58.33

0.G-2 106 87 193 54.92

0.G-3 1579 788 2367 66.71

0.G-4 2960 1601 4561 64.89

0.G-6 840 705 1545 54.37

0.G-7 294 1505 1799 16.34

OG-8 97 473 570 17

0G-9 24 383 407 5.50

OG-10 45 355 400 11.25

0OG-11 48 3741 3789 1.27

m0.G: Orman giili
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Analiz edilen biyokimyasal parametreler asagidaki tablolarda verildi.
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Tablo 3.2. Kontrol ve deney gruplarindaki glukoz, trigliserit, kolesterol ve total protein

seviyeleri
Gruplar * | Glukoz (mg/dL) | Trigliserit(mg/dL) | Kolesterol(mg/dL) | Total protein
(g/dL)
Grup 1 295.71+23.70° | 122.86+20.66 59.57+4.57 5.63+0.15
Grup 2 333.00+22.38° 139.00+7.62 66.83+3.00 5.83+0.11
Grup 3 229.5425.97" 144.83+13.51 66.67+2.16 5.67+0.16
Grup 4 246.17+31.92" | 123.67+18.34 61.33+2.08 5.85+0.18
Grup 5 325.14426.03 | 145.7149.63 66.43+3.40 5.56+0.13

a,b,c

(P<0.05).

Ayni satirdaki farkli harfler farkli istatistiksel olarak farklilik gosteren gruplari temsil etmektedir

A Grup 1, kontrol; grup 2, 0.015 mg/kg GTX; grup 3, 0.15 g/kg OG; grup 4, 0.5 g/kg OG; grup 5, 2.5 g/kg
OG (orman giilii balr).

Kontrol ve deney gruplarindaki glukoz, trigliserit, kolesterol ve total protein

bulgularinda trigliserit, kolesterol ve total protein seviyelerinde gruplar arasinda anlamli

farklilik gozlenmemistir. Ancak glukoz seviyesinde kontrol grubuna gore; grup 3 ve

grup 4’te azalma goriiliirken, grup 2 ve grup 5’te artma goriilmiistiir (Tablo 3.2).

Tablo 3.3. Kontrol ve deney gruplarindaki iirik asit, AST, ALT, ALP ve LDH seviyeleri

Gruplar Urikasit AST (U/L) ALT(U/L) | ALP (U/L) LDH (U/L)
(mg/dL)

Grup 1 | 2.43+0.51 125.57+16.27 | 64.86+4.03 | 305.14+42.22 | 969.57+217.9*

Grup 2 | 1.90+0.04 101.67+7.61 | 54.83+1.59 | 264.83+20.15 | 1043.33+96.8"

Grup 3 | 2.05+0.16 123.00+7.12 | 66.67+5.47 | 361.504+42.50 | 758.29+78.6"

Grup 4 | 1.97+0.07 130.50+15.27 | 67.83+6.57 | 332.67+20.44 | 1056.83+68.5"

Grup 5 | 2.34+0.25 95.71+4.50 63.14+2.60 | 314.86+21.60 | 1307.50+83.9"

a,b,c

(P<0.05).

Ayni satirdaki farkli harfler farkli istatistiksel olarak farklilik gosteren gruplari temsil etmektedir

A Grup 1, kontrol; grup 2, 0.015 mg/kg GTX; grup 3, 0.15 g/kg OG; grup 4, 1.5 g/kg OG; grup 5, 2.5 g/kg

0G.
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Kontrol ve deney gruplarindaki iirik asit, AST, ALT, ALP ve LDH bulgularinda iirik
asit, AST, ALT ve ALP seviyelerinde gruplar arasinda anlaml farklilik gozlenmemistir.
Ancak LDH seviyesinde kontrol grubuna gore grup 3’te azalma goriiliirken, grup 2, 4 ve

5’te yiikselme goriilmiistiir (Tablo 3.3).

Tablo 3.4. Kontrol ve deney gruplarindaki Ca, Na, P ve Cl sevileri

Gruplar Ca (mmol/L) Na (mmol/L) P (mmol/L) CI (mmol/L)
Grup 1 10.41+0.23 134.86+3.01 9.7340.50° 97.43+2.23
Grup 2 10.08+0.14 138.50+1.61 9.37+0.53™ 99.50+1.41
Grup 3 10.17+0.19 134.50+1.78 7.36+0.54" 97.50+1.20
Grup 4 9.97+0.29 132.83+3.55 8.10+0.36™ 98.00+2.52
Grup 5 10.30+0.24 133.43+1.72 9.5440.35°¢ 08.14+1.26

abe Ayni satirdaki farkli harfler farkli istatistiksel olarak farklilik gosteren gruplari temsil etmektedir

(P<0.05).

