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KISALTMA LISTESI

ALP : Alkalen Fosfataz

ALT - Alanin Aminotransferaz

AST  : Aspartat Aminotransferaz

Atr . Atraktilozid

CAT  :Katalaz

GC-MS : Gas kromatografi-kiitle spektrofotometre
GSH : Glutatyon

HPLC : Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisi
LD50 : Letal Doz

MDA  : Malondialdehit

MDBK : Madin-Darby Bovine Kidney

MDCK : Madin Darby Canine Kidney

MRT : {lacin viicutta ortalama kalis siiresi (ilacin %63,2” sinin Viicuttan
atilmasi i¢in gegen siire)

RPE : Retina Pigment Epiteli
SOD : Stiperoksit dismutaz

TMSI : Trimethylsilyl imidazole



1. OZET

Ratlarda Atraktilozidin Baz1 Toksikokinetik Parametrelerinin Belirlenmesi

Diinya genelinde hem insan hem de hayvanlar tarafindan oldukga fazla
tiketilen geleneksel bitkilerden biri olan Xanthium strumarium L, iilkemizde de
yaygin bir sekilde dere kenarlarinda, bos arazilerde ve c¢opliikk yakinlarinda
yetismektedir. Ozellikle iilkemizde pitrak olarak da bilinen Xanthium strumarium
L. bitkisinde bol miktarda bulunan atraktilozit, potansiyel risk olusturdugu igin
deneysel olarak birgok c¢alismaya konu olmustur. Bu baglamda mevcut tez
calismamizda oral yolla ratlara verilen atr’nin bazi toksikokinetik parametrelerinin

belirlenmesi amaglanmastir.

Calismamizda Bingdl ve yoresinden sonbahar aylarinda toplanilan pitrak
bitkisi tohumlar1 kullanildi. Elde edilen dikenli tohumlarm Kkapsiilleri
ayristirildiktan sonra tohum kisimlari havanda 6giitiildi ve suyla ekstrakte edildi.
Ekstrakt i¢indeki Atr miktari ise bu ¢ozeltinin HCI ile hidrolize edilmesini takiben
etil asetat ile karistirilmast islemi ve piridin-TMSI soliisyonu ile tiirevlendirilme
asamasindan sonra gas kromatografi-kiitle spektrofotometre (GC-MS) cihazi ile

tespit edildi. Deneme gruplarindaki ratlara agiz yoluyla 80 mg/kg Atr verildi.

Deneme ve kontrol gruplarinda toplam 72 adet Wistar Albino 1rk1 erkek rat
kullanildi. Bu ratlardan O, 4, 6, 8, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 96 ve 120. saatlerde
dekapitasyon yontemiyle Otenazi yapilarak kan oOrnekleri alindi. Kandaki Atr

olgtimleri GC-MS cihazi ile yapildi.



Atr ratlara oral yolla verildikten sonra elde edilen baz1 toksikokinetik
parametreler; birinci derece emilme hiz sabitesi (ka) 0,114 saat™; doruk ilag
yogunlugu (C max) 10,77 pg /ml, ilag yogunlugunun doruk degere ulagsma siiresi
(tmax) 48 saat; plazmada yarilanma omrii (t1/2)) 6,071 saat, 0.zamandan 120.saate
kadar serum ila¢ yogunlugu zaman egrisi altinda kalan alan (EAA 0—120) 430,231
ug/saat/ml, , ortalama kalis siiresi siire (MRT) 47,807 saat; dagilim hacmi (Vdss)

1,623 ml/kg; klirens (CI) 0,185 ml/saat/kg olarak bulundu.

Sonu¢ olarak c¢alismamizdan Atr’nin ratlardaki bazi toksikokinetik
parametreleri elde edildi ve Atr’nin kandaki diizeyinin hizli, giivenilir, sade bir

analitik yontemle ve hasas 6lgiilebilir oldugunu ortaya koyduk.

Anahtar kelimeler: Atraktilozit, pitrak, toksikokinetik, rat, GC — MS



2. ABSTRACT

Determination of Some Toxicokinetic Parameters of Atractyloside in Rats

Xanthium strumarium L, which is a traditional plant consumed by both
human beings and animals worldwide, is widely grown in our country, near the
stream, in empty fields and near dumps. Especially in our country, atractyloside,
which is abundant in Xanthium strumarium L. plant, also known as pitrak, has been
subject to many experimental studies since it poses a potential risk. In this context,
in our current thesis, it was aimed to determine some toxicokinetic parameters of
Atr given to rats orally for the first time.

In our study, the seeds of spring plants collected from Bingdl and its region
in autumn were used. The seeds of the Xanthium strumarium L., obtained from
Bingdl and around, were removed from the prickly capsules and extracted after
grinding. The amount of Atr in the extract was determined with the GC-MS device
floowing hydrolysis of this solution with HCI, and mixing with ethyl acetate and
derivatization step by pyridine-TMSI solution. A total of 72 Wistar Albino male
rats were used in the treatments and control groups. One by one, all treatments rats
were given a single dose of Atr at 80 mg / kg live weight by gavage application.

Blood samples were taken from the rats in the control and experimental
groups at0., 4.,6.,8.,12., 24., 36., 48., 60., 72., 96. and 120. hours, via euthanasia
using decapitation method. Atr measurements in the blood were calculated by the
GC-MS device.

After oral administration of Atr to the rats, absorption rate constant (ka)
0,114 h, the maximum blood concentration (Cmax) 10,77 pg/ml, the time to reach

the maximum blood concentration the (tmax) was 48 h, half-life of Atris (tw2)) 6,071



h, the area under the time curve of serum drug concentration (AUC 0 — 120)
430,231 pg/ hr/ ml, the time required to remove 63.2 % of Atr is (MRT) 47,807
hours, distribution volume (Vdss) 1,623 ml / kg; clearance (CI) was calculated as
0,185 ml / hr/ kg,

As a result, some toxicokinetic parameters of Atr in rats were obtained from
our study and we demonstrated that the level of Atr in the blood was fast, reliable,

and accurately measurable with a simple analytical method.

Key words: Atractyloside, Xanthium strumarium L, toxicokinetics, rat,

GC-MS



3. GIRIS

Bitkisel ilaglar, “dogal” olmalar1 sebebiyle zararsiz olduklar1 ve higbir yan
etkilerinin olmadig1 diistiniilmektedir (1,2). Ancak, bitkisel ilaglarin bilingsizce
kullanilmalar1 sonucu bir¢ok karaciger ve bobrek hasarina yol agtig1 ve hatta 6liime
neden oldugu bildirilmektedir (3,4). Regeteli ilaclarla ge¢imsiz etkilesimlerine
iliskin bildirilerin yayinlanmasi nedeniyle, son zamanlarda ticari olarak temin
edilebilen bazi bitkilerin giivenilirligi aragtirilmaktadir (3,5,6). Bu nedenle tibbi
(sifalr) bitkilerin etkili ve gilivenli kullanimlar ile ilgili daha fazla arastirmaya
ihtiya¢ duyulmaktadir.

Gelismis tlkelerde, bitkisel ilaglarin giivenilirligi ile ilgili diizenleme
prosediirleri uygulanmakta ve arastirmalara devam edilmektedir. Ancak, az
gelismis iilkelerde kullanilan bitkisel ilaglarin giivenilirligi biiyiikk bir endise
kaynagi olugturmaktadir. Gliney Afrika'da yerli niifusun % 60 ile 85" inin genellikle
geleneksel ilaglar1 (bitkisel dirlinler) kullandigi ortaya konulmustur (7,8).
Morbiditesi ve mortalitesi yiiksek akut zehirlenme vakalarinin g¢ogunlugu
geleneksel ilaglarin tiiketimiyle iligkilendirilmektedir (9). Mortalite hiz1 yilda
10.000 ile 20.000’¢ kadar ¢ikabildigi bildirilmektedir (10). Joubert ve Sebata
tarafindan 1981-1982 yillar igerisinde 12 aylik siire zarfinda, Pretoria'daki Ga-
Rankuwa Hastanesine bagvuran 277 akut zehirlenme vakasi oldugunu ve % 18' inin
geleneksel ilaglarin kullanimindan kaynaklandigini ve bu vakalarin % 26' sinin
6liimle sonuglandigini bildirmislerdir (11). Venter ve Joubert tarafindan yapilan bir
caligmada, ayni hastanede 5 yillik bir siire boyunca (1981-1986), 1306 akut
zehirlenme vakasi incelenmis, % 15.8'inin geleneksel ilaglara bagli oldugu ve bu

vakalarin % 15.3"linlin Gliimle sonuclandigir bildirilmistir (12). Genel olarak,



arastirmacilar  geleneksel ilaglarla zehirlenmenin yiiksek mortaliteler ile
sonuclandigini ve akut zehirlenmeden kaynaklanan tiim vakalarin % 51.7" sinin
Olimle sonuglandigi ortaya koyulmustur. Her iki c¢alismada da hastalarin
cinsiyetlerinin ¢ogunlukla erkek oldugu ve yas araliklarinin ¢ogunlukla 1 - 5 yas
arasindaki c¢ocuklardan olustugu bildirilmektedir. ilaglarin ana kaynagimi yerel
aktarlar ve Afrika’daki eczaneler olusturmaktadir (12).

Zehirlenmelerin ¢ogunlugu kazara sekillenmis olup, sadece % 4'linii kasith
zehirlenme olgulart olusturmaktadir. Stewart ve ark. Johannesburg adli veri
tabanini 5 yil boyunca analiz etmis (1991-1995) ve meydana gelen bu zehirlenme
olgularinin %43" linlin bitkisel kaynakli geleneksel ilaglarin kullanimlar1 sonucu
sekillendigini ortaya koymustur (13). Bu calismalar sadece kayitli hastalar
hakkinda bilgi veriyor olmasina ragmen, kayit altina alinmayan, hastaneye
yetisemeden veya miiracaat etmemis kisilerin de zehirlenmeleri géz Oniine
alindiginda, geleneksel ilaglardan kaynaklanan gercek zehirlenme vakalar
sayisinin ¢ok daha fazla olabilecegi beklenmektedir (14).

Yerli Giiney Afrikalilarin, 6liim oraninin biiylik bir boliimiinii, 6lim
teshisinin ¢cogu kez yapilmadan tibbi olarak onaylanmigs kirsal kesim
olusturmaktadir (10). Bu durumun kirsal kesimde yasayan hastalarin hastaneye
ulasamadan oldiiklerinden ve bir¢ok zehirlenme vakasinin da teshis edilemedigi
diistiniilmektedir (14). Ayrica, otopsilerin rutin olarak yapilamadigi, o6lim
nedenlerinin her zaman onayli bir sekilde belirlenmedigi veya belgelenmedigi
bildirilmektedir. Bu sebeplerden dolayr birgok zehirlenme vakasinin tespit

edilemedigi diistiniilmektedir (8).



Geleneksel ilaglar ile ilgili gerekli analitik tekniklerin eksik olmasi, kesin
tanty1 olusturmayr zorlastirmaktadir (13,15). Teshis ara¢ geregler ve metod
olusturmada literatiir kaynaklar yetersiz ya da sinirhi bilgi saglamaktadir. Ayrica,
geleneksel ilaglarin bitkisel bilesenlerinin nasil toksisite olusturduguna dair

patogenez mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir.(8, 16, 17).

