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OZET

Pirolizidin alkaloidleri (PA), diinya ¢apinda 6000’den fazla bitki tiiriinde bulunan ve en yaygin toksik
ikincil bitki metabolitleridir. Bu bilesiklerin 6zellikle 1,2 doymamis bag yapisina sahip olanlari,
genotoksik ve kanserojen ozellikleriyle insan sagligi agisindan tehdit olusturmaktadir. Diizenleyici
kurumlar arasinda PA ile kontamine olmusg iiriinlerin tiiketilmesi ile ilgili riskler konusunda kayg1 ve
artan bir farkindalik bulunmaktadir. Calismamizda PA varli1 yesil cay ve yesil ¢ay takviyeleri, form
caylar1 ve papatya ¢aylari, karisik bitki cayr gibi yapisinda PA bulunmayan iiriinlerin ve karakafes
otu, oksiirtik otu gibi bu alkaloitleri igeren tiriinlerin miktar tayinleri ger¢eklestirilmistir. 28 adet PA
analizi Bfr yontemi temel alinarak kuadrupol ugus zamanli kiitle spektrometresi-sivi
kromatografisine (LC-MS-QTOF) dayali bir yontem valide edilerek gerceklestirilmistir.
Calismamizda 34 farkli iirlinde en ¢ok intermidine ve N-oksiti olmak iizere 11 farkli PA’lara
rastlanmistir. PA igen 6rnekler disindaki 31 6rnegin %44’iinde (14) en az bir PA tespit edilmistir.
En yiiksek toplam PA miktarlar1 beklenildigi tizere Sympytum officinale 6rneklerine aittir. Analizi
yapilan numunelerde 17’sinde 2,70 ng/g-9,37 ng/g arahiginda degisen miktarlarda PA’lara
rastlanmigtir. Numunelerde tespit edilen miktarlarin bazilari izin verilen limit degerlerin {izerinde
oldugu goriilmiistiir. Ulkemizde bulunan farkli tipteki 6rneklerle ilgili ilk veriler elde edilmistir.
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ABSTRACT

Pyrrolizidine alkaloids (PA) are the most common toxic secondary plant metabolites found in more
than 6000 plant species worldwide. These compounds especially those with 1,2 unsaturated bonds,
pose a threat to human health with their genotoxic and carcinogenic properties. There is concern and
growing awareness among regulators about the risks associated with consuming PA-contaminated
products. For this purpose a method based on quadrupole time-of-flight mass spectrometry-liquid
chromatography (LC-MS-QTOF) was validated to determine the amount of PA in herbal
supplements and teas. 28 PA were analyzed. Quantification of products such as green tea and green
tea supplements, form teas and chamomile teas, mixed herbal teas, and products containing PA
alkaloids such as comfrey and coltsfoot were performed .In our study, 11 different PAs, mostly
intermidine and N-oxide, were found in 34 different products. At least one PA was detected in 44%
(14) of 31 samples, excluding PA-containing samples. The highest total PA amounts belong to
Sympytum officinale samples, as expected. In the analyzed samples, varying amounts of PAs were
found in the range of 2.70 ng/g-9.37 ng/g in 17 of them. It was concluded that some of the amounts
detected in the samples were above the allowable limit values. The first data on different types of
samples found in our country were obtained.
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1. GIRIS

Takviye edici gidalar arasinda yer alan bitkisel {irtinler ve kiiltiiriinde bir pargasi olan bitkisel
caylar diinya genelinde yaygin olarak kullanilmakta ve tiiketimleri artmaktadir. Temel
kullanim amaglar1 genel saglik durumunu korumak olan bu firiinlerin, 'dogalin giivenli
oldugu' genel algis1 nedeniyle, alimlariyla iliskili riskler genellikle tiiketiciler tarafindan
onemsenmemektedir. Cok uzun yillara dayanan kullanim aliskanliklara ve artan kullanima
ragmen bu Uriinlerle ilgili 6zellikle uzun dénem kullanimlarina ait kisitli bilgi, etkinligi ve
giivenligi konusunda ise ¢ok az bilimsel fikir birligi bulunmaktadir. Bitkisel kaynakli
iiriinlerin biyolojik olarak birgok farkli aktif madde igerdigi iyi bilinmektedir. Bu aktif
bilesikler igerisinde endise kaynagi olan genotoksik ve karsinojenik 6zellikte bilesikler de

bulunmaktadir. Bu bilesiklerden bir grup da pirolizidin alkaloitleridir (PA).

Alkaloitler, bitkilerde, hayvanlarda veya mikroorganizmalarda meydana gelen, dogada ¢ok
cesitli roller sergileyen ¢esitli amino asit tiirevlerinden tiiretilmis ve azot tastyan molekiil
grubudur. Bu alkaloitlerden bazilar1 belirgin toksisite veya giiclii farmakolojik 6zelliklere
sahiptirler (Moreira ve digerleri, 2018). PA’lar da alkaloit ailesinin iiyeleridir (Chen ve
digerleri, 2021).

PA’lar aralarinda tibbi amaglar i¢in kullanilan bitkiler de dahil olmak {izere diinya ¢apinda
yaklagik 6000 bitki tiirliniin dogal bilesenleridir. Bu tiirlerde 600°den fazla farkli PA tespit
edilmistir. Genellikle Asteraceae (Senecioneae, Eupatorieae), Apocynaceae, Fabaceae
(Crotalarieae) ve Boraginaceae familyalara ait belirli tiirler tarafindan biyosentezlerinin
gergeklestigi ve tiim ¢igekli bitkilerin yaklagik %3 liik kismininin bu bilesikleri sentezledigi
belirtilmektedir. Bu bilesiklere maruziyet riski sadece PA sentezleyen bitkilerin
tilketilmesinden kaynaklanmamaktadir. Dikkatsiz hasat veya sonraki islemler sirasinda

yetersiz uzaklastirma sonucunda bitkisel preparatlar PA igeren bitkilerle kontamine olabilir.

Tespit edilen PA’larin yarisindan fazlasinin, akut veya uzun siireli tiiketimleri sonucunda
basta hepatotoksisite olmak iizere, karsinojenisite ve genotoksisiteye yol acabilecegi ifade
edilmektedir (Chen ve digerleri, 2021). Bitkilerin herbivorlara kars1t savunma mekanizmasi
olarak firettikleri ikincil metabolitleri olan PA’larin toksikolojik 6zelliklerinden
kaynaklanan endiseler nedeniyle bu bilesiklere ilgi artmaktadir. Diinya ¢apinda her tiir gida

maddesinde bu bilesiklerin kontaminasyonu konusunda artan farkindalik ve yapilan



caligmalar bu konuyla ilgili ilgiyi ve endiseleri hakli ¢ikarmaktadir (Moreira ve digerleri,
2018).

Insanlarda PA’larin toksisitesi doza bagli olarak akut, subakut ve kronik olarak ii¢ diizeyde
tanimlanabilir. Akut zehirlenmeler ¢ok nadir durumlarda bildirilmistir; 6zellikle ¢cocuklar
daha yiiksek duyarhiliklarindan dolay:r etkilenmektedir (Wiedenfeld, 2011a). PA’lar akut
olarak geri doniisii olmayan karaciger hasarina ve 6liimle sonuglanabilen yetmezligine neden
olur; toksisite belirtileri, bozulmus karaciger fonksiyonunun bir sonucudur (Cheeke, 1988).
Sub-akut toksisite hepatomegali ve tekrarlayan assitlerle karakterizedir; hepatik venlerin
tikanmasina yol agan endotel proliferasyonu ve medial hipertrofi son agamada sentrilobiiler
tikanikliga, nekroz, fibroz ve karaciger sirozuna neden olur (Fu ve digerleri, 2004;
Wiedenfeld, 2011b). Karacigere zarar veren diger durumlarin varliginda ise karaciger
hasarinin siddeti ve olasiliginin artacagi unutulmamalidir. Diger organlarinda bu durumdan
etkilenebilecegi diisiiniilmektedir. Test edilen ¢ok sayida PA’nin akciger lezyonlar
olusturabilecegi gosterilmistir (Culvenor ve digerleri, 1976). Pulmoner hasarin uzun stireli

ve diisiik diizeyde maruziyetten kaynaklandigi tahmin edilmektedir (IPCS,1989).

PA’larin kendilerinin toksisiteleri diisiiktiir, viicuda alindiktan sonra protein ve
deoksiriboniikleik asit (DNA) ile katim friinleri olusturan reaktif alkilleyici bilesiklere
metabolize edilirler. PA’larin toksisitesinin neredeyse tamami metabolitleri ile iligkilidir.
PA’larin dehidro-pirolizidin (DHP) esterlerine metabolik aktivasyonundan sonra protein ve
DNA ile katim iiriinleri olugsmaktadir. Uzun donem maruziyetlerinde, dzellikle pirolizidin
halka sisteminin 1,2 konumunda bir ¢ift baga sahip olan proteinlerle kolayca reaksiyona
girebilen ve DNA katim {irlinleri olusturabilen 1,2-doymamis pirolizidin alkaloidleri
metabolik aktivasyona girme ve reaktif pirol olusturma potansiyelleri, tiimorlerin
indiiklenebilmesi ve yiiksek toksisiteleri nedeniyle endise kaynagidir. PA’larin DNA ile
katim {irlinleri olusturmasi karsinojen etkilerinin ana nedeni olarak kabul edilmektedir.
Ozellikle 1,2-doymamis PA’lardan lasiokarpin, monokrotalin ve ridellin insanlar igin
genotoksik ve olas1t karsinojenler olarak kabul edilir. Cok sayida PA’nin metabolik
oksidasyon yoluyla bakteri ve memeli hiicrelerinde giiglii genotoksik etki gdsteren maddeler

oldugu ortaya koyulmustur (EFSA,2017; IARC 2012).



PA’larin  karsinojenite potansiyeli bu bilesiklerin beslenmede diisikk seviyelerde
maruziyetinin rapor edilmesiyle birlikte kronik riskler acisindan da endise yaratmaktadir. Bu
endiseler daha ¢ok demlenmis ¢ay, bitkisel cay ve bal tiiketimine yoneliktir. Takviye edici
gidalar ya da caylar, PA iceren bitkilerle ya da bu bitkiler ile kontamine olmus olanlarla
hazirlandiklarinda bu bilesikleri icerirler. PA’larin gida ve bitkisel ilaglarda kirletici veya
bilesen olarak yiiksek miktarlarda bulunmasina ragmen toksikolojik veriler sinirlidir.
Bitkisel ¢ay ve ilaglarin aliminin, insanlardaki maruziyeti i¢in 6nemli bir yol oldugu
goOsterilmistir. Bu bilesiklerin ¢ogu durumda tiiketim seviyeleri akut zehirlenmeye neden
olmak i¢in yetersiz olsa da oOnerilen giinlik maksimum alim miktarin1 agan miktarlarda
tiiketilebilirler ve bu da kronik hastaliklara katkida bulunan bir faktor olabilir (Dusemund ve
digerleri, 2018; Schrenk ve digerleri, 2020; Mulder ve digerleri, 2015). Her bir PA’nin
toksikolojik potansiyeli digerinden farkli olmakla birlikte bu bilesiklerin giinliik hayatta
kullandigimiz {irtinlerdeki seviyelerinin tespit edilerek, risk diizeylerini belirlemek

toksikolojinin 6nemli gorevlerinden birisi olacaktir.

Diinyada PA ile ilgili artan farkindalik ve ¢ok sayida diizenleme bulunmaktadir. Avrupa’da
PA’lar i¢in olusan farkindalik sonrasi yapilan diizenlemeler bu bilesiklerin tiiketilen gida ve
takviyelerde miktarlarmin azaldigini gostermektedir. Maruziyetin en aza indirilmesi bu

bilesikler i¢in hedef olacaktir. Bu nedenle bu bilesiklerin diizeylerini izlemek énemlidir.

Calismamizda bu bilgiler dogrultusunda internet ve aktarlardan temin edilen zayiflamaya
yonelik takviyeler ve form ¢aylari, yesil cay ve papatya caylar1 ve karisik bitki ¢ayr gibi
iriinlerin miktar tayinleri gerceklestirilmistir. Ayrica aktarlardan temin edilen karakafes otu
(Symphytum officinale), 6ksiiriik otu (Tussilago Farfara) gibi bu alkaloitleri igeren bitkiler

yine bitkisel ¢ay olarak aktardan satin alinmis ve dlgiimleri gerceklestirilmistir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Pirolizidin Alkaloidlerinin Bitkilerde Olusumu

Alkaloitler, bitkilerde, hayvanlarda veya mikroorganizmalarda meydana gelen, dogada ¢ok
cesitli roller sergileyen gesitli amino asit tiirevleri ve azot tastyan molekiil grubudur. Bu
alkaloitlerden bazilar1 belirgin toksisite veya giiclii farmakolojik ozelliklere sahiptirler
(Moreira ve digerleri, 2018). Alkaloit ailesinden Pirolizidin alkaloidleri (PA), bitkilerin
herbivorlara kars1 savunma mekanizmasi olarak ftirettikleri ikincil metabolitlerdir. Diinya
capinda 6000°den fazla bitkide 600°den fazla PA tespit edilmistir. Genellikle Asteraceae
(Senecioneae, Eupatorieae), Apocynaceae, Fabaceae (Crotalarieae) ve Boraginaceae
familyalarinda yer alan belirli tiirler tarafindan biyosentezlerin gergeklestigi ve bunun tiim
cicekli bitkilerin yaklasik %3’liikk kismin1 kapsadigi belirtilmektedir (Chen ve digerleri,
2021). PA bitkinin tiim organlarinda bulunmakla birlikte genellikle sentezlendigi koklerde
yapraklara gore daha fazla bulunur (Hartmann ve digerleri, 1989). Kiiciik, gen¢ yapraklar
bliylik, yash yapraklardan daha fazla PA igerirler (Mattocks, 1980). Bununla birlikte bazi
PA’lar koklerden tasinarak, periferik dokular ve iireme organlari gibi, bitkinin yalnizca

belirli bir organinda bulunabilir (Hartmann ve digerleri, 1989).

