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OZET

Amac: immunolojik duyarliik ve isirima sayisina bagl olarak, zehir ile gelisen toksisite ciddiyeti
degismesine ragmen hedef organlar icin 6zelliklede kardiovaskuler sistem Uzerindeki etki mekanizmasi
henlz net degildir. Dolayisi bu calismada zehrin tim kalp langendorff prepatlarnda doz bagimli direk
etkileri arastinimistir. Metod: Bu calismada, sican kalbinde Apis Mellifera zehrinin (LDs,=3333 ug/kg i.p.)
in vitro doza bagmli kardiyotoksik etkileri elektrofizyolojik ydntemlerle arastirimasi amaclamistir. Bu amag
icin 1.16 nM, bunun iki ve Ug¢ kat dozlan denenmistir. Bulgular: Uyarima kasiima ciftleniminin kasiima
asamasinda (gevseme kinetikleri) gelisen bozukluklann yani sira, tim uyarima parametrelerinde de
gbzlenen degisimler (ventrikUler depolarizasyon parametreleri) 2.32 nM dozunda basladigi saptanmistir.
Sonug: Ar zehri nedeni ile gergeklesen kardiyak elektriksel yeniden modellenmesi altinda yatan Na*/
Cat? degis-tokuscusu ve K+ akim degisimleri in vitro kosullarda 2.32 nM dozunda baslamaktadir.
Anahtar kelimeler: Arn zehri, kardiyotoksisite, EKG, sican
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ABSTRACT

CARDIOTOXICITY OF BEE VENOM: IN VITRO INVESTIGATION

Aim: Depending on the immunological sensitivity and number of stings, severity of anaphylaxis or
other pathological effects can occur. Therefore, it is interesting to know more about the direct and
dose dependent effect of venom on the Langendorf perfused cardiac electrophysiological parameters.
Material and Methods: Current study aims to investigate the invitro dose dependent cardiotoxicity
of Apis mellifera toxin (LD.,=3333 ug/kg i.p.) on the rat heart with electrophysiological methods. For
this purpose 1.16nM, its twice and triple doses were tested. Results: Besides the contraction stage
(relaxation kinetics) of the exitation-contraction coupling, all of the measured exitation parameters
(ventricular depolarization parameters) were started to be affected at 2.32 nM dose. Conclusion:
Results have shown that the venom induced cardiac remodeling was started with the malfunctions
seen in the Nat/Ca’* exchanger and potassium currents at 2.32 nM dose invitro dose.
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GIRIS

Art zehri aminoasit, protein ve enzimlerden
olusmus bir kansimdir. Dozuna baglh olarak,
agr azalumi ve inflamasyonu azaltma amacli
Klinikte kullaniminin yani sira insan organizmasi
icin oldukca toksiktir. Zehrin toksin etkisi dort
ana baslk altnda toplanabilir;, norotoksin
(sinir sisteminde paraliziler), hemolitik etkiler
(alyuvarlarda  bozulma), hemorajik  etkiler
(damar gecirgenliginde artis) ve kardiyotoksik
etkisi  (uyarilabilirlikteki  degisikliklere — bagl
hastaliklar).

Hayvan isirmalanna bagl dlumler ve ciddi
belirtilerin - gerceklesmesi icin  klcuk bir kan
damarnna zehrin direkt olarak temas etmesine
baghdrr.  Ciddi  reaksiyonlann,  zehirdeki
proteinlere bagl gelisen asin duyarlilik sonucu
olustugu dustnulmektedir. Isinimalarda yaklasik
%2 oraninda asin duyarliik gelismektedir. ilk
Isinkla gelisen olumler altinda tek isirikla gelisen
veya dogustan sahip olunan asin duyarliik
yatmaktadrr.

