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ONSOZ
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PHYSALIS PERUVIANA L. MEYVESININ (ALTIN CiLEK) AKUT VE
SUBKRONIK TOKSIiK ETKILERININ DEGERLENDiIRILMESI

OZET

‘Altin gilek’ antiseptik, ditiretik, analjezik ve antidiyabetik amaglarla kullanilan ve
tilkemizde de tiikketimi giderek artan Solanaceae familyasmna ait Physalis
peruviana L. bitkisinin meyveleridir. Bu ¢alismada Physalis peruviana meyve
suyu ekstresinin genel teshis reaksiyonlari ile yapisinin aydinlatilmasinin ardindan
in vitro genotoksisite testi, siganlarda akut ve subkronik toksisite c¢alismalari
gerceklestirilmistir.  Physalis peruviana L. meyve suyunda yapilan teshis
reaksiyonlart sonuclarmma gore karbonhidratlar, kardiyotonik glikozitler,
saponinler, protein, karotenoitler, poliiironitler ve alkaloitlere rastlandi. Akut
toksisite ¢alismasinda yiiksek doz Physalis peruviana meyve suyu ekstresinin
uygulanmas1 sonucu herhangi bir toksikolojik gostergeye rastlanmadi. Subkronik
toksisite ¢alismasinda ise kan degerleri ile biyokimyasal parametreler Slgiilerek
Physalis peruviana meyvesinin genetik hasari indiikklemedigi, her iki cinsiyet i¢in
de hematolojik, karaciger ve bobrek toksisitesinin gelismedigi gozlendi. Fakat
kardiyak hasarin gostergelerinden biri olan troponin I disilerde sadece diisiik doz
grubumuzda kontrol grubuna oranla anlamli yiiksek degerler elde edilirken
erkeklerde yiiksek doz grubumuz kontrol grubuna oranla anlamli artmis degerler
elde edildi. Troponin T degerleri acisindan ise yine erkeklerde tiim doz
gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli bir artis gozlendi. Ayrica, erkeklerde
yiksek doz grubumuzda potasyum seviyelerinde artisin  olmasi ve
elektrokardiyogram kayitlarinda da iskemi tablosunun gozlenmesi olast bir
miyokardiyal hasar1 diisiindlirmektedir. Gruplara ait histopatolojik kesitler de bu
sonuglart destekler niteliktedir. Physalis peruviana meyve suyu ekstresinin erkek
yiiksek doz grubunda belirgin olarak ortaya ¢ikan kardiyak bulgular, kardiyotonik
glikozitler olan dijital glikozitlerce ortaya ¢ikan bradikardi, hiperkalsemi,
elektrokardiyogram degisiklikleri gibi kardiyak belirtilere benzer profil
cizmektedir. Sonug¢ olarak ¢alismamizda saptanan Physalis peruviana L.
meyvesinin kalp iizerine toksik etkisinin igeriginde de teshis edilmis olan
kardiyotonik glikozitlerden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Physalis peruviana L., altin ¢ilek, subkronik toksisite, akut
toksisite, genotoksisite
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THE EVALUATION OF ACUTE AND SUBCHRONIC TOXIC EFFECTS
OF PHYSALIS PERUVIANA L. FRUIT

ABSTRACT

Golden Strawberry whose consumpiton is increasing in our country, fruits
of Physalis peruviana L. Plant belongs to Solanaceae family,is used for
antiseptic, diuretic, analgesic and anti-diabetic purposes. In this study,
genotoxicity test, acute and subchronic toxicity studies have been performed after
clarification of the structure and the overall diagnostic reactions of Physalis
peruviana fruit juice extract. According to the results of diagnostic reactions in
Physalis peruviana L. fruit juice; carbohydrates, cardiotonic glycosides, saponins,
proteins, carotenoids, and alkaloids polyneuropathies were found. In Acute
toxicity study, any toxicological indicators were not found againts the
implementation of a high dose of Physalis peruviana fruit juice extract. By
measuring the blood values and biochemical parameters in subchronic toxicity
study, it has been observed that Physalis peruviana fruit juice extract did not
induced the genetic damage and hematological, hepatic and renal toxicities did not
developed for both genders. But in troponin | which is one of the indicators of
cardiac damage; significantly increased values were obtained in high-dose group
of males when compare with control group while significiantly higher values were
obtained only in the low-dose group females when compare with control group.
According to T values; significiant increase was observed again in all dose group
of males when compare with the control group. Furthermore, increasing in
potassium levels and observation of ischemia table in electrocardiogram
recordings preoccupy a possible myocardial injury. As the result of Physalis
peruviana fruit application; cardiac findings in high-dose group of males
significiantly create a smilar profile with cardiac symptoms such as
hypercalcemia, electrocardiogram changes and bradycardia is emerged by digital
glycosides which are cardiotonic glycosides.

Anahtar Kelimeler: Physalis peruviana L., Golden Strawberry, subchronic
toxicity, acute toxicity, genotoxicity



@) ANADOLU UNIVERSITESI

ICINDEKILER

OZGECMIS

ONSOZ

OZET

ABSTRACT

ICINDEKILER

CIZELGELER DiZINi

SEKILLER DiZiNi

SIMGE ve KISALTMALAR DiZiNi

GIRIS ve AMAC

KAYNAK BILGiSI

Physalis peruviana L. Bitkisi

Physalis peruviana L. iizerine yapilan kimyasal ¢alismalar
Protein ve karbonhidratlar

Lipitler

Fitosteroller

Mineraller

Vitaminler

Fisalinler

Vitanolitler

Physalis peruviana L. iizerine yapilan biyolojik aktivite calismalar:
Antihepatotoksik aktivite

Antiinflamatuvar aktivite

Sitotoksik aktivite

Physalis peruviana L. ile ilgili olast toksik etkiler
Deneysel Toksisite Testleri

Toksisite testleri

Akut toksisite testleri

Subakut toksisite testleri

Subkronik toksisite testleri

SAYFA

Xii

© ©O© ©O© © 00 0 00 N N N N o oo oo o N

N e
=, O O



@) ANADOLU UNIVERSITESI

ICINDEKILER (devami)

Kronik toksisite testleri

Ozel toksisite testleri
Biyolojik Gostergeler
Maruziyetin biyogostergeleri
Yatkinlik biyogostergeleri
Etkinin biyogdstergeleri
GERECLER

Kullanilan Hayvanlar
Kullanilan Cihazlar
Kullanilan Kimyasal Madde ve Kitler
YONTEMLER

Physalis peruviana L. Meyve Ekstresinin Hazirlanmasi

SAYFA
12

13
13

14
14
14
16
16
16
16
19
19

Physalis peruviana L. Meyve Icerigindeki Yapilarin Aydinlatilmasinda

Kullanilan Reaktiflerin Hazirlanmasi

Physalis peruviana L. Meyve Suyu Icerigindeki Yapilarin
Aydinlatilmasi

Karbonhidrat teshis reaksiyonlart

Tanen teshis reaksiyonu

Alkaloit teshis reaksiyonu

Poliiironitlerin (pektin, miisilaj, zamk) teshis reaksiyonu
Siyanojenetik glikozit teshis reaksiyonu

Flavon glikozitleri teghis reaksiyonu

Kardiyotonik glikozitlerin aglikonuna bagl teshis reaksiyonlart
Saponin teshis reaksiyonlari

Protein teshis reaksiyonlari

Karotenoid teshis reaksiyonu

Fenolik maddelerin teshis reaksiyonu

Tropan alkaloitlerinin teshis reaksiyonu

Sabit yag teshisi

Vi

19

19
19
20
20
20
20
20
20
21
21
21
21
21
22



@ ANADOLU UNIVERSITESI

ICINDEKILER (devami)

umuC Genotoksisite Testi Uygulamasi
Akut Toksisite Testi

Subkronik Toksisite Testi

Deney protokolii

Dokularin histopatolojik incelenmesi
Istatistiksel Analiz

BULGULAR ve TARTISMA

Bulgular

Liyofilize Physalis peruviana L. Meyve Suyunun I¢cerigi

UmuC genotoksisite test sonucu
Akut toksisite testi sonuclart
Subkronik test sonuclar

Viicut agirlig

Organ agwrliklar

Hematolojik toksisite sonuglari
Hepatik toksisite sonuglar

Renal toksisite sonuclart
Elektrolit toksisite sonuclart
Serum glukoz seviyesi sonuglart
Kardiyak toksisite sonuglari

EKG sonuclar:

Histopatoloji sonuclar

Akciger histopatolojik inceleme sonuglari
Bobrek dokusu histolojik sonuglar
Karaciger histopatoloji sonug¢lar
Kalp histopatoloji sonuglar
Tartisma

SONUC ve ONERILER
KAYNAKLAR

vii

SAYFA
22
23
23
24
25
26
27
27
27
27
28
28
29
30
31
35
36
37
38
39
41
48
48
49
50
50
51
60
61



@ ANADOLU UNIVERSITESI

CIZELGELER DIiZiNi

CIZELGE NO ve ADI SAYFA
Cizelge 1. Toksik Etkili Bilesikler Iceren Baz1 Bitkiler 4
Cizelge 2. Hodge ve Sterner Skalasina Gore Toksisitenin

Derecelendirilmesi 10
Cizelge 3.  Akut Toksisite i¢in Temel Parametreler 11
Cizelge 4. Subkronik Toksisite i¢in Temel Parametreler 12
Cizelge 5. Kronik Toksisite i¢in Temel Parametreler 13
Cizelge 6. Etkinin Biyogdstergeleri 14
Cizelge 7. Liyofilize Physalis peruviana L. Meyve Suyunun icerigi 27
Cizelge 8. PMS’ nin 90 Giinliik Oral Uygulamas1 Sonunda Disi

Gruplara ait % Organ Agirliklar 30
Cizelge 9.  PMS’ nin 90 Giinliik Oral Uygulamasi Sonunda Erkek

Gruplara ait % Organ Agirliklar 31
Cizelge 10. PMS’ nin 90 Giinliik Oral Uygulamasi ile

Hematolojik Biyogostergelerin Disi Gruplardaki Dagilimi 32
Cizelge 11. PMS’ nin 90 Giinliik Oral Uygulamasi ile

Hematolojik Biyogostergelerin Erkek Gruplardaki Dagilimi 33
Cizelge 12. PMS 90 Giinliik Oral Uygulamasi ile Plazma Hepatik

Biyogostergelerin Disi Gruplardaki Dagilimi 35
Cizelge 13. PMS 90 Giinliikk Oral Uygulamasi ile Plazma Hepatik

Biyogdstergelerin Erkek Gruplardaki Dagilimi 36
Cizelge 14.  PMS Ekstresinin 90 Giinliik Oral Uygulamasi ile Plazma

Renal Biyogostergelerin Disi Gruplardaki Dagilimi 36
Cizelge 15. PMS 90 Giinliik Oral Uygulamasi ile Plazma Renal

Biyogostergelerin Erkek Gruplardaki Dagilimi 37
Cizelge 16. PMS 90 Giinliik Oral Uygulamasi ile Plazma

Elektrolit Biyogostergelerin Disi Gruplardaki Dagilimi 37
Cizelge 17. PMS 90 Giinliik Oral Uygulamasi ile Plazma

Elektrolit Biyogdstergelerin Erkek Gruplardaki Dagilim1 38

viii



@ ANADOLU UNIVERSITESI

CIZELGELER DIZIiNi (devam)

CIZELGE NO ve ADI

Cizelge 18.

Cizelge 19.

Cizelge 20.

Cizelge 21.

PMS 90 Giinliik Oral Uygulamasi ile Plazma Glukoz
Seviyesinin Disi Gruplardaki Dagilimi

PMS 90 Giinliik Oral Uygulamasi ile Plazma Glukoz
Seviyesinin Erkek Gruplardaki Dagilimi

PMS Ekstresinin 90 Giinliik Oral Uygulamasi ile Plazma
Kardiyak Biyogostergelerin Disi Gruplardaki Dagilimi
PMS Ekstresinin 90 Giinliik Oral Uygulamasi ile Plazma
Kardiyak Biyogostergelerin Erkek Gruplardaki Dagilimi

SAYFA

39

39

39

40



@ ANADOLU UNIVERSITESI

SEKILLER DiZiNi

SEKIL NO ve ADI

Sekil 1. Physalis peruviana Linnacus Meyveleri (Altin Cilek)

Sekil 2. PMS umuC Test Sonucu

Sekil 3. Haftalara Gore Disi Gruplara ait Viicut Agirliklar

Sekil 4. Haftalara Gore Erkek Gruplara ait Viicut Agirliklar:

Sekil 5. Disi Kontrol Grubu 90 Giin Oral Distile Su Uygulama
Oncesi EKG Kayd:

Sekil 6. Disi Kontrol Grubu 90 Giin Oral Distile Su Uygulama
Sonras1t EKG Kaydi

Sekil 7. Disi 100 mg kg' PMS’ nin 90 Giin Oral Uygulama
Oncesi EKG Kayd:

Sekil 8. Disi 100 mg kg' PMS’ nin 90 Giin Oral Uygulama
Sonras1 EKG Kaydi

Sekil 9. Disi 1000 mg/kg PMS’ nin 90 Giin Oral Uygulama
Oncesi EKG Kaydi

Sekil 10. Disi 1000 mg kg" PMS’ nin 90 Giin Oral Uygulama
Sonras1 EKG Kaydi

Sekil 11. Disi 5000 mg kg" PMS’ nin 90 Giin Oral Uygulama
Oncesi EKG Kayd:

Sekil 12. Disi 5000 mg kg" PMS’ nin 90 Giin Oral Uygulama
Sonras1 EKG Kaydi

Sekil 13. Erkek Kontrol Grubu 90 Giin Oral Distile Su Uygulama
Oncesi EKG Kayd:

Sekil 14. Erkek Kontrol Grubu 90 giin Oral Distile Su Uygulama
Sonras1 EKG Kaydi

Sekil 15. Erkek 100 mg kg” PMS 90 Giin Oral Uygulama Oncesi

EKG Kayd:

SAYFA

28

29

30

41

41

42

42

43

43

44

44

45

45

46



@ ANADOLU UNIVERSITESI

SEKILLER DIiZiNi (devam)

SEKIL NO ve ADI

Sekil 16.

Sekil 17.

Sekil 18.

Sekil 19.

Sekil 20.

Sekil 21.

Sekil 22.

Sekil 23.

Sekil 24.

Erkek 100 mg kg" PMS’ nin 90 Giin Oral Uygulama
Sonras1 EKG Kayd1

Erkek 1000 mg kg" PMS’ nin 90 Giin Oral Uygulama
Oncesi EKG Kayd:

Erkek 1000 mg kg PMS’ nin 90 Giin Oral Uygulama
Sonras1 EKG Kaydi
Erkek 5000 mg/kg PMS’ nin 90 Giin Oral Uygulama

Oncesi EKG Kayd:
Erkek 5000 mg kg" PMS’ nin 90 Giin Oral Uygulama
Sonras1t EKG Kaydi

Kontrol Grubu ve 5000 mg kg™ giin” PMS Uygulanan Disi
ve Erkek Gruplara ait Akciger Dokusunun Elektron
Mikroskop Goriintiisti

Kontrol Grubu ve 5000 mg kg™ giin PMS Uygulanan Disi
ve Erkek Gruplara ait Bobrek Dokusunun Elektron
Mikroskop Goriintiisii

Kontrol Grubu ve 5000 mg kg™ giin PMS Uygulanan Disi
ve Erkek Gruplara ait Karaciger Dokusunun Elektron
Mikroskop Goriintiisti

Kontrol Grubu ve 5000 mg kg™ giin PMS Uygulanan Disi
ve Erkek Gruplara ait Kalp Dokusunun Elektron

Mikroskop Goriintiisii

Xi

SAYFA

46

47

47

48

48

49

50

50

51



@ ANADOLU UNIVERSITESI

SIMGE ve KISALTMALAR
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GIRIS ve AMAC

Bugiin gida maddesi olarak tiikettigimiz pek c¢ok bitki ve bitkisel iiriin cesitli
hastaliklarin tedavisinde ve profilaksisinde kullanilmaktadir. Ancak bazi bitki ve
tiriinlerinin yanlis ve yiiksek miktarlarda kullanimi ile istenmeyen olumsuz etkiler
olusmakta ve bu etkiler yasami tehdit edebilecek boyutlara ulasmaktadir. Bitki ve
bitkisel triinler ile alerjik reaksiyonlar, ilag-bitki etkilesimleri, renal ve
kardiyovaskiiler hastaliklar meydana gelebildigi gibi kimi zaman bitkisel
zehirlenmeler oliimle de sonuclanabilmektedir. Sekonder metabolitler olarak da
bilinen bitkisel bilesenler arasinda alkaloidler, peptidler ve proteinler, glikozidler,
asidler, oksalatlar, terpenler, fenoller ve tanenler, resinler ve esansiyel yaglar
sayilmaktadir. Bitkinin tiirline bagl olarak bitkinin kok, rizom, sogan, govde, dal,
yaprak, ¢icek, meyve, tohum, polen, nektar ve Ozsu gibi kisimlari zehirli
olabilmektedir. Bu kisimlar dermal, agiz veya inhalasyon yolu ile insanlarda ve

hayvanlarda gesitli zehirlenme reaksiyonlarma neden olabilmektedir (Oztiirk ve
ark., 2008).

Son zamanlarda ¢ok popiiler olan altin g¢ilek tiim diinyada goldenberry,
gooseberry, cape gooseberry ve winter cherry fruits adlariyla bilinmektedir. Altin
cilek domates, patates gibi sebzeler ile Atropa bellodanna ve Mandragora
officinalis gibi zehirli bitkilerin bulundugu Solanaceae familyasindan Physalis
peruviana L. bitkisinin meyveleridir (Merigli, 2011; Hassanien, 2011). Physalis
peruviana L. bitkisinin meyve, dal ve yapraklari lizerinde yapilan biyolojik
aktivite aragtirmalari bitkinin hepatoprotektif, antiinflamatuar, bazi kanser hiicre
dizileri iizerine sitotoksik ve antioksidan etkisi oldugunu gostermektedir (Pardo ve
ark., 2008; Fang ve ark., 2009; Lan ve ark., 2009; Martinez ve ark., 2010; Mora
ve ark., 2010; Fang ve ark., 2010; Merigli, 2011).

“Altin ¢ilek” olarak bilinen Physalis peruviana L. meyvesi hazirlanan farkli
formlar ile lilkemizde halk arasinda zayiflamak amaci ile de kullanilmaktadir. Bu
meyvenin tiiketiminin bilimsel bir destege dayanmadan kilo kaybetmek acisindan
istenen etkiyi gosterdigi iddia edilmektedir. Diger taraftan yine meyvenin
tiiketiminin bilimsel bir destege dayanmadan 6liim dahil ciddi saglik sorunlarina
da neden olabildigi siklikla vurgulanan bir konudur. Bu tez galismasi kapsaminda
toksisite profili aydinlatilmamig Physalis peruviana L. meyvesinin in vitro
yontemle genotoksisitesinin ve in vivo hayvan deney modeli kullanilarak olasi
akut ve subkronik toksik etkilerinin belirlenmesi amaglanmaktadir.
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KAYNAK BILGIiSi

Bitkiler ve bitkisel preparatlar insanlik tarihinin ilk yillarindan beri c¢esitli
rahatsizliklarin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)
istatistiklerine gore diinya niifusunun % 70-80’1 saglik problemlerinin ¢dziimiinde
Ozellikle bitkisel kaynakli geleneksel tedavi yoOntemlerine basvurmaktadir.
Ozellikle Asya kokenli geleneksel tibbi sistemlerin tanmarak popiilerliklerinin
artmasi bitkisel tedavinin 20. yilizyilin sonlarma dogru tiim diinyada yaygin hale
gelmesine neden olmustur. Ayrica gelismis iilkelerde bitkiler, bitkisel ilaglar,
besin destekleri ve bitkisel tibbi iiriinler gibi dogal tedavilere yonelimin arttigi
gbzlenmektedir (Ahmad ve ark., 2006; Shirwaiker ve ark., 2009; Oztiirk ve ark.,
2008). Bitkilerin hastaliklarin tedavisinde kullanilmalarinin yani sira uygun
mevsimlerde satisa sunularak gida olarak da tiiketildikleri bilinen bir gergektir.
Fakat dogal olarak yetisen bu bitkilerin toplanmasinda ve tiiketiminde standartlara
dikkat edilmemektedir. Bunun disinda tiiketilen bitkilerin dogru zamanda ve
bitkiyi tanimayan kisiler tarafindan toplanmasi zehirli bitkilerin diger bitkilerin
arasina karigmasina neden olmaktadir (Se¢cmen ve Leblebici, 1987). Ayrica, bazi
bitki ve {rilinlerinin yanlis ve yliksek miktarlarda kullanimlarina ve kullananlarin
bireysel o6zelliklerine (yas, genetik 6zellikler, hastaliklar, kullanilan ilaglar gibi)
bagli olarak istenmeyen olumsuz etkiler olugsmakta ve bu etkiler yagami tehdit
edebilecek boyutlara ulasmaktadir (Oztiirk ve ark., 2008). Icerigi saptanmamis ve
giivenli doz tanimlamasi ile toksisite profili belirlenmemis bitkilerin insanlar ve
hayvanlar tarafindan tiiketilmesi ciddi toksisite problemlerine neden olmaktadir
(Shirwaiker ve ark., 2009; Oztiirk ve ark., 2008). Bitki ve bitkisel iiriinler ile
alerjik reaksiyonlar, ilag-bitki etkilesimleri, renal ve kardiyovaskiiler hastaliklar
indiiklenebildigi gibi, bitkisel zehirlenmeler oliimle de sonuglanabilmektedir
(Oztiirk ve ark., 2008).