A Grup 1, kontrol; grup 2, 0.015 mg/kg GTX; grup 3, 0.15 g/kg OG; grup 4, 1.5 g/kg OG; grup 5, 2.5 g/kg
OG.

Kontrol ve deney gruplarindaki Ca, Na, P ve Cl bulgularinda Ca, Na ve Cl seviyelerinde
gruplar arasinda anlamh farklilik goézlenmemistir. Fakat P seviyesinde kontrol grubuna

gore tiim gruplarda azalma goriilmiistiir (Tablo 3.4).

Tablo 3.5. Kontrol ve deney gruplarindaki Mg, K, BUN, Kreatin ve Total bilirubin

Gruplar | Mg(mmol/L) | K(mmol/L) | BUN Kreatin Total bilirubin
(mg/dl) (mg/dL) (mg/dl)
Grup 1 | 1.4120.90 | 6.5320.41 | 15.00+1.21* | 0.55+0.02"° | 0.13+0.02
Grup 2 | 1.38+0.05 6.25+0.28 | 18.50+0.89" | 0.57+0.01° | 0.19+0.02"
Grup 3 | 1.40+0.05 6.63+0.43 | 14.86+0.91* | 0.53+0.02"° | 0.20£0.01"
Grup 4 | 1.3020.04 [ 7.10+0.29 | 15.00+0.58" | 0.5120.02* | 0.18+0.02°
Grup 5 | 1.4040.04 | 6.59+0.29 | 18.00+0.73° | 0.53£0.01*" | 0.17+0.02%

a,b,c

(P<0.05).

A Grup 1, kontrol; grup 2, 0.015 mg/kg GTX; grup 3, 0.15 g/kg OG; grup 4, 1.5 g/kg OG; grup 5, 2.5 g/kg

0G.

Ayni satirdaki farkli harfler farkli istatistiksel olarak farklilik gosteren gruplari temsil etmektedir
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Kontrol ve deney gruplarindaki Mg, K, BUN, Kreatin ve Total bilirubin bulgularinda
Mg ve K degerlerinde gruplar arasinda anlamh farklilik gdzlenmemistir. Fakat BUN,
Kreatin ve Total bilirubin sevilerinde gruplar arasinda farkhiliklar gdzlenmistir. BUN
seviyesinde kontrol grubuna gore grup 3 ve grup 4’te azalma, grup 2 ve 5’te yiikselme
goriilmiistiir. Kreatin seviyesinde kontrol grubuna gore grup 3, 4 ve 5’te azalma, grup
2’de artma gozlenmistir. Total bilirubin seviyesin de ise kontrol grubuna gore tiim

gruplarda yiikselme gozlenmistir (Tablo 3.5).

Tablo 3.6. Kontrol ve deney gruplarindaki HDL-kolesterol, LDL-kolesterol, CPK ve
Pseudokolinesteraz seviyeleri

Gruplar HDL-kolesterol | LDL-kolesterol | CPK Pseudokolinesteraz
(mg/dL) (U/L) (U/L) (U/L)

Grup 1 23.43+0.84 15.26+2.80 899.57+£53.38 241.1445.96

Grup 2 25.33+1.02 13.70£1.00 1007.67£95.41 | 243.83+13.50

Grup 3 26.00+1.41 13.77+1.95 779.50+£62.13 240.00£12.30

Grup 4 23.33+0.49 14.27+3.08 718.17£78.82 | 243.14+13.49

Grup 5 25.57+0.95 14.91+1.71 645.29+38.55 244.67£15.99

abe Ayni satirdaki farkli harfler farkli istatistiksel olarak farklilik gosteren gruplari temsil etmektedir

(P<0.05).

A Grup 1, kontrol; grup 2, 0.015 mg/kg GTX; grup 3, 0.15 g/kg OG; grup 4, 1.5 g/kg OG; grup 5, 2.5 g/kg
OG.

Kontrol ve deney gruplarindaki HDL-kolesterol, LDL-kolesterol, CPK ve

Pseudokolinesteraz bulgularinda anlamli farklilik gézlenmemistir (Tablo 3.6).