3.1. Atraktilozid

Atr, molekiil agirligi 803 kD olan bir diterpen glikoziddir. Atr’ nin, Lefranc
tarafindan kimyasal yapist arastirilmis, Piozzi tarafindan da simiflandirilmasi
yaptlmistir. 200 yildan uzun siiredir toksisitesi kanitlanmig olan Atr, bir grup
diterpenoid glikozitten biridir. Atr, ilk olarak Atractylis gummifera' dan izole
edilmistir (18). Daha sonrasinda, Pitrak (Xanthium strumarium L.) bitkisi basta
olmak tizere yeni farkli bitki kaynaklari da tanimlanmistir (Tablo 1). Yesil ve
kavrulmus kahve c¢ekirdeklerinde bulunan karboksiAtr ve iki tiirev de dahil olmak
lizere yeni Atr analoglar izole edilip identifikasyonlari yapilmistir. Atr'nin
biyokimyasal yapisin1 Santi ve Luciani, 1978 yilinda incelemistir (19).

Pitrak, Asteraceae familyasina ait diinyanin bircok bolgesinde goriilen ¢ok
yaygin zehirli tek yillik bir bitkidir (Sekil 1). 1.0-3.5 cm uzunlugunda kahverengi,
sert, odunumsu, g¢engel seklinde dikenli meyvelere sahip olan bitkinin her bir

meyvesinde iki tohum (Sekil 2) bulunmaktadir (20).



Sekil 1. Pitrak Bitkisi (Xanthium strumarium L.)

Sekil 2. Pitrak Bitkisi Tohumlari.

Bitkinin tiim kisimlar1 toksik oldugu bildirilmesine ragmen, heniiz net

olarak tanimlanamayan alkaloid karisimi igermekte ve bu karisimda alkaloidlerin



yanisira seskiterpen laktonlar, ksantinin, onun steroizomeri olan ksantumin ile
ksantatin (deasetilksantinin) de bulunmaktadir (21). Toksik madde olarak
stilfatlanmis bir glikozid olan ksantostrumarin, Atr ve karboksiAtr; fitosteroller,
ksantanol, izoksantanol, ksantinosin, 4-oxo-bedfordia asit, hidrokuinon;
ksantanolides; kafeokuinik asitler; a ve y tokoferol; tiazindion, 4-0xo0-1 (5), 2,11,
(13)-ksantatrien-12,8-olide ve deasetil ksantumin olarak bilinen, antifungal bir
bilesik olan linoleik asit de bitkinin igeriginde bulunan biyolojik aktif maddelerdir
(21-23).

Pitrak ile ilgili yapilan arastirmalarin sonucunda bitkinin biyolojik
etkilerinden dolayr antibakteriyel, antifungal, antitripanozomal, antimalaryal,
antiinflamatuvar, antitussif, antimitotik, hipoglisemik, ditiretik, antioksidant,
analjezik, insektisit olarak kullanildigi bildirilmistir (24, 25). Ancak bazi
hastaliklarin tedavisinde kullanildigi belirtilmesine ragmen Pitrak canlilar igin
toksik olup; sigirlarda, koyunlarda ve insanlarda 6liime yol agabilmektedir (26-28).

Bitkinin meyveleri ile yapilan ekstraksiyonda karaciger hiicreleri iizerinde
onemli toksik etkiye sahip ii¢ temel toksik bilesen olan Atr, karboksiAtr ve 4’-
desiilfate-Atr tespit edilmistir (29). Bir diterpen glikozid olan Atr,
perhidrofenantren yapisina sahip bir aglikon ve glikoz, siilfat ve bir glikozid olan
isovalerattan olusan iki biyolojik kisimdan olusur ve glukoz B-bag: ile baglanmis
tek bir hidroksil grubuna sahiptir (30).

Pitrak bitkisi toksisitesine ozellikle sigir ve domuzlar ¢ok duyarli iken, at ve
kopekler nadiren etkilenmektedir. Hayvanlarda zehirlenmeye bagl klinik bulgular
bitkinin yenmesinden sonraki 48 saat iginde ortaya ¢ikmaktadir. Baz1 hayvanlar

zehirlenmeyi tolare edebilmesine ragmen hastaligin siireci birkag hafta



siirebilmektedir (31). Atr zehirlenmelerinde ortaya ¢ikan klinik bulgular; bitki ile
temasa bagli dokiintii, gastrointestinal irritasyon (istahsizlik, bulanti, kusma, karin
agrisi), ataksi, kas gii¢siizliigii, siddetli depresyon ve konviilziyonlar, saldirganlik,
spazmodik kasilmalar, bacak ve boyun kaslarinin fasikiilasyonlari, yiiriimede
koordinasyon bozuklugu, korliik, miyokardiyal disfonksiyon (hipotansiyon, hizli ve
zayif nabiz), zor nefes alma, halsizlik, hipotermi, bunu takiben 6liim sekillendigi
belirtilmektedir (30). Oliim, klinik bulgularin baglamasindan birkag saat sonrast ile
3 giin i¢inde ortaya ¢ikabilmektedir (30, 32).

Laboratuvar bulgularinda, baslangicta hiperglisemi sekillenmektedir.
Karaciger enzimlerinde belirgin bir derecede yiikselme ve ilerleyen siiregte
hipoglisemi sekillenmektedir (33, 34). Oliim sebebi olarak, kan sekeri seviyesinin
0.9 mmol/L’ye kadar diisen siddetli hipoglisemik soktan kaynaklandigi
bildirilmektedir (22).

Rat ve farelerde farkli dozlarda, oral veya periton i¢i uygulanan Xanthium
strumarium meyve ekstraktinin verilmesini takiben, bazi biyokimyasal
parametrelerinin incelendiginde; karaciger agirli§inin artmis oldugu, serum Alanin
Aminotransferaz (ALT), Aspartat Aminotransferaz (AST), Alkalen Fosfataz (ALP)
aktivitesi ve Total bilirubin (TBIL) seviyesinin ylikseldigi ve uygulanan doz miktari
arttikga doku hasarinin siddetlendigi belirtilmistir (30). In vivo calismada, karaciger
hiicrelerinde ve in vitro ¢calismalarda RPE hiicrelerinde, oksidatif stresi belirlemede
kabul gormiis protein olan malondialdehit (MDA) diizeyinin arttig1 bildirilmistir.
Ayrica karaciger hiicrelerinde CAT, GSH, SOD enzimi gibi diger oksidatif stres

parametrelerinde azalma olmaktadir (35).
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Insanlarda meydana gelen siddetli Atr zehirlenmesinde, karaciger
enzimlerindeki artisin yani1 sira kan {ire nitrojen ve kreatinin diizeylerinin de artmis
oldugu, olen ¢ocuklarda hipogliseminin yanisira metabolik asidoz ve oOzellikle
Oliimle sonuglanan tiim hastalarda miyokard hasarinin gostergesi olan Kkreatinin
fosfokinaz degerinin arttigi bildirilmistir (28). Yapilan diger bir in vitro ¢alismada,
karaciger ve bobrek hiicrelerinde doza bagli olarak ATP miktarinda énemli bir
azalma oldugu, doza ve zamana bagl olarak piirivat uyarimli glikoneogenezis
inhibisyonu gozlenmistir (36).

Histopatolojik olarak; karaciger ve bobrek dokusunda nekroz, serebrum ve
serebellumda gecirgenlik artis1 ve mikrovaskiiler hemoraji; pankreas, akciger ve
miyokartta 16kosit infitrasyonu, lobiiler hepatomegali, safra kesesi duvarinda 6dem,
proximal tubiillerde ttkanma, viicut bosluklarinda sivi toplanmasi sekillenmektedir.
Ayrica, en belirgin mikroskobik bulgu olarak sentrilobiiler hepatositlerin akut
diffiiz nekrozu olugmaktadir (28). Diger histolojik lezyonlar miyokard ve
bobreklerdeki dejeneratif degisiklikler, beyindeki noronal dejenerasyon ve serebral
O0demler gosterilmektedir. Artmis damar gegirgenligi, miyokard, safra kesesi ve
periton boslugunda ciddi hemorajik lezyonlara neden olmaktadir; zehirlenen
hayvanlardan alinan Orneklerin histopatolojik incelenmesi sonucunda siklikla
pihtilasma bozuklugu ve hemorajik hepatik nekroz goriilmektedir (32). Xanthium
strumarium ile zehirlenmelerde goriilen pihtilasma bozukluklari, hiponatremi,
hipoglisemi, karaciger ve bobrek yetmezligi gibi bulgular prognozun kotii oldugunu
gostermektedir. Ancak, tedavi amaciyla Atr’ nin 6zel bir antidotu olmadig1 icin
destekleyici yontemler uygulanmaktadir (37). Hipoglisemiyi diizeltmek i¢in

dekstroz, ndbetler i¢in anti-konviilzan ilaglar tercih edilmektedir. Siddetli karaciger
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ve bobrek yetmezligi tedavisinde kullanilan yontemler uygulanmasina ragmen bu
uygulamalardan bagarili sonuglar elde edilememistir. Yapilan in vitro ¢caligmalar ve
deneysel arastirmalar dogrultusunda muhtemel tedavi yaklagimlari olusturulmaya
calisilsa da uygulanabilirligi  yOniiyle kesinlik kazanan bir yoOntem
bulunmamaktadir.

Atr zehirlenmelerinde koruyucu amagla; glutamin ve glutasyonda sekonder
bir artis in vitro olarak koruyucu etki yapar (38). Alfa tokoferol, mitokondriyal
membran potansiyel kaybini ve apoptoz gelisimini 6nlemektedir. Ursodeoksikolik
asit, mitokondride sitokrom salinimina yol agan ajanlarla birlikte uygulandiginda
bu etkiyi in vitro olarak %80 diizeyinde azaltmaktadir. Siklosporin A da in vitro
olarak apoptoz gelisimini 6nlemektedir. Meyan kokiiniin aktif bir bileseni olan
glisirizik asit in vitro Kkaraciger hiicrelerine uygulandigi zaman lipit
peroksidasyonunu 6nledigi bildirilmistir (39-42). Diger proapoptotik diizenleyiciler
tamoksifen, mastoparan ve cucurmin gibi bitki kokenli ilaglardir (43).

Atr ihtiva eden ve yaygin bir sekilde yetisen Atractylis gummifera L.
ozellikle de bitkinin kendiliginden yetistigi iilkelerde, insanlarda nadiren de olsa
zehirlenmelere yol acan bitkiler arasinda yer almaktadir (44). Atractylis gummifera
L.'nin yabani bir enginar tiirii ile kolayca karisabilmesi nedeniyle, ¢ogu zehirlenme
vakas1 istemsiz olarak meydana gelmektedir. Atractylis gummifera igeriginde tatli
bir su barmndirdigindan ve c¢ocuklar da sakiza benzer yapidaki kok kismim
cignemekten hoslandigindan, zehirlenme olgularinda zehirlenenlerin ¢gogunlugunu

cocuklar olusturmaktadir (45).
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3.1.1. Atraktilozidin Kimyasal Yapis1

Hidrofilik bir glikozit olan potasyum atr, aglikonu (atraktilijenin) atr’ye
gore 150 kat daha az toksik, perhidrofenantrenik yapiya sahip, asidik, hidrofobik,
ucucu olmayan bir diterpendir (46).