PA’nin kimyasal yapilarina bakildiginda ¢ogunlugu nekin bazi olarak bilinen bazik yapidaki
alkollerin esterlerinden tiiretilen heterosiklik bilesiklerdir. PA’nin hidrolizi sonucunda nekin
bazi ve nekin asidi elde edilmektedir (Fu ve digerleri, 2004). PA’nin biyosentezine
bakildiginda; nekin asitlerinin sentezinde izolosinin, nekin bazlarmin sentezinde ise
homospermidinin baslangic molekiilii olarak onemli rol oynadigi goriilmektedir. Nekin
bazlar1 tamamen doymus yapida olabildigi gibi 1,2 doymamis bag i¢eren yapilar seklinde de
olabilmektedir. PA bitkilerde baskin sekilde N-oksit formunda (PANO) bulunsa da ii¢linciil
amin formundaki yapilar da mevcuttur (bkz. Sekil 2.1). PA kimyasal yapilari, nekin
bazlariin tipine ve bunlarin esterlesme sekillerine gore farklilagabilmektedir. Buna bagl
olarak mono-ester, agik zincirli di-ester ve siklik di-ester tiirlerinin meydana geldigi
belirtilmistir (bkz. Sekil 2.2). PA nekin bazinin bir veya iki nekin asidi ile esterlesmesi
neticesinde muazzam yapisal ¢esitlilik (bkz. Sekil 2.3) gosterebilmektedir (Schrenk ve
digerleri, 2020).



PA’nin Asteraceac (Compositae), Boraginaceae ve Fabaceae (Leguminosae) ailelerinde
yogunlukla bulundugu dogrulanmistir. Fakat ii¢ bitki ailesinde ¢ogunlukla bulunmalari, bu
ailelere ait tiim tiirlerin PA {iirettigi anlamina gelmemektedir. Fabaceae'de (950 cins, 24.000
tiir), PA ireten bitkiler Crotalarieae kabilesi i¢inde sadece 4 cins (900 tiir) ile sinirhdir,

bunlarin arasinda Crotalaria (700 tiir) en dnemlisidir.

1,2 -Dihidro 1,2- Doymamus

Sekil 2.1. PA'nin yapist ve farkli bicimleri. R1 ve R2, farkli nekin asitlere karsilik
gelmektedir (Schrenk ve digerleri, 2020)

Helyotrin Ekimidin Senecionine

Mono-ester Actk zincir di-ester Siklik di-ester

Sekil 2.2. Baslica 1,2-doymamis PA tiirleri (Schrenk ve digerleri, 2020)
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Sekil 2.3. Pirolizidin alkaloit drnekleri. Ust sira: 1,2 doymamus bir nekin bazi ve 1,2-
doymamis mono- ve agik zincirli di-esterler; PA'lar tipik olarak Boraginaceae ve
Eupatoricae'de bulunur. Orta sira: 1,2-doymamis siklik di-esterler; tipik olarak
Senecioneae ve Crotalarieae'de bulunur. Alt sira: toksik olmayan 1,2 doymus
PA'lar. Sag alt: bir dehidro-PA, memelilerde olusan, ancak bitkilerde
bulunmayan reaktif metabolit (Schrenk ve digerleri, 2020)

Asteraceae ailesi (32.000 tiir) daha fazla PA {ireten bitkileri (60 cins, 3200 tiir) igermesine
ragmen bu aileye atfedilen tiirlerin sadece %10'ununu kapsamaktadir. PA iireten bitkilerin
cogu Senecioneae oymaginda (1600 tiir) yer almaktadir ve en dnemli cinsi Senecio'dur.
Diger PA iireten bitkiler Eupatorieae oymaginda bulunmaktadir. Boraginaceae ailesi (2700
tiir) diger iki aileden daha kii¢iiktiir, ancak nispeten yiiksek sayida PA iireten bitki (40 cins,
1700 tiir) icermektedir. Heliotropioideae alt ailesi dnemli Heliotropium cinsini (160 tiir)
icerirken, Boraginoideae alt ailesi de Echium, Symphytum ve Cynoglossum gibi cinsleri
icermektedir. Farkli yapilara sahip olan PA tiplerinin bir dereceye kadar, belirli bir bitki
ailesinin bir¢ok tiirii i¢in karakteristik oldugu bildirilmistir. Ayrica biiytik aileler arasinda bir
miktar Ortlismenin s6z konusu oldugu da bilinmektedir. Crotalarieae da biiylik Olciide
monokrotalin tipi siklik di-esterler agirliktadir. Bunun yaninda mono-esterler ve
retronesinden tiiretilen acik zincirli di-esterler de goriilmektedir. Senecioneae igin
senecionin ve senkirkin tipinden siklik di-esterler karakteristik olsa da 1,2 doymus PA
bitkilerinin yani sira retronesin tipi mono- ve acik zincirli di-esterlerde bulunmaktadir.
Heliotropioideae tiirlerine bakildiginda heliotridinden tiiretilmis mono ve agik zincirli di-

esterler dikkat cekmektedir. Bu PA Boraginoideae ve Eupatorieae'de de bulunabilmektedir.



Boraginaceae ve Eupatorieae tiirlerinde bulunan mono- ve di esterle de biiylik 6l¢iide

ortiisme gozlenmektedir (Schrenk ve digerleri, 2020).

Bitkilerde PA konsantrasyonlari, tiirden tiire ve bitkinin kisimlarina gore genis Olclide
degistigi gibi (Schrenk ve digerleri, 2020), iklim ve toprak yapisi gibi ¢evresel faktorlere
gore de farklilik gostermektedir (Fu ve digerleri, 2001). Bununla beraber, basta koklerde
olmak iizere, en fazla kdk ve yapraklarda bulundugu belirtilmistir (Hartmann ve digerleri,
1989). Crotalarieae, Senecioneae ve Heliotropioideae tiirlerindeki konsantrasyonlar1r <0.1
mg/kg ila 100 mg/kg kuru agirlik araliginda (6rnegin tohumlarda) iken, Eupatorieae ve
Boraginoideae tiirlerin de aralik <0.1 mg/kg ila 10 mg/kg kuru agirlik olarak gozlenmektedir
(Schrenk ve digerleri, 2020).

2.2. Pirolizidin Alkaloidlerinin Toksisitesi

PA’lar bir nekin asit (alifatik monokarboksilik veya dikarboksilik asitler) ile esterlenmis bir
nekin bazindan (1-hidroksimetilpirolizidin) olusur. Bir veya iki hidroksil grubunun
esterifikasyonuna bagli olarak, PA’lar monoesterler veya diesterler olarak olusabilir. Bu
sekilde olugsmus C7 pozisyonunda enantiyomer bilesikler retronesin ve heliotridin veya
otonesin tipi 1,2-doymamis PA’lar, yapilarindaki doymamis baglar nedeniyle reaktif
yapilardir. Bu doymamis yapidaki tiirlerin metabolik aktivasyonu PA’larin akut ve kronik
hepatotoksisitesinden, genotoksisitesinden ve karsinojenesitesinden sorumlu goriilmektedir.
Doymus yapidaki plantonesin tipi alkaloidler ise metabolik olarak aktif tiirler degillerdir

(Dusemund ve digerleri, 2018).

2.2.1. Pirolizidin alkaloidlerinin farmakokinetigi

PA’larin insanlarda oral biyoyararlanimi hakkinda nicel veri bulunmamakla birlikte deney
hayvanlarinda yapilan calismalar oral yolla alinan PA’larin gastrointestinal sistemden
hizlica emildiklerini ortaya koymaktadir (NTP, 2003). PA’larin biyoyararlanimlar
yapilarina bagl olarak degisebilir. (Hessel ve digerleri, 2014). Kismi metabolizmanin
ardindan bilesiklerin atilim1 esas olarak idrar yoluyla gergeklesirken diski ve siit diger atilim
yollaridir. Birkag bilesik de yiiksek lipofiliklikleri nedeniyle plasentayr gecip fetiise
ulasabilir. Az oranda reaktif metabolitlerde doku bilesenlerine baglanir. Biyoaktivasyon

cogunlukla karacigerde gerceklesir ve bu nedenle karaciger toksisiteden en ¢ok etkilenen



organdir. Akciger ve bdobrekler diger hedeflerdir. Akciger, karacigerde metabolik
aktivasyondan sonra olusan pirollerin kan yoluyla tasinmasiyla en ¢ok etkilenen ikinci

organdir.

PA’lar temel olarak ii¢ yolla metabolizmaya ugrarlar. Hidroliz ile nekinler ve nekik asitler
olusurken, n-oksidasyonla PA’larin N-oksitleri (PANO) ve oksidasyonla pirolik esterler
veya dehidropirolizidin alkaloitleri (DHPA) olusur. Hidroliz bu bilesiklerin atilimi igin
onemli bir yolaktir. Hidroliz sonucu olusan nekin bazlar1 ve nekinik asitler toksik degildir
ve nekin bazlar1 atilim i¢in konjugasyona ugrayabilirler. N-oksidasyon sonucu olusan
iiriinler konjugasyon i¢in uygun hale gelir. Bu iki yolak atilimda rol oynayan detoksifikasyon
mekanizmalaridir. Fakat N-oksitler tekrar baslangi¢ iirliniine geri donebilir ve DHPA
bilesiklerine okside olabilir. N-oksitler gidalarda bulunduklart zaman oral yolla
alindiklarinda 6nemli bir kism1 barsaklardan ve karacigerden gegerken serbest formlarina
dontiserek toksisiteye katkida bulunabilirler. Bu nedenle enzim diizeyindeki farkliliklar ve
detoksifikasyon iiriinleri arasindaki denge bu bilesiklere olan duyarliligin degismesine neden
olabilir. Hidrolizde karaciger mikrozomal karboksilesterazlari rol oynamaktadir. Sadece
retronesin ve heliotridin tipi, N-oksidasyona ugrarken, otonesin tipi PA’lar azottaki

metilasyonlar1 nedeniyle N-oksitleri iiretemezler (Moreira ve digerleri, 2018).

PA’lar insanlarda sitokrom P450 monooksijenazlar (CYP450) ozellikle de CYP3A ve
CYP2B izoformlari ile 1-hidroksimetil-7-hidroksi-6,7-dihidropirolizin ester metabolitlerine
donitiglir. Bu 'pirolik' metabolitler, doku hasarina neden olan ve genetik mutasyonlari
indiikleyebilen alkilleyici ajanlardir (Edgar ve digerleri, 2015). DHPA'nin olusumu,
retronesin ve heliotridin tiplerinde, nekin bazmin C-3 ve C-8 pozisyonlarinda
hidroksilasyonu ile gergeklesir. Otonesin tipinde ise oksidayon igin N-demetilasyon
gereklidir. Bu yiliksek oranda DHPA reaktif metabolitleri olustuktan sonra, glutatyon
konjiigatlar1 (GSH) olusturmak i¢in glutatyona baglanabilirler ve bdylece detoksifiye
edilebilirler. Bu bilesikler glutatyona baglanabildikleri gibi DNA ve proteinlere de
baglanarak katim iirtinleri olusturabilirler. Ayrica bu metabolitler toksik ancak bir 6nceki
formdan daha az reaktif olan dehidronesinlere hidroliz edilebilirler. PA metabolizmasi Sekil

2.4’te gosterilmistir (Moreira, 2018).
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Sekil 2.4. PA’larin metabolizmasi (Moreira, 2018)

Toksikodinamik aragtirmalar GI sistem boyunca hizli absorbsiyon, metabolik aktivasyon,
renal atilim ve transplasental tagima i¢in birincil bolge olarak karacigere tasinmanin yani
sira suda ¢Oziiniir metabolitlerin akcigere ve yagsiz anne siitiine gecisini gostermistir.
Toksikokinetik deneysel verilerden, birkag saat i¢inde, uygulanan dozun yalnizca nispeten
kii¢iik bir boliimiiniin viicutta kaldig1 ve bunun ¢ogu doku bilesenlerine bagli metabolitler
biciminde oldugu sonucuna varmustir. Ilk giinden sonra viicutta dnemli miktarda degismemis

alkaloid kalmasi olas1 degildir (EMA 2017).