Alerjisi olan bireylerde (populasyonun 9%!1)
semptomlar genelde isinldiktan birkag dakika
sonra baslamakla beraber 24 saat boyunca
ortaya cikmayabilir. Belirtiler bogulma hissi,
zorlu solunum, astmatik gorunudm, siyonize
dudak olarak gostermektedir. Sok benzeri
semptomlar, kusma, bilin¢ kaybr hizla birbirini
izler. Desensitizasyon yardimcr gibi géztkmekle
birlikte desensitizasyon tedavileri sonrasi alerjik
reaksiyonlardan kurtulma surecleri tim hastalar
icin ayni degildir.(1)

immunolojik duyarlilik ve isinima  sayisina
bagl olarak, zehir ile gelisen toksisite ciddiyeti
degismesine ragmen hedef organlar igin
Ozelliklede kardiovaskuler sistem Uzerindeki
etki mekanizmasi hentz net degildir. Dolayisi
bu calismada zehrin tum kalp langendorff
prepatlannda doz bagml  direk  etkileri
arastirimistir.

GEREC VE YONTEM

Kullanlan  tim  kimyasallar - Sigma  Aldrich
(Germany) den temin edimistir. Hayvan
deneyleri sirasinda, National Institute Health
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kriterlerine  uygun  seklide  davraniimistir.
Deneyler icin cinsiyete bagl farkliigr engellemek
icin 10 adet erkek Spraque Dawley sican (270—
310 gr) kullanimustir. Sicanlar dogumiarnndan
sonra her kafeste 4 sican olacak sekilde sicaklik
ayarl, 12 saat gunduz/gece olacak sekilde
pbakilmistir. Tim deney grubu hayvanlarn su
ve yem Kisitlamasi olmaksizin deneylere kadar
pbakilmistir.  Deneyler icin kalpler  sodyum
pentobarbital (30 mg/kg dozunda) anestezisi
altinda iken cikanimustir.

Langendorff-perfiize kalp preparati

Cikanlan kalpler hizlica soguk modifiye Krebs
solsyonun [[mM]); 119 NaCl, 4,8 KCl, 1,8 CaCl,,
1,2 MgSQ,, 1,2 KH,PO,, 20 NaHCO, ve 10
glikoz (pH=7,4]] icerisine yerlestirildikten sonra
fazla dokulanndan anndinimistir.  Aortadan
kanule edilen kalpler yukarda belirtien modifiye
Krebs sollsyonunda 37 °C de ve %95 O,-%5
CO, ile gazlanan sollsyonla dakikada 7 ml
olacak sekilde perfuze edilmistir.

Sol ventrikul basinclar ve
elektrokardiyografik élcumleri;

Retrograd perfuzyon esnasinda, sol atrium
cikarlarak, sol ventrikul balon basing cevreci ve
elektrokardiyografi elektrotlarn yerlestiriimistir.
Tum kalp preparatlan icin baslangi¢ basinci
balon degeri 40 mmHg olacak sekilde
ayarlanmistir.  Kalpler 30 dakika boyunca 7
mil/dk perflzyon hizi ile dengeye getirilmistir.
Denge periyodu sonrasi, doza bagmii sol
ventrikll basing etkileri ile elektrokardiyografik
(EKG) parametrelerin ~ dlctmleri  yapilmustir.
Verilerin ileri analizleri icin Harvard MP-100
sistemi aracigi ile bilgisayara kaydedilmistir.
Preparatlar icin 1.16 nM’dan Dbaslayip, bu
dozun 3 katina kadar artinlan dozlarda arn
zehrinin (Apis Melliferci LD.,=3333ug/kg ip)
etkileri test edildi. An zehrinin her bir dozu 1
dakika perfuze edildikten sonra 30 dakikada
yikanarak (yanitlarn  geri  dénme  sUresi)
uygulamalar gerceklestirilmistir.