Bir D(+) glukoz, bir diterpen ¢ekirdegi, iki siilfat grubu, bir izovalerik asit
ve aglikondan olusan atr, aglikonu atraktilijenin olarak adlandirilmaktadir. Kauren
ailesinin norditerpenoid bir asitidir. Glukoz molekiilii 1. pozisyonda B-glikozidik
bir bagla atraktilijeninin C2-hidroksil grubuna baglanmaktadir. Atr’nin etkisi i¢in
en onemli gruplardan biri C-4 {izerinde bulunan karboksil grubudur ki, bu grup
maddenin inhibitor etkisi igin mutlaka gereklidir ve alkole indirgenmesi molekiilii
zehirsiz hale getirmektedir.

Vignais ve arkadaslari atr molekiiliiniin tim kisimlariin oksidatif
fosforilasyonu onlemedeki etkisini ortaya koymuslardir (47). ADP ve Atr’nin
molekiil biiyiikliikleri ve geometrileri birbirine benzer bir yap1 olusturmaktadir.
Atr’in polar yapidaki siilfat grubuna karsilik ADP’ de fosfat grubu, glikozidik gruba
karsilik riboz grubu vardir ve Atr’nin steroid kismi1 adenin piirin halka sisteminde
geometrik ve hidrofobik benzerlige sahiptir (48).

Atr, biyolojik olarak aktif; perhidrofenantren yapiya sahip bir aglikon ve
glikoz; siilfat ve izovalerattan olusan bir glikozit olarak iki par¢cadan olusmaktadir.
Glikoz, beta-baginin bulundugu, tekli, serbest bir hidroksil grubuna sahiptir (49).
Hem taze hem de kavrulmus kahve g¢ekirdeklerinden izole edilen Atr
analoglarindan bir tanesi, birinci glikozit molekiiliiniin 2° pozisyonunda izovalerik
ester bagina sahip bir diglikozittir (alt yapi, Sekil 1). Atr'nin etkilerinin kendi yapis1

ile iliskili oldugu bildirilmistir (50). Buna gore, Atr'nin yapisindaki C-4 karboksil
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ve C-15 serbest hidroksil gruplarina sahip olan aglikon kisim (moiety), C-16
metilen gruplar, glikoz kisim iizerindeki C-6 serbest hidroksil grubu, siilfat gruplar

ve isovaleratin tamaminin mitokondriyal ve toksik etkiler i¢in gerekli oldugu

bildirilmistir (49).
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Sekil 3. Atr’nin Kimyasal Yapisi

3.1.2. Atraktilozidin Biyolojik Etkileri

Atr’nin yapisal biitiinliigliniin korunmasina bagl biyolojik etkileri vardir.
Ciinkii aglikon, 150 kat daha az bir mitokondriyal oksidatif fosforilasyon

inhibitoriidiir, bu da glikozit kisminin 6nemini kanitlamaktadir (51).
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In vivo olarak goriilebilen Atr'nin  etkileri, ¢esitli laboratuvar
hayvanlarindan izole edilen mitokondrilerde, tavsan ve rat karaciger homojenatinda
giiclii bir oksidatif fosforilasyon inhibitoérii oldugunu gosteren bulgularla
aciklanabilmektedir. Daha Onceki c¢alismalarda, 20 mM kadar diisiik
konsantrasyondaki Atr'nin, spesifik olarak oksidatif fosforilasyonu bloke ederek,
mitokondriyal adenin niikleotid translokasyonunu inhibe ettigi kanitlanmistir. Atr'
nin, selektif olarak, rat veya tavsan karacigeri, bobregi, kalbi alinarak yapilan
calisma sonucunda, Atr’nin dis mitokondriyal zarlardaki fosforil transferaza
(niikleosid monofosfokinaz) baglandig: bildirilmistir (52-57). Sigir karacigeri,
bobregi ve kalbi kullanilarak da benzer gozlemler yapilmistir (58).

Atr'nin enerji transfer reaksiyonlari ile etkilesimi, oligomisin ve guanidin
tiirevlerinin etkilesimlerine benzemektedir (59, 60). 20 mM kadar diisiik
konsantrasyonlardaki Atr, fosforile bir ara iirliniin adenosin difosfat (ADP) ile
etkilesimini yarigmali (kompetitif) bir sekilde inhibe ederek eksternal (disardan
gelen) ADP'nin rat mitokondrisine baglanmasini engellemektedir (61). ADP,
geometrik olarak ve yiik dagilimi acisindan Atr' ye ¢ok benzemektedir. Oksidatif
fosforilasyonun inhibisyonu, yiiksek konsantrasyonlardaki (200 mM ve {izeri) ADP
ile tamamen tersine ¢evrilebilmektedir (56). Bu da Atr'nin, adenosin trifosfatin
(ATP) olustugu solunum zincirinin enerji koruyucu reaksiyonlarinin terminal
fazinda etki gosterdigi sonucunu ortaya c¢ikarmaktadir. Boylece, fosforil
transferazin inhibisyonu, hiicresel fosforilasyon ve defosforilasyonun 6nemli bir
boliimiinii bloke eder ve daha fazla miktarda mitokondriyal fosforilasyon
potansiyelini azaltmaktadir (58). 20-50 mM' lik bir Atr konsantrasyonu kullanilarak

yapilan bir ¢alismada, Atr’nin mitokondriyal sismeyi tesvik ettigi bulunmustur (62).
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Bu da ADP/ATP antiportoriiniin mitokondri boyutundaki degisikliklere aracilik
edebilecegini diisiindiirmektedir. Mitokondri ampiitiidiiniin (genligi) sicaklia gore
degistigi bulunmustur. Mitokondrinin boyutu, bu zarlarin lipit akigkanligindan
etkilenmektedir. Bu da mitokondrinin sicakliga bagimliligina agiklama
getirmektedir (63).

Atr, biyokimyasal bir arag olarak biiyiik bir 6nem kazanmistir ve ADP/ATP
tastyicisinin yiiksek spesifik inhibisyonu nedeniyle dis mitokondriyal biitlinliigii
Olgmede kullanilmaktadir (57, 64-66). Saflastirilmis Atr (20-100 mM),
transmembran potansiyelinin ¢okmesine neden olur ve kalsiyum yiikli rat
karacigeri (55, 67, 68) ve tavsan kalbi (50) mitokondrilerinden Ca*? 'nin disa akisina
(efflux) neden olmaktadir. Sitoplazmik Ca*? birikimine ve hiicre biiyiimesinde
durmaya neden olur ve nihayetinde hiicre lizisi sekillenmektedir (69). Atr ile
indiiklenen mitokondriyal Ca*? salimimnin sicakliga bagh oldugu bilinmektedir (63)
ve bu nedenle normal hiicresel sicaklikta énemli bir etkiye sahiptir. Ca*?, ic
mitokondriyal membran Ozelliklerinin pratikte geri dondiiriilemez olan
modifikasyonunu indiikler ve Atr ile inkiibasyonu takiben sizintili membranlarin
(zar) olusmasina neden olur (66). Bununla birlikte, mitokondriyal i¢ zarin diger
katyonlara ve kiiciik soliitlere (¢6ziinen madde) kars1 gegirgenligi Atr tarafindan
bloke edilmektedir (70). Mitokondriyal ATPaz'in insan korneasinda, Atr (50 mM)
tarafindan inhibe edildigi bilinmektedir (71) proksimal tiibiiler fragmanlardaki
renal Na* -K* -ATPaz i¢in de ayni durum olustugu bildirilmektedir (72). Oysaki
Atr'nin insan timori (hepatom ve atrositoma) mitokondrisindeki ADP / ATP
transportuna kars1 duyarliligi, insan karaciger mitokondrilerindekilerden daha

diisiik seviyededir (73). Bu da normal hiicrelere kars1 daha yiiksek bir toksisiteye
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sahip oldugunu gostermektedir. Atr (40-100 m M) ayrica rat karacigeri golgi
vezikiillerindeki protein siilfatlanmasimni inhibe etmektedir, fakat ayni
konsantrasyondaki veya daha yiiksek Atr konsantrasyonlarinda izole rat bobrek
hiicrelerinde tek basina protein sentezini inhibe edememektedir (65, 74-76).

Atr uygulamasini takiben meydana gelen metabolik degisiklikler, bu ajanin
bilinen hiicresel etkilerine dayanarak yorumlanmaktadir. Mitokondriyal fosforil
transferaz inhibisyonunun toksikokinetik 6zellikleri, Atr'nin in vivo uygulanmasini
ve izole mitokondrilerin veya doku homojenatlarinin in vitro olarak Atr'ye maruz
kalmasini takiben ortaya g¢ikan toksikokinetik ozelliklerle benzer bulunmustur.
Ornegin, kdpeklerde 15 mg/kg veya ratlarda 50 mg / kg'lik in vivo Atr dozlarinn,
oksidatif fosforilasyon ve hiicresel enerjinin bozulmasina, oksijen aliminin
azalmasina (hipokside oldugu gibi), anaerobik glikoliz ve glikojenolizinin
hizlanmasina ve hem glukoneogenez hem de yag asidi oksidasyonunun
inhibisyonuna sebep oldugu gosterilmistir. Ancak, fosforil transferazin sitosolik
tarafindaki adenilat kinaz, fosforilaz ve fosfofruktokinazi aktive edebilen AMPnin
dretimini hizlandirmaktadir (77). Bu da, iskelet kasi ve diger organlarda
glikojenoliz ve anaerobik glikolizin hizlanmasi lehine toksikokinetik dengeyi
belirlemektedir (65).