PA'nin harici kullanimi, oral veya sistemik uygulamadan daha giivenlidir (Mattocks, 1968).
Dermal uygulamadan sonra PA'nin sistemik biyoyararlanimi, oral yoldan uygulama ile
karsilastirildiginda yaklasik 20-50 kat daha diisiiktiir (Brauchli ve digerleri, 1982).
Hepatositlerde, CYP3A tiim ilaglarin yaklasik %50'sini ve ayrica Ostrojen, testosteron ve
safra asitlerini metabolize eder. CYP3A enzimatik islevi bireyler arasinda oldukga farklilik

gosterir. Etnik farklar da PA metabolizmasimni etkileyebilir (Gura, 2001). CYP3A'nin
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indiikleyicileri ve inhibitorleri, PA’nin metabolizmasini sirastyla hizlandirabilir veya bloke
edebilir. Kofaktorlerin PA zehirlenmesini siddetlendirebilecegi gdzlemlenmistir: karacigere
zarar veren ajanlar, bakteriyel veya viral enfeksiyonlarin yani sira barbitiiratlar gibi tibbi
ilaglar veya bakir gibi metaller veya aflatoksinler gibi mikotoksinler PA karaciger hasarinin
siddetini ve olasiligini artirabilir (Yee ve digerleri, 2000; Newberne ve Rogers, 1973; Bull
ve Laragh, 1968). Pregnane X reseptorii (PXR) ve diger bazi niikleer reseptorler, CYP3A
indiiksiyonunun aracilik eder. Pek ¢ok bitkisel takviyenin bileseni olan St. John's Wort (sar1
kantaron) kalsiyum kanal blokerleri (Drocourt ve digerleri, 2001) toksik pirol olusumunu
artirir. Kadinlarin PA'lara belirgin diisiik duyarliliklariin mekanizmalar: bilinmemektedir.
Ostrojen, CYP3A tarafindan metabolize olmasina ragmen, aktivitesini etkilememesi bu

durumla ilgili olabilir (Mattocks ve White, 1973; Chojkier, 2003).
2.2.2. Pirolizidin alkaloidlerinin karaciger toksisitesi

Nekin bazinda 1,2-doymamus ¢ift baga sahip olan toksik retronisin tipi PA’lar, karacigerde
sitokrom P450 monooksijenaz araciligryla DHPA olusturarak metabolik olarak aktivasyona
ugrar. Yiiksek oranda reaktif olan pirolik metabolitler hizli bir sekilde hiicresel proteinlerle

baglanarak, hepatotoksisiteye yol agan pirol-protein katim {iriinlerini olusturur.

1920'deki ilk rapordan bu yana, diinya genelinde on binden fazla insanda PA’lara bagh
zehirlenme vakasi belgelenmistir. Bununla birlikte bir¢ok iilkede bitkisel iirtinlerle ilgili
kayit sistemleri bulunmamasindan dolayr bu vaka sayisinin daha yiiksek olacagi tahmin

edilmektedir.

Akut PA zehirlenmesine bagl karaciger hasari, 6zellikle de hepatomegali, hiperbilirubinemi
ve assit (periton boslugunda sivi toplanmasi) ile karakterize hepatik siniizoidal tikanma
sendromu (HSOS) gelistirir ve 6nemli oranda morbidite ve mortalite ile sonuglanir (Yang
ve digerleri, 2017). Insanlarda karaciger sirozu ve yetmezligine yol acabilen HSOS ya da
diger bilinen adiyla hepatik venooklusif hastalilk (HVOD) PA zehirlenmesinden
kaynaklanan en belirgin karaciger hasaridir ve maruziyetin bir gostergesi olarak kabul edilir
(Dusemund ve digerleri, 2018). HSOS ¢ap1 1 mm’den kiiclik hepatik venlerin tikanmasi ile
iliskilidir (Bras ve Hill, 1956). Ozellikle siniizoidal endoteli etkileyen kiiciik hepatik
damarlarin hasar1 ile karakterize edilir. Klinik olarak, yiikksek PA maruziyetinin

alimmasindan sonraki akut durum, orta veya uzun vadede hepatik fibroz, siroz ve karaciger
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yetmezligine yol agabilecek kitle karin agris1 ve siskinlik ile tanimlanir. Fibroz, nodiiler
rejenerasyon ve siroz gibi karaciger hasarlari da subakut veya kronik diisiitk miktarda PA
maruziyetinden kaynaklanabilir. Benzer sekilde, hayvanlarda akut toksikoz genellikle
karacigerin hemorajik nekrozu ile iliskilidir, klinik olarak sarilik dahil hepatik yetmezlik ile
karakterizedir.

Jamaika'da Crotalaria ve Senecio cinsi bitkilerin bazi kisimlarini igeren “gali ¢aylarinin”
tilketilmesinden sonra, Afrika, Pakistan, Hindistan ve Afganistan'da Heliotropium veya
Crotalaria cinslerinin tohumlarini iceren PA’larla kontamine olmus tahillarin tiiketiminden
dolay1 salgin boyutunda semptomlar gozlenmistir (Dusemund ve digerleri, 2018; IPCS,
1989).

1970-1972 yillar1 arasinda Afganistan’da Heliotropium popovii subsp. gillianum (sin:
Heliotropium gillianum) ile kontamine bugdayla 7200 kisinin (Mohabbat ve digerleri, 1976),
Hindistan’da Crotalaria spp. ile kontamine tahillarla 486 kisinin (Tandon ve digerleri,
1976), Tacikistan’da Heliotropium lasiocarpum ile 3906 kisinin (Chauvin ve digerleri,
1993) ve yine Afganistan’da Heliotropium popovii ssp. gillianum (sin: Heliotropium
gillianum) ile kontamine bugdayla 270 kisinin zehirlenmesi ve 50 kiginin 6liimi tarihte en
biiyiik capli intoksikasyonlar olarak goriilmektedir. Bunun disinda iclerinde Avrupa ve
Amerika da dahil olmak tizere ¢ok sayida vaka raporu da bulunmaktadir (Wiedenfeld,
2011b).

PA karaciger toksisitesinde sadece hepatositler degil, ayn1 zamanda siniizoidal endotel
hiicreleri ve santral ven endotelyal hiicreleri de yer alir. Hepatositler ve siniizoidal endotel
hiicreleri, PA monokrotalini toksik ara maddelere metabolize eder, ancak siniizoidal hiicreler
toksisiteye hepatositlerden daha duyarli gériinmektedir. Bu hiicre tipinin duyarliliginin, daha
diistik detoksifikasyon kapasitesi (diisiik glutatyon icerigi) nedeniyle, toksik metabolitlere
hiicre i¢i maruziyetin daha fazla olmasindan kaynaklandigi belirtilmektedir. Bu bakis
acisisini, monokrotalin modelinde es zamanli glutatyon infiizyonunun, sicanlart HSOS

gelisiminden korudugu bulgusu gii¢lendirmektedir (Helmy, 2016).

PA ile iliski kurulanlar disinda literatiirlerde muhtemelen PA ile ilgili olabilecek ¢ok sayida
vaka da bulunmaktadir. Ancak, bu raporlarin esas olarak subkronik veya kronik

intoksikasyonlar1 tanimlamasi nedeniyle, ¢ogu durumda, karaciger hastaligi ile PA
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maruziyeti arasinda genellikle uzun bir siire oldugu icin baglanti kanitlanamamaktadir

(Wiedenfeld, 2011b).

Cin tibbinda Tusangi adiyla kullanilan Gynura segetum (sin: Gynura japonicum) tiiriiniin
kullanimyla iligkili HSOS vaka bildirimleri de gittik¢e artmistir (Yang ve digerleri, 2017).
PANO’lar, bitkilerde PA’lar ile degisik miktarlarda, hatta bazen daha yiiksek miktarlarda
bulunur ancak PANO’larin toksisitesi belirsizligini korumaktadir. Yang ve digerleri (2017)
tarafindan gergeklestiren ¢alismalarda kanda pirol-protein katim {riinleri Olgiilerek
dogrulanmig, maruziyete bagli HSOS vakalari incelendiginde yiiksek miktarlarda N-oksitler
saptanmis ve tamamlayici olarak yapilan hayvan deneylerinde N-oksitlerin 6nce
indirgendigi, metabolik aktivasyonun ardindan da reaktif DHPA tiirevlerine doniistigi,
protein katim iiriinleri ve hepatotoksisite olusturdugu dogrulanmistir. Yine de N-oksitlerin
karaciger toksisitesini indiikleme potansiyeli PA’larina nazaran daha diisiik bulunmustur

(Yang ve digerleri, 2017).

Bunlar diginda literatiirlerde, PA zehirlenmesiyle muhtemelen baglantili olan farkli
karaciger hastaliklar1 (6zellikle HSOS) hakkinda ¢ok sayida rapor bulunmaktadir. Ancak,
bu raporlarin esas olarak subkronik veya kronik intoksikasyonlari tanimlamasi nedeniyle,
cogu durumda, karaciger hastaliginin ortaya ¢ikmasi ile PA igeren materyalin alinmasi

arasinda uzun bir siire oldugu i¢in baglant1 kanitlanamamaktadir (Wiedenfeld, 2011b).

2.2.3. Pirolizidin alkaloidlerinin teratojenisitesi

Hamilelerde bitki ¢aylari, bitkisel ilaglar ve baharatlar yoluyla PA’lara maruz kalinmasi yeni
doganlarda oliimciil HSOS'a neden olmustur (Edgar ve digerleri, 2015). 2003 yilinda,
hamilelik sirasinda yaklasik olarak giinliik 7 pg PA alan (karakafes igeren bir bitki cayindan)
annenin karacigerinde toksik bir etki goriilmedigi, ancak fetal karacigere zarar verdigi ve
yeni doganin 12 saat sonra oldiigii raporlanmistir. Yapilan analizlerde fetal karacigerde
dehidrolikosamin ve dehidrointegerrimin, PA metabolitleri olarak tespit edilmis, bitkisel
karistmin 2 graminda 12 pg likopsamin, 7 pg interrimin ve 6 pg O7-asetil tlirevleri
bulunmustur. Bitkisel karisimin ise Tiirkiye’den temin edildigi belirtilmistir (Rasenack ve
digerleri, 2003). Yine Almanya'da HSOS’dan 6len yeni dogan vakalar1 bildirilmis, bu yeni
doganlarda etiyoloji aydinlatilamamistir (Seibold-Weiger ve digerleri, 1997).
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DHPA’leri ve metabolitleri sicanlarda teratojeniktir. Sican embriyolarinda plasentayi
gectikleri ve katim {irlinleri meydana getirdikleri gosterilmistir. PA’larin kemirgenlere
uygulandig1 gelisim ve iireme toksisitesi ¢alismalarinda, gelisme geriligi, anormal iskelet
gelisimi ve kemiklesmedeki eksiklikler, fetal biiyiimenin ve olgunlasmanin durmasi ve in-
utero oliimler gozlenmistir. Olusan malformasyonlar doza bagldir. Sican fetiislerinde
goriilen iskelet kusurlari bu bilesiklerin kemik morfojenik proteini (BMP) sinyallesmesinde
eksikliklere neden oldugunu gostermektedir. BMP sinyal genlerinin mutasyonu pulmoner
arter hipertansiyonuna ya da TP53 geni gibi diger genlerin mutasyonu ile ¢esitli tiimorlerin
gelisimine katkida bulunabilir. Ayrica laktasyon sirasinda lasiokarpin uygulanmis sicanlarda
anne lizerinde belirgin etkiler gézlenmezken yavrularda uyarilmis karaciger toksisitesi ve
oliimler saptanmustir. Bu bilgiler dogrultusunda 6lii dogum ve HSOS'mun yani sira anne
karninda bu bilesiklere maruziyetin konjenital anomalilere neden olmasi beklenmektedir.
Anne karninda bu bilesiklere maruz kalanlarin ileride immiin bozukluklara sahip olmalari
ve erken oliimleri de olasi durumlardir. Gelisimsel ve iireme toksisitesi ile ilgili mevcut

veriler siirli oldugundan giincel standartlara uygun ¢aligmalara ihtiya¢ duyuldugu agiktir.

2.2.4. Pirolizidin alkaloidlerinin pulmoner toksisitesi

PA’ nin hepatotoksisitesi kapsamli bir sekilde arastirilmakla birlikte karaciger disindaki
organlara etkileri konusunda eksiklikler bulunmaktadir. Bu organlardan biri de akcigerlerdir.
Akcigerler tizerindeki verilerin ¢ogu bir retronesin tipi PA olan monokrotalin (MCT)
iizerinedir. Tim toksisite gosteren PA’lar metabolik aktivasyona ugrayarak DHPA
olusturur, bu metabolitler de proteinlerle baglanarak pirol-protein eklentileri olustururlar.
Meydana gelen pirol-protein eklentilerinin miktari, hedef organlarda ve hiicrelerde olusan
toksisitenin siddeti ile iligkilidir. Bu nedenle, farkli toksik PA'dan tiretilen DHPA'nin akciger

hasarina neden olabilecegi yaygin bir fenomendir.

Song ve digerleri (2020)’nin yaptig1 bir ¢calismada, bilinen bir pndmotoksin PA olan MCT,
retronesin tipi PA'yr temsil eden retrorsin ve riddellin, otonesin tipi PA'y1 temsil eden
klivorin olmak iizere dort PA secilmistir. Insanlardaki maruziyeti modellemek igin ise
siganlara iki retronesin tipi PA, senesiyonin ve senesifilin iceren Gynura segetum ekstresiyle
pulmoner toksisite ¢alismast gergeklestirmislerdir. Bu ¢alismada test edilen tiim PA’larin
karacigerde DHPA firettikten sonra hepatotoksisite ve pndmotoksisiteye yol actigi

dogrulanmistir. PA kaynakli hepatotoksisite ve pndmotoksisitenin karsilastirilmasi,
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goriiniise gore kan damar1 endotel hasari ile benzer bir patolojik sonucu paylasmaktadir.
Organ duyarliliklar1 konusunda daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir (Yang ve digerleri, 2016;
Song ve digerleri, 2020).