istatistiksel Analiz

Grupladan elde edilen veriler, ortalama =
standart hata seklinde verilmistir. Ortalamalar
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arasindaki farkin istatistiksel anlamlilik derecesi
Tek Yonlu Varyans Analizi (ANOVA] testi ile
belilenmistir.  Anlamli bulunan veriler daha
sonra Turkey’s HSD testi ile degerlendirilmistir.
P degerinin 0.05’den kucUk olmasi istatiksel
olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Arn zehrinin doz bagimli kardiyotoksik etkisi,
sol ventrikdl ici basinc degisimi (tum  kalp
kasima yanit)) ve ex-vivo EKG olcumleri ile
degerlendiriimistir.  Langendorff  perfUzyonu
yapilan sican kalbinde, zehrinin ilk fonksiyonel
toksik etkileri 2.32 nM dozunda (6,67 ug/kg
i.p.) ortaya cikmustir.

Sekil 1. Perflze sican kalbinin, kalp hizi ve ortalama
arteriyel kan basincnda an zehrinin doza bagmi et-
kileri. A; kalp hizini, B; ortalama arteriyel kan basincini
gostermektedir. Veriler 10 hayvandan alinan ortalama =
standart hata seklinde verilmistir.* p<0,05, ** p<0,01
olmak Uzere baslangic degerine gore anlamlilik derece-
sini ifade etmektedir.
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Deney grubu sicanlarnna ait ortalama arteriyal
kan basinc ve kalp atm hizina iliskin doz
bagimli degerler sekil 1A ve 1B’de dzetlenmistir.
2.32 nM degerinin altindaki dozlar icin dlctlen
ortalama  parametrelerde  istatistiksel  bir
anlamlilik bulunamamistir (p>0.05). 2.32 nM
dozundan daha buyuk dozlar icin, aritmogenik
etki dogru orantl, arteriyal basing ise ters
orantili bir sekilde degismistir. Test edilen dozlar
icin gozlemlenen etkiler yikama periyodu ile
baslangic degerlerine geri dénmektedir.

Tum kalp kasilmasina atfedilen sol ventrikul ici
basing degisimlerinin doz bagimli etkisi sekil 2'de
Ozetlenmistir. Ortalama arteriyal basing ve kalp

Sekil 2. Perflize sican kalbinin sol ventrikUl ici basing
degisimi sonuclarinda arn zehrinin doza bagmii etkisi. A;
tum kalp kasiima degerlerinin altindaki alan. B; kasima
egrilerindeki kasima (+dP/dt) ve gevseme (-dP/dt) ki-
netiklerini géstermektedir. Veriler 10 hayvandan alinan
ortalama = standart hata seklinde verilmistir. * p<0,05,
** p<0,01 olmak Uzere baslangic degerine gore
anlamlilik derecesini ifade etmektedir.
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atm hizi sonuclar ile paralel bir sekilde dlcim
yapllan bu degerlerde de toksisite kasima
kinetigi parametresi haricinde gene 2.32 nM
dozunda baslamistir. Sekil 2A’da doza bagimli
ortalama kasiima alanlan  verilmigtir. ~ Sekil

Sekil 3. Perflze sican kalbindeki, uyarima parametrel-
erinin arn zehri dozuna bagimi etkisi QRS icin A; tepeden
tepeye genlik (mV), B; zaman (ms), C; depolarizasyon
kinetikleri. Veriler 10 hayvandan alinan ortalama = stan-
dart hata seklinde verilmistir. .* p<0,05, ** p<0,01 ol-
mak Uzere baslangic degerine gore anlamlilik derecesini
ifade etmektedir.
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2B’de ise kasilma icin tepe degerin %50'sinde
ckis (kasiima) ve inis (gevseme) noktalarinda
hesaplanan turev degerleri veriimistir. 2.32
NM dozunda hesaplanan kasiima kinetikleri
(+dP/dt) istatistiksel olarak anlamli degil iken
(p>0,05) gevseme kinetikleri (-dP/dt) ayni doz
icin istatistiksel anlamliik arz etmistir (p<0,05).
Baska bir degisle, kasimanin gevseme fazi
kasima fazi dusUnuldugunde doz artinmina
karsi daha hassas olarak bulunmustur.