3.2. Ratlardaki Histopatolojik Bulgular

Bobrek dokularinda histopatolojik bulgular degerlendirildiginde grup 5’de, PAS
boyamas1 yapilmis kesitler 151k mikroskobik diizeyde incelendiginde glomeriillerin
saglikli goriindiigi izlendi. Ancak proksimal tubuluslarda liimen simirlarini olusturan
kiibik hiicrelerin kismi dejenerasyonuna bagh olarak liimende genisleme; distal

tubuluslarda ise belirgin hiicre kayb1 (ok isareti) gozlendi (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1. X40 a4 pas1 (grup-5 bobrek dokusu) G: glomeriil D: distal tubulus
P:proksimal tubulus

Grup 4’de PAS boyali bobrek kesitlerinde glomeriiller saglhkli yapida izlenmekle
birlikte ozellikle distal tubuluslardaki hiicre kaybinin (ok isareti) azalarak devam ettigi
goriildu (Sekil 3.2.).

Sekil 3.2. X40 b7 pasl(grup-5 bobrek dokusu) G: glomeriil D: distal tubulus
P:proksimal tubulus
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Grup 3’de, PAS boyast uygulanmig bobrek kesitlerinde glomeriiller ve proksimal
tubulus yapilari normal goriiniimdeydi. Ancak distal tubuluslardaki hiicre kaybinin (ok

isareti) az da olsa devam ettigi goriildii (Sekil 3.3.).

Sekil 3.3. X40 c2 pas1(grup-5 bobrek dokusu) G: glomeriil D:distal tubulus
P:proksimal tubulus

Grayanotoksin (GTX) uygulanmis gruptaki (Grup 2) PAS boyali bobrek kesitlerinde
glomeriillerin saglikli bir yapida oldugu izlendi. Ancak proksimal ve Ozellikle distal

tubuluslarda belirgin hiicre kayiplar1 (ok isareti) ve liimen icine dokiilen hiicre

cekirdekleri gozlendi (Sekil 3.4.).

Sekil 3.4. X40 gtx2 pasl(grup-5 bobrek dokusu) G: glomeriil D:distal tubulus
P:proksimal tubulus



4. TARTISMA-SONUC

Tiirk halkr arasinda ““deli bal” olarak bilinen orman giilii bali Nepal, Brezilya, Japonya
ve Tiirkiye’nin Karadeniz Bolgesinde iiretilmektedir. Yiiksek miktarda grayanotoksin
icermesiyle bilinen bu bal fazla tiiketilmesi durumunda tiiketildikten yaklagik 1 saat
sonra fenalagma hissi, karin agrisi, bas donmesi, halsizlik, asir1 terleme, mide bulantisi,
kusma gibi zehirlenme belirtileri gostermekte, bradikardi ve hipotansiyona sebep
olmaktadir. Baz1 zehirlenmelerde de kordinasyon kaybi ve ilerleyen kas zayifligi da
goriilmektedir [130]. Zehirlenmeye ait belirtiler grayanotoksinin hiicre duvarindaki
sodyum kanallarin1 bloke etmesiyle gerceklesmektedir. Hiicre zarinda sodyum
gecirgenliginin artmasiyla repolarizasyon inhibe olmakta ve hiicre membrani
depolarizasyon siiresi uzamaktadir. Siirekli depolarizasyon hali aksiyon potansiyelini

azaltmakta ve siniis nodu disfonksiyonuna yol a¢tig1 bildirilmektedir [105,130].

Orman giilii bali zehirlenmesiyle ilgili ¢ok sayida vaka takdimi bulunmaktadir.
Ulkemizde ilk arastirmalar 1938’de Bucak ve 1941°de Ungan tarafindan yapilmustir.
Her iki arastirmaci da ballar1 mikroskobik olarak incelemis ve Rhododendron
polenlerini tespit etmistir. Arastirmacilar ballarda renk ayiraci olarak kullanilan
andromedotoksini belirlemiglerdir. 1949°da Pulewka laboratuvar hayvanlar1 tizerinde
toksik balin etkilerini gézlemlemis ve biyolojik arastirmalar yapmuis, R. luteum ve R.
ponticum ballarim1 diger ¢icek ballariyla kiyaslamistir [36]. Siitliipinar, 1983 ile 1988
yillar1 arasinda Kartal Hastanesine bagvuran 11 bal zehirlenme vakasinin teshisi ve
tedavisi incelenmistir. Teshiste balin mikroskobik incelenmesi yapilarak Rhododendron
polenleri arastirilmis ve kromatografi yontemi de uygulanarak balin analizi yapilmistir.
Hastalar 100 gram ve iizeri bal tiiketmislerdir. Zehirlenme belirtileri 30 dakika ve 2 saat
arasinda ortaya ¢ikmistir. Hipotansiyon ve bradikardi gelismis ve hastalarin tedavisinde