Pulmoner arteriyel hipertansiyon (PAH) gibi diger kronik hastaliklar1 da baslatarak sag
ventrikiiliin (RV) genislemesine ve sag kalp konjestif yetmezligine yol agabilirler ve bazi
konjenital anomalilere neden olabilirler (Edgar ve digerleri, 2015). Siddetli PAH, pulmoner
arter damarlarinin yeniden sekillenmesi ile karakterizedir ve siklikla damar direncinde bir
artiga yol acan tam damar tikanikligini icerir. Yaygin histolojik bulgu, pulmoner arteriyolleri
tikayan ve kapatan karmasik, ¢ok hiicreli vaskiiler lezyonlarin varligidir. Tikali damarlar,
pulmoner arterlerdeki kan akisini ciddi sekilde sinirlar ve RV nin son yiikiinii 6nemli 6l¢iide
artirir, boylece RV islev bozuklugunun gelismesine sebep olur. Son otuz yildir, insan
pulmoner hipertansiyonunun arastiriimasinda iki kemirgen modeli merkezi olmustur: kronik
hipoksiye maruz kalma modeli ve teknik basitlik, tekrar {iretilebilirlik ve diisiik maliyet
sundugu icin bir PA olan MCT akciger hasart modeli (Gomez-Arroyo ve digerleri, 2012).
Kay ve digerleri (1967) tarafindan yapilan siganlar iizerinde Crotalaria spectabilis
tohumlarinin diyetle alimina dayanan c¢alismalarin neticesinde, uzun siireli oral
uygulamanin, PAH’1 indiikledigini ve bunun, sag ventrikiiler hipertrofi ve pulmoner gévde
ve kiigiik pulmoner arterlerin mediyal kalinliginda bir artis ile iliskili oldugu anlagilmistir
(Kay ve digerleri, 1967). Insanlarda klinik PAH vakalariyla karsilastirilabilen, deney
hayvanlarinda PAH iretmek icin gereken PA dozlari, genellikle HSOS iiretmek igin
gerekenden daha diigiiktiir. MCT verilen kemirgenler {lizerinde yapilan ¢aligmarin, her ne
kadar insan hastalii modeline uygunlugunun az olduguna dair goriisler olsa da MCT-
kemirgen modeli, PAH gelisimini incelemek ve tedavileri test etmek i¢in en yaygin
kullanilan model haline gelmistir. Stenmark ve digerleri (2009) ve Gomez-Arroyo ve
digerleri (2012), insanlarda goriilen PAH ve PAH''n MCT-kemirgen modelleri arasindaki
bazi farkliliklar tartismiglardir. Bu farkliliklar, PA'larin klinik PAH vakalarinda goriilmeyen
ilk akut etkileriyle ilgili oldugu gdriinmektedir. insan dis1 primatlarla yapilan cesitli
deneyler, PA'ya uzun siireli, diisiik seviyede diyet maruziyeti icin goriis saglamaktadir.
Nispeten yiiksek dozda olan canli agirlik basina 30 mg/kg MCT nin subkutan enjeksiyonunu
takiben yasa bagli olduk¢a anlamli bir farklilik gozlenmistir. Ardindan 4 haftalik ve 15 aylik
maymunlara 2 ay arayla 60 mg / kg canli agirlik olmak {izere ii¢ ek enjeksiyon yapilmistir.
Uygulanan ¢ok yiiksek dozlardan beklendigi gibi, yasli hayvanlar HSOS gelistirmis ve tipik

PA karaciger patolojisi gOstermisken, gen¢ maymunlar minimal karaciger patolojisi
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gostermis ve yavru primatlarda PAH gelistigi tespit edilmistir. Daha gen¢ maymunlardaki
bu tepki, HSOS'a neden olmak i¢in yetersiz toksik metabolitler veren ancak PAH' baglatmak
icin yeterli olan ¢ok kii¢iik miktarlardaki PA'larin ortaya ¢ikaracagi durumlari temsil eder ve
belki de kanser gibi diger genotoksik durumlara yol acan somatik mutasyonlara neden
olabilir (Stenmark ve digerleri, 2009; Gomez-Arroyo ve digerleri, 2012; Edgar ve digerleri,
2015).

1975 yilinda, bir Afrikali gencin MCT igeren Crotalaria laburnoides bitkisini yutmasindan
kaynakli olduguna dair siiphelenilen PAH ile 6ldiigii bildirilmistir (Heath ve digerleri, 1975).
Bunun disinda ¢ok iyi arastirilmamis vakalar bulunmaktadir. Isvigre'de 66 yasindaki bir
kadinin MCT disinda PA igeren Kkarakafesotu (Symphytum officinale) alimindan
kaynaklanan PAH ile akciger hasarinin ortaya ¢ikma olasiligr bildirilmistir (Gyorik
ve Stricker, 2009).

2.2.5. Pirolizidin alkaloidlerinin kardiyovaskiiler etkileri

PA’lar, artan yiikle birlikte RV genislemesi ve konjestif yetmezlikle sonuglanan PAH neden
olur. Crotalaria spectabilis bitkisinin tohumlarindan elde edilen makrosiklik bir PA olan
MCT, PAH olusumuna model bir bilesik olarak kullanilmaktadir. Uygulandigi deney
hayvanlarinda metabolik aktivasyon sonrasi, akut nekrotizan pulmoner arterit ve RV
hipertrofisi ile karakterize bir hastalik tablosu gelisir. Bu akut model insanlarin gidalara bagh
kronik maruziyetleri gbéz Oniine alindiginda yeterli uygunlukta bir model olarak
goriilmemektedir (Gomez-Arroyo ve digerleri, 2012). Deney hayvanlarinda PAH tiretmek
icin kullanilan dozlar, insanlarda HSOS meydana getiren dozlardan daha diisiiktiir. Bu
durum belirgin karaciger patolojisi olmadan nadiren meydana gelen PAH gelisimini
aciklamaktadir. Cocuklar, etiyolojisi bilinmeyen PAH vakalarimin 6nemli bir boliimiinii
olusturmaktadir ve primatlarda, MCT ile iiretilen PAH ile benzer etiyolojiye sahiptir. Primat
calismasindan elde edilen sonuglar, gidalarda bulunan miktarlara kronik maruziyetin

etiyolojisi, bilinmeyen PAH vakalarindan sorumlu olabilecegini diisiindiirmektedir.

BMP sinyal diizensizligi idiyopatik ve kalitimsal PAH klinik vakalarinin 6zelligidir ve PAH’
da gorillen vaskiiler hiicre proliferasyonu ve pulmoner arteriollerin yeniden
diizenlenmesinde rol oynamaktadir. MCT metabolitleri hayvan modellerinde BMP sinyal
genlerinin mutasyonuna neden olur. Olusan proliferatif, yari-malign, hipertrofik

(megalositik), apoptoz direngli pleksiform diiz kas hiicreleri vaskiiler diizenlenmede ve
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vazokonstriiksiyondan sorumludurlar. PA’larin alkilasyonu nedeniyle kas hiicrelerinde
rabdomiyosarkoma yol acan duyarliligi diiz kas hiicrelerinin patogenezine paralel sekilde
gelisebilir. Pulmoner arter endotel hiicrelerinin hipertrofik karakteri yaninda PA’lar ile
zehirlenmis hayvanlarda benzer karakterli megalositler akciger, bobrek ve duodenumda
saptanmistir. Baglangigta boliinme kabiliyetine sahip olmayan megalositlerin antimitotik
etkili PA’lar ile bu durumlarinin degismesi dngoriilmektedir. idiyopatik PAH vakalarinin
%?20'st BMP reseptorii II (BMPR2) mutasyonlar ile iligkilidir ve ailevi PAH vakalarinin
%75'1 BMPR2'nin germ hatti mutasyonlarini1 tagimaktadir. Tek basina PAH'a neden olmak
icin yetersiz olan bu mutasyonlar PA varliginda PAH gelisimine 6nemli bir katkida
bulunabilir. Sirozlu 2459 hastay1r kapsayan bir klinik c¢alismada hastalarin %0,61’inin
portopulmoner hipertansiyon sergiledigi ve diyete bagli bilinmeyen bir nedeninin portal ve
pulmoner hipertansiyon birlikteligi i¢in en uygun agiklama oldugu sonucuna varilmistir.
PA’lara diyetle maruz kalmanin etiyolojisi belirsiz PAH vakalarina neden olabilecegi ya da

olas1 vakalari daha da siddetlendirecegi arastirilmalidir (Edgar ve digerleri, 2015).

2.2.6. Pirolizidin alkaloidlerinin genotoksik ve tiimorojenik etkileri

PA’larin mutajenitesi, farkli biyolojik sistemlerde kapsamli bir sekilde incelenmistir. Genel
olarak, PA’larin in-vivo ve in-vitro ¢aligmalart mutajeniktir ve mutajeniteleri karsinojen

olmalarindan sorumlu goriinmektedir.

Bir¢ok PA iceren bitkinin ve ayr1 ayr1 PA bilesiklerinin, test edildigi hayvan modellerinde,
farkli dokularda karsinojen oldugu gosterilmistir. PA’larin metabolik aktivasyonunun
gerceklestigi karaciger ayn1 zamanda genotoksik ve tiimorojenik etkiler i¢in hedef organ
olmakla birlikte tiimorler, akciger, bobrek, cilt, mesane, beyin ve omurilik, pankreas
adaciklar1 ve adrenal bezinde de saptanmistir (Chen ve digerleri, 2010). PA’larin insanlarda
timor olusturduguna dair net bir kanit bulunmamasina ragmen, Orta ve Giiney Afrika'nin
yerlilerinde primer karaciger tiimoérlerinin sik goriilmesi, geleneksel olarak PA igeren
bitkilerin tiikketimi ile iliskilendirilmistir (Pavlica ve Samuel, 1970; Schoental, 1968;
Williams ve digerleri, 1967; Chen ve digerleri, 2010).

DHP esterleri ve DHP, DHP'den tiiretilen katim iiriinleri, DNA ve proteinlerle ¢apraz baglar
olusturmak i¢in hiicresel proteinlere ve DNA'daki niikleofilik gruplara hizli bir sekilde
baglanan yiiksek oranda reaktif alkilleyici ajanlardir. Bunun yaninda toksik olmayan N-oKksit

bilesiklerinin de metabolik olarak geri doniistiiriilebilir olduklar1 g6z Oniinde
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bulundurulmalidir. Mevcut bilgiler, metabolik aktivasyon sonrasi tiimorojenik oldugu
bilinen PA’larin buna paralel olarak genotoksik olduklarini da ortaya koymaktadir. DNA ile
katim tirtinleri olusturan bu bilesiklerin DNA ¢apraz baglamasi, kromozom aberasyonlari,
kardes kromatit degisimi, mikrogekirdek, cift sarmal kiriklar1 ve nokta mutasyonlar1 gibi
genotoksik hasarlar meydana getirdigi gosterilmistir. DNA katim driinleri daha fazla gen
mutasyonunu indiikleyebilirken, DNA ¢apraz baglar1 kromozom mutasyonlarini indiikleme

egilimindedir (Chen ve digerleri, 2010).

Insan ve sigan karaciger mikrozomal metabolizmasindan elde edilen ridellinin metabolik
ornekleri ve DNA katim profili oldukga benzerlik gostermektedir. Bu noktadan yola ¢ikarak
deneysel kemirgenler kullanilarak yapilan ¢calismalardan elde edilen sonuglarin insanlar i¢in
son derece dnemli oldugu ve ridellinin insanlarda karsinojen olabilecegi one siiriilmiistiir
(Xia ve digerleri, 2003; Dusemund ve digerleri, 2018). Si¢anlar pirolizidin toksisitesine kars1
hassastir, bu durum kismen karacigerlerinde esteraz aktivitesinin olmamasina baglidir.
Kobaylar ise yiiksek karaciger esteraz aktiviteleri nedeniyle PA'larin toksik etkilerine karsi
belirgin bir dirence sahiptir. Baz1 PA’larin bakterilerde negatif veya zayif pozitif olarak
tanimlanan mutajenik aktivitelerinin Drosophila veya kemirgen test sistemlerinde giiglii

pozitif yanitlar verdigi gézlenmistir (Chen ve digerleri, 2010).

PA’larin neden oldugu birincil DNA hasarlar

PA'larin neden oldugu birincil DNA hasarlar; DNA katim iiriinleri, DNA c¢apraz

baglanmasi, DNA zincir kiriklart ve programlanmamis DNA sentezidir.