Sekil 3 de toksisitenin ventrikUler depolarizasyon
(QRS) asamasindaki inhibitor etkileri
Ozetlenmistir Calismanin bu kisminda da zehrin
etkisi 2.32 nM dozunda ortaya ¢ikmustir.

Olctim yapilan tim ventrikiler depolarizasyon
parametreleri icin; tepeden tepeye genlik (Sekil
3A), QRS suresi (Sekil 3B) ve depolarizasyon
kinetikleri (Sekil 3C) anlamli derecede inhibe
olmustur (p<0,05).

TARTISMA

Hayvanlarin zehirleri, izole edilen diger toksinler
gibi yeni ilaclarn gelistirilebilmesi icin yapilan
biyokimyasal, fizyolojik ve patolojik calismalar
icin onem arz etmektedir. Hayvan zehirleri,
buyuk yapisal farkliliklarina ragmen kompleks
protein ve peptid kanisimlari icermeleri agisindan
ortak Ozellikler tasir.

Biyo-dagiim analizi yapillan diger zehirler
icerisinde ar zehrinin buydk bir miktarinin
badbreklerde ve daha sonra sirasiyla karaciger,
kalp ve akciger dokulannda  Dbiriktigi
gosterilmistir  (2). Tum kalp kasl preparati
elektrofizyolojisi Uzerine ar zehrinin direk toksik
etkisini arastirmayi hedefleyen calismamizda,
literaturde daha onceki bulgular gibi toksik
etkiler gozlemlenmistir (3, 4).

Kalp kasi hucrelerinde, ikincil bir haberci
olmasi nedeni ile sitoplazmik serbest Ca*?
konsantrasyonu ([Ca*?]) siki kontrol altinda
tutulmaktadir. Sitoplazmik [Ca*?]; degerindeki
ani bir arts hizli kasilma mekanizmalarini
tetikleyip, memelilerinkalp ve iskelet kas liflerinde
karakteristik, ciddi yapisal zararlara yol acabilir
(5). Yapilan calismada an zehrin diger icerikleri
arasinda mellitinin kasiima ve yapisal zararlara



Cilt :25
Sayr o1

yol acabilen tek bilesen oldugu ydnundedir
(6). Ek olarak saf zehrin kardiyotoksisitesinin
antimellitin-antikor on tedavisiyle tamamen yok
edildigini gostermektedir (6). Zehrin tamamen
veya sadece mellitin uygulamasi sonrasinda
kardiyomiyositlerde [Ca*?], anlamli bir artisa
neden oldugu ve bu artigin  sarkolemma
Uzerinde yer alan Nat/Ca*? degistokuscusu
Uzerinden gerceklestigi gosterilmistir (7). Bizim
sonuclarmiz zehrin 2.32 nM dozunun direkt
uygulanmasi ardindan oncelikle kasiimanin
gevseme kinetiginde olmak Uzere tum diger
parametreleri doz artisina bagl olarak negatif
yonde etkiledigi tespit edilmistir. Bu sonug
cercevesinde zehrin etkisini uyarnima-kasiima
ciftleniminde ilk olarak Ca*? hucre disina
atlis  basamaginda  olabilecegi  sonucuna
ulastirmaktadir. Na*/Ca*? degis-tokus sistemi,
Ca*?un i¢c ve dis konsantrasyonuna ve zar
potansiyeline  bagiml olarak tasinim  yonu
degisen bir mekanizmasidir. Normal modunda
Ca*?un hucre disina atimasi yonunde calisan
degis-tokus sistemi, hucre ici serbest Ca*?’'un
duzenlenmesinde onemli rol oynamaktadir.
Calismamizin - uyanimaya iliskin - sonuclan
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