Bitkilerin toksik ozellikleri tasidiklari sekonder metabolitler olarak da bilinen
toksik bilesiklerden ileri gelmektedir (Baytop, 1989; Se¢men ve Leblebici, 1987).
Bitkilerde yasami siirdiirmek igin esansiyel bilesikler olan primer metabolitler
biitiin tilirlerde bulunurken sekonder metabolitler tiirler ile sistemik birimler
arasinda farklilik gostermektedir. Bazi sekonder metabolitler spesifik bitki
gruplarina 6zgii olmakla birlikte enerji metabolizmasi ic¢in esansiyel olmayip
ekolojik diizen ve organizmanin kendini korumasi igin gerekmektedir (Wink ve
Wyk, 2008). Gegmiste bu metabolitlerin hi¢bir ise yaramadig: bitkiler tarafindan
tiretilen atik maddeler oldugu diisiiniilmekte iken daha sonra yapilan aragtirmalar
sonucu bu maddelerin bitkide savunma, korunma, ortama uyum, hayatta kalma ve
nesillerini devam ettirmek i¢in olduk¢a karmasik mekanizmalar sonucu iiretilen
maddeler oldugu anlagilmistir. Bu sekonder metabolitlerin kuraklik ve ultraviyole
isinlar gibi degisik ¢evresel faktorlerin olusturdugu strese karsi koyma, otoburlara
(bocek, siirtingen vb.) ve mikroorganizmalara (bakteri, mantar vb.) kars1 savunma,
tohum dagilimmi saglamak i¢in hayvanlar1 ve diger tasiyicilar1 kendine ¢ekme
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gibi baz1 metabolik ve daha gelismis ekolojik islevleri yerine getirme gibi 6nemli
gorevleri bulunmaktadir (http-1). Bu sekonder metabolitlerin bir kismi insanlar ve
hayvanlar i¢in ¢ok kiiciik miktarlarda bile toksik etki gostermektedir (Wink ve
Wyk, 2008). Sekonder metabolitlere ait en onemli bitkisel bilesenler arasinda
alkaloidler, peptidler ve proteinler, glikozidler, asidler, oksalatlar, terpenler,
fenoller ve tanenler, resinler ve esansiyel yaglar gelmektedir (Se¢men ve
Leblebici, 1987; Oztiirk ve ark., 2008). Bitkinin tiiriine bagl olarak bitkinin kok,
rizom, sogan, govde, dal, yaprak, ¢i¢ek, meyve, tohum, polen, nektar ve 6zsu gibi
kisimlar1 zehirli olabilmektedir. Ayni tiir ve tiir alti gruplardaki bitkiler ayn
oranlarda sekonder metabolit icermemektedir. Ciinkii bitkilerdeki bu maddeler
birer metabolik iiriin olup bitki metabolizmasin1 etkileyen mevsim, hava kosullari,
toprak yapist gibi kosullar bu maddelerin olusumunu etkilemektedir. Diger
taraftan bu metabolik triinlerin bitkilerdeki dagilimi tiirden tiire, hatta ayn1 tiirde
kokten tohuma degisebilmektedir (Segmen ve Leblebici, 1987). Bu kisimlar oral,
dermal veya inhalasyon yolu ile alindiginda insanlarda ve hayvanlarda cesitli
zehirlenme reaksiyonlarina neden olabilmektedir (Oztiirk ve ark., 2008).

Bitkilerin igerdigi aktif bilesenlere bagli olarak sahip oldugu farmakolojik etkinin
yaninda istenmeyen etki olusturma potansiyeli de bulunmaktadir. Bitkisel
irtinlerin yanlis veya toksik dozlarda kullanimi sonucu allerjik reaksiyonlar,
karaciger yetmezligi, hepatit, kolit, kronik diyare, hemolitik anemi, nefrit, renal
fibrozis, konviilziyon, hipotansiyon, aritmi, sedasyon, sivi ve elektrolit
bozukluklar1 ile fotosensitizasyon gibi ciddi komplikasyonlarin (Ernst., 1998;
Niggeman ve Griiber, 2003; Ko, 1999; Capasso ve ark., 2000) yaninda akut toksik
etkiler de ortaya ¢ikabilmektedir. Glycyrrhize glabra’ nin (meyan) yiiksek doz
veya kronik kullanimi sonucunda psédohiperaldosteronizm gelisebilmektedir. Bu
nedenle bireylerde hipokalemi ve hipertansiyon gelisimine neden olabilmektedir.
Antikoagiilan etkiye sahip Gingko biloba, antikoagiilan ilaglarin (aspirin, varfarin
gibi) etkisini arttirarak hemoraji meydana getirebilmektedir (Kara, 2006).
Antidepresan etkisi nedeniyle tiiketilen Hypericum perforatum Linn. (sar
kantaron) HIV proteaz inhibitérleri, oral kontraseptifler, siklosporin ve varfarin ile
etkileserek bu ilaglarin etkinligini degistirebilmektedir (Shirwaiker ve ark., 2009;
Butterweck, 2003). Borago officinalis (hodan) ve Acorus calamus (egir) gibi bazi
bitkilerin kanserojen 6zellikte oldugu bilinmektedir. Benzer sekilde Aristolochia
fangchia’ nin da kiimiilatif dozlar1 bireylerde kanser olusumunu indiiklemektedir
(Kara, 2006). Cogu bitkisel tirtin alerjik cilt reaksiyonlar1 veya giines i1sinlarina
kars1 duyarlilik olusturmaktadir. Asteraccae familyasina ait Matricaria
chamomilla L.” nin (sar1 papatya) igerdigi seskiterpen laktonlardan dolay1 alerjik
ozellikte oldugu bilinmektedir. Tanacetum parthenium’ un (giimiis diigme) neden
oldugu aft ve dilde 6dem olusturma gibi etkilerinin igerdigi seskiterpenlerden
kaynaklandigi ileri siiriilmektedir (Shirwaiker ve ark., 2009).
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Ayrica bitkisel preparatlarin hazirlanma siirecinde gorev alan bireylerde kontakt
dermatit, astim, rinit gibi problemler siklikla meydana gelmektedir (Shirwaiker ve
ark., 2009; Kara, 2006). Son yillarda bitkisel kaynakli zehirlenmelerdeki artis
dikkat ¢ekmektedir. Bu nedenle zehirli bitkiler hakkinda giivenilir bilgi elde
edilmesi giderek onem kazanmaktadir. Zehirlenmelerin tedavi edilebilmesi ve bu
zehirlenmelerden kaynaklanan oliimlerin engellenebilmesi i¢in bitkinin toksisite
profilinin aydinlatilmis olmasi gerekmektedir (Wink ve Wyk, 2008).

Yiyecek olarak tiikettigimiz bazi bitkiler de dikkat edilmedigi takdirde cesitli
toksik etkilere neden olabilmektedirler. Gastrit veya mide tlseri gibi gastrik
rahatsizliklar sarimsak (Allium sativum; Alliaceae), yaban turpu (Raphanus
raphanistrum; Brassicaceae), kirmizibiber (Capsicum annum; Solanaceae)
tiketimiyle tetiklenmekte, ayni sekilde hint safran1 (Curcuma longa;
Zingiberaceae) da mide asidi salgilanmasini arttirarak bu hastaliklari
siddetlendirebilmektedir (Teuscher, 2003). Ginkgo biloba, sarimsak (Allium
sativum; Alliaceae), zencefil (Zingiber officinale; Zingiberaceae), sogan (Allium
cepa; Alliaceae), ananas (Ananas comosus; Bromeliaceae) gibi bitkiler ile
trombosit fonksiyonlarinin degismesine bagli olarak cerrahi islemler sirasinda
hemoraji meydana gelebilmektedir (Durusoy, 2007). Ayrica giinliik hayatta
siklikla tiikettigimiz elmanin (Malus domestica; Rosaceae) c¢ekirdeklerinin yiiksek
miktarlarda tiiketilmesi igerigindeki siyaniir nedeniyle oliimciil olabilmektedir.
Ayni sekilde act bademin (Prunus dulcis; Rosaceae) yiiksek miktarlarda
tilketilmesi de benzer sekilde siyaniir zehirlenmesine yol agabilmektedir (http-2).

Ulkemizde yetisen bazi zehirli bitki familyalari arasinda Amaryllidaceae,
Apocynaceae, Cannabaceae, Caryphyliaceae, = Compositae, Cruciferae,
Euphorbiaceae, Fabaceae, Liliaceae, Papaveraceae, Ranunculaceae, Rosaceae,
Scrophulariaceae, Solanaceae, Umbelliferae sayilmaktadir (Baytop;1989).
Aconitum tiirleri (kaplanbogan, kurtbogan), Atropa belladonna (giizelavratotu),
Solanum tiirleri (itlizimii), Prunus tiirleri (acibadem, erik, seftali, zerdali), Ricinus
communis (hintyagi agaci) ve Vicia faba (bakla) iilkemizde yetisen zechirli
bitkilere Ornek olarak verilmektedir. Ayrica zehirli olmalarmin yan sira
bagimlilik yapan ve suistimal amaciyla kullanilan Cannabis sativa (kenevir,
kendir) ile Papaver tiirleri (hashas, yabani hashas) de iilkemizde yetismektedir
(Seg¢men ve Leblebici, 1987)

Cizelge 1. Toksik Etkili Bilesikler i¢eren Baz1 Bitkiler (Shirwaiker ve ark., 2009)

Bitki Yan etki/Toksisite Toksik bilesen
Aloe vera Allerjik reaksiyonlar, Bas Antrakinonlar
(Alog) Agris1, Mentrual Kanamada
Artis
4
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Cizelge 1. (Devam) Toksik Etkili Bilesikler iceren Baz: Bitkiler (Shirwaiker ve ark., 2009)

Arnica montana

(Okiizgodziiotu)

Gastroenterit, Dermatit

Anetol

Cynara cardunculus

Allerjik Kontakt Dermatit

Seskiterpen Laktonlar

(Enginar)
Capsicum annum Allerjik alveolit Kapsaisinoit
(Kirmiz1 Biber)
Taraxacum officinale Kontakt Allerjik Reaksiyon Kinonlar

(Karahindiba)

Sambucus nigra

Bulanti, Kusma, Diyare

Siyanojenik Glikozitler

(Miirver)
Allium sativum Bulanti, Kusma, Diyare, Siilfiir Iceren Bilesik
(Sarimsak) Kontakt Dermatit
Ginkgo biloba Gastrointestinal rahatsizlik, Bilinmiyor
(Ginkgo) Basagrisi
Glycyrrhiza glabra Hipertansiyon, Hipokalemi, Gliserizin

Kilo artig1

(Meyan)
Rheum rhabarbarum Abdominal Rahatsizlik, Antrakinonlar
(Ravent) Elektrolit Ka'y.bl, Kirmizi
Renkli Idrar
Cassia L. Abdominal Rahatsizlik, Antrakinonlar
(Sinameki) Elektrolit Ka.y.bl, Kirmizi
Renkli Idrar

Hypericum perforatum

(Sar1 Kantaron)

Allerjik Reaksiyonlar

Bilinmiyor

Physalis peruviana L. Bitkisi

Son zamanlarda ¢ok popiiler olan altin ¢ilek tiim diinyada ‘goldenberry,
gooseberry, cape gooseberry ve winter cherry fruits’ adlariyla bilinmektedir. Altin
cilek, Solanaceae familyasindan Physalis peruviana L. bitkisinin meyveleridir
(Merigli, 2011; Hassanien, 2011). Physalis tiirleri 1 metreye kadar yiikselebilen
yar1 ¢alimsi otsu, tek ya da ¢ok yillik bitkilerdir ve biitiin Kuzey ve Gliney Afrika
iilkelerinde, Hindistan, Avusturalya, Yeni Zelanda, Ekvator, Venezuela,
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Kolombiya, Sili ve Peru gibi pek ¢ok iilkede ¢ok genis bir alanda dogal olarak
yetismekte ve kiiltiirii yapilmaktadir (Merigli, 2011). Tiirkiye’de Artvin yoresinde
Physalis pubescens L.; Kiitahya, Antalya, Bitlis, Istanbul, Sakarya, Samsun ve
Karaman bélgesinde ise Physalis alkekengi L. yetismektedir. Ulkemizde Physalis
peruviana L. ise Antalya’da kiiltiirti yapilmaktadir (http-3). Physalis peruviana L.
bitkisi kisin ¢igek agmakta, kaliks lamba meyveyi sarmakta ve bdylece meyveyi
kuslara ve boceklere karsi korumaktadir (Sekil 1). Meyveler 1.25-2.5 cm
biiyiikliigiinde olup sar1 turuncu renkli, 4-10 g agirhigindadir (Hassanien, 2011).
Meyveleri uzun Omiirliidiir, aylarca saklanabilmekte ve dondurulabilmektedir.
Arastirmalar Physalis peruviana L. meyvesinin yiyecek endiistrisi i¢in potansiyel
bir meyve oldugunu gostermektedir (Ramadan, 2011; Puente ve ark., 2011).

Sekil 1. Physalis peruviana Linnaeus Meyveleri (Altin Cilek) (http-4)
Physalis peruviana L. iizerine yapilan kimyasal ¢calismalar

Physalis peruviana L. meyvelerinin etkinligi icerigindeki biyolojik olarak aktif
bilesiklerden ileri gelmektedir. Meyvenin igeriginde ¢oklu doymamis yag asitleri,
A, B, C, E ve K1 gibi vitaminler, fitosteroller, esansiyel mineraller, vitanolitler ve
fisalinler bulunmaktadir.

Protein ve karbonhidratlar

Physalis peruviana L. meyvesindeki seker iceriginin degerlendirildigi bir
calismada basta glukoz (monosakkarit), siikroz (disakkarit) ve daha diisiik
miktarlarda ise fruktoz (monosakkarit) icerdigi bildirilmektedir. Ayrica Physalis
peruviana L. meyvesindeki glukoz igeriginin diger Solanaceae meyveleriyle
benzer oranda (yaklasik % 0.5) oldugu da belirtilmektedir (Ramadan, 2011).

Lipitler

Physalis peruviana L. meyvesi % 2 oraninda yag igermektedir. Bunun % 1,8’1
tohumdan, % 0,2’si ise meyve kabugu ve posasindan elde edilmektedir. Physalis
peruviana L. meyvelerinden elde edilen yaglar linoleik, oleik, palmitik ve stearik
asit gibi toplam 15 yag asidini igermektedir. Physalis peruviana L. meyvesinin
posa ve kabugunun yag ekstresi y-linolenik asit ve a-linolenik asit gibi trienler de
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icermektedir ve bunlar doymamis yag asitleri i¢in kaynak olusturmaktadir.
(Ramadan, 2011).

Fitosteroller

Fitosteroller; antiinflamatuvar, antitiimoral, antibakteriyel ve antifungal etkiye
sahip biyolojik aktif bilesenlerdir. Ayrica hem total kolesterol hem de LDL
kolesterol igin hipokolesterolemik etkiye sahiptirler. Fitosteroller antioksidan
kapasiteleri nedeniyle biiyiikk ilgi uyandirmaktadir. Physalis peruviana L.
meyvesinin kabuk ve posasinin yag ckstresi yiiksek miktarlarda fitosterol
icermektedir. Bu fitosteroller arasinda kampesterol, p-sitosterol, avenosterol,
stigmasterol ve ergosterol sayilmaktadir (Ramadan, 2011).

Mineraller

Physalis peruviana L. meyvesi mineral olarak fosfor, demir, potasyum ve ¢inko
icermektedir (Rodrigues ve ark., 2009; Valdenegro ve ark., 2010; Yen ve ark.,
2010; Merigli, 2011). Yapilan galismalara gore Physalis peruviana L. meyvesi
ozellikle demir ve potasyum bakimindan oldukca zengindir ve mineral kaynagi
olarak kullanilabilecegi ileri siiriilmektedir. Ayrica igerdigi cinko nedeniyle
hiicrelerin oksidatif hasara karsi korumasinda rol oynayacagi diistinilmektedir
(Puente ve ark., 2011).

Vitaminler

Physalis peruviana L. meyvesi A, B ve C vitaminleri bakimindan zengindir.
Meyvelerdeki vitamin A’nin aktif bilesenleri o-karoten, [B-karoten ve f-
kriptoksantindir. 3-karoten baslica karotenoittir (Ramadan, 2011; Puente ve ark.,
2011; Rodrigues ve ark., 2009; Valdenegro ve ark., 2010; Yen ve ark., 2010;
Merigli, 2011). Karotenoitler, altin ¢ilek meyvesine turuncu rengini veren
maddelerdir (Puente ve ark., 2011). Karotenoitlerin antioksidan o6zellikleri ile
kanser gelisimine kars1 koruyucu etkiye sahip olduklar1 bilinmektedir (Ramadan,
2011; Puente ve ark., 2011; Valdenegro ve ark., 2010; Merigli, 2011).

Physalis peruviana L. meyvesinde yiiksek oranda askorbik asit (vitamin C)
bulunmaktadir. Vitamin C lipitler, DNA ve proteinler gibi makromolekiillere
zarar veren, kardiyovaskiiler, kanser ve norodejeneratif hastaliklarin gelisimini
indiikleyen reaktif oksijen tiirlerinin ve reaktif nitrojenin etkilerini azaltan 6nemli
bir antioksidandir (Puente ve ark., 2011).

Physalis peruviana L. meyvelerinin yag ekstresi yiiksek oranda vitamin K1
(filokinon) igermektedir (Ramadan, 2011). Bundan baska Physalis peruviana L.
meyveleri o, B, y ve & tokoferolleri de igermektedir (Ramadan, 2011; Puente ve
ark., 2011). Tokoferoller (vitamin E) hiicreleri serbest radikal hasarmna karsi
koruyarak etki gostermektedir (Puente ve ark., 2011).
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Fisalinler

Fisalinler olarak bilinen psodosteroidler, Physalis peruviana L. meyvesinin ana
bilesenleri olarak izole edilmektedir. Fisalinlerin immiin sistemi baskilayici
etkileri yapilan ¢alismalar ile bildirilmektedir (Ahmad ve ark., 1999; Wu ve ark.,
2004; Cirigliano ve ark., 2008; Chang ve ark., 2008; Fang ve ark., 2009; Lan ve
ark., 2009; Fang ve ark., 2010; Puente ve ark., 2011). Immiin sistemi baskilayici
maddeler otoimmiin hastaliklar, alerjiler ve organ nakillerinde istenmeyen immiin
cevabi baskilamak i¢in kullanilmaktadir (Puente ve ark., 2011).

Physalis peruviana L. meyvesinin antikanser aktivite gosteren aktif bilesenleri A,
B, D, F fisalinler ve glikozitlerdir. Fisalin B ve F, lenfosit proliferasyonunu inhibe
ederek supresif aktivite gostermektedir. Ayrica fisalinlerin hem proinflamatuar
sitokin tiretimini hem de makrofaj aktivasyonunu inhibe ettigi bildirilmektedir
(Ramadan, 2011; Puente ve ark., 2011).