PA’nin in vitro ve in vivo metabolizmasi, DHP'den tiiretilmis DNA katim {irlinleri meydana
getirmektedir. Bir¢ok farkli timorojenik PA ve bunlari igeren bitki tiirlerinin in-vivo ve in-
Vitro olarak bu katim iiriinleri 32-P isaretleme/HPLC metodu kullanilarak gosterilmistir. Bu
PA’lar ve bunlari igeren bitkiler arasinda kruvasin, heliotrin, lasiokarpin, MCT, retrosin,
karakafesotu kokii ekstresi, karakafesotu yagi, Okstiriikotu kokii ekstresi, Farfarae flos
ekstresi ve Ligularia hodgsonii ekstreleri bulunmaktadir. DNA katim tirlinlerinin miktarlar
ile ridellinin tiimor olusturucu etkisi korelasyon gostermektedir. Karaciger katim tirtinleri ve
timor olusumu, parankimal ve biiyiik Olgiide endotel hiicreleri kapsamaktadir ve
hemanjiyosarkomlar endotel hiicrelerinde gelismektedir. Bu g¢alismalardan elde edilen

sonuglar DNA katim iiriinlerinin kismen karaciger timorii gelisiminden sorumlu oldugunu

gostermektedir.
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PA’larin metabolitleri, nekin bazinda C7 ve C9 pozisyonlarinda DNA veya proteinlerle
capraz baglama olusturabilen iki fonksiyonel grup igerir. Pirolik PA’larin DNA-protein
capraz baglama potansiyeli, deney hayvanlarinda bilinen toksisite potansiyelleriyle
uyumludur. Bu nedenle ¢apraz baglanma muhtemelen toksisite ile iliskilidir (Fu ve digerleri,
2004). MCT metabolitleri lizerine yapilan bir arastirmada, ¢apraz baglanma elektroforez ve
elektron mikroskobu ile dogrulanmistir (Pereira ve digerleri, 1998). Rieben ve Coulombe
(2004), yaptiklar1 ¢alismada DNA-DNA c¢apraz baglanmasinin baz sekans tercihinin
bulunmadigini tespit etmisken, Weidner ve digerleri (1990) metabolitlerin, tercihen 5'-CG
sekansina baglandigim1 gostermistir (Rieben ve Coulombe, 2004; Weidner ve digerleri,
1990).

Hincks ve digerleri (1991), alkalin eliisyon testini kullanarak, senesifilin, ridellin, retrorsin,
senesiyonin, MCT, helyosupin ve latifolin dahil olmak tizere birkag ¢ift islevli PA tarafindan
indiikklenen DNA ¢apraz baglarini ve DNA zinciri kirilmalarini incelemistir. PA'lardan
higbirinin saptanabilir miktarda tek zincirli DNA kirilmalarina neden olmadigi ifade
edilmistir. Petry ve digerleri (1984, 1986) ise MCT ile bu durumu dogrulamistir. Buna
ragmen Uhl ve digerleri (2000), comet yontemiyle insan hepatoma hiicreleri (HepG2)
kullanarak isatidinin DNA tek sarmal kiriklarina neden olabilecegini gostermis ve Silva-
Neto ve digerleri (2010) MCT ile ¢alisarak bu durumu dogrulamistir. Bu durum Comet
yonteminin tek sarmal kiriklarin1 saptamada daha hassas bir yontem olmasi ile agiklanabilir
(Hincks ve digerleri, 1991; Petry ve Sipes, 1987; Petry ve digerleri, 1986; Uhl ve digerleri,
2000; Silva-Neto ve digerleri, 2010). PA’larin DNA katim iiriinleri gibi birincil hasarlari
olgen programlanmamis DNA sentezi (UDS) ¢aligsmalari da pozitif sonuglar vermistir (Chen

ve digerleri, 2010).

PA’larin neden oldugu kromozomal hasarlar

PA’larin meydana getirdigi kromozomal hasarlarla ilgili c¢alismalar mikro c¢ekirdek,

kromozomal aberasyonlar ve kardes kromatid degisimleridir.

Crotalaria tohumlarinda, heliotrine, integerrimine, isatidin, MCT, ridellin, retrorsin, fulvine,
lasiokarpin, petasitenin, seneciphylline, senkirkine gibi PA’larin bir¢ok farkli hiicre tipinde
mikro ¢ekirdek sikliginda artisa neden oldugu, kromozom aberasyonlari meydana getirdigi
ve kardes kromatid degisimlerine (SCE) neden oldugu olgiilmiistiir (Chen ve digerleri,

2010).
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PA tarafindan mikro ¢ekirdek indiiksiyonu genis ¢apta incelenmistir ve sonuglar, PA'nin
giiclii klastojenik ajanlar olduklari, hepatositlerde, kemik iligi eritrositlerinde ve periferik
kan hiicrelerinde mikro g¢ekirdek iirettigi yontindedir. Degisken sicaklik ve nem kosullar
altinda 23 yildan daha uzun siire saklanan ve 1s18a maruz kalan Senecio brasiliensis'ten elde
edilen integerrimin ve retrorsin ile saf integerrimin ile yapilan ¢alisma fare kemik iliginin
polikromatik eritrositlerinde, mikro ¢ekirdek frekanslarinda énemli artisa neden oldugunu
ortaya koymustur. Bu c¢alisma aynm1 zamanda uzun yillar ve degisken kosullarda bile
alkaloitlerin stabil kaldigin1 da ortaya koymaktadir. Calismanin tartisma bdliimiinde bu
durumun alkaloitlerin toprakta birikerek diger organizmalar tarafindan dogrudan veya
dolayl1 olarak absorbe edilebilecegi fikrinin ortaya koyulmasina neden olmustur. (Santos-
Mello ve digerleri, 2002). Crotalaria tohumlarinin ve MCT’nin, diyet yoluyla 6 giin siireyle
uygulandigi farelerde kemik iligi mikro ¢ekirdek sikliklarinin artig1 6l¢iilmiistiir. (Sanderson
ve Clark, 1993). isatidin, retrorsin ve MCT nin, sigan hepatosit kiiltiirlerinde mikro ¢ekirdek
indiikledigi bulunmustur (Miiller-Tegethoff ve digerleri, 1995). Bir kirletici olan ridellinin
4 haftalik ve 13 haftalik kemirgen toksisite calismasinda mikro ¢ekirdek sikliginda artis
bulunmamistir, bu durum reaktif pirol {iriinlerinin kisa siireli olarak olustuguna ve kemik
iligine ulasana kadar karaciger, akciger ve kalpteki endotel hiicrelerine baglanip kemik
iligine ulasamamas1 seklinde aciklanmistir. 150 mg tek doz uygulamasinda ise mikro
cekirdek sikliklarinda hafif bir artis goriilmiistiir. Bu calisma ridellinin hepatoseliiler
adenomlarin olusumuna bagli olarak disi F344/N siganlarinda karsinojen oldugunu ortaya
koymustur. Yine bu calismada ridellinin Ostrojen siklusunu fetal biiylimeyi ve hayatta

kalmayi etkiledigi de gosterilmistir (NTP, 2003).

Pek cok PA, uygun sekilde metabolik olarak aktive edildiklerinde memeli hiicrelerinde veya
fare kemik iliginde kromozomal aberasyonlara neden olur. Ridellinin S9 fraksiyonu
varliginda Cin hamster yumurtalik (CHO) hiicrelerinde (NTP, 2003), heliotrin, lasiokarpin,
petasitenin ve senkirkinin, V79 hiicrelerinde (Takanashi ve digerleri, 1980), integerriminin
C57BI/6 farelerinin kemik iligi hiicrelerinde (Gimmler-Luz ve digerleri, 1990) kromozomal
aberasyonlar1 indiikledigi saptanmistir. Bitki ekstrelerine bakildiginda, MCT igeren
Crotalaria retusa ekstresi (Ribeiro ve digerleri, 1993), N-oksitleri de i¢eren tibbi bitki olarak
kullanilan Heliotropium curassavicum ekstresinin de (Carballo ve digerleri, 1992)

kromozomal aberasyonlara neden oldugu gosterilmistir.

Ridelline, S9 varliginda ve S9 olmadan CHO hiicrelerinde SCE'lerini indiikledigi
gosterilmistir (NTP, 2003). Heliotrin, MCT, senesifilin ve senkirkinin, V79 hiicrelerinde
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(Bruggeman ve van der Hoeven, 1985), retronesin tipi PA'larin ortak reaktif pirolik
metaboliti dehidroretronesin, insan lenfositlerinde (Ord ve digerleri, 1985) SCE indiikledigi

gosterilmistir.

Insanlarda PA'larda genotoksisite calismalari nadirdir. HSOS dan muzdarip ¢ocuklarda
kanda kromozomal aberasyonlar1 saptanmis ve bu hasarlarin fulvin kaynakli oldugu one

stirilmistiir (Martin ve digerleri, 1972).

PA tarafindan indiiklenen mutasyonlar

PA mutajenik etkileri bakterilerde, Drosophila test sistemlerinde ve kemirgenlerde
incelenmistir. Drosophila test sistemleri, ¢ok yonlii metabolik biyoaktivasyon sistemi ve
capraz baglanan genotoksinlere karsi miikkemmel duyarliligi nedeniyle PA'y1 test etmek icin
uygun bir test metodudur (Candrian ve digerleri, 1984). Heliotrin, senesifilin, senkirkinin ve
integerriminin bu test sisteminde mutasyonlara neden oldugu gosterilmistir (Chen ve

digerleri, 2010).

Salmonella typhimurium/memeli mikrozom testi, PA'nin mutajenisitesini belirlemek i¢in
yaygin olarak kullamilmistir. Yapilan calismalarda cok c¢esitli sonuglara rastlandig
goriilmektedir. S. typhimurium test sisteminin, uygun bir aktivasyon enzimi sistemi
uygulanmadik¢a, PA’nin mutajenitesinin saptanmasi i¢in hassas bir yontem olmadigi

goriilmektedir.

Calismalar1 inceleyecek olursak metinde bir¢ok yerde toksisitesinden drnekler verdigimiz
ve PAH olusturmada model bir bilesik olan MCT, Escherichia coli WP2 and WP2 uvrA
(Green ve Muriel, 1975) ve S9 varliginda TA100 (Rubiolo ve digerleri, 1992) suslarinda
negatif sonuclar vermistir. Retrorsin, S9 varliginda TA98, TA100, TA1535 ve TA1537
suslart kullanildig1 ¢alismada TA1535 ve TA1537 igin mutajenik bulunmustur bu da hem
baz ¢ifti ikamesi hem de c¢erceve kaymasi mutasyonlarini indiikledigini gostermektedir.
(Wehner ve digerleri, 1979). Ridellin, S. typhimurium TA97, TA98, TA1535 S9 fraksiyonu
varliginda ya da yoklugunda negatif sonug verirken, S9 varliginda TA100 susunda pozitif
sonug vermistir (Chan, 1993). Bunun disinda bitki ekstreleri ile de ¢alismalar yiirtitiillmiistiir.
Ornegin Jacobaea vulgaris asetonlu ekstresinin S9 aktivasyonu ile test suslart TA9S,
TA100, TA1535 ve TA1537'de pozitif yanitlar iiretmistir (White ve digerleri, 1984).

Retrorsin, senesivernin, senesifillin ve PA igeren bitkilerden elde edilen ekstreler Senecio
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inaequidens, S. fuchsii (sin: S. ovatus) ve S. cacaliaster S9 varliginda bile sadece zayif

mutajenik aktivite gostermislerdir (Rubiolo ve digerleri, 1992).

Ridellin esas olarak sigan veya fare karacigerindeki endotelyal hiicrelerden gelisen karaciger
hemanjiyosarkomlarini indiikler (Chan ve digerleri, 2003). Kemirgenlerde yapilan
caligmalar, PA’larin, sigan karacigerinin cll geninde ve fare karaciger timorlerinin p53 ve
K-ras genlerinde mutasyonlara neden oldugunu gostermistir (Dusemund ve digerleri, 2018).
Ridelline tarafindan indiiklenen baslica mutasyon tipleri, G: C — T: A transversiyonu ve
GG — TT ve GG — AT'nin ardisik baz degisimleridir. Ridellin tarafindan indiiklenen
mutasyon tipleri, G: C baz giftlerini igeren hem mononiikleotid hem de diniikleotid DNA
eklentilerinin mutajenisiteden sorumlu oldugunu diisiindiirmektedir (Chen ve digerleri,
2010). Ayrica, Xia ve digerleri (2003) bir c¢aligmasina gore, insan ve si¢an karaciger
mikrozomal metabolizmasindan elde edilen ridellinin metabolik ornekleri ve DNA katim
profili oldukca benzerlik gostermistir. Buradan yola cikarak kemirgenler kullanilarak
yapilan deneysel ¢calismalardan elde edilen sonuglarin insanlar i¢in son derece 6nemli oldugu

ve ridellinin insanlarda karsinojen olabilecegi one siiriilmiistiir (Xia ve digerleri, 2003).

Calismamizda 6l¢iimledigimiz karakafes otu karaciger toksini ve karsinojendir (Hirono ve
digerleri, 1978). Karakafesotu ile indiiklenen cII mutant DNA'sinin sekans analizi, yiiksek
miktarda G: C — T: A transversiyonlar1 ve tandem baz degisimlerinin indiiksiyonu ile PA

mutasyonlarinin imzasini gostermektedir.