glukoz, atropin ve eletrolit i¢erikli inflizyonlar uygulanmustir [32].

Yavuz ise 1983-1986 yillar1 arasinda Karadeniz Bolgesi’'nde 23 bal zehirlenme vakasi

bildirmistir. 23 hastanin yagslar1 7 aylik bir bebek ile 61 yas arasinda degisiklik
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gostermistir. Hastalar1 tok bal tiiketme orani 2 cay kasigi ile 5 yemek kasigi arasinda
olmustur. Hastalarda zehirlenme belirtileri yarim saat sonra ortaya ¢ikmis, bu belirtiler
kusma, terleme, halsizlik, diisik tansiyon ve  bradikardi  seklindedir.
Elektrokardiyografide 16 hastanin % 63’ii bradikardiye, % 31’1 birlesik ritim ve
%6’sinm tamamen atriyoventrikiiler blokaj ile % 6’smin Wolff-Parkinson-White
sendromuna sahip oldugu bildirilmistir. Serum, atropin ve vazopresor ilaclar verilerek
tedavi edilen hastalar, 1-2 giin giin icinde iyilesmistir [136]. Elde edilen literatiir
bilgilerine gore orman giilii bali zehirlenmesinde tiiketilen balin miktar1 6nemlidir.

Toksikasyon dozla dogru orantilidir.

Orman giilii bali zehirlenmesi, hayvanlarda da benzer belirtiler gostermektedir. Toksik
bal ile ilgili yapilan deneysel ¢alismalarda toksik bal verilen deney hayvanlarinda, hizli
solunum, salivasyon ve bradikardi gosterdigi tespit edilmistir. Grayanotoksin I ve III
verilen hayvanlarda toksik bal zehirlenmesi belirtileriyle benzer sekilde bradikardi,
hipotansiyon ve solunum depresyonu gézlenmistir. Atropin verilen deney hayvanlarinin
kan basinct kismen diizenlenmistir. Yapilan calismalarda grayanotoksin-I i¢in LDsg
degeri 1.28 mg/kg ve grayanotoksin-III i¢cin 0.908 mg/kg bulunmustur. Bununla birlikte
grayanotoksin-II 4 mg/kg iizerinde toksik etki gostermemistir [137]. Onat ve ark.,
(1991) albino ratlara intraperitonal toksik bal ekstrakti enjekte etmisler (1-5 g bal/kg) ve
doza bagh hipotansiyonla bradikardi gozlemislerdir. Bradikardi kontrole gore % 75’e
ulastiginda ratlara atropin siilfat verilmistir [98]. Ascioglu (1996), grayanotoksinin
ratlarin hepatik ve renal sistemleri iizerinde etkisini 3 aylik deneme siiresi boyunca
incelemistir. Deney sonrasinda idrar analizleri yapilmis, lokosit, pH, protein,
irobilinojen, glukoz, keton ve nitrit degerlerine bakilmistir. Calisma sonucunda ratlarin
idrar analizlerinde idrarda protein (proteiniiri), idrarda kan (hematiiri) ve keton

seviyesinde azalma oldugunu; GPT ve LDH seviyesinin ise arttigini bildirmistir [102].