Vitanolitler

Vitanolitler sinirli dagilim gostermekle birlikte, ilk olarak Withania somnifera’dan
izole edilen ayrica Solanaceae familyasina ait Acnistus, Datura, Jaborosa,
Lyciumi ve Physalis cinslerinde de bulunan steroidal laktonlardir. Bu bilesiklerin
antimikrobiyal, antitiimoral, antiinflamatuvar, hepatoprotektif, immiinomodiilator
ve antiparaziter aktiviteye sahip olduklar1 bilinmektedir (Ahmad ve ark., 1999;
Wu ve ark., 2005, Cirigliano ve ark., 2008; Chang ve ark., 2008; Fang ve ark.,
2009; Lan ve ark., 2009; Fang ve ark., 2010; Puente ve ark., 2011).

Physalis peruviana L. meyvesinin 17 ¢esit vitanolit igerdigi tespit edilmistir.
Bunlar, fiperunolit A, fiperunolit B, fiperunolit C, fiperunolit D, fiperunolit E,
fiperunolit F, peruviyanoksit, 4p-hidroksivitanolit E, vitanolit E, vitanolit S,
vitanolit C, vitaperuvin, fisalolakton, vitafisanolit, fisalakton, vitaperuvin D ve
loliolit olarak bilinmektedir. Fiperunolit A, 4-f hidroksivitanolit E, vitanolit E ve
vitanolit C akciger, meme ve karaciger kanseri hiicrelerine karsi sitotoksik etki
gostermektedir (Puente ve ark., 2011).

Physalis peruviana L. iizerine yapilan biyolojik aktivite calismalart

Physalis peruviana L. meyve, dal ve yapraklari iizerinde yapilan biyolojik aktivite
aragtirmalart bitkinin hepatoprotektif, antiinflamatuvar, bazi kanser hiicre dizileri
tizerine sitotoksik ve antioksidan etkisi oldugunu gostermektedir (Pardo ve ark.,
2008; Fang ve ark., 2009; Lan ve ark., 2009; Martinez ve ark., 2010; Mora ve
ark., 2010; Fang ve ark., 2010; Merigli, 2011).

Antihepatotoksik aktivite

Physalis peruviana L. yapraklarmin su, etanol ve hekzan ekstresi
karbontetrakloriir ile indiiklenen hepatotoksisiteye karst koruyucu etki
gostermektedir.  Bu  hepatoprotektif ~ etki  antioksidan  aktivite ile

8
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iligkilendirilmektedir (Arun ve Asha, 2007; Puente ve ark., 2011). Bitkinin etanol
ekstresinin sigan karaciger homojenatlarinda FeCl,-askorbik asit ile indiiklenen
lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi gosterilmektedir (Wu ve ark., 2005). Yine
tim bitkiden hazirlanan ekstrenin asetaminofen ile indiiklenen karaciger
toksisitesine kars1 koruyucu etkili oldugu gézlenmektedir (Chang ve ark., 2008).

Antiinflamatuvar aktivite

Physalis peruviana L. yapraklarindan hazirlanan ekstrenin lipopolisakkaritle
indiiklenen inflamasyon modelinde antioksidan ve antiinflamatuvar etkili oldugu
bildirilmektedir (Wu ve ark., 2006). Bitkinin kalikslerinden hazirlanan ekstresinin
ise farelerde antiinflamatuvar etkisi oldugu gosterilmektedir (Franco ve ark.,
2007).

Sitotoksik aktivite

Physalis peruviana L. yaprak ve koklerinin etanollii ekstresinin kolorektal,
prostat, akciger ve karaciger kanseri hiicre dizilerinde sitotoksik etkili oldugu
gosterilmektedir (Wu ve ark., 2004; Chang ve ark., 2008; Quispe-Mauricio ve
ark., 2009; Yen ve ark., 2010).

Physalis peruviana L. ile ilgili olast toksik etkiler

Tiim bu farmakolojik etkilerinin yani sira Physalis tiirtiniin tagidig1 alkaloitlerden
dolay1 toksik etki potansiyelinin yiiksek oldugu bilinmektedir (Pomilio ve ark.,
2008). Bas agris1i, mide agrisi, hipotermi, pupillerde dilatasyon, kusma, diyare,
dolagim ve solunum depresyonu, his kaybi Physalis tiirline ait bitkiler ile
zehirlenmelerde goézlenen semptomlar arasinda sayilmaktadir. Bu bitkiler ile
zehirlenmeler oliimciil olabilmekte ve bitkinin toksisitesi tasidigi alkaloitlerle
iliskilendirilmektedir (http-5). Ancak Physalis peruviana L. meyvesi ile ilgili
toksik etki c¢aligmalarina yonelik arastirmalarin  yetersiz oldugu dikkat
¢ekmektedir. Physalis peruviana L. taze meyveleri ve yapraklarinin zehirli oldugu
bildirilmektedir (Fischer ve ark., 2000; http-5). Bitkinin &zellikle kokleri olmakla
birlikte tiim kisimlarinda tropan alkaloitleri bulunmaktadir (Griffin ve Lin, 2000;
Chang ve ark., 2008). Tiglodin (3B-tigloyloxytropan) ve 3B-tigloyloxytropan gibi
tropan alkaloitleri Physalis peruviana L.’ den izole edilmistir. Ayrica yaprak ve
koklerden hazirlanan ekstrelerde 3B-asetoksitropan, metilprolidinilhigrin, 38-
tigloloksitropan, higrin, fisoperuvin ve tropin alkaloitleri tanimlanmigtir (Griffin
ve Lin., 2000). Physalis peruviana L. meyvelerinden ise polihidroksinortropan
alkaloitleri (kalisteginler) izole edilmistir (Asano ve ark., 1997).

Deneysel Toksisite Testleri

Gliniimiizde pek ¢ok kimyasal maddenin kullanima sunulmadan 6nce giivenirlilik
testlerinin yapilmas1 ydnetmelikler ile zorunlu hale getirilmektedir. Ozellikle
farmasotikler, besin katki maddeleri, pestisitler ve endiistriyel kimyasallar i¢in bu
testler zorunlu tutulmaktadir. Insanlarm giivenirliligi test edilmemis ilag ve
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kimyasal maddelere maruz kalmasi ciddi hastaliklarin ~ gelisimi ile
sonuglanabilmektedir (Saygi, 2003; Bharwaj ve Gupta, 2012).

Toksisite testleri fizyolojik olarak insana en yakin tiirler olan sigan ve kdpeklerde
yapilmaktadir. Yapilan arastirmalarda toksik etki tiirlerin sadece birinde gozlendi
ise liglincti bir tiir calismaya dahil edilmektedir. Bu durum yani kimyasal madde
sadece sigan veya kopekte toksik etki gosteriyorsa % 25 oranda insanda da toksik
etki gosterebilecegi seklinde yorumlanmaktadir. Kimyasal madde her iki tiirde de
toksik etki gosteriyor ise % 80 oranda insanlarda da toksik etkiyi indiiklemektedir.
Hayvan calismalarinda ortaya konulan doz-zaman bagimli reaksiyonlar
ongoriilebilir toksik etkileri isaret etmektedir. Zamana ve doza bagli olmayan,
ongoriilmeyen toksik etkilerin belirlenmesi arastirmalarda oldukga zordur (Frank,
2008).

Toksisite testleri

1. Akut toksisite testleri,

2. Subakut toksisite testleri,
3. Subkronik toksisite testleri,
4. Kronik toksisite testleri,

5. Ozel toksisite testleri (reprodiiktif toksisite testi, teratojenite testi, karsinojenite
testi, fototoksisite testi)

olarak siniflandirilmaktadir (Saygi, 2003; Bharwaj ve Gupta, 2012).
Akut toksisite testleri

Akut toksisite, maddenin tek ya da 24 saat i¢cinde tekrarlayan dozunun oral veya
dermal yol ile maruziyeti ya da 4 saatlik inhalasyon maruziyeti sonucu meydana
gelen istenmeyen etkileri tanimlamaktadir (http-6).

Cizelge 2. Hodge ve Sterner Skalasina Gore Toksisitenin Derecelendirilmesi (http-7)

Maruziyet Yolu Oral (mg/kg) Deri (mg/kg) inhalasyon (ppm)
Son derece toksik <1 <10 <5
Siddetli toksik 1-50 10-100 5-43
Orta derecede toksik 50-500 100-1000 44-340
Az toksik 500-5000 1000-10000 350-2810
Pratik olarak toksik degil 5000-15000 10000-100000 2820-22600
Rolatif olarak zararsiz > 15000 > 100000 > 22600
10
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Bir maddenin akut toksisitesinin degerlendirilmesinde deney hayvani grubunun %
50’ sini 6ldiirebilen dozu tanimlayan letal doz 50 (LDsp) ya da letal konsantrasyon
50 (LCsp) degeri kullanilmaktadir (Dokmeci, 2001). Kimyasallarin LDsy (oral,
dermal) ve LCsp (inhalasyon) degeri olarak tanimlanan numerik kritere gore oral,
dermal ve inhalasyon yolu ile akut toksisiteleri siniflandirilmaktadir (http-6).

Cizelge 3. Akut Toksisite icin Temel Parametreler (Bharwaj ve Gupta, 2012; http-8)

Tiir Oral ve inhalasyon maruziyet igin siganlar,
dermal maruziyet i¢in tavsanlar tercih
edilmektedir.

Yas Geng yetiskin

Hayvan sayisi Her iki cinsiyet i¢in 5 olarak belirlenmektedir.

Doz 3 farkli doz 6nerilmektedir.

Gozlem periyodu 14 giin

Test maddesinin uygulamasini takiben 24 saat sonunda gruplarda 6len hayvan
sayilar1 ve klinik semptomlar (saldirganlik, sedasyon, uyku hali, tremor, katatoni,
paraliz, konvulsiyon, deri, goz ve mukoz membranlardaki degisimler, asfeksi,
salivasyon, diyare) belirlenmektedir. Gruplarda 24 saatlik siire i¢inde 6len hayvan
gozlenmez ise 14 giin siire ile deney hayvanlar1 goézlem altinda tutulmaktadir. Bu
siire sonunda deney hayvanlar1 oldiiriilerek beyin, kalp, karaciger, bobrek,
akciger, mide, dalak, adrenal bez, disiler i¢in ovaryum ve uterus, erkekler i¢in
testisler makroskobik olarak degerlendirilmektedir (Dokmeci, 2001; Saygi, 2003;
http-8).

Subakut toksisite testleri

Subakut toksisite testleri birkag haftadan birkag aya kadar tekrarlayan
maruziyetlerden kaynaklanan toksisiteyi belirlemek i¢in uygulanmaktadir.
Standardize edilmis oral, dermal ve inhalasyon subakut testleri bulunmaktadir.
Detaylandirilmis klinik gozlemler ve patolojik incelemeler yapilmaktadir (Saygt,
2003; Bharwaj ve Gupta, 2012).

Subkronik toksisite testleri

Subkronik toksisite testlerinde en diisiik advers etki seviyesi (Lowest Observed
Adverse Effect Level-LOAEL) ile higbir advers etkinin gozlenmedigi seviye (No
Observed Adverse Effect Level-NOAEL) belirlenmektedir. Ayrica baslica toksik
etkiler, hedef organ veya organlar ile kiimiilasyon belirlenerek etkinin
karakterizasyonu da aydinlatilmaktadir (Eaton ve Gilbert, 2010). Gozlem
periyodu siiresince deney hayvanlarinin giinliik olarak toksisite semptomlar1 takip
edilmekte, haftalik viicut agirliklar1 ve besin tiiketimleri kaydedilmektedir (http-
9).
11
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Cizelge 4. Subkronik Toksisite icin Temel Parametreler (http-9)

Tiir Rodent (6zellikle sican dnerilmektedir)

Yas Geng yetiskin

Hayvan sayisi Her iki cinsiyet i¢in 10 olarak dnerilmektedir.
Doz Toksisiteyi indiikleyebilecek yiiksek dozu da

iceren 3 farkli doz Onerilmektedir. Dozlar
birbirlerinin ~ 6-10 kati olacak  sekilde
belirlenmektedir. Maruziyet siiresi 90 giin
olarak onerilmektedir.

Gozlem periyodu 90 giin

Hayvanlar giinde bir veya iki kere deri, gz ve mukoz membranlardaki
degisimler, sekresyon varligi ve otonomik aktivite (lakrimasyon, piloereksiyon,
pupil biiyiikliigli gibi), davranigsal semptomlar acisindan degerlendirilmektedir.
Biitiin erken olimler kaydedilerek makroskopik inceleme yapilmaktadir. Test
periyodu sonunda toplanan kan orneklerinde beyaz kan hiicre sayisi, nétrofil,
lenfosit, monosit, eosinofil, bazofil, kirmiz1 kan hiicre sayisi, hematokrit, ortalama
kirmiz1 kan hiicre hacmi, ortalama korpuskular hemoglobin, ortalama korpuskular
hemoglobin konsantrasyonu, platelet, ortalama platelet hiicre voliimii tespit
edilerek hematolojik incelemeler yapilmaktadir. Klinik biyokimyasal incelemeler
karaciger ve bobrek gibi organlarda indiikklenen olast toksik etkilerin
belirlenmesinde yol gosterici olmaktadir. Plazma ya da serum orneklerinde
glukoz, kalsiyum, potasyum, iire azotu, alanin aminotransferaz (ALT), aspartat
aminotransferaz (AST), alkalen fosfataz (AP), gamma-glutamiltranspeptidaz
(GGT), laktat dehidrogenaz (LDH), kreatin kinaz (CK), troponin I, troponin T,
kreatinin, bilirubin, trigliseridler, kolesterol, albiimin, globulin ve total protein
seviyeleri belirlenmektedir (Eaton ve Gilbert, 2010; OECD, 1998). Tiim gruplarda
beyin, kalp, karaciger, bobrek, akciger, mide, dalak, adrenal bez, disiler i¢in
ovaryum ve uterus, erkekler icin testis organ agirliklar1 belirlenmekte, organ ve
dokular makroskobik olarak degerlendirilmektedir. Bundan basgka akciger,
karaciger, kalp ve bdbrek gibi vital organlar fikse edilerek histopatolojik olarak
incelenmektedir (http-9).

Kronik toksisite testleri

Kronik toksisite testleri ile kimyasal maddeye uzun dénem maruziyet sonucu
olusabilecek toksik etkiler belirlenmektedir (Loomis, 1978; Eaton ve Gilbert,
2010). Subkronik toksisite testi ile gruplari olusturan hayvan sayis1 ve maruziyet
sliresi disinda benzerlik gostermektedir (Bharwaj ve Gupta, 2012).

Kronik toksisite testleri ile tekrarlayan doz toksisite ¢alismalarinda kimyasallarla
olusan yan etkiler saptanarak tekrarlayan maruziyetlerde klinik arastirmalarda
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giivenli olabilecek baslangi¢c dozu belirlenmektedir (Bharwaj ve Gupta, 2012).
Gozlem periyodu siiresince deney hayvanlarinin giinliik olarak toksisite
semptomlar1 takip edilmekte, haftalik viicut agirliklar1 ve besin tiiketimleri
kaydedilmektedir. Bu ii¢ temel parametre devam eden siiregte toksikolojik profilin
takip edilmesinde olduk¢a Onemlidir. Maruziyet siiresi sonunda Oldiiriilen
hayvanlarda serum kimyasi ve hematoloji profili belirlenerek organ diizeyindeki
toksik etkiler belirlenmektedir. Ayn1 zamanda organlar ve dokular makroskopik
ve mikroskobik olarak incelenmektedir (http-10; Bharwaj ve Gupta, 2012).

Cizelge 5. Kronik Toksisite icin Temel Parametreler (Bharwaj ve Gupta, 2012; http-10)

Tiir Rodent (sigan) ve rodent olmayan (kdpek)
olmak tizere iki tiir 6nerilmektedir.

Yas Geng yetiskin

Hayvan sayisi Her iki cinsiyet i¢in rodentlerde 20 ve rodent
olmayanlarda 4 olarak dnerilmektedir.

Doz Toksik ve NOAEL dozunu iceren 3 farkli doz
Onerilmektedir. Maruziyet siiresi 12 ay, besin
kimyasallar1 i¢in 24 ay olarak 6nerilmektedir.

Gozlem periyodu 12-24 ay

Subkronik ve kronik toksisite testleri sonucunda herhangi bir toksik etkiye neden
olmayan doz belirlenmektedir. Belirlenen bu deger tiire bagl olarak giivenilirlik
faktoriine boliinmektedir. Giivenilirlik faktorii siganlar igin 10 ve kdpekler igin 6
olarak belirlenmektedir. Bu durum laboratuvar hayvanlarinin kimyasallarin
yiiksek dozlarmm1 daha kolay tolere edebilmesinden kaynaklanmaktadir.
Toleranstaki bu farklilik viicut yiizey alaninin, agirliga oranindaki degisiklikten
kaynaklanan minimum bazal metabolik oran farkliligindan kaynaklanmaktadir
(Bharwaj ve Gupta, 2012).

Ozel toksisite testleri

Reprodiiktif toksisite testleri ile disi ve erkek hayvanlarda kimyasallarin gelecek
nesillere etkisinin belirlenmesinin yaninda reprodiiktif sistem iizerine olasi toksik
etkilerinin arastirllmasi amaglanmaktadir. Teratojenite testlerinde ise hamilelik
stiresince test maddesine maruz birakilan hayvanlarda fetiis gelisimi ve dogan
fetiislerde test maddesinin neden oldugu hasar belirlenmektedir. Karsinojenite
testlerinde hayvanlarin yasamlari boyunca kimyasal maddeye tekrarlayan

maruziyetlerinde karsinojenik etkinin indiiklenip indiiklenmedigi arastirilmaktadir
(Eaton ve Gilbert, 2012; Bharwaj ve Gupta, 2012).

Biyolojik Gostergeler

Biyogostergeler, viicut sivilarinda veya dokularda bulunan ve kimyasal bir siirecin
indikatorii gorevini géren biyolojik molekiillerdir. Belirli bir enzim veya hormon
konsantrasyonu veya biyolojik bir maddenin varligi biyogosterge olarak kabul
edilmektedir (Sharafi ve Emre, 2010). Biyogostergeler; maruziyeti, erken hiicresel
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cevabi veya kalitsal ya da kazanilmis duyarliligi gosteren fizyolojik isaretlerdir
(Gil ve Pla, 2001). Biyogostergeler, bir popiilasyonun sagligini izlemek ve
ongoriide bulunmak, bireylerin hastaliklara karsi direng veya hassasiyetlerini
aydinlatmak ve terapotik girisimde bulunmak amaciyla kullanilmaktadir.
Biyogostergelerin bir kismi ¢ok kolay bir bigimde 6lgiilebilmekte ve rutin saglik
taramalarinin bir parcasi olarak kabul edilmektedir. Kan basinci, kalp hizi ve
nabiz gibi indikatorler kardiyovaskiiler fonksiyonu 6lgmek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Kolesterol ve trigliseritler ile metabolik siire¢ ve 6zellikle
koroner kalp hastalig1 riski degerlendirilmektedir (http-11).

Biyogostergeler toksikolojide toksik maddeye maruziyetin belirlenmesi, bireysel
yatkinligin izlenmesi ve organizmaya veya kisiye maddenin zararmin kantitatif
olarak degerlendirilmesi olmak tizere 3 temel amaca hizmet etmektedir (Amacher,
2002).

Maruziyetin biyogaéstergeleri

Bu tiir biyogostergeler kan, idrar gibi viicut sivilari veya salgilarindaki toksik
bilesik veya metabolitlerin kimyasal analiziyle internal dozun 6lgiilmesine olanak
saglamaktadir (Gil ve Pla, 2001).

Yatkinlik biyogaistergeleri

Bireyde ksenobiyotiklere veya bazi bilesik gruplarina karst 6zel bir hassasiyeti
gosteren indikatorlerdir (Gil ve Pla, 2001).