Zehirlenme vakalarmin baslangicinda, glikoz-6-fosfataz, depolanmis
glikojeni tiiketerek kan glikoz seviyesini arttirmaktadir. Bu, genellikle, Atr ile
zehirlenen hayvanlarda veya insanlarda goriilen baslangi¢ hiperglisemi fazini
olusturmaktadir. Kan sekeri seviyesi yiikseldikce, hiicreler tarafindan oksijen
kullaniminin azalmasi ile beraber, enerji iiretiminin tek kaynagi olarak anaerobik

glikolitik yolak devreye girmektedir. Bu da nihayetinde glikoz diizeylerinde hizli
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bir diisiise yol agmaktadir (Atr ile tedaviden sonraki birkag¢ saat i¢inde gézlenen
hipoglisemik faz). Hipoglisemik faz sirasinda, glikolitik ara iiriinlerde bir azalma
ve laktat birikimi meydana gelmektedir (78). Biriken laktatlar daha sonra hiicreleri
terk ederek kan dolasimina katilmaktadir. Yiiksek plazma laktat seviyeleri de H+
konsantrasyonunu yiikselterek asidoza yol acabilmektedir (pH'1 azaltabilir). Bu da
renal homeostaz1 etkileyebilmektedir. Mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun
engellenmesi ayni zamanda, indirgen esdegerin oksidatif zincire aktarildigi
respiratuvar elektron akisinin da engellenmesine yol a¢gmaktadir (77). Elektron
tasima sistemi boyunca elektron akisinda bir dengesizlik olmasi ve indirgen
esdegerin glikolitik yol iizerindeki liretiminde hizli bir artig olmasi, sitozolde giiclii
bir elektronegatif potansiyele yol acgabilmektedir. Bu durum, hiicre
kompartmaninda ATP / ADP + Pi seviyelerinin diislislinii kolaylastirabilecegini
diistindiirmektedir. Rat karacigeri homojenat1 kullanilarak yapilan deneyler bu
hipotezi agikca desteklemektedir (77). Atr, 40 mM veya daha yliksek bir
konsantrasyonda, ketogenezi 6nemli 6l¢ilide inhibe etmektedir. Kontrol durumunda
(78) ve karaciger ve bobregin kortikal kesitlerinde (65) Atr'nin palmitat ile
uyarilmis solunum tizerindeki etkileri bu durumu kanitlar niteliktedir. Atr, ATP ve
asetil-CoA olusumunu bloke ederek karbonhidratlarin, yag asidinin ve amino asidin
aerobik yikimina engel olmaktadir. Asetil-CoA, hem karaciger hem de bobrekte
glukoneogenez ve yag asidi oksidasyonunun entegrasyonunda merkezi bir rol
oynadigindan, hiicrenin, glikolizin tam karsitt mekanizmalar ile kontrol edilen
glukoneojenik yolag: aktiflestirerek yanit vermektedir. Hem diisiik asetil-CoA

seviyesi hem de yiiksek AMP (fruktoz-1,6-bisfosfataz etkisini inhibe eder)
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seviyeleri, glikoneojenik yolak araciligiyla tiikenen glikozun yenilenmesini
Onleyerek hipoglisemik durumu siddetlendirmektedir.

Atr'nin metabolizmanin hormonal diizenlenmesindeki rolii tam olarak
bulunamamistir. Kimura ve arkadaslarina (79) gore, Atr, glukagon ile uyarilan
fosfoenol karboksil kinaz ve artmis glukoneogenezin etkilerini ortadan
kaldirmaktadir. Warnette-Hammond ve Lardy calismalarinda ise bu etki tespit
edilememistir (78) . Ancak bunun yerine norepinefrin ve vazopressin hormonlarinin
Atr'in glukoneogenezi inhibe edici etkisini tersine ¢evirdigini kanitlamistir. Atr ile
indiiklenen hipoglisemi siddetinin, yiiksek doz insiilin uygulanmasiyla indiiklenen
ve muhtemelen yiiksek plazma katekolamin, kortizol ve glukagon diizeylerine
neden olan olaylarla benzer oldugu bulunmustur (80). Bu, Atr'nin araci
metabolizma lizerinde degisikliklere neden oldugu mekanizmanin daha dnceden

ongoriilenden daha karmasik olabilecegini diisiindiirmektedir.

3.1.3. Atraktilozidin Metabolizmasi

Atr'nin metabolizmasi daha fazla literatiir ile desteklenmesi gerekmektedir.
Kahve igen bireylerin idrarindan izole edilen kahve ¢ekirdeklerinden elde edilen
Atr analoglarinda (gaz kromatografisi ile tespit edilir) ana molekiile gore yalnizca
hafif diizeyli degisikliklerin oldugu tespit edilmistir (81). Benzer sekilde, viicut
stvilarindaki Atr'ye spesifik HPLC analizi ve immiinoanalizler (82, 83), Atr'nin
ratlarda idrarla atildigin1 ve enjekte edilen Atr'nin tamaminin biyotransforme
edilmedigini gdstermistir. Ornegin, intraperitoneal olarak 5, 10 veya 25 mg / kg' lik

dozlar uygulanan ve 4 giin boyunca izlenen ratlarin idrarindaki Atr seviyeleri, Atr
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atitliminin, 6zellikle hayvanlarda, en yiiksek iki dozda, giinliik olarak gerceklestigini
gostermistir. Disartya atilan de§ismemis Atr seviyelerinin, uygulanan toksin
seviyeleri ile ters iliskili oldugu goriilmiistiir. 25 mg / kg'lik dozun uygulandigi
ratlarda, uygulamadan sonraki 24 saat i¢cinde yaklasik 200 pg Atr/ml'lik bir idrar
attlminin meydana geldigi bulunmustur. Bununla birlikte, Atr metabolizmasinin
insan ve laboratuvar hayvanlarinda ayn1 olup olmadig1 netlik kazanmasa da her iki
tiirlin de in vivo ortamda yaygin hedef organ toksisitesi sergiledigi bildirilmistir
(84).

Atr'nin dokulardaki dagilimi1 konusunda bir veri bulunmamaktadir. Ayrica,
disariya atilim (ekskresyon) yollarna iliskin de bilgi eksikligi mevcuttur. Ancak
bobregin onemli bir eliminasyon bdlgesi oldugu belirtilmektedir. Ayni sekilde
metabolizmanin rolii net olmamakla birlikte Atr'in hepatik biyotransformasyon
sistemleri ile etkilesime girdigini gdsteren kanitlar vardir. Oral Atr'nin, rat karaciger
sitozolik glutatyon ve toplam (indirgenmis ve oksitlenmis) glutatyon seviyelerini
ve glutatyon rediiktaz aktivitesini artirdigi bulunmustur. Sitokrom P450 (CYP-450)
ve sitokrom b5 (CY-b5) igerigindeki azalma, hepatikmorfolojik degisikliklere ve
endoplazmik retikulumdaki degisikliklere baglanmistir (85). Ayrica, alkol gruplari,
reaktif a, b-doymamis aldehitler veya ketonlara oksitlenme potansiyeline sahiptir
(80). Glukuronidinin (2b-hidroksil-15-oksoatraktinlan-4a-karboksilik asit) kahve
igen bireylerin idrarindan izole edilmistir (81) C. arabica'da bulunan Atr'de mevcut
olan alkol grubunun muhtemelen reaktif bir ara madde yoluyla biyotransforme
edildigini gostermektedir. Akut Atr toksisitesinin siddetinin ana bilesigin veya
metabolitlerinin plazma veya idrar konsantrasyonlari ile iliskilendirmek igin

herhangi bir girisim yapilmamistir, ancak hepatik Atr metabolizmasi ile etkilesimin
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bobrek hasarmin boyutu iizerinde etkili oldugunu gdsteren deneysel ve klinik
kanitlar bulunmaktadir. (84). Bununla birlikte, Atr toksisitesinin reaktif bir

metabolitin olusumuyla baglantili olup olmadig1 heniiz belirlenmemistir.

3.1.4. Atraktilozidin Mitokondriyal Fosforilasyonunu Inhibe Eden Etkileri

Atr tarafindan olusturulan mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun
inhibisyonunun, tiim organizma i¢in Onemli sonuglart olmakla beraber,
diterpenoidin in vivo ve in vitro toksisitesine katkida bulunmasi muhtemeldir. Atr,
glukoneogenezi ve yag asidi oksidasyonunu inhibe eder, ancak anaerobik glikoliz
ve glikojenolizi hizlandirir. Insanlarda ve hayvanlarda meydana gelen metabolik
degisiklikler, iskelet kasindaki ve hepatik glikojenin hizli tikkenmesi (65), glikojen
sentezinin inhibisyonu (86) ve miiteakip belirgin bir hipoglisemik faz nedeniyle
ortaya cikan akut hiperglisemik bir faz1 igermektedir. Baslangicta, kan laktat
diizeyleri glikoz diizeylerindeki degisiklikleri yakindan takip etmis olsa da,
hipoglisemik fazda laktat seviyelerinde siirekli bir yiikselme goriilmektedir. Bu
donemde kandaki esterlestirilmemis yag asitlerinin konsantrasyonu ylikselmektedir
(84). Hizla azalan plazma glikoz diizeyi, normal fonksiyonlarin siirdiiriilmesi i¢in
beyne giden glikoz diizeylerinde de bir yetersizligin olustugu bildirilmektedir (80).
Siddetli hipoglisemi devam ettikge, solunum depresyonu, hipoksemi, doku
hipoksisi (oksijen tiiketiminde azalma), asidoz, konviilsiyon, koma ve bazi
durumlarda 6liim meydana gelmektedir. Bu olaylar dizisi, hayvanlara yliksek dozda
insiilin uygulandiktan sonra gozlenen etkilere benzemektedir (50). Aslinda, Atr'in
pankreatik insiilin tiretimini uyararak hareket edebilecegi diisiiniilmektedir, ancak

hiperglisemiyi takiben olusan hipoglisemi, degistirilmis insiilin metabolizmasi ile
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iliskili olmayan kompansatuvar (telafi edici) bir fizyolojik yanit olabilmektedir.
Glikojen sentezinin inhibisyonu ve kan laktat diizeyindeki artig, Atr tarafindan
oksidatif siireclerin rélatif doku inhibisyonu ile iligkili olabilen hiicresel oksidatif

reaksiyonlardaki belirgin bir azalmanin sonucu olarak meydana gelmektedir (52).

3.1.5. Atraktilozid Maruziyeti

Insanlardaki Atr maruziyetinin ana kaynagi, Weidelia glauca'daki gibi
bitkinin toprak {tstiinde kalan govde kismindan, Atractylis gummifera'nin
rizomlarindan, Callilepsis laureola'nin toprak altindaki kok ve gévde kismindan ve
Xanthium strumarium bitkisinin tohumlarindan Uretilen bitkisel ilaglar olarak
ortaya ¢ikmistir (84). Bu bitki dekoksiyonlarina (kaynatilarak hazirlanan 6zler)
maruz kalinmasi 6liimciil karaciger ve bobrek nekrozlarina neden olmaktadir (82,
84, 85). Bitkilerdeki toksin seviyelerinde mevsimsel ve bolgesel farkliliklar
bulundugu bildirilmektedir (77).

Yapilan bir ¢alismada (83), ortalama bir C. laureola yumrusu yaklasik 6,7
mg/g Atr icerdigi bildirilmistir. Bu nedenle, bitkisel ilaglarin her bir dozunun
yaklasik 10 g bitki materyalinden hazirlandig1 varsayildiginda, bu miktar, doz
basina 70 mg Atr' ye karsilik gelir. Bu da 70 kg'lik bir yetiskin i¢in 1 mg/ kg viicut
agirhigr dozuna esdeger kabul edilmektedir. Belirli bir siire boyunca oral yoldan
aliman bu tiir bitkisel ilaglarin ¢oklu dozlari, siddetli bobrek hasarmma neden
olabilecek toksin miktarini icermektedir (84). Benzer sekilde, yanlislikla A.
gummifera kokiinii inflizyon yoluyla alan (yaygin kullanilan bagka bir tedavi

oldugu diisiiniilerek) kisiler 2-10 giin sonra siddetli karin agrisi, bulanti, kusma ve
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oligiiri ile hastaneye bagvurdugu ve bildirilen bes hastadan birinde mortalite
gozlemlendigi bildirilmistir (87).