Aragtirmada kullanilan bal ornekleri aricilarin ifadelerine gore toplanmistir. Ancak
yapilan polen analizinde rhododendron bal drneklerinin farkli oranlarda orman giilii
poleni icerdikleri goriilmiistiir. Ciinkii Rhododendron ¢igeklerinin bal arilarinca ziyaret
edilmesi arilik cevresindeki floral gesitlilik ve yogunluga baghdir. Ozellikle ¢evrede
nektar kaynaklar1 kit oldugunda bu ¢igeklerin nektar1 toplanmaktadir. Bu nedenle orman
giilii ballarinin yiiksek oranda polen icermesi baska bir deyisle bal arilarmin yogun
olarak bu ciceklerden nektar toplamasi s6z konusu degildir. Ciinkii bu donemde kestane

agaclar1 cicek acmakta ve bal arist tercihini bu yonde kullanmaktadir. Nitekim bu
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arastirmada da Orneklerin yariya yakini multifloral 6zellik gdstermistir. Bu sonu¢ genel
olarak orman giilii bali olarak ifade edilen her balin yiiksek oranda Rhododendron
nektarindan olustugu ve yiiksek oranda toksin igerebilecegi diisiincesini

dogrulamamaktadir.

Arastirmada kullanilan orman giilii bali dozlar1 (0.15, 0.5 ve 2.5 g/kg/viicut agirhigy)
pratik olarak 70 kg bir insan i¢in 7 g (bir cay kasig1), 35 g (1-2 yemek kasig1) ve yiiksek
doz olarak secilen 175 g (7-8 yemek kasig1) se¢ilmistir. Pozitif kontrol grubu olarak
planlanan GTX III verilen grupta doz, daha 6nce yapilan aragtirmalarda ¢alisilan orman
giilii ballarindaki ortalama GTX III miktar1 (0.015 mg/kg) goz 6niinde bulundurularak

secilmistir.

Biyokimyasal parametrelerden glikoz seviyesi kontrol grubuna gore grup 3 ve 4’te
azalma gosterirken, grup 2 ve grup 5’te artis gostermektedir. Grup 3 ve 4’teki bu azalma
Salman ve Akbag’in (2010) calismalarinda belirtildigi gibi grayanotoksinin
hipoglisemiye yol actig1 bilgisini dogrulamaktadir [138]. Uzun ve ark., (2013) da orman
giilii bali ile zehirlenen bir ¢ocugun ele alindigi olgu sunumunda kan glikozu
seviyesinin normal diizeyin altinda oldugunu bildirmistir [139]. Grup 2 ve 5’teki dozun
kan glukoz seviyesinde artisa sebebiyet vermesi, grup 2’de 0.015 mg/kg dozda verilen
grayanotoksinin ve grup 5’te yiiksek diizeyde grayanotoksin iceren bal uygulanmasinin
siirrenal medulladan adrenalin salgilanmasina yol acmasi ve dolayisiyla kan glukoz
seviyesinin yiikselmesiyle ag¢iklanabilir. Giindiiz ve ark., (2006) da grayanotoksinin
diisik dozlarda alindiginda kalpte kolinerjik etkilerle bradikardi ve hipotansiyon
yaptigini, yliksek dozlarda alinmast durumunda siirrenal medulladan epinefrin
salgilatarak tagikardi ve hipertansiyon olusturdugunu bildirmislerdir [9]. Yine Giindiiz
(2008) bir bagka ¢alisamasinda hayvanlarda kan glikoz diizeylerinde belirli degisiklikler
olmasia ragmen, insanlarda kan glikoz diizeyinde, renal ve hepatik toksisitede 6nemli

etkilerinin olmadigini bildirmistir [7].

Laktat dehidrogenaz piruvatin laktata ¢evriminde rol alan bir enzimdir. Kanda yiiksek
seviyede olmas1 ozellikle kalp ve karacigerde hasarin oldugunu gostermektedir [122].
Bu arastirmada LDH enzim seviyeleri grup 2, 4 ve 5’te kontrol grubuna gore artis
gosterirken, grup 3’te azalma olmustur. Grup 2’de grayanotoksinden, grup 4 ve 5’te
verilen orman giilii balinin icerdigi grayanotoksinin kismen daha yiiksek olmasmdan

dolay1 hiicrelerde hasar meydana gelmis, hiicre kaybi histopatolojik incelemelerle de
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gosterilmistir. Cetin ve ark., (2009) orman giilii bali zehirlenmesi vakasi ile ilgili olgu
sunumunda da LDH enzim seviyesinin normal degerlerin iizerinde oldugu gozlenmistir
[122]. “Deli bal ile ilgili bir olgu raporunda hepatotoksisite yoniinden degerlendirilen
hastada total bilirubin seviyesinin 2,75 mg/dl ile normal degerlerin {izerinde oldugunu
bildirmislerdir [122]. Calismada deneme gruplar1 total bilirubin seviyelerinde kontrol
grubuna gore yiikselme gozlenmistir. Calisma sonuclar1 Grayanotoksin IIT’tin doza
bagh olarak LDH diizeyini yiikselttigini gostermektedir. Calisma gruplarindaki bu
degisimler grayanotoksinin ve dogal grayanotoksin iceren orman giilii balinin 6zellikle
karaciger iizerinde olumsuz etkilerinin oldugu diisiincesini desteklemekle birlikte, pek
cok olgu sunumunda da deginildigi gibi bu etkinin geri doniisiimlii olabilecegini

diistindiirmektedir [20, 25, 28, 122].