Etkinin biyogdstergeleri

Ksenobiyotik maruziyeti sonucu organizmada meydana gelen biyokimyasal
degisimleri gostermektedir. Bunlar en sik kullanilan biyogdstergeler olup
ksenobiyotik veya hiicresel fraksiyonlara kars1 kan parametrelerindeki degisimler,
spesifik enzim aktiviteleri, DNA katim iiriinii olusumu, mMRNA konumu ve protein
artisi ile spesifik antikorlarin belirlenmesi gibi fizyolojik degisikliklerin gostergesi
olarak kabul edilmektedir (Gil ve Pla, 2001).

Cizelge 6. Etkinin Biyogostergeleri (\Vandenberghe, 1995; O’Brien, 2008; Tonomura ve ark.,
2010; Hall ve ark., 2006; Hassan ve ark., 2011)

Hepatik Biyogostergeler ALT (Alanin aminotransferaz)
AST (Aspartat aminotransferaz)
ALP (Alkalen fosfataz)
Total-Direkt Bilirubin

Total protein

Albumin
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Cizelge 6. (Devam) Etkinin Biyogostergeleri (Vandenberghe, 1995; O’Brien, 2008;

Tonomura ve ark., 2010; Hall ve ark., 2006; Hassan ve ark., 2011)

Kardiyak Biyogostergeler

LDH (Laktat dehidrogenaz)
Kreatin kinaz-MB
Troponin |

Troponin T

Renal Biyogostergeler

Ure

Kreatinin

Elektrolit Biyogostergeler

Potasyum
Sodyum
Kalsiyum

Klor

Metabolik Biyogostergeler

Kolesterol

Trigliserit

HDL (Yiksek dansisiteli lipoprotein)
LDL (Diisiik dansisiteli lipoprotein)
Glikoz
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GERECLER
Kullanilan Hayvanlar

Deneylerde yaklasik 200-250 g agirliginda yetiskin disi ve erkek Wistar siganlar
kullanildi. Siganlar 12 saat karanlik 12 saat aydinlik dongiisiinde, 24+1 °C
sicakliktaki iyi havalandirilan odalarda barindirildi, standart hayvan yemi ve
cesme suyu ile beslenmeleri saglandi. Tez caligsmasi siiresince gergeklestirilen tim
deneyler, Anadolu Universitesi Bilimsel Arastirmalar Etik Komisyonu’ndan onay
alindiktan sonra yapildi (Dosya Kayit No. 2012-2).

Kullanilan Cihazlar

EKG cihaz1

Hassas Terazi

Inverted mikroskop

Liyofilizator

Sogutmali santrifiij (5810R)
Spektrofotometre

Ultrasonik Su Banyosu

Kullanilan Kimyasal Madde ve Kitler
3,5-dinitro benzoik asit

Alanin Aminotransferaz Kiti (Rat i¢in)
Albumin Kiti (Rat i¢in)

Alkalen Fosfotaz Kiti (Rat i¢in)
Antimon-3-kloriir

Aseton

Aspartat Aminotransferaz Kiti (Rat i¢in)
Bakir siilfat

Bilurubin Kiti (Rat igin)

Bizmut subnitrat

Civa-2-kloriir

Demir-3-kloriir (FeCls)

EMbed-812 kit

Etanol

Folin-Ciocalteau reaktifi
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MP36

Ohaus

Lecia DMIL
Lovac GT 2
Eppendorf
Shimadzu UV-2

Daihan Wuca

Sigma-Aldrich, Amerika
Biolabo, Fransa
Biolabo, Fransa
Biolabo, Fransa
Sigma-Aldrich, Amerika
Carlo-Erba, Italya
Biolabo, Fransa
Sigma-Aldrich, Amerika
Biolabo, Fransa
Sigma-Aldrich, Amerika
Sigma-Aldrich, Amerika
Sigma-Aldrich, Amerika
EMS, ABD

Merck, Almanya

Merck, Almanya



Glasiyel asetik asit (CH;COOH)
Glukoz Kiti (Rat i¢in)
Glutaraldehit %25lik (100 ml’ lik)
Hidroklorik asit (HCI)

Kalsiyum Kiti

Ketamin (Ketalar®)

Klor Kiti

Kloroform

Kreatinin Kinaz-MB Kiti (Rat igin)
Kreatinin Kiti (Rat i¢in)

Ksilazin (Rompun®)

Laktat Dehidrogenaz Kiti (Rat i¢in)
Metanol

Ninhidrin kristali
Osmiumtetraoksit (0,1gr’ lik)
Pikrik asit

Potasyum bifosfat (KH,PO,4) (100 gr’ lik)
Potasyum iyodiir

Potasyum Kiti

Potasyum kloriir (KCI)

Potasyum tartarat

Propilen oksit (250 ml’ lik)
Sodyum bifosfat (Na,HPO,) (100gr’ lik)
Sodyum hidroksit (NaOH)

Carlo-Erba, Italya
Biolabo, Fransa
EMS, ABD
Carlo-Erba, Almanya
Cayman, ABD
Pfizer, Tiirkiye
Cayman, ABD
Merck, Almanya
BioCheck, ABD
Biolabo, Fransa
Bayer, Tiirkiye
BioAssay, ABD

Sigma-Aldrich, Amerika

Merck, Almanya
EMS, ABD

Sigma-Aldrich, Amerika

Carlo Erba, Italya

Sigma-Aldrich, Amerika

Diazyme, ABD
Merck, Almanya

Sigma-Aldrich, Amerika

EMS, ABD
Merck, Almanya

Kimetsan, Tiirkiye
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Sodyum karbonat Sigma-Aldrich, Amerika

Sodyum Kiti Diazyme Laboratories, ABD
Sodyum klortir (NaCl) Merck, Almanya
Sodyum siilfat, anhidr (Na;SO,)

Siilfiirik asit (H2SO4)

Riedel-de-Haen, Almanya
Carlo-Erba, italya
Biolabo, Fransa

BioCheck, ABD

Total protein (Rat i¢in)

Troponin I Kiti (Rat i¢in)
17
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Troponin T Kiti (Rat igin)
Umu-C Easy CS

Uranil asetat (25gr’ lik)
Ure Kiti (Rat i¢in)
a-Naftol
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Xenometrix, Switzerland
EMS, ABD
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YONTEMLER
Physalis peruviana L. Meyve Ekstresinin Hazirlanmasi

Antalya’dan temin edilen kiiltiir meyveleri kalikslerinden kurtarildiktan sonra
blender ile parcalandi. Homojenizatér kullanilarak homojenize edildi ve tiilbent
yardimiyla suyu sikilarak liyofilizasyona tabi tutuldu. Liyofilizasyon isleminden
sonra elde edilen meyve suyu tozu -18°C’de saklandi. Deney 6ncesinde distile su
i¢inde ¢oziindiirtldii.

Physalis peruviana L. meyve suyu icerigindeki yapilarin aydinlatilmasinda
kullanilan reaktiflerin hazirlanmasi

Baljet Reaktifi: 1 g pikrik asit izerine 50 ml alkol ve 50 ml su ilave edilerek
hazirland.

Carr Price’s reaktifi: 27 g antimon-3-kloriir, 100 ml kloroform ile (etanol
icermemeli) ¢ozildi ve 40-50°C’ye 1sitildi. 5-10 g susuz sodyum siilfat ilave
edilip 20 dk ara sira ¢alkalanarak bekletildi.

Demir III Kloriir Cézeltisi (% 5°lik): 5 g FeCl; tartilarak su ile 100 ml’ye
tamamlandi.

Dragendorf Reaktifi: 1,7 g bizmut subnitrat, 20 ml glasiyel asetik asit, 80 ml su,
100 ml % 50’lik potasyum iyodiir cozeltisi karistirtlarak hazirlanan stok
¢oOzeltisinin 10 ml’si 20 ml glasiyel asetik asit ve 70 ml su ile seyreltildi.

Fehling A Reaktifi: 7 g bakir siilfat su ile 100 ml’ye tamamlandi.

Fehling B Reaktifi: 150 g potasyum tartarat ve 150 g sodyum hidroksit tartild1, su
ile 100 mI’ye tamamlanda.

Hager Rekatifi: Pikrik asidin sudaki doymus ¢6zeltisi olarak hazirlandi.

Kedde Reaktifi: 1 g 3,5-dinitro benzoik asit alkol (% 96’lik) ile 100 ml’ye
tamamlandi.

Mayer Reaktifi: 1.36 g civa II kloriir, 25 gr KI, suyla 100 ml’ye tamamlanarak
hazirlandi.

a-Naftol Cozeltisi (% 15°lik): 15 g a-naftol su ile 100 ml’ye tamamland.
Physalis peruviana L. Meyve Suyu I¢erigindeki Yapilarin Aydinlatilmasi
Karbonhidrat teshis reaksiyonlari

5 g liyofilize meyve suyu 25 ml % 3’lik HCI ile bek iizerinde dikkatle
kaynatilarak ekstre edildi ve pamuktan siiziildii. 1ki kisma ayrildi.

Bir deney tiiptinde 1 ml hazirlanan test ¢ozeltisi lizerine 2 ml Fehling A ve 2 ml
Fehling B ilave edilip su banyosunda dikkatle 1s1tild1.
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1 ml test ¢ozeltisine a-naftoliin alkoldeki % 15°lik ¢ozeltisinden 1-2 damla ilave
edildi. Uzerine 1 ml kadar derisik H»SO,4 tabaka teskil edecek sekilde dikkatlice
ilave edildi.

Tanen teshis reaksiyonu

Liyofilize meyve suyu, suda coziilerek deney tiipline aktarildi ve iizerine birkag
damla %5 lik FeCl; ¢ozeltisi ilave edildi.

Alkaloit teshis reaksiyonu

200 mg liyofilize meyve suyu 5 ml % 3'liik H,SOy ile bir tiip icinde bek alevinde
5 dk Isitilarak hidroliz edildi. Diger bir tiipe siiziildii. Siizlintli 3 kisima ayrilarak
ayn tiiplere aktarildi. Hager, Mayer ve Dragendorf Reaktifleri tiiplere ayr1 ayri
eklendi.

Poliiironitlerin (pektin, miisilaj, zamk) teshis reaksiyonu

2 ml liyofilize meyve suyunun sulu ¢ozeltisi 10 ml aseton bulunan deney tiipiine
aktarildu.

Siyanojenetik glikozit teshis reaksiyonu

2 g liyofilize meyve suyu deney tiipiine kondu ve iizerine 0.5 ml su ve birkag
damla ksilen eklendi. Bant halinde kesilmis bir parga filtre kagidi sodyum pikrat
cozeltisine batirildi. Ayri bir filtre kagidi arasina konularak sodyum pikratin
fazlas1 emdirildi. Bu bant tiipiin agzina bir kism1 disarida kalacak sekilde bir parca
pamuk yardimiyla sikistirildi. Tiip 30 dk 30°C’lik etiivde tutularak enzimlerle
hidrolizi ¢abuklastirildi.

Flavon glikozitleri teshis reaksiyonu

1 g liyofilize meyve suyu iizerine 10 ml metanol eklendi, 5 dk calkalanarak
sliziildli. Siiziintiintin 2 ml’si alindi, tizerine 1 ml derisik hidroklorik asit (HCI) ve
5-6 tane magnezyum metali ilave edildi.

Kardiyotonik glikozitlerin aglikonuna bagl teshis reaksiyonlart

0.5 g liyofilize meyve suyu tiipe alinarak tizerine 5 ml kloroform: etanol (4:1)
eklendi. En az 1 saat ara sira ¢alkalanarak maserasyona tabi tutuldu. Maserasyon
sonunda s1v1 kisim kii¢iik bir pamuktan stiziilerek ayrildi.

Baljet reaksiyonu deney prosediiriine gore siiziintiiniin 2 ml si iizerine 0.5 ml
Baljet Reaktifi ve 2 damla % 20’lik NaOH ¢ozeltisi eklendi.

Kedde reaksiyonu deney prosediiriine gore siiziintiiniin 2 ml’si kapsiilde uc¢uruldu,
bakiye tizerine Kedde Reaktifi ve 2 damla % 20’lik sodyum hidroksit (NaOH)
¢oOzeltisi eklendi.
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Saponin teshis reaksiyonlari

0.5 g liyofilize meyve suyu, 5 ml % 3’liik siilfiirik asit (H,SO,) ile bek alevinde 3
dk dikkatle kaynatilarak hidroliz edildi. Sicakken siiziildii ve sliziinti 5 ml
kloroform ile ekstre edildi. Kloroformlu kisim ayrilarak 2 esit kisma boliindii.

Birinci kisma Salkowski Reaksiyonu deneyi uygulandi. Buna goére 2 ml
kloroformlu kisim 1-2 damla derisik H,SO, ile tabakalandirildi.

Lieberman-Burchard Reaksiyonu deney prosediirii de ikinci ayrilan kisma
uygulandi. 2 ml kloroformlu kisim porselen kapsiil igerisinde su banyosu iizerinde
kuruluga kadar uguruldu. Sonra 1 ml glasiyel asetik asit eklenerek bakiye ¢oziildii.
Deney tiipiline alinan ¢ozelti 1-2 damla derisik H,SOy ile tabakalandirildi.

Protein teshis reaksiyonlari

Biiiret metoduna gore liyofilize meyve suyunun sulu ¢ozeltisinden 2 ml alinarak
deney tiipiine aktarildi. 2 ml %10’ luk NaOH ¢ozeltisi ve ardindan 2 damla % 0.1
CuSO0, ¢ozeltisi ilave edildi.

Ninhidrin deneyine gore 4 ml liyofilize meyve suyunun sulu ¢ozeltisinin pH’ s1
7’ye ayarlandi. Taze hazirlanan % 0.1 ninhidrin ¢6zeltisi ilave edilerek kaynatilip
sogutuldu.

Karotenoid teshis reaksiyonu

Carr Price’s reaksiyonuna gore liyofilize meyve suyunun sulu ¢dzeltisi petrol eteri
ile ekstre edildi. Petrol eteri ekstresi porselen kapsiilde kuruluga kadar ucuruldu.
Uzerine 2-3 damla Carr Price’s reaktifi ilave edildi.

Fenolik maddelerin teshis reaksiyonu

6 ml distile su, 100 pl liyofilize meyve suyunun sulu ¢ozeltisi ve 500 pl Folin-
Ciocalteu reaktifi ilave edildi, 1 dk karigtirildi. 1.5 ml %20’ lik sodyum karbonat
¢ozeltisinden ilave edilerek 2 saat karanlikta bekletildi.

Tropan alkaloitlerinin teshis reaksiyonu

300 mg liyofilize meyve suyu, 5 ml % 1' lik H,SO, ile bek alevinde 2 dk hidroliz
edildi ve siiziildii. Siiziinti % 10’ luk NH4OH ile baziklestirildi. 6 ml kloroformla
ekstre edildi. Kloroformlu tabaka porselen kapsiile alinarak su banyosunda
kuruluga kadar uguruldu. Kapsiildeki bakiye konsantre HNOj ile ¢oziildi. Su
banyosunda kuruluga kadar uguruldu ve sicak bakiyeye 2 damla alkollii potas
eklendi.

Sabit yag teshisi

Liyofilize meyve suyunun sulu ¢ozeltisi petrol eteri ile 3 kere ekstre edildi ve
petrol eterli kisimlar ayrildi. Petrol eterli ekstre bir filtre kagidina damlatilds,
kurutuldu. Uzerine Sudan III reaktifi ilave edildi.
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umuC Genotoksisite Testi Uygulamasi

1. Salmonella typhimurium TA1535 [pSK1002] susunu igeren Vvial oda
sicakliginda 5 dk tutuldu.

2. Bakteri susunu igeren viale 200 pl TG (1% tripton+glikoz) kiiltiir
medyumu eklendi ve homojen dagilim icin pipetleme yapildi.

3. Ampisilin viali -20°C’ den ¢ikarild1 ve oda sicakliginda 1sitildi.

4, 50 ml’ lik kiltiir tiipiine 10 ml TG medyum ve 50 ml’ lik sterilite kontrol
tiiptine 3 ml TG medyum eklendi.

5. 10 pl ampisilin (50 mg/ml) 10 ml TG medyum igeren tiipe eklendi (=TGA
medyum).

6. Bakteri susunun 50 pl’ si ile 10 ml TGA medyum karistirildi ve kiiltiir
olarak etiketlendi. Kiiltiir tiipiiniin kapagi gevsek olarak kapatildi. 14-16 saat
boyunca 37 °C, 250 rpm’ de ¢alkalanarak inkiibe edildi. Sterilite kontrol tiipii de
ayni iglemlere tabi tutuldu.

7. Inkiibasyon siiresinin ardindan kiiltiirlin ODgoo (optik dansisite) degeri
Olciildi. Bu deger kiiltiir i¢in en az 2 olarak ve sterilite kontrol tiipii i¢in 0.05” in
altinda belirlendi.

8. Test maddelerine ait belirlenen 4 farkli konsantrasyonda (0.63-1.25-2.5-5
mg/mL, ¢ozeltiler dimetil siilfoksit (DMSO) i¢inde hazirland1) 10 ul’lik diliisyon
plag1 hazirlandi.

9. S9 enzim fraksiyonlu ve S9 enzim fraksiyonsuz pozitif kontroller
hazirlandi.

10. 25 ul ampisilin 25 ml TG medyum ile karistirildi (=TGA medyum).
11.  Kiiltiir plagindaki her kuyucuga 200 pl TGA medyumu eklendi.

12.  Belirlenen kuyucuklara TGA medyumu, bakteri, test maddesi ve S9 enzim
fraksiyonu ilave edildi. Plaka 2 saat 37 °C, 120-150 rpm’ de inkiibe edildi. Siire
sonunda bagka bir plakanin her kuyucuguna 270 ul TGA medyum eklenerek 2
saat 37 °C, 120-150 rpm’ de inkiibe edildi. 2 saatin ardindan ilk plakadaki
igeriklerin 30 ul” si ikinci plakaya aktarildi. 2. plakanin ODggo (Optik dansisite)
degeri okundu. 2. plaka 2 saat boyuna 37 °C, 120-150 rpm’ de inkiibe edildi.

13.  Karanlik ortamda o-nitrofenil-Beta-D-galaktopiranozid (ONPG) soliisyonu
oda sicakligina getirildi. Baska bir plakaya B tamponu/ONPG karigiminin 150 pl’
si eklendi ve 28 °C’ ye 1s1tildu.

14. 2 saatlik inkiibasyonun ardindan 2. plakanin ODgyy degeri okundu. 2.
plakadaki igeriklerin 30 pl> si 3. bir plakaya aktarildi ve 30 dk. 28 °C, 120-150
rpm’ de inkiibe edildi.
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15.  Siire sonunda kuyucuklara 120 pl durdurma reaktifi eklendi. Plakanin
ODyy0 degeri okundu.

16. Otomatize edilmis excel programinda istatistiksel analiz yapilarak test
maddelerinin genotoksik 6zellikleri yorumlandi.

Umu-C kiti ve prosediiriiniin temelini ISO 13829 yonetmeligi (ISO 13829:2000;
Su kalitesi: Sularin ve atik sularin genotoksisitesinin umu-c testi kullanilarak
belirlenmesi) olusturmaktadir. Bu yonetmelige gore; Umu-C sonuglarina gore, bir
ornek diliisyonunun genotoksik olarak degerlendirilmesi i¢in Indiiksiyon orani IR
> 1.5 ve biiyiime faktorii G > 0.5 olmali ve doz-cevap egilimi gézlenmelidir.
Testin validasyon kriterleri olarak biiylime kontrolii i¢in ikinci plate’e ait negatif
kontrollerin ortalama OD600 degerleri 2 saatlik inkiibasyon sirasinda > 2
olmalidir.

Akut Toksisite Testi

Akut toksisite testleri Ekonomik Isbirligi ve Gelisme Organizasyonu (OECD;
Organization of Economic Co-Operation and Development) 2008 Y 6netmeligine
uygun sekilde yapildi. 5 disi ve 5 erkek sicandan olusan gruplara liyofilize
Physalis peruviana L. meyve suyu (PMS) 5000 mg kg~ dozda distile su iginde
oral olarak uygulandi. 24 saatlik slire boyunca deney hayvanlarimi klinik
semptomlar (saldirganlik, sedasyon, uyku hali, tremor, Kkatatoni, paraliz,
konvulsiyon, deri, goz ve mukoz membranlardaki degisimler, asfeksi, salivasyon,
diyare) agisindan izlendi. 24 saat sonunda grupta 6len hayvan sayilar1 belirlendi.
Siire sonunda disi ve erkek sicanlarda herhangi bir Oliime rastlanmamasi
nedeniyle siganlar 14 giinliik gbzlem periyoduna tabi tutuldu. Bu siire sonunda
sicanlar yiiksek doz eter anestezisine maruz birakilarak 6ldiiriildii. Siganlara ait
karaciger, bobrek, kalp ve akciger dokulari makroskopik olarak degerlendirildi.