Bye tarafindan yapilan bir arastirmada, Atr seviyelerinin mevsimsel veya
bolgesel farkliliklardan dolayr bitkilerdeki miktarlarinin diisiik olabilecegini;
insanlarin asir1 hassas olmasi, onceden var olan hastalik veya malniitrisyon
durumlarinin insanlar1 bu diterpenoidin toksisitesine karsi daha duyarli hale
getirebilecek olmasinin s6z konusu oldugu bildirilmistir (83).

Coffea arabica, Atr tlirevlerini icerdigi bildirilen ve insanlar tarafindan
tiketilen tek Atr icerikli gida maddesidir. Yesil ve kavrulmus C. arabica
¢ekirdeklerinin 34.5-624 mg/kg dozunda Atr analoglarimi igerdigi bildirilmistir
(88). Atr analog miktariin kavrulma sirasinda 17.5-32 mg/kg'a distigi
bildirilmistir. Ancak, bu analogun kahve bagimlisi kisilerin idrar yollariyla 0.003
mg/ml veya 5.6-6.4 mg/giin dozunda disariya atiliyor olmasi, 6nemli bir biyolojik
yiik miktarinin olusmasina neden olmaktadir (89, 90). Ayrica, ¢iftlik hayvanlarinin
yenilebilir dokularinda kalan Atr kalintilar1 sebebiyle ilave bir insan maruziyeti
kaynaginin olusma olasilig1 da bulunmaktadir, ancak bununla ilgili yayinlanmis bir
veri bulunmamaktadir. Bununla birlikte, insanlar tarafindan Atr igeren bitkilerin
gida veya ilagc amaclh tiketilmesi veya Atr igeren bitkilerde otlayan ¢iftlik
hayvanlar araciligiyla, bu toksinin diisiik dozlu maruziyetinin belirgin diizeyde
zararl etkilere yol agmak i¢in yeterli oldugu diisiintilmektedir.

Birgok bitkide bulunan Atr analoglarinin, bitkilerdeki miktarlar1 hakkinda
cok az literatiir bulunmaktadir. Ancak, kiiresel dagilimlarina (Tablo 1)
bakildiginda; insan ve hayvanlardaki maruziyetin genis kapsamli oldugu

gorilmektedir.
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Tablo 1. Atr Thtiva Eden Bitkiler (65).

Jenerik ismi Bitki Kismi Bolgesel Dagilimu
Xanthium strumarium Tohum Dogu, Gliney ve Orta
Avrupa, Asya,
Gliney Afrika
Callilepsis laureola Kok Giiney ve Orta Africa
Atractylis gummifera Toprakalt1 gévde Akdeniz Bolgesi, Kuzey
Afrika
Coffea arabica Cekirdek Ekvatoryal Afrika, Kuzey

Weidelia glauca

Wedelia asperrima

Atractylis carduus

Atractylodes lancea

Iphiona aucheri

Toprak iistiinde kalan
govde

Toprak tistiinde kalan bitki
boliimleri

Toprak tistiinde kalan bitki
boltimleri

Toprak tistiinde kalan bitki
boliimleri

Toprak tistiinde kalan bitki
boliimleri

3.1.6. Atraktilozid Toksisitesi

Etiyopya, Giiney Amerika,
Hindistan, Sri Lanka ve
Yemen

Arjantin, Uruguay ve
Giiney Brazilya
Avustralya
Asya, Cin

Asya, Cin, Japon

Birlesik Arap Emirligi

Atr zehirlenmesi, diinya capinda, 6zellikle Afrika ve Akdeniz bdlgelerinde

ortaya ¢ikan, nadir olmasina ragmen 6liimciil olan bir bitkisel zehirlenme seklidir.

Atr zehirlenmesinin birincil mekanizmasinin, mitokondriyal ADP tasiyicisinin

inhibisyonu oldugu bilinmektedir. Biiyiikk miktarlarda Atr, masif nekroza neden

olur, ancak in vitro ¢aligmalar, diisiik dozlarda, hiicrelerin apoptoza ilerledigini

gostermistir. Zehirlenme belirtileri birkag saat iginde ortaya ¢ikmaktadir. Yiiriime
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problemleri, sikintili bir ruh hali, kas kasilmalari, spazm, yere uzanma istegi,
solunum sayisi1 ve kalp atis hizinda artis meydana gelir. Kritik vakalarda 12-24 saat
igerisinde 6liim meydana gelmektedir (91).

Oliimlerin genellikle daha kolay aciklanan diger &liim nedenlerinin
zemininde meydana gelmesi sebebiyle, Atr ile iliskili 6liimlere iliskin istatistiksel
veriler iyi belgelenememistir. Giiney Afrika’ nin KwaZulu-Natal vilayetinde yilda
1500'den ve Tunus'ta da yilda 1200'den fazla 6liim bildirilmis olup, bu sonuglar bu

konuda yayinlanmis olan tek veri olarak bilinmektedir (92, 93).

3.1.6.1. Nefrotoksik etkiler

Atr toksisitesi in vivo olarak belgelenmis, ¢ogu hayvan tiirii i¢in de
nefrotoksik bir maddedir. Atr, (40-60 mg/kg) intraperitonal olarak rat ve kopeklerde
3 saat iginde, tiim proksimal tiibiiliin (S1, S2 ve S3 segmentleri) akut nekrozuna ve
Henle kulbunun kalin, ¢ikan kolunun nekrozuna neden olmaktadir (80). Bazi
aragtirmacilar, bobrek proksimal tiibiillerinin saf Atr veya Atr igeren bitkilere maruz
kaldiktan sonra ayni histolojik degisikliklere ugradigin1 6zellikle bildirmislerdir
(82, 94). Bu bulgular, ratlarda ve Atr zehirlenmesinden siliphelenilen hastalarda
yapilan organ fonksiyon analizleri ile kismen desteklenmektedir (82, 84).

Isik ve elektron mikroskobunda, korteksin i¢ bdlgesinde nekroze alanlar
tespit edilmistir. Bu nekroze alanlarda hiicreler ince bir goriinlime sahip, homojen
olarak eozinofilik piknotik ¢ekirdeklerin bulundugu gosterilmistir. Fir¢amsi
kenarlarda kayiplar ve mitokondrilerde yogunlasma, kiiciik vezikiillerde
proliferasyon, hiicresel sisme ve liimen ve bazal membranlardaki organellerde yer

degisikligi goriilmiistiir. Ayrica Henle'nin kalin ¢ikan kulbunda tiibiiler lamina
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okliizyonlarmin da varlig1 gosterilmistir (95). Proksimal kivrik tiibiiliin distal
kisminin nekrozu, uranil nitrat ve merkiirik kloriiriin neden oldugu nekroz ile
benzerlik gostermektedir (87).

Rejenerasyon siireci maruziyetten 2 giin sonra basladigl icin, Atr ile
indiiklenen bobrek hasari genellikle ilk lezyondan kurtulan hayvanlarda geri
dontistimlii olabilmektedir. Atr bobrek fonksiyonunu ve hemo-dinamigini olumsuz
yonde etkilemektedir. Sebep oldugu patofizyolojik degisiklikler arasinda idrar
hacminde artma, keton cisimcikleri ve potasyumun atiliminda artma ve sodyum
atiliminda hafif bir azalma sekillenmektedir. Serum ve idrar kreatinin diizeylerinde
hafif bir artis olurken, iire diizeyinde ii¢ kat artisin olustugu bildirilmektedir. Benzer
nefrotoksik etkilerin farelerde, domuzlarda ve koépeklerde de sekillendigi
gbzlenmistir, fakat benzer kosullar altinda ayni dozda kobay ve tavsanlarda
goriilmedigi bildirilmistir (80, 95, 96). Ayrica, tedavi edilen bu hayvanlarin
glomerulleri etkilenmemistir (84, 95). Atr'in bu bolgedeki major transport siireci ve
yilksek mitokondri bilesenleri nedeniyle proksimal tiibiili hedefledigi
diistiniilmektedir, bu da Atr'in bobrekteki en aktif transport siireci yoluyla toksik
etkisini gosterebilecegini diisiindiirmektedir.

Immiinohistokimyasal arastirmalarda, Atr'in bdbregin proksimal tiibiiliinde,
ozellikle firgams: sinirlarin  mikrovilliislerinde mevcut oldugu konusunda
tartisilmaz kanitlar saglanmistir (83). Proksimal tiibiilii hedef alan selektivitesi in
vitro ortamda da korunmaktadir. Son zamanlarda, Atr'nin toksik etkilerini
incelemek iizere in vitro sistemlerin kullanimina ilgi duyulmaktadir (72, 76). Yeni
izole edilmis rat renal proksimal tiibiil fragmanlarinin ve siirekli NRK hiicre

cizgilerinin (proksimal tiibiilden tiiretilmis), sirasiyla 20 m M ve 120 m M Atr'ye
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kadar duyarli oldugu kanitlanmistir. Aksine, 500 mM 'ye kadar Atr diizeylerinin
MDBK veya MDCK veya glomeruler fragmanlar {izerinde higbir etkisi
bulunmamistir (76). In vitro ortamda Atr'ye maruz birakilan saflastirilmis renal
mitokondriler ve proksimal tiibiiliin yeni izole edilmis fragmanlari, solunum
parametrelerinde benzer degisiklikler gostermistir. Bu da state-3 mitokondriyal
inhibisyonun varligini teyit etmektedir. Bununla birlikte, glomeruller, 500 mM'ye
kadar konsantrasyonlardaki Atr'den etkilenmemistir, bu da Atr'in bu hiicreler icine
selektif tasimmasinin proksimal tiibiil toksisitesinin O6nemli bir belirleyicisi

olabilecegini diisiindiirmektedir (72).

3.1.6.2. Hepatotoksik Etkiler

Insanda goriilen tiim klinik degisikliklerin ¢ogaltilmasinin zor olmasi
sebebiyle, Atr'in hayvanlardaki hepatotoksik etkileri hakkindaki veriler hala
yetersiz diizeydedir. C. laureola zehirlenmelerinde serum ALT ve AST enzim
diizeylerinde artis olmustur. Ayrica vakalarin % 91'inde hastalik her zaman kisa
stireli, ancak 6liimciil sonlanmistir (84).

A. gummifera zehirlenmesinin prognozu, C. laureola ile ayni1 etkiyi yaptig
icin kotii seyretmektedir ve olgularin hayatta kaldigi vaka sayisi oldukca az
bulunmaktadir (82). Ayrica, saf Atr'in karacigerdeki etkisine yonelik ¢alismalarin
cogu, hepatositler ve karaciger homojenatlarinda gergeklestirilmistir.

Oral yoldan Atr verilen ratlarin karacigerindeki major patolojik ve
biyokimyasal analizler incelenmistir, ancak intraperitoneal olarak 10-100 mg / kg
Atr kullanilan onceki ¢aligmalarda karacigerde herhangi bir degisiklik

gozlenmemistir (84, 85, 87). Bu da toksinin intraperitonal yoldan uygulanmasi
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durumunda hepatotoksisitenin 6nemsiz diizeyde olabilecegini gostermektedir.
Bununla birlikte, Atr'nin oral uygulamasinin, ratlarda, intraperitonal yolla
hepatotoksisite iiretemeyen doz aralifina kiyasla daha fazla hepatotoksisiteye
neden olabilecegini gdsteren hicbir veri bulunmamaktadir. Bugiine kadar,
intraperitoneal yolla saf toksin maruziyetinin santrilobiiler nekrozun indiiksiyonuna
yol agtigin1 gosteren sadece bir ¢alisma bulunmakla beraber, bu 6rnekte domuzlara

Atr yerine karboksi Atr verilmistir (97).