Kan BUN seviyesindeki yiikselmeler bobrek fonksiyon bozukluklar1 ile
iliskilendirilmektedir [102]. BUN seviyesi bakimindan grup 3 ve 4’te kontrol grubundan
farkli olmadig1 ancak grup 2 ve 5’te kontrol grubundan daha yiiksek bir degere sahip
oldugu tespit edilmistir. Grup 2 ve 5’te ratlarin maruz kaldig1r grayanotoksin III
miktarinin fazla olusu nedeniyle hafif siddetli bobrek hasarmin olustugu ve BUN
degerlerinin yiikseldigi diistiniilmektedir. Eken (2004), orman giilii bal1 zehirlenmesi ile
ilgili bildirdigi vaka takdiminde karaciger ve bobrek fonksiyon testlerinin normal
oldugunu bildirmistir [118]. Bu durum maruz kalinan grayanotoksin diizeylerinin

farklilig: ile iliskilendirilebilir.

Kan serumunda kreatinin seviyesinin artmasi da bobrek fonksiyonlarinin bozulduguna
isaret etmektedir. Bobrek fonksiyonlarindaki bozukluk bobrek perfiizyonundaki azalma,
ya da alt iiriner yollardaki tikanmalara bagli olarak ortaya c¢ikabilecegi gibi ilag ve
zehirlere maruziyet durumunda da gozlenebilmektedir [102]. Calismada deneysel
gruplardaki serum kreatinin seviyesinde kontrol grubuna gore onemli farkliliklarin
olmadig1 gozlenmistir. Bobrekteki histopatolojik bulgular incelendiginde grup II, IV ve
V’de bobrek tubullerinde yer yer hiicre kayiplarinin oldugu belirlenmis olsa da, bu
durumun normal sinirlarda oldugu gozlenmistir. Belirtilen sonuclar gerek tek basina
verilen grayanotoksin III’tin (grup II), gerekse belirtilen dozlarda dogal grayanotoksin
iceren bal uygulamalarinin bobreklerde ©nemli bir degisime yol acmadigini

gostermektedir.
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Serum potasyumundaki ve fosfatindaki artis (hiperkalemi) hiicre yikimmin arttigi ve
boylece hiicre i¢ci potasyumun hiicre disi sivilara gectigi durumlarda gdzlenmektedir.
Calismamizda potasyum ve fosfat diizeylerinde kontrol grubuna gore deney gruplarinda
anlamli farkliliklar olmadig1 goriilmiistiir. Bu nedenle incelenen dozlarda kismen hiicre
kayiplar1 olsa da orman giilii balinin 6nemli oranda hiperkalemiye neden olmadigi

sOylenebilir.

Arastirma sonucunda grayanotoksinin ve orman giilii balinin kullanilan dozlarinda
biyokimyasal ve histopatolojik parametreler iizerine hafif siddette etkileri oldugu,
mevcut arastirma sonuglar1 ile birlikte degerlendirildiginde, degisimlerin geri

doniistimlii olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Aragtirmada saf grayanotoksin III’tin ve farkli oranlarda dogal grayanotoksin igceren
orman giilii balinin ratlarda biyokimyasal parametreler ve bobrek histopatolojisi iizerine
her ne kadar hafif siddetli etkilere yol actig1 bildirilse de, insanlarda orman giilii bali
tilkketiminde bilingli olunmasinin gerektigi sOylenebilir. Konu ile ilgili yapilan
caligmalar ve bu calisma sonuglari, grayanotoksinlerin farkli sistemler ve yapilar
izerinde de istenmeyen etkilere yol acabilecegini diisiindiirmektedir. Bu nedenle
grayanotoksinin toksik etkileri ile ilgili daha kapsamli caligmalarin yapilmasinin yararl

olacagi diisiiniilmektedir.
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