Subkronik Toksisite Testi

Subkronik toksisite testleri Ekonomik Isbirligi ve Gelisme Organizasyonu
(OECD; Organization of Economic Co-Operation and Development) 1998
Yonetmeligine uygun olarak yapildi. 10 disi ve 10 erkek sicandan olusan gruplara
distile su ile hazirlanan PMS 100, 1000 ve 5000 mg kg™ giin” dozlarda 1.5 ml / 100
g hacim olacak sekilde 90 giin siire ile oral olarak uygulandi. Kontrol grubuna ise
esit hacimde ayn1 siire ile distile su uygulandi. Bu siire boyunca giinliik olarak
sicanlarin toksisite semptomlar1 ve mortaliteleri izlenerek viicut agirliklar: haftalik
olarak kaydedildi.

Grup 1: 90 giin siire ile oral olarak esit hacimde distile su uygulanan kontrol
siganlar (10 disi+10 erkek sigan)

Grup 2: PMS’ nin 90 giin siire ile oral olarak 100 mg kg™ glin® dozda uygulandig:
grup (10 disi+10 erkek si¢an)
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Grup 3: PMS’ nin 90 giin siire ile oral olarak 1000 mg kg™ giin® dozda uygulandigi
grup (10 disi+10 erkek sican)

Grup 4: PMS’ nin 90 giin siire ile oral olarak 5000 mg kg™ giin® dozda uygulandigi
grup (10 disi+10 erkek sican)

90 giinliik uygulama siiresini takip eden 6-18 saatlik siirede deney gruplarina
asagida belirtilen deney protokolii uygulandi.

Deney protokolii

1. Gavaj uygulamasina baslamadan Once her gruptan rastgele secilen siganin
intraperitonal olarak uygulanan 60 mg kg™ ketamin — 5 mg kg™ ksilazin anestezisi
altinda sag kol, sol kolu ve gogiis kismina subkutan olarak yerlestirilen elektrotlar
araciligr ile elektrokardiyogrami (EKG) kaydedildi ve 6lglim yapilan siganlar
isaretlendi. 90 gilinlik uygulama siiresi sonunda ayni sicanlara benzer islem
protokolii uygulanarak deney sonu EKG kayaitlar1 alind1.

2. Siganlar deneysel prosediire baglanmadan once son agirliklarinin belirlenmesi
i¢in tartildi.

3. Deney gruplarim1 olusturan sicanlara 90 giinlilk uygulama siiresi sonunda
intraperitonal olarak 60 mg kg™ ketamin ve 5 mg kg™ ksilazin anestezisi uygulandi.

4. Anestezi altinda si¢anlarin kalp sag ventrikiil dokusundan enjektdr yardimiyla
hematolojik ve biyokimyasal analizler i¢in kan 6rnekleri toplandi.

5. Yiiksek miktarda kan alinmasi sonucu 6len siganlarin kalp, karaciger, bobrek,
akciger, dalak, disiler i¢in ovaryum ve erkekler i¢in testis dokular1 g¢ikarildi.
Dokularin fosfat tamponu ¢ozeltisinde (NaCl: 8 g, KCI: 0.2 g, KH,PO4: 0.2 g,
NapHPO,: 1.14 g tartilarak 1L distile su i¢inde ¢oziindiiriildii ve pH’ s1 7.4’ e
ayarlandi.) kan ve diger kirliliklerden temizlenmesi saglandiktan sonra 24 saat
stire ile stizge¢ kagidinda kurutulduktan sonra tartilarak agirliklar1 belirlendi.

6. Hematolojik parametrelerin degerlendirilmesi i¢gin EDTA’ln kan tiiplerine
toplanan kan orneklerinde beyaz kan hiicre sayisi, nétrofil, lenfosit, monosit,
eozinofil, bazofil, kirmiz1 kan hiicre %’ leri, hematokrit, ortalama kirmizi kan
hiicre hacmi, ortalama korpuskular hemoglobin, ortalama korpuskular hemoglobin
konsantrasyonu, platelet, ortalama platelet hiicre hacmi seviyeleri Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Laboratuvarida Coulter LH
750 Hematoloji Analiz cihazi (Beckman Coulter, Inc) ile belirlendi.

7. Jelli tiiplere toplanan kan ornekleri 2-8°C’de 1000 *g’ de 15 dk santrifiij
edilerek serum ornekleri hazirlandi. Serumlarda biyokimyasal analiz ticari kitler
ile belirtilen deney protokoliine uygun olarak gerceklestirildi.

Kalp fonksiyonlarmin degerlendirilmesi i¢in laktat dehidrogenaz (BioAssay

Systems QuantiChrom Lactate Dehydrogenase Kit, ABD), kreatinin kinaz-MB

(BioCheck Creatine kinase (CK-MB) Enzyme Immunoassay Test Kit, ABD),
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troponin I (BioCheck Troponin | (Human Cardiac-Spesific) Enzyme
Immunoassay Test Kit, ABD) ve troponin T (Cusabio Rat Cardiac Troponin T
(cTn-T) ELISA Kit, Cin) seviyeleri ilgili kitlerin {ireticisi tarafindan belirlenen
deney prosediiriine gore tespit edildi.

Karaciger fonksiyonunun degerlendirilmesi amaci ile serum orneklerinde aspartat
aminotransferaz (Biolabo AST/TGP (IFCC) Single Vial Kit, Fransa), alanin
aminotransferaz (Biolabo ALT/TGP Single Vial Kit, Fransa), alkalen fosfotaz
(Biolabo Alkalen Phosphatase (DEA) Kit, Fransa), total ve direkt bilurubin
(Biolabo Total and Direct Bilurubin Sulfonic Acid Method Kit, Fransa), Albumin
(Biolabo BCG Method Kit, Fransa) ve total protein (Biolabo Total Protein Biuret
Method Kit, Fransa) seviyeleri ilgili kitlerin iireticisi tarafindan belirlenen deney
prosediiriine gore tespit edildi.

Bobrek fonksiyonun degerlendirilmesi igin iire (Biolabo Uree U.V. Kinetic
Method Kit, Fransa) ve kreatinin (Bialabo Creatinine Kinetic Method Kit, Fransa)
seviyeleri ilgili kitlerin {ireticisi tarafindan belirlenen deney prosediiriine goére
belirlendi.

Serum elektrolit seviyesinin gostergeleri olarak olarak kalsiyum (Cayman
Chemical Company Calcium Assay Kit, ABD), potasyum (Diazyme Laboratories
Liquid Stable Potassium Enzymatic Assay Kit, ABD), klor (Cayman Chemical
Company Chloride Colorimetric Assay Kit, ABD) ve sodyum (Diazyme
Laboratories Liquid Stable Sodium Enzymatic Assay Kit, ABD) ilgili Kitlerin
tireticisi tarafindan belirlenen deney prosediiriine gore tespit edilirken metabolik
stirecin degerlendirilmesinde belirteg olarak serum glukoz (Biolabo Glucose
GOD-PAP Kit, Fransa) seviyesi uygun analiz kitinde {iretici firma tarafindan
belirlenen deneysel islemlere gore 6l¢iildii.

Dokularin histopatolojik incelenmesi

Gruplara ait akciger, karaciger, kalp ve bobrek dokularina diseksiyon ve elektron
mikroskopi teknigi ayni sekilde uygulandi. Diseksiyon islemi 0.1 M fosfat
tamponu ile pH 7.4’e ayarlanarak % 4’liik glutaraldehid ¢ozeltisi ile fiksasyon
ortaminda gerceklestirildi. Ik fiksasyon islemi 24 saat boyunca yine % 4’liik
glutaraldehid ¢ozeltisi i¢inde gerceklestirildi. Doku 6rnekleri 1 saat boyunca 0.1
M fosfat tamponu (pH 7.4) ile yikandi. Fiksasyon islemi yapilan numuneler
rotator i¢cinde % 2’lik osmik asit ile oda sicakliginda 2 saat bekletildi. Fiksasyona
tabi tutulan doku 6rnekleri fosfat tamponu ile 15 dk boyunca 2 kere yikandi. Doku
ornekleri yitkamanin ardindan oda sicakliginda % 30, % 50, % 70 ve % 90’lik
etanol serisiyle 2 kere 15’er dk daha sonra % 96°lik etanolde 2 kere 30’ar dk ve %
100’liik etanolde 2 kere 30’ar dk dehidrate edildi. Doku 6rnekleri 30°ar dk 2 kere
propilen oksitte, ardindan 1:1 oraninda propilen oksit/araldit karisiminda 1 saat
bekletildi. Ornekler saf araldit icine gémiildii ve oda sicakhiginda 1 gece
bekletildi. Polimerizasyon 60 °C’de oda sicakliginda yapildi. Ince kisimlar toludin
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mavisiyle ve ince kesitler % 2 uranil asetat/kursun sitrat ile 1 saat boyandi
(Bancroft and Gamble; 2002). Incelemeler elektron mikroskopu (Tecnai Bio
Twin FEI Transmisyon) kullanilarak 120 kV’ de yapildu.

Istatistiksel Analiz

Viicut agirlik artiglarinin yiizdeleri hesaplanarak Sigmastat 3.5 programinda
tekrarlayan oOlgiimlerde iki yonlii varyans analizi (Two Way Repeated Measures
ANOVA), ¢oklu karsilastirmalar ise Holm-Sidak post-hoc testi ile yapildi. p <
0.05 olan degerler anlamli olarak kabul edildi. Diger tiim parametreler igin
istatistiksel analiz Sigmastat 3.5 programinda Kruskal-Wallis tek yonlii varyans
analizi (One Way ANOVA), c¢oklu karsilastirmalar ise Tukey post-hoc Testi
kullanilarak yapildi. Tiim karsilastirmalarda p < 0.05 degeri anlamli olarak kabul
edildi.
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BULGULAR ve TARTISMA
Bulgular
Liyofilize Physalis peruviana L. meyve suyunun igerigi

Yapilan kalitatif analizler sonucunda liyofilize Physalis peruviana L. meyve
suyunda Cizelge 7’de belirtilen maddelerin varlig1 gosterildi.

Cizelge 7. Liyofilize Physalis peruviana L. Meyve Suyunun icerigi

Madde grubu Liyofilize meyve suyunda varhgi
Karbonhidratlar +
Tanen -

Siyanojenetik glikozit -

Flavon glikozitleri -

Kardiyotonik glikozitler +
Saponin +

Protein +
Karotenoitler +
Poliiironitler +
Alkaloidler +

Tropan Alkaloidler

Sabit yag

UmuC genotoksisite test sonucu

Farkli konsantrasyonlarda PMS uygulamasi ile Salmonella typhimurium TA1535
[pSK1002] susu ile S9 enzim fraksiyon varliginda ve yoklugunda biiylime faktor
degerinin 0.5’ ten fazla oldugu ve indiiksiyon orani degerinin 1.5 ten az oldugu
belirlendi. UmuC sonuglarina gore, bir 6rnek diliisyonunun genotoksik olarak
degerlendirilmesi i¢in indiiksiyon orani 1.5’ ten biiyiik ve bliyiime faktorii 0.5’ten
biiyiik veya esit olmali ve doz-cevap egilimi gézlenmelidir. Bu kurala gore, PMS’
nin mutajen olmadig1 sdylenebilir.
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Sekil 2. PMS umuC Test Sonucu

BF: Biiyiime Faktorii; GA: p—galaktosidaz Aktivitesi; 1O: indiiksiyon Oram
Akut toksisite testi sonuclart

5 disi ve 5 erkek sicandan olusan gruplara PMS’ nin 5000 mg™ kg~ dozda distile
su icinde oral olarak uygulanmasini takip eden 24 saat sonunda gruplarda 6lim
gozlenmedi. 24 saatlik siire icerisinde ve 14 giinliik gozlem periyodu siiresince
deney hayvanlarinda saldirganlik, sedasyon, uyku hali gibi davranigsal
semptomlar, tremor, katatoni, paraliz, konvulsiyon gibi norolojik semptomlar,
deri, g6z ve mukoz membranlardaki degisimler, asfeksi, salivasyon ve diyare
gozlenmedi. Gozlem periyodu sonunda Oldiiriilen deney hayvanlarmin kalp,
karaciger, bobrek, akciger, mide, dalak, disiler i¢cin ovaryum, erkekler icin testis
dokularinda makroskobik olarak herhangi bir nekrotik odaga rastlanmadi.

Subkronik test sonuclart
Viicut agirlig

Disi  gruplarn = % agirhk degisimleri dozlar ve haftalar arasinda
karsilastirlldiginda, 2. ve 4. haftalarda kontrole gore dozlar arasinda anlamli
farklillk gozlenmezken, 6. haftada 100 mg kg gin~ PMS uygulanan grupta
kontrol grubuna gore, 8., 10. ve 12. haftalarda 100 mg™ kg™ giin- ve 1000 mg™ kg’
giin' PMS uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
farkliklar gozlendi. Bu haftalarda 100 mg™ kg™ giin® ve 1000 mg™ kg™ giin”™ PMS
uygulanan gruplardaki % agirlik artisinin kontrol grubundan fazla oldugu tespit
edildi. 5000 mg" kg  gin~ PMS uygulanan grup ile kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik belirlenmedi. Benzer sekilde 8., 10. ve 12.
haftalarda 5000 mg™ kg™ giin® PMS uygulanan grupta 100 mg” kg™ giin" ve 1000
mg” kg giin- PMS uygulanan gruplara oranla istatistiksel olarak anlamli farklilik
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dikkat ¢ekmektedir. Bu haftalarda 100 mg™ kg™ giin- ve 1000 mg” kg™ giin® PMS
uygulanan gruplardaki % agirlik artisinin 5000 mg™ kg™ giinn®  PMS uygulanan
gruptan fazla oldugu tespit edildi.

300

—a—EKontral

Gram

—+— 1 m= k= - sin-

—8— 10 mg kz-gin-

—— 5000 e leg- ziin-

Haftalar

Sekil 3. Haftalara Gére Disi Gruplara ait Viicut Agirhklari (n=7)

Erkek gruplarmm % agirhk degisimleri dozlar ve haftalar arasinda
karsilastirildiginda, 2. ve 12. haftalarda 5000 mg™ kg~ giin PMS uygulanan grupta
kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli farklilik belirlendi. 2.haftada
kontrol grubundaki % agirlik artisinin 5000 mg™ kg™ giin® PMS uygulanan gruptan
az, 12. haftada ise kontrol grubundaki % agirlik artiginin 5000 mg™ kg™ giin® PMS
uygulanan gruptan fazla oldugu tespit edildi. 100 ve 1000 mg™ kg gin° PMS
uygulanan grupta kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmedi. 5000 mg™ kg™ giin”- PMS uygulanan grupta 100 ve 1000 mg™ kg™ giin®
PMS uygulanan gruplara gore 12. haftada da benzer sekilde istatistiki olarak
anlamli % agirlik azalmasi dikkat ¢ekmektedir. Bu haftada 100 mg™ kg™ giin™ ve
1000 mg” kg™ giin® PMS uygulanan gruplardaki % agirlik artiginin 5000 mg™ kg
gliin® PMS uygulanan gruptan fazla oldugu tespit edildi.
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Sekil 4. Haftalara Gore Erkek Gruplara ait Viicut Agirhiklar (n=7)
Organ agwrliklar

Disi gruplara ait hesaplanan % organ agirlig1 / viicut agirligr oranlari agisindan
100 — 1000 — 5000 mg" kg™ giin° PMS uygulanan gruplarda kontrol grubuna oranla
anlamli artma ya da azalma gozlenmedi. PMS gruplari kendi aralarinda
karsilastirildiginda ise benzer sekilde gruplar arasinda anlamli fark tespit
edilmedi.

Cizelge 8. PMS’ nin 90 Giinliik Oral Uygulamasi Sonunda Disi Gruplara ait % Organ
Agirliklar (n=7)

% organ agirh@ Kontrol 100 mg kg 1000 mg kg 5000 mg kg’
/ viicut agirhg: giin’ giin’ giin’
(9/9)
% Akcigerler 0.46 0.54 0.56 0.59
+0.34 +0.11 +0.35 +0.33
% Karaciger 3.06 3.52 3.04 3.34
+0.32 +0.31 +1.18 +0.60
% Kalp 0.45 0.43 0.42 0.46
+0.04 +0.03 +0.06 +0.04
% Bobrekler 0.69 0.66 0.65 0.73
+0.06 +0.07 +0.14 +0.16
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Cizelge 8. (Devam) PMS’ nin 90 Giinliik Oral Uygulamasi Sonunda Disi Gruplara ait %
Organ Agirhiklar: (n=7)

% Dalak 0.45 0.56 0.52 0.54
+0.08 +0.15 +0.06 +0.08

% Ovaryum 0.080 0.92 0.10 0.10
+0.01 +0.01 +0.01 +0.02

Erkek gruplara ait hesaplanan % organ agirligi / viicut agirligr oranlari agisindan
100 — 1000 — 5000 mg" kg™ giin° PMS uygulanan gruplarda kontrol grubuna oranla
anlamli artma ya da azalma gozlenmedi. PMS gruplar1t kendi aralarinda
karsilastirildiginda ise benzer sekilde gruplar arasinda anlamli fark tespit
edilmedi.

Cizelge 9. PMS’ nin 90 Giinliik Oral Uygulamasi1 Sonunda Erkek Gruplara ait % Organ
Agirliklar (n=7)

% organ agirhg Kontrol 100 mg kg 1000 mg kg 5000 mg kg

/ viicut agirhg giin’ giin’ giin’
(9/9)

% Akcigerler 0.58 0.75 0.63 0.62
+0.24 +0.29 +0.18 +0.17
% Karaciger 3.83 3.82 3.52 3.78
+1.13 +1.32 +0.29 +1.04
% Kalp 0.45 0.45 0.40 0.44
+0.05 +0.10 +0.05 +0.03
% Bobrekler 0.72 0.70 0.67 0.79
+0.14 +0.14 +0.18 +0.14
% Dalak 0.47 0.57 0.42 0.56
+0.15 +0.13 +0.08 +0.08
% Testisler 1.14 1.24 1.26 1.27
+0.15 +0.13 +0.08 +0.09

Hematolojik toksisite sonuglart

Disi gruplar arasinda 90 giin siire ile 100 ve 1000 mg kg giin' PMS uygulamasiyla
plazma hematolojik biyogostergelerinde kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak
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anlaml bir farklilik gézlenmedi. 5000 mg kg giin® PMS uygulamasiyla kan
trombosit diizeyinin kontrol grubuna oranla anlamli olarak arttig1 belirlendi. Diger
hematolojik parametrelerde 5000 mg kg™ giin® PMS uygulanan grupta kontrol
grubuna oranla anlamli bir fark gozlenmedi. PMS uygulanan gruplar kendi
aralarinda karsilastirildiklarinda gruplar arasinda hematolojik parametreler
acisindan anlamli bir fark tespit edilmedi.