3.1.6.3. Kardiyotoksik Etkiler

Atr, farelerde solunum arresti ve kalp yetmezligi sebebiyle 6liime neden
olmaktadir (98). In vitro olarak Atr, kardiyak mitokondrinin oksidatif
fosforilasyonunu inhibe etmektedir (99-101). Ancak ratlarda kardiyotoksik etkilere
yol agmadig1 goriilmektedir (77, 95). Bununla birlikte, Shug ve arkadaglari, koroner
ligasyonu olmayan kopeklerde Atr'nin intrakoroner inflizyonunun, miyokard
iskemisi ile iligkili olan degisikliklere benzer elektriksel ve metabolik degisikliklere
neden oldugunu bildirmistir (102). Nitekim, Atr'nin intrakoroner inflizyonu

elektrofizyolojik ¢alismalar icin deneysel bir model olarak kullanilmistir (103).

3.1.7. Toksik Etkilerin Modiilasyonu

Atrnin toksik etkilerine iliskin molekiiler mekanizmanin tam olarak
anlasilamamasi sebebiyle, Atr maruziyetinden sonra bobrek veya karaciger hasarini
Onleyebilecek veya sinirlandirabilecek rasyonel terapotik onlemler gelistirmek zor
olmustur. Atr'nin mitokondriye baglanmasi, Atr'nin reaktif metilenine (¢ift bag)

kars1 reaksiyonuna veya bu bagin azaltilmasina bagli olarak merkaptoetanol gibi
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stilfidril reaktiflerle tedavi yoluyla azaltilabilmektedir (54). Atr'nin mitokondriyal
solunumlar1 inhibe edici etkisinin, Atr'nin yapisal bir analogu olan steviosid ve
ADP tarafindan ortadan kaldirildig1 gosterilmistir (61). ADP, Atr ile yakin bir
geometrik yap1 ve yik dagilimi benzerligine sahip yapidadir. Atr'nin siilfat
gruplarinin polar karakteri, ADP'nin fosfat gruplarininkine karsilik gelen yapidir.
Atr'nin glikozit grubu ise ADP'nin riboz grubuna karsilik gelmektedir. Atr'nin
steroid kism1 adeninin piirin halka sistemi ile geometrik ve hidrofobik bir benzerlige
sahiptir. Atr'nin aglikonu (atractyligenin) oksidatif fosforilasyonun ¢ok daha az
aktif bir inhibitoridiir (54).

Atr ile zehirlenen insanlar ve kopeklerde mekanik ventilasyon
nefrotoksisitenin baslangicini belirgin olarak geciktirmektedir (80, 82). Ayrica,
probenesid ile tedavi edilen kopeklerde normal asit baz dengesi ve plazma glikoz
seviyeleri korunmakta ve nihayetinde Atr zehirlenmesinin siddeti azalmaktadir
(80).

Anyon tasima mekanizmasinin énemi, rat ve domuz bobrek kesitlerindeki
p-aminohippurat ve Atr arasindaki etkilesim tarafindan desteklenmektedir (104).
ADP, steviosid ve merkaptoetanoliin Atr'nin mitokondriyal toksisitesini ortadan
kaldirdigr bilinmesine ragmen, bu bilesiklerin terapotik degere sahip olup
olmadiklar1 aragtirilmaya devam etmektedir (51, 54).

Atr iceren bitkilerin islenmesi toksisitesini sinirlayabilmektedir. Ornegin, C.
arabica cekirdeklerinin kavrulmasimin, glikozit igerigini azalttifi ve bdylece
potansiyel toksisitesini azalttig1 goriilmiistiir (88).

Atr 6nemli bir biyokimyasal aragtir, ¢iinkii izole edilen mitokondrinin dig

zarlarindaki oksidatif fosforilasyonu spesifik olarak inhibe etmektedir. Bununla
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birlikte, bu mekanizma, toksisiteye yol agtigi tek mekanizma olmayabilir.
Insanlarda oral yoldan alinan bitki materyallerinin miktarlar1 ve Atr'nin plazma ve
organ konsantrasyonu hakkindaki verilerin yetersiz olmasi sebebiyle insanlarda ve
deney hayvanlarinda Atr toksisitesinin dogrudan karsilastirilmasi karmasik hale
gelmektedir. Ayrica Atr'nin metabolizmasi ve atilimi ve toksisiteye katkida bulunan
veya buna neden olan diger bitki bilesenlerinin varlig1 bilinmemektedir.

Siddetli hipoglisemi, solunum depresyonu, koma ve bdbrek ve karaciger
fonksiyon bozuklugu agisindan benzerliklerin olmasi, saf Atr'in deney hayvanlarina
uygulanmasinin ilgili ve faydali bir model oldugunu diisiindiirmektedir.

Insanlarin Atr'ye duyarliligi konusunda (karacier ve bobrek hasarmin
goriildiigli mg/kg doz aralig1 agisindan) belirsizlik vardir. Cocuklarin daha fazla risk
altinda olup olmadigini ve Atr toksisitesinde tropikal hastaliklarin veya yetersiz
beslenmenin varliginin hangi rolii oynayabilecegini belirlemeye de ihtiyag vardir.

Atr ile indiiklenen proksimal tiibiiler nekroz ve santrilobiiler nekrozun
molekiiler temeli tam olarak anlasilamamistir. Nekrozun sadece solunumun
inhibisyonuna veya diger faktorlerin kombinasyonuna atfedilebilece8i agik
degildir. Bu belirsizlik, mekanik bilgilerdeki eksikliklerden, farmakokinetik,
metabolizma, mutajenite ve kanserojenlik ile birlikte tireme ve kronik toksisite
hakkindaki rutin verilerin eksikliginden kaynaklanmaktadir.

Ana Atr bilesiginin ve metabolitlerinin toksisitedeki rolleri ile ilgili
karsilagtirmali bir tanimlama yapilmamaistir. Atr' nin in vitro etkileri hakkinda daha
fazla bilgiye ihtiyag bulunmaktadir. Burada bu hususlarin bazilan, etki
mekanizmasinin  anlagilmasina  yardimcr  olmak amaciyla daha iyi

degerlendirilebilecektir. Ek olarak, yenilebilir bitkilerde, 6zellikle insan gida
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zincirinde bulunanlarda, Atr varlig1 hakkinda daha fazla veri olmalidir. Tablo I'de
belirtilen bitkilerin veya Atr igerdigi bilinen bitkilerin hi¢biri drog hazirlamak i¢in
kullanilmamali ve evcil hayvanlarin bu tir bitkiler iizerinde otlamasi
engellenmelidir. Bununla birlikte, Atr'nin akut zehirlenmesi i¢in higbir antidot
bulunmamaktadir.

Gelecekteki arastirmalarin odak noktalar1 arasinda; Atr'ye yonelik insan
gidas1 arastirmalart egitim girisimleri yoluyla, Atr i¢eren bitkilere maruziyetten
kacinilmasi, bitkilerde (6zellikle insan gidalarinda) dogal olarak bulunan Atr ve Atr
analoglariin karsilagtirmali toksisite c¢alismalar1 ve bilinen Atr icerigine sahip
bitkilerin toksisitesinin sadece Atr'ye 6zgii olup olmadigimi veya diger bitki
bilesenlerinin Atr toksisitesini bariz bir sekilde etkileyip etkilemedigini belirlemeye
yonelik caligsmalar bulunmalidir. Ek olarak, insanlardaki toksisitesini sinirlamak
veya ortadan kaldirmak i¢in uygun terapdtik miidahale stratejilerinin saglanmasina

thtiyag¢ vardir.

3.1.8. Deneysel Olarak indiiklenen Lezyonlar

Atr'nin medyan letal dozu (LD50) tiirler arasinda degisiklik gostermektedir
(36). Ancak, farkli uygulama yollar1 arasindaki bu farkliliklar minimal diizeyde
olmakla beraber, muhtemelen farkli laboratuvarlardaki deneyimler, belgelenmemis
farkli doz kosullar1 veya kullanilan hayvanlar arasindaki yasa bagh farkliliklardan
kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Italya’da iiretilen erkek albino ratlar intraperitoneal olarak verilen 200 mg /
kg Atr'yi tolere edebilmistir, ancak Giiney Afrika’da tiretilen erkek Wistar ratlar

intraperitonal yoldan 60 mg/kg uygulandiktan sonra 8 saat iginde 6lmiistiir (36, 95).
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Hedef organ toksisitesi tiirler arasinda degismektedir. Ayrica, bu toksinin
benzer dozlarinin ayni yoldan ve benzer kosullar altinda verilmis olmasi
durumunda bile, tavsanlarin ve kobay domuzlarda; diger hayvanlarla benzer bir
hiperglisemi baslangici ve miiteakip bir hipoglisemi durumu sekillenmesine
ragmen, neden bobrek yetmezliginin gelismedigi net olarak ortaya konulamamustir
(41, 42, 43). Bu, direngli tiirlerdeki proksimal tiibiiler fonksiyon ve morfolojideki
kantitatif farkliliklar ile agiklanabilir, ancak Atr farmakokinetigindeki farkliliklar
daha 6nemli olabilir.

Hayvanlardaki tim LDS50 verileri, parenteral yola iligkin veriler olmakla
beraber, oral yol i¢in harhangi bir veriye rastlanmamistir (105). Atr’nin, deney
hayvanlarinda karaciger ve bobrek nekrozuna neden oldugu ve birkag ¢alisma da
kardiyotoksik bir etkiye sahip olabilecegini 6ne siirmektedir (77). Bununla birlikte,
Atr'nin subkronik ve kronik toksisitesi, iireme toksisitesi, mutajenitesi veya

kanserojenitesi hakkinda yayinlanmis bir ¢calisma bulunmamaktadir.

3.1.9. Atraktilozid Toksisitesi ile Tlgili Baz1 Vakalar

A.gummifera zehirlenmesinin klinikopatolojisi ile ilgili belgelenmis olan
raporlarin sayisi, benzer semptomlar gosterse de C.laureola ile ilgili raporlarin
sayisina gore daha diisliktliir. Cinsiyet yatkinligi agisindan anlamlhi bir fark
bildirilmese de, 6liimlerin ¢ogunun 14 yasin altindaki ¢ocuklarda meydana geldigi
bildirilmistir (84). Atr iceren bitkisel ilaclarin yutulmasini takiben, 6zellikle de
cocuklarda dliimciil bobrek ve karaciger nekrozu meydana gelmektedir (84, 92).

C. laureola, A. gummifera veya X. strumarium (cocklebur) ile zehirlenen

hastalarda 800 kata kadar yliksek bir serum ALT ve AST diizeyleri goriilmektedir.
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Bu da protrombin indeksindeki %350'lik azalma ve keskin siirli ve siddetli
santrilobiiler hepatoseliiler nekroz ile iligkili karaciger hasarmin varligini
gostermektedir (82, 84, 85, 87). Genellikle, Atr iceren bitkisel ilaglarin alimindan
sonraki 24 saat i¢inde Oliimciil nefrotoksisite olgusunda klinik olarak; serum
kreatinininde yavas bir artis, idrar ¢ikisinda artis ve hiperkalemik akut bobrek
yetmezliginin varlhigi ile kendisini gostermistir (84).