Insanlarda PA'nin karsinojenisitesine iliskin epidemiyolojik veri olmamasmna ragmen
degerlendirilen g¢alismalarin varliginda birkag PA, insanlar i¢in muhtemelen karsinojen
olarak (grup 2B) simiflandirilmistir (Mei ve digerleri, 2005; Chen ve digerleri, 2010;
IARC,1976). Asagidaki sekilde PA’larin varsayilan karsinojenik mekanizma asamalari

gosterilmistir.
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Sekil 2.5. PA karsinojenezinin varsayilan mekanizmasi (Chen ve digerleri, 2010)

2.3. insan Maruziyetinde Pirolizidin Alkaloidlerin Ana Kaynaklar

Insanlar normal gida alim1 yoluyla PA'lara maruz kalabilirler ve tahillarm kontaminasyonu
sonucu bazi vakalarin ortaya ¢iktigi bilinmektedir. PA'lara maruz kalma yolu esas olarak iki
kaynaktan gelmektedir: Birincisi, otlar, bitkisel ¢aylar, bitkisel bazli takviye edici gidalar ve
tibbi amagli kullanilan bitkisel ilaglardir. kincisi ise, tarimsal faaliyetler sonucunda gida
zincirlerine PA'larin kontamine yoluyla kirlenen bal, et, siit, yumurta gibi gidalardir (Chen
ve digerleri, 2021). Toksik PA igeren bitkilerin tiiketilmesi potansiyel olarak insan sagligini
tehdit etmesine ragmen, diinya ¢apinda geleneksel bitkisel ilaglarda bu bitkilerin kullanimi1
devam etmektedir (Tamariz ve digerleri, 2018). Diisiik seviyelerde PA'lar tarafindan
periyodik olarak kontamine oldugu bildirilen diger gida maddeleri arasinda siit, yumurta, et,
bal, polen, ¢aylar ve bunlar1 bilesen olarak igeren yiyeceklerde bulunmaktadir (Edgar ve

digerleri, 2015).

2015 yilinda, EFSA'nin destekleyici bir yaymi, Avrupa'nin farkli bélgelerinde hayvan ve
bitki kaynakl1 tiriinlerde, ¢aylarda, bitkisel infiizyonlarda ve gida takviyelerinde PA varligimni
degerlendiristir (EFSA 2016, Mulder ve digerleri, 2015). Bu kapsamda Toplam 1105 6rnek
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(746 hayvan kokenli ve 359 bitki kokenli) degerlendirilmistir. Hayvansal kokenli numuneler
cogunlukla PA igermiyordu, bu durum kismen et {lriinlerinde analitik yOntemlerin
sinirlanmasindan olabilecegi belirtilmistir. Siit numunelerinin (182 numunenin %6'sinda)
diisiik seviyelerde PA seviyeleri saptanmistir. Cay orneklerinin analizi, yiiksek oranda (166
ornegin %91'1) bir veya daha fazla PA igerdigini ortaya koymustur. Perakende pazarindan
elde edilip orneklenen caylarin analizinde, siyah, yesil, rooibos, melisa, nane, papatya,
rezene, 1sirgan otu ve karisik bitki ¢aylarinda PA ile kontaminasyon oldugunu gostermistir
Rooibos ¢ayi, PA toplaminin en yiiksek konsantrasyonunu (ortalama konsantrasyon 7,99
ug/L) ve papatya ¢ay1 en diisiik konsantrasyonu (3,67 pg/L) gostermistir. (Bodi ve digerleri,
2014).

2016 yilinda EFSA, bitki kaynakli gida tiikketimi yoluyla Avrupa popiilasyonunda PA'ya
yonelik bir diyet maruziyet degerlendirmesi yaymlamistir. Sonug¢ olarak, insan PA
maruziyetinin ana kaynagi olarak bitki ¢aylarinin tiiketimi goriilmiistiir. Ayn1 aragtirma PA
sentezledigi bilinen bitkilerden {iretilen baz1 takviye edici gidalarin PA seviyelerinin ¢ok

yiiksek oldugu rapor edilmistir (EFSA, 2016).

2.3.1. Arn iiriinleri- bal ve polen

Bir¢ok iilkede aricilarin, bal iiretimi i¢in bazi PA igeren bitkileri diizenli olarak kullandiklar1
belirtilmistir (Ma ve digerleri, 2018). Balda bulunan PA'larin, arilar nektarlar1 toplarken
yanlislikla polene de bulagmasi yoluyla olabilecegi one siirtilmiistiir (Boppré ve digerleri,
2005). PA igeren bitkilerden elde edilen polen, son derece yliksek seviyede PANO formlarin
icerir (Kempf ve digerleri, 2010). Aricilar da hasat sirasinda veya sonrasinda yanlislikla veya
kasith olarak bala polen katabilirler. Takviye edici gidalarda ar1 poleni graniilleri, polen
taneleri ve nektar (arilar tarafindan baglayici madde olarak kullanilir) igermektedir.
Avrupa'da PA'lar iizerine yapilan bir ¢calismada, on iki polen iiriiniiniin on birinde PA'lerin
ortalama 576,0 pug/kg konsantrasyonda oldugu tespit edilmis, propolis ve art siitii lirinlerinde
ise 0,6 ve 15,5 pg/kg miktarlart bildirilmistir (Mulder ve digerleri, 2017; Ma ve digerleri,
2018).

2.3.2. Tahil kontaminasyonu

Kontamine olmus tahillarin kullanimindan kitlesel zehirlenmeler meydana gelmistir

(Tandon ve digerleri, 1976; Schuster ve digerleri, 1993; Van Egmond ve digerleri, 2011).
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En eski vaka 1920’lerde meydana gelen 'Ekmek zehirlenmesi' olarak adlandirilan olaydir
(Willmot ve Robertson, 1920). Bu siireci 2008’de hem Afganistan'da hem de Etiyopya'da
meydana gelen yeni vakalar takip etmistir (Molyneux ve digerleri, 2011). Giinlimiizde,
ekmegin kontamine olmasi sonucunda ortaya ¢ikan akut PA toksisitesi vakalari, birgok
iilkede mahsullerdeki yabani otlarin etkili bir sekilde kontrol edilmesiyle dnlenmektedir.
Hasat sirasinda tahila yapisan ince bitki tozlarinin PA'larin kaynagi oldugu diistiniilmektedir.
Biiytik Olgekte tahil tiretimi yapan iilkelerde farkli ekim alanlarindan hasat edilen tahillar
birlestirilerek belirli bir hacim olusturulur. Bu durum, tahildaki PA'larin seviyesini seyreltse
de mevcut olan herhangi bir PA'nin dagilimi daha genis alana yayilmasina neden olmaktadir.
Boylece bu tehlikeli kimyasallarin diigiik seviyelerine maruz kalan niifus sayisini

artirmaktadir (Edgar ve digerleri, 2015; Ma ve digerleri, 2018).

2.3.3. Siit kontaminasyonu

Sicanlarda ve farelerde PA'larin siite gegisi lizerine bir dizi deney gerceklestirilmistir (Edgar
ve digerleri, 2011). Bunlarin en basinda, lasiokarpin ve retronesin PA'lar1 emziren si¢anlara
uygulandiginda anneler {izerinde goriiniir bir etkisi olmamasina ragmen, yavrularinin farklh
karaciger lezyonlar1 sonucu Oldiigiinii gosteren calisma yer almaktadir. Bu durumun,
cocukluktaki cesitli karaciger bozukluklarinin siitten gelen PA'larla zehirlenme sonucu
olabilecegine isaret edilmistir (Ma ve digerleri, 2018). Ayrica baska bir ¢alismada Senecio
jacobaea (sin: Jacobaea vulgaris) ile beslenmis emziren kegilerden elde edilmis siitii tiiketen
sicanlarda karaciger lezyonlarinin ortaya ¢ikabilecegi gosterilmistir (Prakash ve digerleri,
1999). Karacigerde iiretilen PANO’lar normalde hizli bir sekilde idrarla atilsa da emziren
hayvanlarda belirli bir oranda siitiin sulu fazinda tutulabilir. Nihai toksik metabolitler olan
dehidroretronesin ve dehidroheliotridinin de nispeten suda yliksek c¢oziiniirliiklerine bagli

olarak siite gegme olasiliginin dikkate alinmasi gerektigi ifade edilmistir (Ma ve digerleri,
2018).

2.3.4. Tavuk yumurtasi kontaminasyonu

PA'larin yemden yumurtalara transferinin gerceklestigi ifade edilmistir (Ma ve digerleri,
2018). Diaz, Almeida ve Gardner (2014), yumurtalarda bulunan kalintilarin esas olarak PA
serbest baz tiiriinden kaynaklandigini ve PANO’larin ¢ok az katkis1 oldugunu bildirmistir.

Edgar ve Smith (2000), yumurtalarda 5-168 mg / kg PA seviyelerini bildirmistir. Bu
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durumun, tavuk yemlerinde Heliotropium europaeum (akrep otu) ve Echium plantagineum
(kirkbatiran) kontaminasyonun neden oldugu ifade edilmistir (Diaz ve digerleri, 2014; Edgar
ve Smith, 2000).

2.3.5. Et kontaminasyonu

Hayvanlarin yiyecek aradigi otlaklarda ve tarlalarda ¢esitli PA’lari igeren bitkiler
bulunabilir. Ozellikle yaygin olarak kullanilan ve bir yem iiriinii olan yoncanin taze ve
kurutulmus hallerinde bulunabilirler (EFSA, 2011). Hayvanlar tarafindan tiiketildiginde,
PA'larin bir kism1 hayvansal kaynakli gida tirtinlerine aktarilacaktir (Edgar ve Smith, 2000;
Hoogenboom ve digerleri, 2011; Ma ve digerleri, 2018). Hayvansal kaynakli iirlinlere
PA’larin transferi ve bulunma seviyeleri nispeten diisiik goriinse de, cesitli PA'larin
genotoksik ve kanserojen Ozelliklerinden dolayr diisiik seviyelerde alimin bile olumsuz
etkilere neden olabilecegi bilinmektedir (Edgar ve digerleri, 2015). PA iceren Trichodesma
tirlerine maruz birakilmis hayvanlardan elde edilen pismis etlerle yavrularin beslendigi
deneyler bildirilmistir. 3-4 ay i¢inde 6liime veya geri dondiiriilemez patolojik degisikliklerin
iiretilmesine neden oldugu ve toksik alkaloit kalintilarin eti pisirme ile tahrip edilemeyecegi

sonucuna vartlmistir (Mulder ve digerleri, 2016; Ma ve digerleri, 2018).

2.3.6. Salatalar, caylar ve takviye edici gidalar

Salata yapraklarina benzer goriiniimde olan yaygin yabani ot Senecio vulgaris yapraklarmin,
Almanya'daki siipermarketlerde kazara satildig1 iyi bilinmektedir (BfR, 2007). PA igeren
bitkiler ¢ay ve sos yapmak i¢in de tercih edilmektedir (Rasenack ve digerleri, 2003).

Bodi ve digerlerinin (2014) yaptig1 ¢alismalar, EFSA’nin (2016) yayinladig1 raporlara
dayanarak PA’lerin en fazla maruz kalindig {iriinlerin, ana maruziyet kaynaklarinin bitkisel
caylar, takviye edici gidalar ve tibbi amagla kullanilan bitkisel ilaglar oldugu ifade edilmistir.
Bodi ve digerlerinin (2014), 24 siyah, 23 yesil, 24 rooibos, 29 nane, 39 papatya ve 43 karigik
cay dahil olmak iizere toplamda 274 kuru bitki ¢cayin1 analiz ettigi ¢alismada, 10 farkli PA
ve 7 farkli PANO tespit etmislerdir. Pozitif ¢aylarin yiizdesi % 86 (nane caylari) ile % 100
(rooibos ¢aylar1) arasinda degismektedir. Bu ¢alismada, rooibos ¢ayinin en yiiksek oranda
kontamine oldugu bulunmustur (ortalama: 1856,4 ng / kg, maksimum: 5647,2 pug/ kg) (Bodi
ve digerleri, 2014) (Bodi ve digerleri, 2014).
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Schulz ve digerleri (2015), Alman pazarindan tedarik ettikleri 169 tibbi amagli kullanilan
bitkiyi analiz etmis ve 14 farkli PA ve 9 farkli PANO'nun varligini tespit etmislerdir (Schulz
ve digerleri, 2015).

Griffin, Gosetto, Danaher, Sabatini, and Furey, (2014), irlanda pazarindan temin edilebilen
18 kuru bitki ¢caymi analiz etmis ve 10 farkli PA ve 4 farkli PANO igerdiklerini tespit
etmislerdir. Bunlara ek olarak, ortalama ve maksimum kontaminasyon miktarinin sirastyla
210 ve 1733 ng / kg oldugu ifade edilmistir (Griffin ve digerleri, 2014).