Cizelge 10. PMS’ nin 90 Giinliik Oral Uygulamasi ile Hematolojik Biyogostergelerin Disi
Gruplardaki Dagihim (n=7)

Kontrol 100 mg kg giin® 1000 mg kg 5000 mg kg

giin’ giin’
BKH 2.38 3.87 2.60 2.31
(10%/pl) +0.60 +1.22 +1.18 +0.98
7.32 5.37 8.88 9.18

% Notrofil
+1.66 +1.48 +3.01 +3.80
90.46 90.72 85.98 87.86

% Lenfosit
+2.80 +9.39 +6.16 +5.22
2.10 2.30 2.49 3.10

% Monosit
+1.08 +1.51 +1.25 +2.08
0.09 0.77 1.48 1.09

% Eozinofil
+0.05 +0.58 +0.94 +0.75
0.37 0.27 0.34 0.21

% Bazofil
+0.18 +0.13 +0.35 +0.10
KKH 7.44 7.14 7.16 7.52
(10%/1) +0.63 +0.64 +0.52 +0.53
Hemaoglobin 14.39 13.94 14.05 14.01
(g/di) +1.13 +1.12 +1.02 +1.38
Hematokrit 41.74 39.43 39.35 39.21
(%) +3.64 +3.56 +3.12 +3.71
OKH 56.09 55.23 54.93 53.38
(1) +0.76 +1.10 +1.71 +1.10
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Cizelge 10. (Devam) PMS’ nin 90 Giinliik Oral Uygulamasi ile Hematolojik
Biyogostergelerin Disi Gruplardaki Dagilim (n=7)

OKHgb 19.36 19.57 19.64 19.09
(g) +0.27 10,54 1047 £0.52
OKHgbK 34.49 35.39 35.76 35.76
(g/dl) +0.51 +0.65 +0.48 +0.59
KKH Dagilim 13.81 13.89 13.54 14.48
Genisligi +1.25 11.46 11.38 11.22
(%)

Trombosit 543.50 736.57 761.14 857.25"

(10%/pl) 112356 115547 +148.98 1+109.22
OTH 7.28 7.09 7.11 6.81
(1) +0.46 +0.35 £0.42 1027

*: kontrol grubuna gore anlamli olarak farklidir (p<0.05)

BKH: Beyaz kan hiicresi; KKH: Kirmizi kan hiicresi; OKH: Ortalama korpuskular hacim; OKHgb: Ortalama korpuskular
hemoglobin; OKHgbK: ortalama korpuskular hemoglobin konsantrasyonu; OTH: Ortalama trombosit hacmi

Erkek gruplar arasinda da 90 giin siire ile 100-1000-5000 mg kg~ giin® PMS
uygulamasiyla plazma hematolojik biyogdstergelerinde kontrol grubuna oranla
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmedi. PMS uygulanan gruplar
kendi aralarinda karsilastirildiklarinda ise gruplar arasinda anlamli bir farklilik
gbzlenmedi.

Cizelge 11. PMS’ nin 90 Giinliik Oral Uygulamasi ile Hematolojik Biyogostergelerin Erkek
Gruplardaki Dagilim (n=7)

Kontrol 100 mg kg’ 1000 mg kg 5000 mg kg

giin’ giin’ giin’
BKH 5.54 5.68 4.45 5.30
(10*/p1) +0.93 +1.28 +0.69 +1.89
3.27 4.45 5.68 6.08

% Notrofil
’ 1212 +1.54 +1.64 1253
90.83 89.53 85.65 88.30

% Lenfosit
+9.72 +5.27 +5.33 +4.08
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Cizelge 11. (Devam) PMS’ nin 90 Giinliik Oral Uygulamasi ile Hematolojik
Biyogostergelerin Erkek Gruplardaki Dagilim (n=7)
3.63 3.72 4.44 2.39
% Monosit
+3.98 +2.20 +2.45 +1.63
1.54 1.76 2.47 2.59
% Eozinofil
+1.97 +1.42 +1.60 +0.92
0.93 2.27 0.17 0.40
% Bazofil
+0.28 +1.57 +0.10 +0.16
KKH 8.14 7.98 8.18 8.03
(10%/pl) +0.41 +0.56 +0.39 +0.46
Hemoglobin 15.06 14.70 15.40 14.70
(g/dI) +0.50 +1.08 +0.89 +0.53
Hematokrit 43.00 40.90 42.77 47.18
(%) +1.41 +3.16 +2.36 +4.09
OKH 52.89 51.22 51.30 57.39
(1) +1.61 +1.60 +1.77 +4.49
OKHgb 18.53 18.38 18.44 18.03
(pY) +0.45 +0.46 +0.40 +0.61
OKHgbK 35.01 35.92 36.00 31.57
(g/dl) +0.47 +0.30 +0.55 +3.31
KKH Dagihm 15.03 16.84 17.09 19.40
Genisligi +1.13 221 127 2,97
(%)
Trombosit 717.13 795.00 768.33 918.00
(10%/u1) +92.93 +75.24 +34.42 +166.35
OTH 7.49 7.12 6.93 7.30
(fl) +0.38 +0.40 +0.16 +0.10

BKH: Beyaz kan hiicresi; KKH: Kirmizi kan hiicresi; OKH: Ortalama korpuskular hacim; OKHgb: Ortalama korpuskular
hemoglobin; OKHgbK: ortalama korpuskular hemoglobin konsantrasyonu; OTH: Ortalama trombosit hacmi
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Hepatik toksisite sonuc¢lar

Disi gruplar arasinda 90 giin siire ile 100-1000-5000 mg kg giin® PMS
uygulamasiyla serum hepatik biyogostergelerinde kontrol grubuna oranla
istatistiksel olarak anlamli bir farklihik gbzlenmedi. PMS gruplart kendi
aralarinda karsilagtirildiklarinda gruplar arasinda anlamli bir fark belirlenmedi.

Cizelge 12. PMS 90 Giinliik Oral Uygulamasi ile Serum Hepatik Biyogostergelerin Disi

Gruplardaki Dagihm (n=7)

Kontrol 100 mg kg~ giin’ 1000 mg kg 5000 mg kg
giin’ giin’
ALT 72.95 68.83 72.00 69.58
(U/L) +13.08 +10.53 +11.24 +22.40
AST 200.29 199.29 203.80 201.57
(U/L) +23.35 +30.86 +22.04 +32.95
ALP 132.44 116.78 122.20 129.37
(U/L) +32.82 +21.64 +19.12 +24.64
BILD 0.04 0.05 0.07 0.05
(mg/dL) +0.02 +0.01 +0.02 +0.02
BILT 0.09 0.12 0.10 0.11
(mg/dL) +0.04 +0.06 +0.02 +0.05
Albumin 3.96 4.17 4.13 3.76
(g9/dL) +0.34 +0.42 +0.36 +0.51
Total protein 7.13 7.16 6.79 6.83
(g/dL) +0.28 +0.37 +0.36 +0.62

ALT: Alanin aminotransferaz; AST: Aspartat aminotransferaz; ALP: Alkalen fosfataz; BILD: Direkt bilurubin; BILT:
Total bilurubin

Benzer sekilde erkek gruplar arasinda da 90 giin siire ile 100-1000-5000 mg kg
giinn PMS uygulamasiyla serum hepatik biyogostergelerinde kontrol grubuna
oranla istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmedi. PMS gruplari kendi
aralarinda karsilagtirildiklarinda gruplar arasinda anlamli bir fark belirlenmedi.
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Cizelge 13. PMS 90 Giinliik Oral Uygulamas ile Serum Hepatik Biyogostergelerin Erkek
Gruplardaki Dagilim (n=7)

Kontrol 100 mg kg~ giin’ 1000 mg kg 5000 mg kg’
giin’ giin’
ALT 78.70 77.00 80.00 86.10
(U/L) +8.26 +15.49 +10.60 +12.32
AST 170.84 168.00 181.23 175.86
(U/L) +24.16 +7.79 +11.26 +41.12
ALP 137.17 152.83 160.33 183.55
(U/L) +31.35 +16.11 +11.71 +12.97
BILD 0.05 0.05 0.04 0.06
(mg/dL) +0.01 +0.02 +0.01 +0.02
BILT 0.08 0.08 0.07 0.07
(mg/dL) +0.04 +0.03 +0.02 +0.02
Albumin 3.74 3.75 3.89 3.66
(g/dL) +0.43 +0.50 +0.29 +0.24
Total protein 6.66 6.44 6.74 6.86
(9/dL) +0.34 +0.19 +0.21 +0.49

ALT: Alanin aminotransferaz; AST: Aspartat aminotransferaz; ALP: Alkalen fosfataz; BILD: Direkt bilurubin; BILT:

Total bilurubin

Renal toksisite sonuclar

Disi gruplar arasinda 90 giin siire ile 100-1000-5000 mg kg giin® PMS

uygulamasiyla serum
istatistiksel olarak anlamli bir farkliik gozlenmedi.

renal

biyogdstergelerinde kontrol

grubuna oranla
PMS gruplart kendi

aralarinda karsilastirildiklarinda gruplar arasinda anlamli bir fark belirlenmedi.

Cizelge 14. PMS Ekstresinin 90 Giinliik Oral Uygulamasi ile Serum Renal Biyogostergelerin

Disi Gruplardaki Dagilim (n=7)

Kontrol 100 mg kg giin’ 1000 mg kg 5000 mg kg’
giin’ giin’
KREA 0.38 0.34 0.37 0.32
+0.05 +0.03 +0.05 +0.05
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Cizelge 14. (Devam) PMS Ekstresinin 90 Giinliik Oral Uygulamasi ile Serum Renal
Biyogostergelerin Disi Gruplardaki Dagilim (n=7)

URE 48.80 49.23 43.74 44.41
+7.60 +9.98 +6.29 +6.04

KREA: Kreatinin; URE: Ure

Benzer sekilde erkek gruplar arasinda da 90 giin siire ile 100-1000-5000 mg kg
giin” PMS uygulamasiyla serum renal biyogdstergelerinde kontrol grubuna oranla
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmedi. PMS gruplar1 kendi
aralarinda  karsilastirildiklarinda  gruplar arasinda anlamli  bir  farklilik
belirlenmedi.

Cizelge 15. PMS 90 Giinliik Oral Uygulamasi ile Serum Renal Biyogostergelerin Erkek
Gruplardaki Dagihim (n=7)

Kontrol 100 mg kg~ giin’ 1000 mg kg 5000 mg kg
giin’ giin’
KREA 0.32 0.26 0.29 0.32
(mg/dL) +0.02 +0.05 +0.04 +0.07
URE 40.90 49.10 50.36 40.40
+5.25 +5.69 +3.45 +7.87

KREA: Kreatinin; URE: Ure

Elektrolit toksisite sonuclart

Disi gruplar arasinda 90 giin siire ile 100-1000-5000 mg kg giin® PMS
uygulamasiyla serum elektrolit biyogdstergelerinde kontrol grubuna oranla
istatistiksel olarak anlamli bir farklilblk gozlenmedi. PMS gruplarn kendi
aralarinda  karsilagtirildiklarinda  gruplar arasinda anlamli  bir  farklilik
belirlenmedi.

Cizelge 16. PMS 90 Giinliik Oral Uygulamasi ile Serum Elektrolit Biyogostergelerin Disi
Gruplardaki Dagilim (n=7)

Kontrol 100 mg kg~ giin’ 1000 mg kg 5000 mg kg’
giin’ giin’
Kalsiyum 10.68 10.90 10.43 10.16
(mg/dL) +0.59 +0.29 +0.33 +0.43
Klor 95.89 97.26 98.16 97.89
(mEg/L) 4223 +1.55 +1.39 +2.09
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Cizelge 16. (Devam) PMS 90 Giinliik Oral Uygulamasi ile Serum Elektrolit Biyogostergelerin
Disi Gruplardaki Dagilimi (n=7)

Potasyum 4.81 451 4.52 4.61
(MEq/L) +0.29 +0.45 +0.28 +0.38
Sodyum 144.13 142.86 142.75 141.00
(MEq/L) +1.36 +1.07 +1.28 +1.58

Erkek gruplar arasinda da 90 giin siire ile 100-1000-5000 mg kg~ giin® PMS
uygulamasiyla serum elektrolit biyogostergelerinde kontrol grubuna oranla
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmedi. Ancak 5000 mg kg~ giin’
PMS uygulanan erkek grubunda kontrol grubuna oranla anlamli olarak artmis
potasyum seviyesi dikkat ¢ekmektedir. Ayni sekilde 5000 mg kg giin® PMS
uygulanan erkek grubunda 100 mg kg~ giin" PMS uygulanan gruba oranla anlaml
olarak artmis potasyum seviyesi gozlendi. Diger gruplar arasinda anlamli bir
farklilik belirlenmedi.

Cizelge 17. PMS 90 Giinliik Oral Uygulamasi ile Serum Elektrolit Biyogostergelerin Erkek
Gruplardaki Dagilim (n=7)

Kontrol 100 mg kg~ giin’ 1000 mg kg 5000 mg kg
giin’ giin’

Kalsiyum 10.53 10.20 10.70 10.88
(mg/dL) +0.30 +0.34 +0.48 +0.60

Klor 96.63 101.04 100.34 96.31
(mEg/L) +3.93 +0.57 +1.01 +3.58
Potasyum 478 4.70 5.45 7.42"
(mEg/L) +0.52 +0.46 +1.25 +2.34
Sodyum 144.00 144.00 144.43 144.00
(mEqg/L) +2.14 +1.87 +1.27 +2.45
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*: kontrol grubuna gére anlaml olarak farklidir (p<0.05)

Serum glukoz seviyesi Sonuglart

Disi gruplar arasinda 90 giin siire ile 100-1000-5000 mg kg giin® PMS
uygulamasiyla serum glukoz seviyesinde kontrol grubuna oranla istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik gozlenmedi. PMS gruplart kendi aralarinda
karsilastirildiklarinda gruplar arasinda anlamli bir farklilik belirlenmedi.
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Cizelge 18. PMS 90 Giinliik Oral Uygulamasi ile Serum Glukoz Seviyesinin Disi Gruplardaki

Dagilim (n=7)

Kontrol 100 mg kg giin’ 1000 mg kg 5000 mg kg
giin’ giin’
Glukoz 81.95 120.57 120.75 125.50
(mg/dL) +14.26 +13.72 +14.64 +10.07

Erkek gruplar arasinda 90 giin siire ile 100-1000-5000 mg kg gin® PMS
uygulamasiyla serum glukoz seviyesinde kontrol grubuna oranla istatistiksel
olarak anlamli derecede artmis serum glukoz seviyesi dikkat gekmektedir.

Cizelge 19. PMS 90 Giinliik Oral Uygulamasi ile Serum Glukoz Seviyesinin Erkek

Gruplardaki Dagilhim (n=7)

Kontrol 100 mg kg giin® 1000 mg kg 5000 mg kg~
giin’ giin’
Glukoz 104.00 151.14" 151.04" 143.50"
(mg/dL) +16.88 +32.86 +23.62 +8.74

*: kontrol grubuna gore anlamli olarak farklidir (p<0.05)

Kardiyak toksisite sonu¢lar

Disi gruplar arasinda 90 giin siire ile 100-1000-5000 mg kg giin® PMS
uygulamasiyla serum CK-MB seviyelerinde kontrol grubuna oranla istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi. Benzer sekilde serum LDH seviyelerinde
de kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli bir farklilik belirlenmedi.
Serum troponin I seviyesinin disi 100 mg kg™ giin- PMS uygulamasiyla kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artig1, diger gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik olmadig: belirlendi. Diger taraftan serum troponin T
seviyelerinde 100-1000-5000 mg kg™ giin' PMS uygulamasiyla kontrol grubuna
oranla istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi.

Cizelge 20. PMS ekstresinin 90 Giinlik Oral Uygulamasi ile Serum Kardiyak
Biyogostergelerin Disi Gruplardaki Dagilim (n=7)
Kontrol 100 mg kg giin’ 1000 mg kg 5000 mg kg
giin’ giin’
CK-MB 7.23 10.93 9.54 7.71
(ng ml) +0.40 +3.17 +1.38 +0.72
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Cizelge 20. (Devam) PMS ekstresinin 90 Giinliik Oral Uygulamas: ile Serum Kardiyak
Biyogostergelerin Disi Gruplardaki Dagilim (n=7)

LDH 103.32 109.82 112.17 135.41
(IuL) +18.23 +31.86 +36.93 +23.29
Troponin | 1.60 3.05" 2.74 2.72
(ng ml) +0.73 +0.41 +0.20 +0.67
Troponin T 72.31 91.10 94.26 99.00
(pg mL) +5.34 +66.09 +36.07 +54.93

CK-MB: Kreatin kinaz miyokaryal bandi; LDH: Laktat dehidrogenaz

*: kontrol grubuna gore anlamli olarak farklidir (p<0.05)

Erkek gruplar arasinda 90 giin siire ile 100-1000-5000 mg kg giin® PMS
uygulamasiyla serum CK-MB seviyelerinde kontrol grubuna oranla istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik tespit edilmedi. Benzer sekilde serum LDH
seviyelerinde de kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmedi. Serum troponin | seviyesi ise erkek 5000 mg kg giin~ PMS
uygulamasiyla kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artarken, diger
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik belirlenmezken 100-1000-
5000 mg kg giin® PMS uygulamasiyla serum troponin T seviyelerinin kontrol
grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 tespit edildi.

Cizelge 21. PMS Ekstresinin 90 Giinlik Oral Uygulamas1 ile Serum Kardiyak
Biyogostergelerin Erkek Gruplardaki Dagilimi (n=7)

Kontrol 100 mg kg~ giin’ 1000 mg kg 5000 mg kg
giin’ giin’
CK-MB 76 7.10 9.50 10.79
(ng ml) +0.76 +1.97 +1.06 +2.69
LDH 107.39 124.31 132.30 140.51
(U L) +12.78 42336 +27.90 +21.99
Troponin | 1.81 2.64 2.72 3.12"
(ng ml) £0.70 +0.66 +0.69 +0.67
Troponin T 76.47 188.48" 165.15" 173.74"
(pg mL") +25.63 +61.96 +81.32 +51.75

CK-MB: Kreatin kinaz miyokardiyal bandi; LDH: Laktat dehidrogenaz

*: kontrol grubuna gore anlamli olarak farklidir.( p<0.05)
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EKG sonuclar:

Disi kontrol grubuna ait 90 giin oral distile su uygulamasi 6ncesi alinan EKG
kayit 6rneginde Q dalgasi, ST ¢okmesi ve ST yiikselmesine rastlanmamakta olup
iskemi bulgusu gozlenmedi. EKG verileri normal olarak degerlendirildi. Ardisik 3
kalp atiginin ortalamasi 245.6 olarak belirlendi.
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Sekil 5 . Disi Kontrol Grubu 90 Giin Oral Distile Su Uygulama Oncesi EKG Kaydi

Disi kontrol grubuna ait 90 giinliik oral distile su uygulamasini takiben alinan
EKG kayit 6rneginde Q dalgasi, ST ¢okmesi ve ST yiikselmesine rastlanmamakta
olup iskemi bulgusu gozlenmedi. EKG verileri normal olarak degerlendirildi.
Ardisik 3 kalp atisinin ortalamasi 285 olarak belirlendi.
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Sekil 6. Disi Kontrol Grubu 90 Giin Oral Distile Su Uygulama Sonras1 EKG Kaydi

Disi 100 mg kg™ glin® grubuna ait PMS uygulamasi oncesi aliman EKG kayit
orneginde Q dalgasi, ST ¢6kmesi ve ST yiikselmesine rastlanmamakta olup
iskemi bulgusu gézlenmedi. EKG verileri normal olarak degerlendirildi. Ardisik 3
kalp atiginin ortalamasi 397 olarak belirlendi.
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Sekil 7. Disi 100 mg kg’ PMS’ nin 90 Giin Oral Uygulama Oncesi EKG Kaydi

Disi 100 mg kg gilin” grubuna ait 90 giin PMS uygulamasini takiben alinan EKG
kayit 6rneginde Q dalgasi, ST ¢okmesi ve ST yiikselmesine rastlanmamakta olup
iskemi bulgusu gozlenmedi. EKG verileri normal olarak degerlendirildi. Ardisik 3
kalp atisinin ortalamasi 245.6 olarak belirlendi.
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Sekil 8. Disi 100 mg kg' PMS’ nin 90 Giin Oral Uygulama Sonras1 EKG Kaydi

Disi 1000 mg kg™ giin" grubuna sigandan PMS uygulamasi 6ncesi alinan EKG
kayit 6rneginde Q dalgasi, ST ¢okmesi ve ST yiikselmesine rastlanmamakta olup
iskemi bulgusu gozlenmedi. EKG verileri normal olarak degerlendirildi. Ardisik 3
kalp atisinin ortalamasi 216.6 olarak belirlendi.
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Sekil 9. Disi 1000 mg/kg PMS’ nin 90 Giin Oral Uygulama Oncesi EKG Kaydi

Disi 1000 mg kg™ glin” grubuna ait 90 giin PMS uygulamasini takiben alinan EKG
kayit 6rneginde R dalgasinin kayboldugu ve Q dalgasinin olustugu belirlendi.
EKG verileri infarktiis belirtisi olarak degerlendirildi. Ardisik 3 kalp atisinin
ortalamasi 249.3 olarak belirlendi.
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Sekil 10. Disi 1000 mg kg' PMS’ nin 90 Giin Oral Uygulama Sonrasi1 EKG Kaydi