Tiirkiyede’ de yasanan bir olguda farkli yaslarda 9 kisi pitrak bitkisinin
tohumlarin1 yedigi i¢in zehirlenmis ve bunlardan 3 kisinin yapilan semptomatik
tedaviye ragmen 6ldiigii kaydelmistir (35).

Diisiik seviyeli kronik maruziyet ile 1ilgili herhangi bir veri
bulunmamaktadir. Ayrica, Atr seviyeleri bilinmeyen bitki materyaline maruz
kalinmas1  sebebiyle, tekrarli dozlarin insanlardaki etkisi net olarak
belirlenememistir.

Ik yapilan istatistiksel ve epidemiyolojik calismalarda, giinde 1-3 fincan
kadar az kahve tiiketiminin oldugu bireylerde dahi, pankreas kanseri riskindeki
artisla kahveden elde edilen Atr analoglar1 arasinda (C. arabica, fakat C. robusta
degil) bir baglanti kurmaya c¢alisilmistir (90). Uluslararas1 Kanser Arastirmalari
Ajanst yakin tarihli aragtirmalardan elde edilen sonuglar1 baz alarak, kahve i¢ilmesi
ile pankreas kanseri riskinin artmasi arasindaki iliskiyi destekleyecek kanitlarin
“yetersiz” oldugu sonucuna varmistir (106, 107).

X. strumarium (cocklebur-sir¢a otu) iizerinde otlayarak kazara zehirlenen
buzagilarda, bulant1 ve konviilsiyon veya hipereksitabilite belirtlileri ve korliik
meydana gelmis, ancak daha sonra iyilesme gostermistir (108). Domuzlarda da

kusma ve koma gelisiminin oldugu bulunmustur (94). Histolojik olarak belirgin
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santrilobiiler dejenerasyon ve nekroz ve bununla iligkili hemoraji, kojensyon ve
beyin lezyonlar1 tespit edilmistir (109).

Bu tez calismasinda Giiney Afrika basta olmak iizere, az gelismis iilkelerde
hem insan hem de hayvanlarca olduk¢a fazla kullanilan geleneksel bitki bileseni
olan atr, iilkemizde de yaygin bir sekilde dere kenarlarinda, bos arazilerde, ¢opliik
yakinlarinda yetisen X. strumarium bitkisinde bulundugu ve potansiyel risk
olusturdugu icin deneysel olarak oral yolla ratlara verilmesini takiben bazi
Toksikokinetik parametrelerinin belirlenmesi ve Atr toksisitesi ile ilgili antidot
calismalarina 1s1k tutmasi, 6zellikle atr’nin bazi toksikokinetik parametrelerine

iligkin literatiirdeki eksikligin giderilmesi amag¢lanmaistir.
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. Gerecler

4.1.1. Cihaz ve Malzemeler

1. Gaz kromatografi-kiitle spekrofotometre (Shimadzu )
2. Otomatik enjektor (Shimadzu)

3. Derin dondurucu (Argelik -20 °C)

4. Su banyosu (Niive BM402)

5. Deiyonize su cihazi (Millipore)

6. Vorteks (Velp)

7. Santriftij (Hettich)

8. Hassas terazi (Denver)

9. Manyetik karistiric1 (Colora)

10. pH metre (Thermo)

11. Otomatik pipet (Brand 10-100 pl, 100-1000 ul)

12. Balon joje (25 ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml, 1000 ml)
13. Meziir (25 ml, 50 ml, 100 ml, 1000 ml)

14. Erlenmayer (250 ml, 500 ml)

15. Cam pipet (1 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml)

16. Beher (25 ml, 50 ml)

17. Pipet ucu (100 pl, 1000 pl)

18. Cam Tiip (5 ml, 10 ml)

19. Ependorf tiip (1,5 ml)

20. Vial
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4.1.2. Kimyasallar

1. Potasyum Atraktilozid (Cayman)

2. Pyridin (Sigma)

3. 1-(Trimethylsilyl)imidazole (Sigma)
4. Aseton (Merck)

5. Hidroklorik asit (Merck)

6. Helyum gazi (% 99,9999 saflikta)
7. Azot gaz1 (% 99,9999 saflikta)

8. Etil asetat (Merck)

4.2. Yontem

4.2.1. Hayvan Materyali

Calismada 200-250 gr agirliginda 6-7 haftalik 72 adet Wistar Albino cinsi
erkek rat kullamldi. Kullanilan deney hayvanlari, Bingol Universitesi Deneysel
Arastirmalar Merkezinden temin edildi. Calismaya alinan ratlar standart sartlar
altinda (sabit 1s1 ve havalandirmali odalarda; 12 saat giin 15181 ve 12 saat karanlik
olmak tizere) 6zel kafeslerde muhafaza edildi. Ratlara taze su ve yem ad libitum

olarak verildi.

Bingdl Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan alinan
21.02.2018 tarih ve 02/01 karar sayili etik onay: ile standart deneysel hayvan

calismalar1 yapildu.
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Ratlarin gruplandirilmasi asagidaki gibi yapildi:

v" Grup 1: Kontrol grubu ( 6 adet )

v Grup 2: Deneme grubu ( 66 adet )

Pitrak (Xanthium strumarium L.) bitkisinin tohumlar1 dikenli kapstillerden
cikartilip ogiitiildiikten sonra ekstrakte edildi. Ekstrakt i¢indeki Atr miktar1 ise bu
¢Ozeltinin HCI ile hidrolize edilmesini takiben etil asetat ile karistirilmasi islemi ve
piridin-TMSI soliisyonu ile tiirevlendirilme asamasindan sonra GC-MS cihazi ile
tespit edildi (110). Deneme grubundaki her bir hayvana agiz yolu ile 80 mg/kg
dozunda Atr verildi. Kontrol grubu ve deneme gruplarindan 0, 4, 6, 8, 12, 24, 36,

48, 60, 72, 96 ve 120. saatlerde ratlar 6tenazi yapilarak kan alindi.

Stok Standart Solusyonu: Standart Atr (potasyum tuzu) metanol igerisinde

12.5 mmol/l diizeyinde hazirlandi ve 4 °C de saklandi.

4.2.2. Kan Atraktilozid Analizi

Cam tiiplere ratlardan 1 ml kan alinarak iizerine 1 ml aseton kondu ve
vortekslendi. Homojenat +4 °C de 5 dakika 3500 rpm’de santrifiij edildi ve
stipernetant alindi. Alinan siipernatant azot gazi altinda 45 °C de kurutuldu.
Kurutulan ekstrakt tizerine 1 ml distile su ve hidroliz olusturmak amaciyla 2 ml
hidroklorik asit ( 2 mol/l ) kondu, vortekslendi ve oda 1sisnda 12 saat bekletildi.
Hidrolizat 5 defa 2’ser ml etil asetat ile her seferinde 2 dakika vortekslenerek
ekstrakte edildi ve bir tiipte toplandi. Toplanan organik ekstrakt azot gazi altinda
40 °C de kurutuldu. Kuruyan ekstrakt tizerine derivatizasyon i¢in piridin ( 200

mikrolitre) ve TMSI ( 200 mikrolitre ) eklenerek 100 °C de 2 saat bekletildi ve
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sonra 2 mikrolitre derivat asagidaki kosullarda GC-MS cihazina enjekte edildi (110,

111).

GC-MS Sartlan: Kanlardaki Atr miktar1 Shimadzu marka gas

kromatografi-kiitle ~ spektrometre ~ (GCMS-QP2010) ile  gergeklestirildi.

Kromatografik Kolon: DB-1 kapillar kolon ( 30m x 0.25 mm i¢ gapli)

Tasiyic1 gaz: Helyum

Tarama modu: Splitless

Dedektor sicakligi: 200 °C

Enjeksivon 1s1s1: 250 °C

Kolon 1s1s1: 2.3 dakika arayla 215 °C den 310 °C ye ¢ikacak sekilde programlandi.

Kolon gaz akis hizi: 1,9 ml/dk

MS kiitle araligi: 40-800 u.

Interface Sicakligi: 250 °C

fon Surce Sicakligi: 200 °C

4.2.3. Standart Egrisinin Hazirlanmasi

4, 8, 12 pg/ pl Atr ihtiva eden ¢6zeltiler GC-MS cihazina enjekte edilerek

standart egrisi elde edildi.

4.2.4. Yontemin Geri Kazaniminin Tespiti
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Bu amagla ii¢ farkl diizeyde (4 pg, 8 pg, 12 pg) Atr ilave edilen kan
ornekleri kullanilmis ve analizleri gergeklestirilmistir. Calismalar {i¢ tekrarli olarak
yapilmistir. Her bir yogunluk i¢in geri kazanim oranlar1 belirlenmis ve ardindan

ortalamalar1 alindi.

4.2.5 Toksikokinetik ve Istatiksel Analiz Bilgileri

Analiz islemi tamamlandiktan sonra farmakokinetik yazilim programi
PKSolver Non-Compartmental Analysis yardimi ile bazi toksikokinetik
parametreler hesaplandi. Verilerin istatistiksel analizlerinde <’SPSS 13,0 for
Windows’’ paket programi kullanilmistir. Veriler, aritmetik ortalama ve standart

sapma seklinde verilmistir.
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5. BULGULAR

5.1. Kan Atraktilozid Standart Egrisi

Stok ¢ozeltiden 4, 8 ve 12 pug/ul’ lik standart ¢ozeltiler hazirlandi, bu
yogunluktaki standartlar ile ¢izdirilen alan ile konsantrasyon arasindaki iligki
(kalibrasyon egrisi), egrinin korelasyon katsayis1 (12) ve plazma 6rneklerinden Atr
yogunluklarinin hesaplanmasinda kullanilan kalibrasyon egrisi ve denklemi Sekil
4’ te ve 8 mikrogram Atr standartinin kromatogrami Sekil 5°te, kandaki Atr

kromatogrami ise Sekil 6’da verildi.

f(x)=5466.125000%x+1771.666667

r2=0.946344
1 # Cone. (ug) Mean Area
[110%4] 1 4.000 26642.00
20 2 8.000 39480.00
3 12.000 70371.00

3.0

0.0
0.0 0.5 1.0

[¥10"1]

Sekil 4. Atr Kalibrasyon Egrisi ve Denklemi
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Sekil 5. 8 mikrogram Atr Standartinin Kromatogrami
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Sekil 6. Kanda Saptanan Atr Kromatogrami

5.2. Kan Atraktilozid Geri Kazamim ve Saptama Limiti

Ug farkli diizeyde (4 pg/ml, 8 pg/ml, 12 pg/ml ) Atr ilavesi ile geri

kazanim orani ortalama % 89.50 ve saptama limiti 17 ng/ml olarak bulundu.
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5.3. Elde Edilen Baz1 Toksikokinetik Degiskenler

80 mg/kg dozunda Atr agiz yolu ile verildikten sonra belirtilen donemlerde
Atr ortalama kan yogunlugu ve standart hatalar1 Tablo 2’de, elde edilen bazi

toksikokinetik parametreler Tablo 3’ te verildi.