Mulder ve digerleri (2015) kurutulmus bitki materyalleri, (kurutulmus) bitki 6zleri veya
bitkinin ugucu yagini igeren tabletler veya kapsiiller seklinde bulunan takviye edici gidalarla
caligma gergeklestirmistir. Farmasotik tirlinlerde kullanilan bazi PA iireten bitkiler (6rnegin,
Echium, Borago, Symphytum, Petasitis veya Tussilago cinsine ait tiirler) takviye edici
gidalarda da kullanilmaktadir. Echium ve Borago'nun miistahzarlari, takviye edici gidalarda
kullanildiginda ¢ogunlukla yag esaslidir. Genel olarak, PA iireten bitkilerin yag bazli
miistahzarlarini igeren takviye edici gidalarin PA icermedigi ifade edilmektedir. Maksimum
PA seviyesi 2.410.275 pg / kg olmak iizere, PA iireten koyuntirpagi (Eupatorium
cannabinum) temelli bir takviye edici gidada (kapsiiller) dl¢tilmiistiir. PA tireten bitkilere
dayali takviye edici gidalarin, PA maruziyetlerine 6nemli 6l¢lide katkida bulunabilecegi

ifade edilmistir (Mulder ve digerleri, 2015; Dusemund ve digerleri, 2018).
2.3.7. Tussilago farfara L. (Oksiiriikotu, Asteraceae)

Tussilago'nun bitkisel miistahzarlar1 geleneksel tipta Oksiiriik, balgam, bronsit ve astimli
durumlarin tedavisinde kullanilmistir. Bunun disinda bugiin antimikrobiyal, antitiiberkiiler,
antioksidan, noroprotektif, antitussif, balgam soktiiriicii ve anti-inflamatuar etkilerini
gosteren ¢alismalar bulunmaktadir. Senkirkin, Tussilago'da tespit edilen ve en yaygin olarak
bildirilen PA'dir (Kopp ve digerleri, 2020). Bulgaristan'da yapilan bir ¢alismada major
alkaloidler olarak senkirkine ve senecionine, mindr bilesenler olarak integerrimin ve
seneciphylline bulunmustur. Alkaloit i¢erigi nispeten diisiik miktarlarda (%0,0055) veya 55
ug/g olarak tespit edilmistir (Nedelcheva ve digerleri, 2015).
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2.3.8. Symphytum officinale L. (Karakafes otu, Boraginaceae)

Karakafesotu (Symphytum officinale.), anti-inflamatuar ve analjezik etkilerine dayali olarak
tibbi bir bitki olarak kullanilir. Karakafesotu kokii % 0,013-1,2 oraninda PA igerir.
Intermedine ve lycopsamine ve bunlarin N-oksit ve asetil formlari major PA’lardir. Trifan
ve digerlerinin (2018) koklerde yaptiklari ¢alismada, intermedine 0.142+0.003 mg/g;
lycopsamine 0.146+0.009 mg/g miktarlarinda saptanmistir. Bunun yaninda Symphytum
tiirleri antioksidan aktiviteye sahip rosmarinik asit ve salvianolik asitler gibi énemli bir

fenolik bilesikleri de igerirler (Trifan ve digerleri, 2018).

2.3.9. Camellia sinensis (L.) Kuntze (Yesil Cay, Theaceae)

Yesil cay bitkisinden (Camellia sinensis) fermantasyon ve oksidasyonu dnleyen bir siiregle
elde edilmektedir. igecek olarak geleneksel yesil cayin uzun bir tiikketim ge¢misi olmasina
ragmen, yesil ¢ay Oziitlerinin 'nutrasétikler' olarak da anilan -6zellikle kilo vermeye yardimci
olarak pazarlanan- diyet takviyelerinde kullanimi nispeten yeni bir gelismedir (Jurgens ve
digerleri, 2012).

Yesil cay ekstresi iiretme islemi tipik olarak Camellia sinensis'in yapraklarinin ve
govdelerinin suyla veya cogunlukla alkoller gibi diger organik ¢oziicii karisimlarinin
ekstraksiyonu ile gergeklestirilir. Ayrica kafeinsizlestirme igeriyorsa, toksik olmayan stiper
kritik karbon dioksit veya kloroform ve diklorometan gibi toksik ¢oziiciiler kullanilabilir.
Ekstreler, istenmeyen kalintilar1 gidermek igin bir sentetik regine emiciden siiziilerek daha
da rafine edilebilir. Bu tiir islemler katesinler ve ayrica pestisit kalintilari, toksik element
safsizliklar1 veya PA’lar gibi potansiyel kirletici maddelerin konsantrasyonunu artirabilir
(Oketch-Rabah ve digerleri, 2020).

Caylarin PA’lar ile kontaminasyonu bildirilmistir ve bu kontaminasyonun ¢ay yapraklarinin
doymamis PA'lar iceren bitkilerle birlikte hasat edilmesinden kaynaklandigi
distiniilmektedir. PA'larin ortalama konsantrasyonunun 3.8 pg ve saptama yapilan %95
cayda ise 6.1pg/L oldugunu bildirmistir. EFSA'nin analiz ettigi 310 yesil ¢ay inflizyon
orneginde, toplam PA konsantrasyonuna katkida bulunan ana bilesikler senesiyonin-N-oksit
(%19), retrorsin-N-oksit (%18) ve intermedine ve likosamin (%16) olarak saptanmistir
(EFSA ANS, 2018).
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Yesil cay ekstrelerinde PA'larin hepatotoksisiteleri ile iligkili veri olmamakla birlikte yesil
cay ekstreleri ile iligkili karaciger hasarinin karakteristikleri akut PA hepatoksisitesinden
farkli olarak hepatoseliilerdir (EFSA, 2016).

2.4. PA veya PA Iceren Uriinlerin Yasal Durumu ve Degerlendirmesi

EFSA CONTAM Paneli bir akut referans doz (ARfD) belirleyemese de insan zehirlenmesi
vakalarindan elde edilen siirl bilgiler, akut/kisa vadeli etkilerle iligkili olarak giinde
yaklasik 2 mg/kg viicut agirlig olarak bilinen en diisiik dozun belirlenmesine izin verdi. Bu
deger 2 hafta boyunca, giinde yaklasik viicut agirligi basina 0,8-1,7 mg PA/kg alan, HVOD
tanis1 konan 6 aylik bir kiz bebek ve 4 giin boyunca yaklagik viicut agirligi basia 3 mg/kg
doza maruz kalan ve 6liimle sonuglanan 2 aylik bir erkek bebek vakalarina dayandirilmigtir

(EFSA CONTAM, 2017b).

PA ile ilgili ilk siirlar 1992 yilinda Alman Federal Saglik Bakanlig: tarafindan PA iireten
bitkilerin bitkisel preparatlarini igeren farmasotik tirlinlere yonelik olarak belirlenmigtir. Altl
haftalik bir slire boyunca maruziyetin 1 pg/giin'ii gegcmemesi Onerilmistir. Daha uzun
kullanim durumunda ise bu seviye 0.1 pg/giin'e diistiriilmiistiir. Tussilago farfara'nin bitkisel
inflizyonlar1 veya dekoksiyonlari i¢in 10 pg/giin kabul edilmistir. 2011 yilinda alim riski ve
yiiksek toksisite nedeniyle, Almanya Federal Risk Degerlendirme Enstitiisti (BfR), giinliik
olarak 0.007 pg/kg viicut agirligi (yani, 60 kg'lik bir insan icin 0.42 pg) aliminin
gecilmemesini tavsiye etmistir. Sonrasinda ise BfR, EFSA tarafindan uygulanan risk
degerlendirmesini yeni bir temel kabul etmistir. BfR tarafindan agikca belirtilmemis
olmasina ragmen, 2011'den itibaren viicut agirhiginin kg'r basina 6nerilen 0.007 ng/kg PA
degerin yaklasik 3 katlik bir artis anlamina gelmektedir. BfR, PA igeren bitkilerden alinan
takviyelerin kullanilmamasini 6nermektedir. Giinliik 0,1 pg/kg viicut agirlig1 olan Saglik
Temelli Kilavuz Degeri ise kanserojen olmayan etkiler temelinde hesaplandigindan

degismemistir (Kopp, 2020).

2011 yilinda EFSA CONTAM paneli o ana kadar ki mevcut bilgiler dogrultusunda
insanlarin beslenme yoluyla PA’ya maruz kalmasiyla ilgili hem kronik hem de akut riskleri
kapsamli bir sekilde degerlendirmis, kronik etkiler i¢in tiim 1,2-doymamis PA'nin
genotoksik ve kanserojen reaktif pirollerin olusumuna yol agan ortak bir metabolik yolu
paylastig1 sonucuna varmistir (EFSA CONTAM, 2017b). 2011 yilinda EFSA, PA ile ilgili
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tolere edilebilir bir giinliik alimimn (TDI) belirlenemeyecegi sonucuna varmistir. 1,2-
doymamis PA'larin genotoksik ve karsinojen oldugu disiiniildigiinde, bu risk

degerlendirmesi Maruz Kalma Marj1 (MOE) yaklasimina dayanmaktadir.

PA ile ilgili riskler gelismis analitik teknikler nedeniyle son yillarda ilgi ¢cekmektedir. PA ile
ilgili ciddi endigelerin yaninda, mevcut riskler ve saglik etkisine iliskin herhangi bir
sayisallagtirma yapilmamistir. Gergek maruziyet kaynakli kanitlardan, bireysel veya toplam
PA igin tolere edilebilir insan esik dozlar1 belirlenmemistir ve mevcut onerilen diizenleyici
esik degerler yalnizca deneysel verilere dayanmaktadir. insan PA maruziyetinin énlenmesi
veya azaltilmasi, uzun vadeli, diisiik doz toksik yiikten kaynakli olasi zararlardan kaginmay1
amaclamaktadir. PA hayvan verilerinden insanlara kantitatif ekstrapolasyonu, biiyilik
belirsizliklerle sonuglanan biiylik bilgi bosluklarini kabul etmektedir. Bu belirsizlikleri
gidermek ve zarar vermeme konusunda makul bir kesinlige sahip sinir degerleri belirlemek
icin genis giivenlik faktorleri uygulanmaktadir (maruz kalma hayvan: insan > 10.000) (Habs
ve digerleri, 2017).

Toksikokinetik ve toksikodinamikte tiirler arasi ve tiirler arasi olasi farkliliklar, hiicre
dongiisii kontrolii ve DNA onariminda bireyler arasi insan degiskenligi ve BMDL10 ( Doz
seviyesinin, arka plan seviyesinin iizerinde %10 fazladan kanser insidansi ile sonuglanan
daha diistik giiven sinir1) bir etki seviyesi degildir (EFSA, 2005). 10.000' in altindaki MOE
degerleri, insan saglig1 icin potansiyel bir endise olabilecegini gostermektedir (EFSA, 2005).
Risk degerlendirmeleri, belirli bitki ¢caylarinin uzun siireli tiiketiminin, 6zellikle yasam boyu
maruz kalma g6z oniine alindiginda, insan saglig1 i¢in potansiyel bir risk olusturabilecegini

distindiirmektedir (BfR, 2013; Chen ve digerleri, 2017; EFSA, 2016).

MOE yaklasiminda, “belirli bir popiilasyon icin kiiclik ama o6l¢iilebilir bir yan etkinin ilk
gozlemlendigi dozu ve dikkate alinan maddeye maruziyet seviyesini degerlendiren iki faktor
orant” yaklasimi izlenmektedir. Tanimlanan MOE, giinde 7 ng / kg viicut agirlig1 maruziyeti
i¢in 1: 10.000'dir. Ornek olarak, 70 kg'lik bir birey i¢in bu, yaklasik giinliik 500 ng PA'ya
karsilik gelir.

Toksikolojik verilere ve genotoksik karsinojenlerin degerlendirilmesi/ydnetimi i¢in mevcut

kilavuzlara dayanan Avrupa Ilag Ajansi, viicut agirligi 50 olan bir kisi i¢in giinliik
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maksimum 0,35 pg PA/kg giin ve omiir boyu maruz kalma alimini 6nererek PA'nin

tehlikeleri konusunda endiselerini de gostermistir.

EFSA ve BfR'nin yeni risk degerlendirmeleri, lasiokarpin yerine ridellin iizerine yapilan
Ulusal Toksikoloji Programi (NTP) c¢alismasina dayanmaktadir ve 237 npg/kg viicut
agirligi/giinliik olmak tizere ii¢ kat daha yiiksek bir referans noktasi elde etmistir. Bu, etkin
bir sekilde 0.0237 pg/kg viicut agirligi/giin'den daha diisiik bir maruziyetin diisiik bir saglik
sorunu olarak kabul edildigi anlamina gelir (maruziyet sinir1 10.000'den biiyiik) (EFSA
CONTAM, 2017b).

Almanya’ da Ureticilerin 2013-2018 yillar1 arasinda topladigi veriler, 6zellikle son 3 yilda
bitkisel ilaglar ve bitkisel ekstraktlarda PA yiikiinde dikkate deger bir azalma
gozlemlenebildigini gostermektedir. 2018 veri degerlendirmesine gore, bitkisel ilaglarin
%63'li nihai triinle ilgili kisi basina giinliik 1,0 pg PA maruziyet limitini karsilamaktadir.
Bununla birlikte, 0.35 pg/giin siniri, bitkisel ilaglarin yalnizca 9%37'si tarafindan

karsilanabilecegi 6ngoriilmiistiir (Steinhof, 2019).