Disi 5000 mg kg™ giin® grubuna ait PMS uygulamasi 6ncesi aliman EKG kayit
orneginde Q dalgasi, ST ¢okmesi ve ST yiikselmesine rastlanmamakta olup
iskemi bulgusu gozlenmedi. EKG verileri normal olarak degerlendirildi. Ardisik 3
kalp atiginin ortalamasi 305 olarak belirlendi.
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Sekil 11. Disi 5000 mg kg’ PMS’ nin 90 Giin Oral Uygulama Oncesi EKG Kayd

Disi 5000 mg kg™ giin” grubuna ait 90 giin PMS uygulamasini takiben alinan EKG
kayit 6rneginde Q dalgasi, ST ¢okmesi ve ST yiikselmesine rastlanmamakta olup
iskemi bulgusu gozlenmedi. EKG verileri normal olarak degerlendirildi. Ardisik 3
kalp atisinin ortalamasi 220 olarak belirlendi.
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Sekil 12. Disi 5000 mg kg" PMS’ nin 90 Giin Oral Uygulama Sonras1 EKG Kaydi
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Erkek kontrol grubuna ait oral distile su uygulamasi 6ncesi alinan EKG kayit
orneginde Q dalgasi, ST ¢okmesi ve ST yiikselmesine rastlanmamakta olup
iskemi bulgusu gozlenmedi. EKG verileri normal olarak degerlendirildi. Ardisik 3
kalp atiginin ortalamasi 321 olarak belirlendi.
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Sekil 13. Erkek Kontrol Grubu 90 Giin Oral Distile Su Uygulama Oncesi EKG Kaydi

Erkek kontrol grubumuza ait 90 giin oral distile su uygulama sonrasinda alinan
EKG kayit 6rneginde Q dalgasi, ST ¢okmesi ve ST yiikselmesine rastlanmamakta
olup iskemi bulgusu gozlenmedi. EKG verileri normal olarak degerlendirildi.
Ardisik 3 kalp atisinin ortalamasi 359 olarak belirlendi.
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Sekil 14. Erkek Kontrol Grubu 90 Giin Oral Distile Su Uygulama Sonras1 EKG Kaydi

Erkek 100 mg kg giin~ grubuna ait PMS uygulamasi 6ncesi alinan EKG kayit
orneginde Q dalgasi, ST ¢6kmesi ve ST yiikselmesine rastlanmamakta olup
iskemi bulgusu gozlenmedi. EKG verileri normal olarak degerlendirildi. Ardisik 3
kalp atiginin ortalamasi 315 olarak belirlendi.
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Sekil 15. Erkek 100 mg kg' PMS’nin 90 Giin Oral Uygulama Oncesi EKG Kaydi

Erkek 100 mg kg™ giin” grubuna ait 90 giin PMS uygulamasini takiben alinan EKG
kayit 6rneginde Q dalgasi, ST ¢okmesi ve ST yiikselmesine rastlanmamakta olup
iskemi bulgusu gozlenmedi. EKG verileri normal olarak degerlendirildi. Ardisik 3
kalp atiginin ortalamasi 221.6 olarak belirlendi.
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Sekil 16. Erkek 100 mg kg' PMS’ nin 90 Giin Oral Uygulama Sonras1 EKG Kaydi

Erkek 1000 mg kg™ giin” grubuna ait PMS uygulamasi oncesi alinan EKG kayit
orneginde Q dalgasi, ST ¢okmesi ve ST yiikselmesine rastlanmamakta olup
iskemi bulgusu gozlenmedi. EKG verileri normal olarak degerlendirildi. Ardisik 3
kalp atisinin ortalamasi 284.6 olarak belirlendi.
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Sekil 17. Erkek 1000 mg kg” PMS’ nin 90 Giin Oral Uygulama Oncesi EKG Kayd1

Erkek 1000 mg kg™ giin® grubuna ait 90 giin PMS uygulamasini takiben alinan
EKG kayit 6rneginde Q dalgasi, ST ¢okmesi ve ST yiikselmesine rastlanmamakta
olup iskemi bulgusu gozlenmedi. EKG verileri normal olarak degerlendirildi.

Ardisik 3 kalp atisinin ortalamasi 255.6 olarak belirlendi.
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Sekil 18. Erkek 1000 mg kg PMS’ nin 90 Giin Oral Uygulama Sonrasi1 EKG Kaydi

Erkek 5000 mg kg™ giin” grubuna ait PMS uygulamasi 6ncesi aliman EKG kayit
orneginde ST yiikselmesine rastlanmamakta olup iskemi bulgusu gdzlenmedi.
EKG verileri normal olarak degerlendirildi. Ardisik 3 kalp atiginin ortalamasi 229

olarak belirlendi.

47



@ ANADOLU UNIVERSITESI

[ e st ooy w16 hep
EIEIE EEEEIC] = EEE
) e =] ol e &
@ onres

== i |

i . 'ﬂ% i it

o w00 =n T
seccnie

[ =3

Sekil 19. Erkek 5000 mg/kg PMS’ nin 90 Giin Oral Uygulama Oncesi EKG Kaydi

Erkek 5000 mg kg giin® grubuna ait 90 giin PMS uygulamasi takiben alinan
EKG kayit orneginde 2-2.5 mm ST yiikselmesine rastlanmakta olup iskemi
bulgusu gozlendi. EKG verileri infarktiis belirtisi olarak degerlendirildi. Ardisik 3
kalp atiginin ortalamasi 240.3 olarak belirlendi.
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Sekil 20. Erkek 5000 mg kg PMS’ nin 90 Giin Oral Uygulama Sonras1 EKG Kaydi
Histopatoloji sonuc¢lar:
Akciger histopatolojik inceleme sonuglar

Akciger pnomosit 1 (P1) ve pndmosit (2) hiicreleri, bazal membran ve kapiler
membran ultrastriiktiirel yapisi normal goriinlimdedir.
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Sekil 21. Kontrol Grubu ve 5000 mg kg™ giin° PMS Uygulanan Disi ve Erkek Gruplara ait
Akciger Dokusunun Elektron Mikroskop Gaoriintiisii

Bobrek dokusu histolojik sonuglari

Mitokondrion, niikleus normal goriiniimde, glomerulus membrani bazal laminasi
ve Padosit yapisi normal goriiniimdedir.

Kontrol
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Sekil 22. Kontrol Grubu ve 5000 mg kg™ giin" PMS Uygulanan Disi ve Erkek Gruplara ait
Bobrek Dokusunun Elektron Mikroskop Goriintiisii

Karaciger histopatoloji sonuglari

Graniillii endoplazmik retikulm, niikleus membrani ve niikleus porlar1 normal
ultrastriiktural goriiniim gozlendi. Ancak normal yapr yaninda 5000 mg kg™ giin’
PMS uygulanan erkek gruba ait karaciger histolojik kesitlerinde minimal lipit
birikimi tespit edildi.

Kontrol 5000 mg/kg/giin (erkek)

Sekil 23. Kontrol Grubu ve 5000 mg kg™ giin- PMS Uygulanan Disi ve Erkek Gruplara ait
Karaciger Dokusunun Elektron Mikroskop Goériintiisii

Kalp histopatoloji sonuglar

Kontrol grubuna ait niikleus ve kalp kasina 6zgii ¢izgilenmeler (miyoflamentler)
normal olarak goriintiilendi. 5000 mg kg glin' PMS uygulanan gruplarda 6zellikle
erkek gruba ait kalp histolojik kesitlerinde niikleusta kromatin dejenerasyonu,
stoplazmada lipit birikimi ve nukleusta vakuoler goriiniim tespit edildi.
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Sekil 24. Kontrol Grubu ve 5000 mg kg™ giin' PMS Uygulanan Disi ve Erkek Gruplara ait
Kalp Dokusunun Elektron Mikroskop Gériintiisii

Tartisma

Son yillarda geleneksel bitkisel tedavi yontemleri popiilaritesini yeniden
kazanmakta ve alternatif tedavi yontemi olarak cesitli hastaliklarin tedavisinde ve
profilaksisinde kullanilmaktadir (Shin, 2011; Lee, 2012). Genelde geleneksel
bitkisel tedavide bitkiler karisimlar halinde tek preparatta bir arada bulunmaktadir.
Bitkisel tedavi hastaliklara karsi koruyucu, diger tedavilere destekleyici ve
kemoterapi ve cerrahi operasyonlarin istenmeyen etkilerini azaltmak i¢in
kullanilmaktadir. Uzun stiredir kullanilmalar1 ve dogal kaynakli olmalari
dolayisiyla bitkisel tedavinin insanlarda toksik olmadigi ve etkili oldugu
diisiiniilmektedir. Ancak bildirilen 6liim, hepatotoksisite, nefrotoksisite ve ilag
etkilesimleri ile sonu¢lanan vakalardan dolayi bitkisel tedavinin giivenirliliginden
siiphe duyulmaktadir. Tedavide kullanilan terapotik ajanlarin etkinlikleri ve
giivenirlilikleri bilimsel arastirmalara dayanmaktadir (Vanherweghem, 1993;
Debelle, 2002; Baliga; 2004; Lee, 2012). Diger taraftan bitkisel tedavinin
etkinligini arastiran pek ¢ok calisma planlanirken onlarin giivenilirliklerini ve
toksisitelerini belirleyen daha az sayida ¢alisma bulunmasi dikkat ¢ekmektedir.
Gilintimiizde, bitkisel tiriinlerde goz ardi edilen bu noktaya verilen 6nem giderek
artmakta ve bitkisel {iriinlerin etkinlik ve gilivenirlilikleri bilimsel arastirmalar ile
gosterilmektedir. Bitkisel preparatlarin  karmagsikligt  ve dogal biyolojik
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varyasyonlar1 onlarin giivenirlilik, etkinlik ve kalite degerlendirilmesinin
yapilmasini gerekli kilmaktadir (Shin, 2011; Lee, 2012).

Physalis peruviana L. meyvesi halk arasinda ‘altin ¢ilek’ adiyla bilinmekte ve
antispazmotik, ditiretik, antiseptik, sedatif, analjezik olarak, bogaz
enfeksiyonlarinda tedavi edici etkinligi sebebiyle, parazit ve amiplerin intestinal
eliminasyonunda ve optik sinirleri giiclendirmek amaci1 ile kullanilmaktadir.
Ayrica antidiyabetik etkisi nedeniyle hastalarin giinde 5 meyve tiiketilmesi
onerilmektedir (Puenta, 2011). Ulkemizde meyvenin yillik iiretimi 100 tonu
gecmemektedir. Fakat hem meyve olarak hem de bitkisel preparatlarin i¢inde yer
almas1 sebebiyle tiiketiminin giderek artmasi ve meyvenin genotoksik, akut ve
subkronik toksik etkilerinin belirlendigi herhangi bir ¢alisma bulunmamasi dikkat
¢ekmektedir.

Kimyasal maddelerin giivenilirlik arastirmalarinda 6nemli bir erken donem
belirteci olan genotoksisite ve mutajenite testleri, genetik materyalde meydana
gelen hasarlar1 saptamak amaciyla gelistirilmis in vitro ve in vivo arastirmalari
icermektedir (Flamand ve ark., 2006; Sekeroglu, 2011). Bu arastirmalar i¢in
yaygin olarak Ames testi, Comet testi, Kromozom anomalileri (KA) testi, Kardes
kromatit degisimi (KKD) testi, Mikroniikleus (MN) testi ve umuC genotoksisite
testi kullanilmaktadir (Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011; http-12). Genotoksisitenin
belirlenmesinde hizli 6ngorii saglayan ve ISO 13829 kriterlerine uygun olarak
tanimlanan umu-C testinde, Salmonella typhimurium TAI1535 susunun
[pSK1002] plazmidi igeren tiirii kullanilmaktadir. Eger test edilen madde
genotoksik ise olusan Dbakteriyel SOS cevabi sebebiyle umu-C geni
indiiklenmektedir. PSK 1002 plazmidinde umu-C geni lacZ haberci geni ile bitigik
bulunmaktadir. LacZ geninin indiiksiyonu B-galaktosidaz yolaginin aktivasyonu
ile ortama eklenen renksiz o-nitrofenil-pB-D-galaktopranosid substratini (ONPG)
sar1 renkli o-nitrofenole doniistiirmekte ve maddenin genotoksisitesi
belirlenebilmektedir.  Metabolik aktivasyon ile genotoksisite kazanabilecek
bilesikler i¢in ortama sigan S9 fraksiyonu da dahil edilebilmektedir (Houtman ve
ark., 2004). Umu-C test prosediirii Ames test prosediirii ve rodent karsinojenite
verileriyle yiiksek korelasyon gosteren kiyaslanabilir bir yontem olarak kabul
edilmektedir (Reifferscheild ve Heil, 1996; Kamber M.ve ark.; 2009).
Calismamizda umu-C testi sonuglarimiza gére PMS, S9 enzim fraksiyon
varliginda ve yoklugunda genotoksik bir madde olarak degerlendirilmedi.

Maddenin literatiir taramasinda LDsp degerine yonelik verilere rastlanilmamis
olup ¢alisma bulgularimizda, 5000 mg kg" dozda PMS uygulanmasini takip eden
24 saatlik siire sonunda grubu olusturan deney hayvanlarimin 6lmemesi bu
maddenin LDsy degerinin 5000 mg kg~ ndan fazla oldugunu gostermektedir.
Ayrica 24 saatlik siire icerisinde ve 14 giinliik gézlem periyodu siiresince deney
hayvanlarinda saldirganlik, uyku hali gibi davranigsal semptomlar, tremor,
katatoni, paraliz, konvulsiyon gibi norolojik semptomlar, deri, g6z ve mukoz
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membranlardaki degisim, asfeksi, salivasyon ve diyare gozlenmedi. Gozlem
periyodu sonunda 6ldiiriilen deney hayvanlarinin kalp, karaciger, bobrek, akciger,
mide, dalak, disiler i¢cin ovaryum, erkekler icin testis dokularinda makroskobik
olarak herhangi bir nekrotik odaga rastlanmadi. Tiim bu sonuglar dogrultusunda
PMS’ nin akut toksisitesi Loomis ve Hayes’ in (1996) siniflandirmasina gore
“pratik olarak toksik degildir” seklinde yorumlandi.

Viicut agirliginda meydana gelen azalmalar ya da artmalar karaciger, hormonal
degisimler, proteinlerin ve amino asitlerin absorbsiyonunun yetersizligi gibi
onemli fizyolojik degisimleri yansitmaktadir (Xu, 2012). Disi gruplarimizda
belirlenen agirlik artiglar1 100 ve 1000 mg™ kg™ giin" PMS uygulanan gruplarda
normal seyrederken kontrol ve 5000 mg kg giin" PMS uygulanan gruplarda
normalin altinda seyretmektedir. Ancak bu noktada ilging olarak kontrol
grubumuzda da kilo artis1 olmamasi yilksek doz PMS grubundaki kilo kaybinin
Physalis peruviana L. meyvesi ile ilgili toksikolojik bir etki olarak
yorumlanamamasina neden olmaktadir. Her iki grupta da gavaj ile indiiklenen
stres ve gavaj borusu ile sindirim kanalinda indiiklenmis olabilen inflamasyon
deney gruplarini olusturan hayvanlarda yeme gii¢liigli meydana getirmis olabilir.
Bu noktada calismamizda gruplardaki deney hayvanlarmin besin tiiketiminin
kaydedilmemis olmasi silirecin yorumlanmasinda yetersiz kalmaya neden
olmaktadir. Erkek gruplarimizda ise kontrol, diisilk doz ve orta doz gruplarimizda
farksiz seyreden % agirlik degisimleri yiiksek doz PMS uygulanan grubumuzda
uygulamanin son haftasinda anlamli olarak azalmaktadir. Bu durum 5000 mg” kg’
giin® PMS uygulanan grupta son iki haftalik siiregte kilo aliminin azaldigim
gostermektedir. Bu etki doz ve zamana bagli bir toksik etki olarak yorumlanabilir.
Ancak benzer etkinin disi yiiksek doz grubumuzda kontrol grubuna gore belirgin
olmamasi nedeniyle Physalis peruviana L. meyvesinin kilo alimini kisitlayici
etkisine erkeklerin daha duyarli oldugu diisiiniilebilir. Diger taraftan uygulama
stiresi boyunca gruplarda 6zellikle de 5000 mg™ kg™ giin® PMS uygulanan disi ve
erkek gruplarda diyare gozlenmesi kilo kaybi ile iligkilendirilebilir.
Calisgmamizda, PMS igeriginin kalitatif analizi sonucu meyvenin miisilaj igerdigi
gosterilmektedir. Erkek yiiksek doz grubumuzda gozlenen kilo kaybi miisilaj
icerigine bagl gelisen diyare ile iligkilendirilebilir (Hunt, 1993; Elleuch, 2011).

Rolatif organ agirliklar: gruplar arasinda degerlendirildiginde her iki cinsiyette de
PMS uygulamasi ile kalp, karaciger, bobrek, akciger, dalak, disiler i¢in ovaryum
ve erkekler i¢in testis dokular1 kontrol gruplarina oranla anlaml bir degisiklik
gostermemektedir. Bu sonuca gore, PMS ile organ diizeyinde atrofik ve
hipertrofik siireclerin tetiklenmedigi sdylenebilir.

Hayvan c¢aligmalarindan elde edilen hematolojik parametrelerdeki degismeler

insan hematolojik sistem toksisitesinin belirlenmesine onemli Olgiide Ongorii

saglamaktadir (Olson, 2000). Caligmamizda, her iki cinsiyette de hematolojik

parametreler agisindan trombosit sayist hari¢ kontrol grubundan farksiz degerler
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elde edildi. Trombosit sayisi her iki cinsiyet i¢in de kontrol grubuna gore yiiksek
seyrederken bu farkin disi yiiksek doz grubu igin istatistiksel olarak anlamlilik
gosterdigi belirlendi. Bu durumda Physalis peruviana L. trombositopeniye neden
olmadig1 ancak oOzellikle disilerde trombositemi gelisimini indiikleyebilecegi
sOylenebilir. Anemi, kanser ve infeksiyon gibi hastaliklara bagli olarak
trombositemi gelisebilecegi bilinmektedir. Herhangi bir hastalifin eslik etmedigi
primer trombositeminin nedenleri bilinmemektedir. Trombositemi nadir olarak
kan pihtilasmasi, kanama ve fel¢ ciddi komlikasyonlara neden olmaktadir (http-
13; http-14). Degerlendirilen diger hematolojik parametre sonuglart Physalis
peruviana L. meyvesinin hematopoez ve kan hiicre sayisi yiizdesi iizerine toksik
etkisi olmadig1 seklinde yorumlanabilir.