Tablo 2. Kan Alma Dénemleri ve Ortalama Kan Atr Diizeyleri ( pg/ml )

Gruplar Zaman Ort £ sem
Kontrol 0. saat 0
Grubu

1. Grup 4. saat 0

2. Grup 6. saat 0,031 + 0,004
3. Grup 8. saat 0,053 +£0,011
4. Grup 12. saat 0,072+ 0,192
5. Grup 24, saat 4,983 + 1,258
6. Grup 36. saat 7,126 + 1,599
7. Grup 48. saat 10,776 + 2,601
8. Grup 60. saat 7,200+ 1,333
9. Grup 72. saat 3,433 +0,944
10. Grup 96. saat 0,134 £ 0,034
11. Grup 120. saat 0
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Tablo 3. Atr’nin Bazi Toksikokinetik Parametreleri

Toksikokinetik Parametreler Oral Yol
Ka(saat-1) 0,114

t 112 (saat) 6,071
Tmax (Saat) 48

C max(png /ml) 10,77
EAA 0—120 (ng/saat/ml) 430,231
MRT (saat) 47,807
Vdss (mi/kg) 1,623
ClI (Klirens) (ml/saat/kg) 0,185

Atr’nin ratlara oral yolla 80 mg/kg dozunda uygulanmasini takiben kan

yogunluk-zaman egrisi Sekil 7° de gdsterildi.
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Konsantrasyon (pg/ml)

0 20 40 60 80 100
Zaman (s)

Sekil 7. Atr’nin Kan Yogunlugu-Zaman Egrisi

Atr’nin ratlara oral yolla verildikten sonra elde edilen bazi toksikokinetik
parametreler; birinci derece emilme hiz sabitesi (ka) 0,114 saat?; plazmada
yartlanma Omri (ti2) 6,071 saat, 0.zamandan 120.saate kadar serum ilag
yogunlugu zaman egrisi altinda kalan alan (EAA 0—120) 430,231 pg/saat/ml,
doruk ila¢ yogunlugu (Cmax) 10,77 pg /ml ve ila¢ yogunlugunun doruk degere
ulagma siiresi (Tmax) 48 saat, ortalama kalis siiresi (MRT) 47,807 saat; dagilim

hacmi (Vdss) 1,623 ml/kg; Kklirens (Cl) ise 0,185 ml/saat/kg olarak bulundu.
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6. TARTISMA

Atr iceren bitkiler geleneksel tedavide halk tarafindan siklikla ve bilingsiz
bir sekilde tiiketiltilmektedir. Insanlarin ¢ogunlukla bu bitki kaynakli tedaviye
basvurma sebepleri arasinda dogal olmalari, kolay temin edilebilir ve asir1 bir
maliyet gerektirmediginden ekonomik olmalar1 baglica nedenler arasindadir. Bu tiir
bitkilerin doz ayarlamasi yapilmaksizin bilingsizce asir1 tikketilmesi zehirlenmeleri
de beraberinde getirmektedir. Pitrak gibi Atr ihtiva eden bitkilerin ¢ocuklarda

merak uyandirmasi da diger bir zehirlenme nedenleri arasinda sayilabilmektedir.

Kirsal kesimlerde bu bitkinin dikenli kisimlarinin ic¢inde bulunan
tohumlarinin aygicegi ¢ekirdegine goriintli ve tad olarak benzemesi de ¢cocuklarda
ilgi uyandirmakta ve bu bitkinin ¢ocuklar tarafindan asir1 miktarda tiiketilmesi
sonucu Atr zehirlenmesine yol agmaktadir. Bunun 6rnegi Turgut ve arkadaslarinin
bildirdigi bir vakada, Atr iceren Xanthium struarium bitkisinin tohumlar1 merakli 8
cocuk (yaslar1 5,9, 9, 10, 14, 14, 16, 17) ve 1 yetiskin (yas 44) tarafindan kazara
tiikketilmesi sonucu en kii¢lik 3 cocukta siddetli semptomlar goriilmiis ve hastanede
miidahale edilmistir. Cocuklarin ebeveynlerinin vermis oldugu anamnez sonucunda
zehirlenme sebebinin pitrak bitkisinden kaynaklandig: bildirilmistir. Zehirlenen bu
cocuklara zehirlenmeden 8-10 saat sonra semptomatik tedavi uygulanmistir.
Ancak, yapilan tim miidahalelere ragmen siddetli semptom goésteren 3 c¢ocuk
kurtarilamamistir. Diger cocuklarda 12 giin siiresince semptomatik tedavi sonucu
sagliklaria kavusturulmustur (35). Bu siire ele alindiginda Atr’in antidotunun
eksilikliginin ne kadar 6nemli oldugu bir kez daha goriilmektedir. Ayrica, yapilan

destekleyici tedavininde yetersiz olduguda sdylenebilir. Ciinkii, siddetli
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semptomlarin goriildiigii vakalarin hastaneye getirilmesine ragmen, yaklasik 10 —
12 saat sonra 6len 3 ¢ocugun Yyedikleri pitrak tohumundaki toksik madde kararli
konsantrasyona ulasmadan  semptomatik tedavi  protokoline ragmen

kurtarilamamistir.

Mitokondriyel membran gecirgenliginde rol alan porlarin gecirgenligini
bozarak bu porlarin acgilmasina neden olmast Atr’ nin temel etkisidir ve
mitokondriyel membran hasar1 olusumu sonucu oksidatif fosforilasyonu spesifik
olarak engellemesi Atr’ nin direkt olarak toksik etkisinin bir sonucudur. Bunlara ek
olarak, glukoneogenez, ketogenez ve yag asitlerinin oksidasyonu, Atr tarafindan

inhibe edilerek anaerobik solunum uyarilmaktadir.

Atr toksisitesi olgularinda 2 tiirlii 6liimler sekillenmektedir: birincisi ve
cogunlukla sekillenen vakalar, Atr igeren bitkilerin tiikketiminden sonra saatler
icinde hipoglisemik bir koma fazindan sonra hizli bir sekilde 6liim gerceklesir;
ikincisi ise bir kag giin igerisinde sekillenen karaciger ve siddetli bobrek yetmezligi
sonucu meydana gelen Oliimlerdir. Atr toksisitesinde sarilik nadir goriilen bir

semptomdur.

Uzun yillar, Atr zehirlenmesi, 6zellikle hayvan deneylerinde, postmortem
histopatoljik doku analizlerinde hepatik santrilobiiler nekroz ve renal tiibiiler nekroz

bulgular elde edilerek postmortem degisikliklere gore ortaya konmustur.

Carlier ve arkadaglarimin 2014 yilinda yaymnladiklar ¢aligmaya gore Atr
kaynakl1 bitkilerden bir tanesi olan Atractylis gummifera L. bitkisinin 3 giin suda
bekletilmis dikenlerini yanlishkla tiiketen bir bayanin kaninda Atr miktarimi

hesaplamak i¢cin HPLC-HRMS/MS cihazim1 kullanarak metod gelistirmislerdir
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(112). Bu metod sayesinde ilk kez insanlarda tam kanda Atr tayini yapilmis ve
kandaki Atr seviyesini 6l¢gmek miimkiin olmustur. Yine bu metodla insanlardaki
Atr kaynakli zehirlenmelerin teshisinin analitik yondende tespit edilebilmesi

miimkiin olmustur.

Atr kaynakli bitkilerden olan Xanthium strumarium L. bitkisi geleneksel
tipta yaygin bir sekilde antibakteriyel, antitissuf gibi farmakolojik etkilerinden
dolay1 yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu bitki de insanlar bagta olmak tizere
hayvanlarda da toksik etkilere ve zehirlenmelere sebep olmaktadir. Bu bitki yol
kenarlarinda, dere kanarlarinda, bos arazilerde ve sulak alanlarda kendiliginden
yaygin bir sekilde biiyiimekte ve hayvanlar tarafindan tiiketilmesi sonucu
zehirlenmelere ve dliimlere yol agmaktadir. Bu bitkiden kaynakli gerek insanlarin
ve gerekse de hayvanlarin zehirlenmelerinin teshisinde kandaki Atr miktarini
analitik yontemlerle ortaya koymak i¢in bu zamana kadar herhangi bir kolay
uygulanabilir ve kabul goérmiis bir analitik metod gelistirilememistir. Bu
calismamizda, bu zamana kadar hayvanlardaki Atr zehirlenmesinin teshisinde
analitik olarak 6l¢lim yapmak i¢in tlilkemizde ilk kez metod gelistirildi ve ratlarla
deneysel olarak olusturulan Atr toksisitesi sonucu ratlarin kanindaki Atr miktar
tilkemizde ve diinyada ilk kez GC-MS ile tespit edildi. Y6ntemin geri kazanim orani

ortalama % 89.50 ve saptama limiti 17 ng/ml olarak bulundu.

Bu calisma dncesine kadar atr’nin agiz yolu veya diger yollarla uygulanmasi
sonucu ratlarla ve diger canlilarda herhangi bir toksikokinetik veri/verilere
rastlanmamistir. Bu galisma sayesinde Atr ratlara 80 mg/kg dozunda uygulanmasi

sonucu bazi toksikokinetik degerler ortaya konmus oldu.
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Yapilan bu tez ¢alismasinda Atr’nin, birinci derece emilme hiz sabitesi (ka)
0.114 saat™; doruk ilag¢ yogunlugu (C max) 10.77 pg /ml, ila¢ yogunlugunun doruk
degere ulagsma siiresi (tmax) 48 saat; plazmada yarilanma émrii (t12)) 6.071 saat,
0.zamandan 120.saate kadar serum ilag yogunlugu zaman egrisi altinda kalan alan
(EAA 0—120) 430.231 pg/saat/ml, , ortalama kalis siiresi stire (MRT) 47.807 saat;

dagilim hacmi (Vdss) 1.623 ml/kg; klirens (CI) 0.185 ml/saat/kg olarak bulundu.
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7. SONUC

Bugiline kadar pitrak kaynakli zehirlenmelerde, spesifik bulgularin
olmamasi ve analitik yOontemlerin yetersiz olmasi nedeniyle teshis genellikle
anamnez bulgularina gore yapiliyordu. Calismamizda Atr’in kandaki diizeyinin
hizli, giivenilir, sade bir analitik yontemle ve hasas olgiilebilir oldugunu ortaya

koyduk.

Atr kaynakli zehirlenmelerin engellenebilmesi i¢in ¢obanlar basta olmak
lizere tlim insanlar zehirli bitkiler konusunda bilinglendirilmeli ve bu hususta
kresten Universite egitimi siiresince ¢ocuklara ve genglere egitim verilmelidir.
Ayrica, Atr ihtiva eden bitkilerde tilkemizde zehirli bitkiler listesine dahil

edilmelidir.

Calismamizda Atr ile ilgili baz1 toksikokinetik parametreler ortaya
konularak bu parametrelerin ileride yapilacak olan, farmakokinetik parametrelerin

tespitine ve Ozellikle de antidot ¢alismalarina 11k tutmasi beklenmektedir.
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