Karaciger kimyasallarin metabolizmas1 ve detoksifikasyonu icin temel doku
olmakla birlikte bu siireclerde olusan ksenobiyotik modifikasyonundan dolay1
fonksiyonlar1 bozulabilmektedir (IThsan, 2010). AST ve ALT serum Seviyesinin
yiikselmesi hepatik hasar (hepatit ve nekrozda) veya hepatosit membran
permeabilitesindeki degisiklikler ile iliskilendirilmektedir (ihsan, 2010; Hor,
2011). ALT, karaciger hasar1 i¢gin AST’ den daha iyi bir indikatdr olarak kabul
edilmektedir (Ramaiah, 2007; ihsan, 2010). ALT’ nin (siganlar i¢in 40-60 saat)
yartlanma omrii AST’ ye (sicanlar i¢in yaklasik 12 saat) oranla daha uzundur ve
bu durum AST’ nin akut hepatik hasarin gostergesi olarak, ALT’ nin ise akut ve
subakut hepatik hasarin gostergesi olarak kabul edilmesine neden olmaktadir.
Belirtilmesi gereken diger bir nokta ise ALT’ nin basta karaciger, kas ve kirmiz1
kan hiicreleri olmak tizere daha genis bir dagilim goésteren AST’ ye oranla
karacigere gore daha spesifik olmasidir. ALP hepatobiliyar orjinli bir enzimdir ve
saglikli karaciger dokusunda minimum aktivite gostermektedir. Safra akiminin
bozuldugu (kolestazis) durumlarda serum seviyesi artmaktadir (Ramaiah, 2007).
Bundan baska serum proteinlerinin azalmasi da kronik karaciger hasarmin bir
gostergesi olarak yorumlanmaktadir. Serum alblimin seviyesi karacigerin sentez
fonksiyonun degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Albiimin seviyesindeki
spesifik azalma karaciger hasarmni igaret etmektedir (Rasekh, 2008; Washington
ve Van Hoosier, 2012). Ek olarak bilurubin seviyelerindeki yiikselmeler karaciger
fonksiyonlarmin degistigini dogrulamaktadir. Serum bilurubin seviyesindeki hafif
yiikselmeler bile safra yollarmin obstriiksiyonunun ve karacier hasarinin yani
hepatik ya da post hepatik kolestazisin bir indikatorii olarak kabul edilmektedir
(Ramaiah, 2007; Hor, 2011). Total protein seviyesindeki azalmalar ise koti
beslenme, malabsorbsiyon, bobrek veya karaciger hasarma bagl protein kaybi
nedeniyle meydana gelmektedir (Washington ve Van Hoosier, 2012).
Calismamizda, erkek ve disi gruplarimizda karaciger toksisitesini belirlemek i¢in
serum ALT, AST, albiimin, direkt bilurubin, total bilurubin ve total protein
seviyeleri degerlendirildi ve kontrol gruplarma gore istatistiksel olarak anlaml
degismeler gozlenmedi. Arun ve Asha’ nin (2006) Physalis peruviana L.

yapraklar1 ile yaptigi bir calismada karbotetrakloriir ile indiiklenen karaciger
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hasarma kars1 bitkinin koruyucu aktivitesi gosterilmektedir. Bu etki icerigindeki
saponin, fenoller ve flavanoidler ile iliskilendirilmektedir. Calismamizda
kullandigimiz liyofilize Physalis peruviana L. meyvesinin igeriginde de koruyucu
etkiye sahip olabilecek saponin ve karetenoidler bulunmaktadir. Karaciger
histolojik kesitlerinde normal ultrastriiktural yapiya rastlanmakla birlikte ytliksek
doz PMS grubunda minimal lipit birikimi izlenmektedir. Rolatif karaciger
agirliklar1 agisindan da PMS uygulanan gruplarimizda kontrol gruplarindan
farksiz olarak elde edilen degerler Physalis peruviana L. meyvesinin hepatik
toksisiteyi indiiklemedigi seklinde yorumlanabilir.

Renal toksisitenin degerlendirilmesinde kreatin, iire, sodyum ve potasyum
seviyeleri kullanilmaktadir (Kuroiwa, 2006; Rasekh, 2008; Hor, 2011). Kan iire
azotunun yiikselmesi idrar yolu obstrilksiyonu ve yetersiz hidrasyon ile
iligkilendirilmektedir. Benzer sekilde kan kreatin seviyesinin ylikselmesi de renal
fonksiyon bozukluguna isaret etmektedir (Hor, 2011; Washington ve Van
Hoosier, 2012). Ancak her iki parametrenin de prerenal veya postrenal hasara
bagli bobrek kan akiminin azalmasi nedeniyle serum seviyelerinin yiikseldigi
bilinmektedir (Washington ve Van Hoosier, 2012). Calismamizda ise serum
kreatinin ve iire seviyesinde erkek ve disi gruplarda PMS uygulamasi ile kontrol
gruplarindan faksiz degerler elde edildi.

Sodyum su dagilimimi ve ozmotik basinci devam ettiren major ekstraseliiler
katyon ve potasyum nodronal impuls transmisyonu i¢in iyonik igerigi saglayan
major intraseliiler katyon olarak bilinmektedir (Ihsan, 2010). Hiponatremi akut ve
kronik bobrek yetmezligini isaret etmektedir (Washington ve Van Hoosier, 2012).
Kanda hiperkalemi tablosu ise akut renal yetmezlik, idrar akimi azalmasi ve
metabolik asidoz durumlarinda gozlenmektedir. Ayrica hiperkalemi tablosu
yiiksek potasyumlu diyet ile beslenmenin disinda doku hasarina bagli olarak
intraseliiler bir katyon olan potasyumun ekstraseliiler ortama dagilmasi ile de
meydana gelebilmektedir (Washington ve Van Hoosier, 2012). Serum potasyum
sevisindeki artiglarin iskemi/reperfiizyonun erken fazinda miyokardiyal hasari
isaret ettigi de gosterilmistir (Kulthinee, 2010). Hipokalemi tablosu ise akut renal
yetmezlik, diisiik potasyumlu diyet ve beslenme yetersizligine bagli olarak
meydana gelebilmektedir. Kalsiyum kan seviyesinin yiiksekligi bobrek
yetmezligine bagl asir1 kalsiyumun atilamamasi ile iligkili olabilmektedir. Kan
kalsiyum seviyesinin azalmasi ise yetersiz beslenme, hipoalbiiminemi, diyare,
kronik renal yetmezlik ve hiperparatiroidizm habercisi olabilmektedir. Kan klor
seviyesindeki artis dehidrasyonun ve tuz aliminin artmasina, seviyedeki azalma
ise diyare ve diyette tuz alimmin azalmasina bagli olarak meydana
gelebilmektedir (Washington ve Van Hoosier, 2012). Calismamizda, renal
toksisitenin gostergesi olarak degerlendirilen kan elektrolit seviyeleri de kreatin
ve lire gibi PMS uygulanan gruplar ile kontrol gruplari arasinda farklilik
gostermemektedir. Erkek 5000 mg™ kg™ giin' PMS uygulanan grupta potasyum
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seviyesinin kontrol grubuna oranla anlamli olarak yiikselmesi renal toksisite
gostergesi olarak disiiniilmemektedir. Ciinkii renal toksisiteyi gosteren diger
biyogostergeler arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir. Gruplar arasinda
rolatif bobrek agirliklart agisindan istatistiksel bir fark gézlenmemekle birlikte
histolojik kesitlerde de herhangi bir ultrastriiktural bozukluga rastlanmamaktadir.
Bu sonuglar dogrultusunda Physalis peruviana L. meyvesinin renal toksisiteyi
indiiklemedigi sdylenebilir.

Serum glukoz seviyesi karbonhidrat metabolizmasini degerlendirmek ig¢in
kullanilmaktadir. Yiiksek kan glukoz seviyeleri diabetes mellitusun habercisi
olarak gosterilmektedir (Washington ve Van Hoosier, 2012). Calismamizda, PMS
uyguladigimiz erkek ve disi gruplarimizda kontrol gruplarina gore kan glukoz
degerleri artmakta ve bu artis erkek gruplarimizda istatistiksel olarak anlamlilik
gostermektedir. Ancak bu anlamlilik ve elde edilen glukoz seviyeleri ile diyabeti
iliskilendirmek dogru degildir. Hem kontrol gruplarinda hem de PMS uygulanan
gruplarda kan glukoz seviyeleri normal ya da normale yakin deger araliginda (50-
135 mg/dL) seyretmektedir. Glukoz degerlerimizdeki minimal yiikseklik PMS’ nin
sahip oldugu yiiksek karbonhidrat igeriginin indiikledigi glukoz seviye artisi
olarak diistiniilebilir.

Kardiyak biyogdstergelerin kandaki ylikselisleri miyokardiyal hasarin habercisi
olarak yorumlanmaktadir. LDH, total CK, AST ve troponinler bu hasarin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. Miyokardiyal hasar en c¢ok koroner kan
akiminin ani azaldig1 durumlarda meydana gelmekte ve hasarli miyokardiyumdan
kiiclik miktarlarda kardiyak biyogostergeler dolasima saliverilmektedir. Kalp
kasinda yiiksek oranda bulunan AST bu organda meydana gelen miyokardiyal
nekrotik hasara bagli olarak serumda yiikselmektedir. CK enzimi yiiksek enerjili
fosfokreatin iiretimine aracilik ederek kardiyovaskiiler kontraktil proteinlerde
enerji ceviricisi olarak rol oynamaktadir. Benzer sekilde CK seviyesindeki
yiikselmeler de kardiyak toksisiteyi akla getirmektedir (Admassie ve Engidawork,
2011). Tiim laboratuvar tiirleri icin LDH aktivitesi kardiyak ag¢idan baskin olan bir
enzim tiiriinii temsil etmekte ve miyokardiyal hasarin destekcisi olarak onem
tagimaktadir (Walker, 2006). Ancak AST, CK ve LDH’ 1n 6l¢iilen aktiviteleri kalp
dokusu acisindan zayif bir spesifite ve sensitivite gostermekte ve buna bagh
olarak kullanimlarimi kisitlamaktadir (Walker, 2006; O’Brien, 2008; Kulthinee,
2010). Bundan bagka, CK-MB (si¢anlarda 0.5-1 saat) ve LDH’ i (si¢anlarda
izoenzimlerin tiiriine gore 0.5-6 saat) yarilanma 6mriiniin kisa olmasi onlarin akut
bir iskelet hasar1 veya kalp hasarinin belirlenmesinde kullanilmasina neden
olmaktadir (Smit, 1988; Kemp, 2004; Walker, 2006). LDH ve CK-MB’ nin
kardiyak dokuya spesifik bir enzim olmamasi onlarin kardiyak biyogostergesi
olarak 6nemlerini kaybetmesine yerini troponinlere birakmasina neden olmaktadir
(Dolci ve Panteghini, 2006). Troponinler ¢izgili ve kardiyak kas kontraksiyonunu
diizenlemekte ve intaseliiler ortamda kardiyak miyositlerde miyofibrillere bagh
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bulunmaktadir. insandaki kardiyak hasarin gostergesi olarak troponinler altin bir
standart olarak kabul edilmektedir. CK-MB, LDH-1 ve 2, miyoglobulin gibi diger
miyokardial ~ hasar  biyogoOstergeleri  troponinlere  etkinlik  agisindan
yaklasamamaktadir. Yiiksek sensitivite ve spesifiteye sahip olan troponinler
sadece miyokardiyal hasarin biyogostergesi olarak degil hastaligin siddetinin de
belirlenmesinde kullanilmaktadir. Benzer sekilde fare, sican, kopek ve
domuzlarda indiiklenen iskemi-reperflizyon hasar modeli ¢alismalarinda
histopatolojik lezyonlarla korele bir sekilde troponin saliverilmesinin arttigi ve
kanda olgiilen troponin artis1 ile miyokardiyum hasarinin  korelasyonu
gosterilmektedir (O’Brien, 2008). Hem hayvan hem de insanlarda mikro diizeyde
bir nekroz bile troponin T artist ile belirlenebilmektedir (O’Brien, 2008;
Kulthinee, 2010; Undhad, 2012). Troponin I ve T karakteristik bifazik salim
kinetigine sahip olup miyokardiyal hasardan 24-36 saat sonra salinmakta,
hasardan 2-4 giin sonra maksimum serum seviyesine ulagmakta ve uzun siire
serumda kalmaktadir. Troponin T’ nin kandaki artis1 troponin I’ dan daha uzun
seyretmektedir (O’Brien, 2008; Undhad, 2012). Koroner sendrom, stabil olmayan
anjina ve ST segment yiikselmesine sahip miyokardiyal infarktus igin
troponinlerin biyogosterge olarak kullanilmasi 6nerilmektedir (Kemp, 2004; Dolci
ve Panteghini, 2006).

Kardiyak gostergeleri disi gruplarimizda degerlendirdigimizde gruplar arasinda
CK-MB, LDH ve troponin T seviyeleri agisindan bir farklilik bulunmazken,
troponin [ acisindan sadece diisiikk doz grubumuzda kontrol grubuna oranla
anlaml bir artis saptand1. Patolojik Q dalgasi, ST ¢okmesi ve ST yiikselmesi olup
olmamasina gore degerlendirilen EKG kayitlarina gore ise 1000 mg kg™ giin' PMS
uygulanan disi grupta R dalgasinin kaybolup, patolojik Q dalgasinin belirdigi
gozlendi ve bu sonug¢ iskemi tablosu olarak yorumlandi. Bu noktada disi
gruplarimiz i¢in kardiyotoksisitenin indiiklendigini sdylemek dogru olmayabilir.
Bunun en 6nemli nedeni gozlenen patolojik bulgularin doza bagimli olmamasidir.
Kardiyak kas tabakasina ait histolojik kesitlerde elektron mikroskobisinde 5000
mg kg giin” PMS verilen grupta stoplazmada lipid birikimleri, niikleusta kromatid
yogunlagmalari gibi mindr bozulmalar gozlenmektedir. Bunlarin fonksiyonel
onemi konusunda detayl arastirma gerekmektedir.

Kardiyak gostergeleri erkek gruplarimizda degerlendirdigimizde ise gruplar
arasinda CK-MB ve LDH seviyeleri agisindan bir farklilik bulunmazken, troponin
I acisindan yiiksek doz grubumuzda (5000 mg kg giin’) ve troponin T agisindan
tim PMS uygulanan gruplarda (100-1000-5000 mg kg~ giin’) kontrol grubuna
oranla anlamli artmis degerler elde edildi. Kardiyak iskemik hasarda altin standart
olarak kabul edilen troponinlerin 6zellikle yiiksek doz grubumuzda (5000 mg kg
giin’) artmast kardiyak toksisitenin PMS ile indiiklenmis olabilecegini
diistindiirmektedir. Uzun yarilanma Omriine sahip olan bu gostergeleri iskemik
hasardan gilinler sonra bile tespit edebilmek miimkiindir. Muhakkak ki bu
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hayvanlarimizda akut donemde CK-MB ve LDH seviyeleri de yiiksek
seyretmekteydi. Ancak kisa yarilanma Omriine sahip olmalar1 bu gostergelerin
uzun donemde kullanimlarini kisitlamaktadir. Ozellikle yiiksek doz grubumuzda
kardiyak toksisiteyi destekleyen diger bir bulgumuz serum potasyum seviyesinin
yiikselmesidir. Iskemi-reperfiizyon hasarma bagli gelisen miyokardiyal hasar
sonucu intraseliiler yerlesim gosteren bu katyonun serum konsantrasyonu artmis
olabilir. EKG kayitlarimizda 5000 mg kg™ giin PMS uygulanan grupta saptanan 2-
2.5 mm’ lik ST yilikselmesi seklindeki iskemi bulgusu da bu toksisiteyi
destekleyen diger bir parametredir. Ancak kardiyak kas tabakasina ait histolojik
kesitlerde elektron mikroskobisinde 5000 mg kg™ giin® PMS verilen grupta
stoplazmada lipid birikimleri, niikleusta kromatid yogunlagmalar1 gibi mindr
bozulmalar gozlenmektedir. Bunlarin fonksiyonel 6nemi konusunda detayl
arastirma gerekmektedir. Ayrica calismamizda 90 giinlilk uygulama siiresince
5000 mg kg giin' PMS uygulanan erkek gruptaki hayvanlarin % 50’inin 6ldigi de
diger onemli bir noktadir. Dolayisiyla gruptaki hayvanlarin 6lim sebebinin
uygulama periyodunda miyorkardiyal infarktiis, ventrikiiler tasikardi veya
ventrikiiler fibrilasyon komplikasyonlar1 oldugu diisliniilebilir. Calismamiz
stirecinde Olen hayvanlardan bu esnada kan ornekleri alinamadigindan akut
sebeplere yonelik biyokimyasal analizler yapilamadi ve olast miyokard infarktiisii
verileri gosterilemedi.

Sonug olarak, erkek PMS gruplarimizda kardiyotoksisitenin indiiklendigini, disi
PMS gruplarimizda ise indiiklenmedigi soylenebilir. Cinsiyetler arasindaki bu
farklilig1 disilerin sahip oldugu Gstrojen seviyeleri ile iliskilendirmek miimkiindiir.
Menopoz oncesi kadinlarda erkeklere oranla kardiyovaskiiler hastalik gelisme
sikliginin daha az oldugu bilinmektedir (Leinwand, 2003; Orshal ve Khalil; 2004;
Dubey, 2005; Bittner, 2009). Yapilan ¢alismalar ile de 6strojenin kardiyovaskiiler
hastaliklarin gelisimine karsi koruyucu etkisi gosterilmektedir (Carey, 2007;
Warnes, 2008).

Tez kapsaminda yaptigimiz teshis reaksiyonlart Physalis peruviana L. meyve
suyunda bulunan madde gruplarinin neler olabilecegi ile ilgili genel bir fikir
vermektedir. Literatiir bilgileri incelendigi zaman Physalis peruviana L. meyvesi
lizerine yapilan kimyasal c¢alismalarda, alkaloit tiirevi bilesikler ve steroidal
bilesiklerin tanimlandigi goriilmektedir. Ozellikle Physalis cinsine ait tiirlerde
rastlanan alkaloit tiirevi bilesiklerden dolay1 toksik etkilerinden bahsedilmektedir.
Tez kapsaminda yapmis oldugumuz teshis reaksiyonlarinda alkaloit tiirevi
bilesiklerin varlig1 goriilmekle birlikte tropan alkaloitleri tespit edilmemektedir.
Ayrica saponin ve kardiyotonik glikozitler i¢cin yapilan 6zel teshis
reaksiyonlarinda pozitif sonu¢ gézlenmektedir. Kardiyotonik glikozitler, dogrudan
kalp kasma etki eden glikozitlerdir. Bu glikozitler, kalp kasinin kontraksiyon
giicliniin artmasimma neden olarak konjestif kalp yetmezliginin tedavisinde
kullanilmaktadir. Fakat dar bir terapotik indekse sahip olan bu ajanlarin etkileri
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doz bagimli olarak meydana gelmektedir. Dijitalis purpurea’ dan (yiiksiikotu;
Scrophulariaceae) izole edilen kardiyak glikozitler dijitoksin, dijitonin ve
dijitalindir. Yiiksek dozlarda glikozitler kalpteki elektriksel iletimi etkileyerek
atrioventrikiiler ve sinoatriyal diiglimlerdeki vagal tonusun artmasina sebep
olmaktadir ve bu durum kardiyak aritmilere ve miyokardiyal infarktiise yol
acmaktadir. Ayrica terapotik indeksin listiine ¢ikildigi durumlarda bu glikozitler
ST ¢okmesi, T dalgasi azalmasi, PR intervalinin uzamasi ve QT intervalinin
azalmas1 gibi EKG degisikliklerini indiiklenmekte ve bu bulgular kardiyak
toksisitenin habercisi olarak yorumlanmaktadir. Bu glikozitlerce ortaya ¢ikan
kardiyak belirtiler arasinda siddetli kardiyak kasilmalar, uzayan diyastol, nabiz ve
kardiyak ritm anomalileri, hiperkalemi ve ventrikiiler tasikardi sayilmaktadir
(Zoltani; 2012). Deney sonuglari degerlendirildigi zaman Physalis peruviana L.
meyvesinin gosterdigi toksik etki profili dijitale benzer bir profil sergilemektedir.
Calismamiz sonucunda, bu toksisite profilinden Physalis peruviana L. meyvesinin
iceriginde teshis ettigimiz kardiyak glikozitlerin sorumlu olabilecegi
diistiniilmektedir.
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SONUCLAR ve ONERILER

Calisma sonuglarimiza gore, her iki cinsiyet i¢in de Physalis peruviana L.
meyvesi ile genetik hasarin indiiklenmedigi, hematolojik, karaciger ve bobrek
toksisitesinin  gelismedigi soOylenebilir. Ancak erkek gruplarda go6zlenen
kardiyotoksik bulgular sonucunda Physalis peruviana L. meyvesi i¢in NOAEL
degerini belirlemek pek miimkiin degildir. Sonuglarimiza gore tekrarlayan yiliksek
doz Physalis peruviana L. meyvesi uygulamasi ile ozellikle de yatkinligi olan
erkek bireylerde kardiyak toksisitenin meydana gelebilecegi diisiiniilmektedir.

Caligmamiz bu noktada hedef organa spesifik incelemeleri gerekli kilmaktadir.
fleri ki arastirmalarda doz araligi daraltilarak, rutin EKG kayitlarmin alindig
telemetrik sistemler kullanilarak, diizenli kan basinci Ol¢timlerinin yapildigi
ayrintili kardiyak incelemeler dogrultusunda Physalis peruviana L. meyvesinin
ongoriilen kardiyak toksisite profili ve bu etkiden sorumlu biyolojik olarak aktif
bilesik/bilesiklerin aydinlatilmas1 amaglanmaktadir.
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