2.4.1. Bitkisel tibbi iiriinlerde PA kontaminasyonu ve limit degerler

Alman saglik otoritesi, 1992'de Symphytum, Petasites and Tussilago gibi tibbi amagl
kullanilan bitkiler i¢in kademeli plan karar1 aciklamistir. Bu plana gore kisi basina
maksimum giinliik doz oral kullanim i¢in yilda 6 haftaya kadar 1 pg ve zaman sinirlamasi
olmadan 0.1pg, cilt uygulamalar i¢in alti haftaya kadar kisi basina 100ug ve zaman
smirlamasi olmadan 10 pg olarak belirlenmistir. 2014 tarihli Bitkisel Tibbi Uriinler Komitesi
Kamu Bildirimi, nihai {irtinle ilgili kisi bagina gilinliik maksimum PA alimini 0.35ug olarak
onermistir (HMPC, 2014). Bunun sonucu olarak Alman bitkisel endiistrisi tarafindan bitkisel
tibbi {irtinlerdeki PA igerigini en aza indirmek i¢in arastirma, testler gibi acil onlemler
baglatilmis olup bitki yetistiricileri ile yakin is birligi i¢inde uygulama kurallart
gelistirilmistir. S1ivi kromatografi-kiitle spektrometresi/kiitle spektrometresi (LC-MS/MS)
yontemiyle 28 madde test kapsamina alinmistir. Bitkisel Tibbi Uriinler Komitesinin 31
Mayis 2016 tarihli Kamu Bildirimi {i¢ y1l boyunca gegerli kisi basia 1.0 pg maksimum
miktart gec¢is limiti olarak dnermekte ve bu siireden sonra kisi bagina giinliik maksimum
0.35pg PA aliminin uygulanmasini 6ngérmektedir. Nihai tirtinde bu sinirin asilmasina neden

olan PA igerigi olan bitkisel ilaglar pazarlanamayacaktir (HMPC, 2016). 2019 yilinda gecis
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siirinin siiresi iki yil daha uzatilmistir. (HMPC, 2019). 2013-2018 yillar1 arasinda lireticiler
tarafindan toplanan veriler, alinan 6nlemlerin belirtilen araligin son 3 yilinda bitkisel ilag ve
bitkisel ekstraktlarda PA miktarinda dikkate deger bir diisiisiin oldugunu gostermektedir.
2018 veri degerlendirmesine gore, bitkisel ilaglarin %63' {iniin 1.0 pg limitini sagladig, 0.35

pg/giin limitini ise %37'sinin saglayabilecegini ortaya koymaktadir (Steinhof, 2019).

Avrupa disina bakildiginda Amerika Birlesik Devletleri'nde, Gida ve ilag Dairesi, PA igeren
karakafes miistahzarlarinin piyasadan yasaklanmasini diizenlemistir (FDA, 2001).
Ulkemizde Tarim ve Orman Bakanhigi Risk Degerlendirme Hizmetleri, zehirli ve zararl
olduklari i¢in gida amacli kullanimlarda yasaklanmasi gereken bitkiler listesini 2020 yilinda
yayinlamis ve biinyesinde PA bulunduran bitkileride dahil etmistir. Bu listede Amsickia
hispida bitkisinin tiim bitki ve koklerinin, Anchusa sp. (Sigirdili, artotu, giiriz) bitkisinin tiim
bitki ve koklerinin, Brachyglottis repens bitkisinin tiim bitki ve kok kisimlarinda, Caltha
sp.( Bataklik Nergisi) bitkisinin tiim bitki ve koklerinin, Cordia sp. bitkisinin tiim bitki ve
kok kisimlarinda, Crotolaria sp. bitkisinin tiim bitki ve koklerinin, Echium sp. (Engerekotu)
bitkisinin tiim bitki ve koklerinin, Erechtites hieracifolia bitkisinin tiim bitki ve koklerinin,
Farfugium japonicum bitkisinin tiim bitki ve koklerinin, Heliotropium sp. (Aygiingicegi,
Bozot, Sigilotu) bitkisinin tiim bitki ve koklerinin, Lithospermium officinale (Tibbi
taskesenotu, Inciotu) bitkisinin tiim bitki ve koklerinin, Myosotis sp. (Mine, Unutma beni,
Boncukotu, Kusgozii) bitkisinin tiim bitki ve kdklerinin, Parsonia heterophylla bitkisinin
tim bitki ve koklerinin, Petasites sp. bitkisinin tiim bitki ve koklerinin, Senecio sp.
(Senekiyo, Tilki Uziimii) bitkisinin cicek, tiim bitki ve koklerinin, Symphytum sp.
(karakafesotu) bitkisinin tiim bitki ve kdklerinin, Tussilago sp. (Oksiiriikotu) bitkisinin tiim
bitki ve koklerinin PA tasidig: ifade edilmistir (T:C: Tarim ve Orman Bakanligi, 2020).
Cesitli risk degerlendirme otoriteleri tarafindan ¢ikarilan sonuglar degerlendirildiginde,
giinliik PA alim limiti konusunda fikir birligi yoktur, ancak bu otoritelerin hepsi PA'nin

gidalardaki istenmeyen bir bilesik sinift oldugu konusunda hemfikirdir.
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Cizelge 2.1. PA oOnerilen referans deger 6rnekleri (HMPC, 2020)

Otorite Referans Degerler

Bundesgesundheitsamt (BGA) (1992) giinde 1 pg (yilda maksimum 6 hafta)

Alman Federal ilag ve Tibbi Cihaz @ giinde 0,1 ug (kisitlama yok) (yalnizca tibbi iiriinler
Enstitiisii (BfArM) (2016) igin)

giinde maksimum 1 pg
EFSA (2011) 70 pg/kg giin
EFSA (2017) 237 pg/kg glin
Avustralya  Yeni Zelanda Gida | 1 pg/kg v.a. giin (giivenli seviye, gecici)
Standartlar1 (FSANZ) (2001)
(tolere edilebilir glinlik allim - VOD kaginmaya

dayanir; kanser riski kanitlanmadi)

Hollanda Ulusal Halk Sagligi ve Cevre | 0,1 ug/kg v.a. giin (giinde 0,43 ng/ kg v.a. sanal giivenli
Enstitiisii (RIVM) (2007) doza gore)

Hollanda Ulusal Halk Sagligi ve Cevre | 1 pg/kg bitki ¢aylar1 ve bitki veya bitki 6zleri igeren

Enstitiisii (RIVM) (2015) diger gida iiriinleri ve icecekler
Toksisite Komitesi (COT) (2008) Giinde 0,1 pg/kg v.a giin (kanser olmamasi olasi
degildir)

Giinde 0,007 pg/kg viicut agirhigr (kanser olasiligi
diistiktiir)

2.4.2. Bitkisel ilaclar

1992'de Almanya'da 1,2 konumunda doymamis nesin sistemi bulunan PA igeren tibbi
iirtinlerle 1ilgili kademeli bir plan yiirtirliige girmistir. Dahili kullanim i¢in bu tiir PA’nin
maksimum giinliik maruziyet dozlar1 yilda en fazla 6 hafta siireyle kullanim i¢in 1 pg ve siire
sinirlamas1  olmaksizin 0,1 pg olarak belirlenmistir. Kutandz uygulama durumunda
maksimum giinliik PA dozu, yilda 6 haftay1 gegmemek sartiyla 100 pg ve kullanim siiresinde
herhangi bir sinirlama olmaksizin 10 pg'dir. Ayrica triinlerle ilgili diizenlemede fetiislerin

ve cocuklarin PA'nin neden oldugu hastaliklara duyarliligi nedeniyle “Hamilelikte ve
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emzirme doneminde kullanilmamalidir’” ifadesiyle etiketlenmelidir. PA iceren bitkilerle
kontaminasyona iliskin devam eden ve yeni tartigmalarla birlikte Alman saglik otoritesi
tarafindan getirilen bu yaklasim dogal olarak PA iceren bitkilerden tiretilen tibbi iiriinler i¢in
hala gegerlidir (Bundesanzeiger, 1992). Belcika'da, PA igeren dahili kullanilan tibbi
tiriinlerin pazarlanmasina izin verilmez ve Avusturya'da, PA igeren bitkilerden elde edilen
bitkisel miistahzarlar1 iceren tibbi iirlinliin son iirlinde PA bulunmadiginin kanitlanmasi
gerekmektedir. Diger baz iilkeler Beseri Tibbi Uriinler Komitesi (CPMP) belgesine "Ciddi
riskleri olan bitkisel ilaglar- Giivenlik nedenleriyle geri ¢ekilen sifali bitkiler ve bitkisel
tiirevlerin listesi" atifta bulunmaktadir (HMPC, 2020). 2016 yilinda, baz1 Avrupa Birligi
(AB) diizenleyici otoriteleri bitkisel tibbi tirtinlerde (HMP) PA kontaminasyonu konusunu
ele almig, mevcut verilerin gézden gegirilmesinin ardindan, EMA (HMPC), kendi pazarlar
icin kontrollerin uygulanmasinda uyumlu bir yaklagimi benimseyen iiye devletleri
desteklemek i¢in bir kamu bildirisi yayinlamigtir. Halk saglig1 agisindan, 3 yillik bir gegis
donemi boyunca giinde maksimum 1,0 pg PA alimia yol acan bir HMP kontaminasyon
seviyesi kabul edilebilir olarak kabul goérmiistiir. Bu siire zarfinda, HMP f{ireticilerinin,
kontaminasyonu giinde 0,35 pg PA'y1t gegmeyen giinliikk alimla sonuglanan bir seviyeye
kadar diigiirmek icin gerekli 6nlemleri almalari istenmeleri belirtilmektedir (HPMC, 2016).
Ocak 2019'da HMPC, devam eden goriismeler ve uyumlandirma cabalar1 nedeniyle 2 yil
daha uzatilmis bir ge¢is donemi 6nermeyi kabul etmistir. Ureticiler, giinliik alimin giinde
1,0 pg PA’y1 asmamasini saglamak icin gelismis iyi tarim ve toplama uygulamasi (GACP)
dahil uygun eylemleri almaya devam etmeleri gerektigi belirtilmistir (HMPC, 2020).

2.4.3. Gida maddeleri

Gida alanda da tek tip diizenleme eksik olsa da gida maddeleri i¢in bazi1 diizenleyici veriler
mevcuttur (HMPC, 2020). 2011 yilinda EFSA, temel olarak balda PA’nin olusumuna
odaklanan gidalardaki toksik, doymamis PA hakkinda bir goriis yayinlamistir (EFSA, 2011).
EFSA, 1,2-doymamis PA’nin genotoksik ve kanserojen oOzelliklerine dayanarak, TDI
olusturmanin uygun olmadigini ve bunun yerine MOE yaklasimini uygulamasina karar
verildigini  belirtmektedir. Erkek sicanlarda lasiokarpin  ile  karaciger
hemanjiyosarkomlarinin indiiklenmesi i¢in giinde 70 pg/kg v.a. fazladan kanser riski i¢in bir
Benchmark Doz (%10 yanit verir) (BMDL1o) hesaplanmis ve tahmini diyet maruziyeti ile
karsilagtirma i¢in referans noktasi olarak kullanilmistir. Yetiskinler i¢in MOE!'lerin (tiiketim

verilerine gore hesaplanan) diisiik endise kaynagi oldugu goriiliirken (10.000 veya daha
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yiikksek MOE), yiiksek bal tiiketicisi olan ¢ocuklar i¢in bir risk oldugu sonucuna varilmastir.
EFSA, 2017 yilinda toksik doymamis PA’ya iliskin yenilenmis bir goriis yaymlamigtir
(EFSA CONTAM, 2017b). Bunun 6ncesinde, “Risk degerlendirmesinde Benchmark doz
yaklagiminin kullanim1” (EFSA, 2017a) revizyonu yapilmistir. Bu baglamda, ilgili araglarin
hala gelistirilme asamasinda oldugunu ve herkes tarafindan kolayca erisilebilir
olmayabilecegini kabul ederken, BMD giiven araligin1 hesaplamak i¢in tercih edilen yontem
olarak model ortalamasi onerilmektedir. Benchmark Doz (BMD) analizi i¢in kullanilacak
varsayilan modeller seti gézden ge¢irilmis ve farkli matematiksel modellerin bir doz-yanit
veri setine uyumunun karakterize etmek i¢in log-olabilirlik yerine Akaike bilgi kriteri (AIC)
tanitilmistir. Bu BMD model ortalama yaklasimi, lasiokarpine ve ridelline maruz kalan
erkek ve disi sicanlarda karaciger hemanjiyosarkom insidansinin veri setlerine
uygulanmistir. Model ortalamasini kullanan doz yamit iligkisi ridellin i¢in BMD
modellemesi, ¢aligmanin doz yanit iliskisine yonelik zayif bilgilerden kaynakli nispeten
yiiksek belirsizlige ragmen, test edilen iki yiiksek dozun (giinde 237-714 ng/kg bw esdeger)
tamamen dahil edildigi daha dar bir BMDL1g — BMDUyo araligr ile sonuglanmistir. Bu
nedenle EFSA, PA'nin kronik risk degerlendirmesi i¢in ridelline maruz kalan disi siganlarda
karaciger hemanjiyosarkom insidansindan tiiretilen giinde 237 pg/kg viicut agirlhig

BMDLo'u segmistir (EFSA, 2017a).

2.4.4. Diger Yaklasimlar

Bitkilerde meydana gelen ¢ok fazla sayidaki PA’lar1 ve N-oksitleri tiim konjenlerin
(tlirdeslerin) toksisitesi hakkinda kapsamli in vivo veriler {iretmeyi imkansiz hale getirir. Bu
konjenerlerin gida ve bitkisel ilaglarda kirletici maddeler veya bilesenler olarak fazla
miktarda bulunmasina ragmen, ¢ok smirl karsilastirmali toksikolojik veri mevcuttur ve
konjenere 6zgii verilere ihtiya¢ duyulmaktadir. Konjenerlere 6zgii yeterince veri olmadigi
icin tim PA’lari, lasiokarpin (EFSA, 2011) veya ridellin (EFSA, 2017a) gibi giiclii
toksisiteye sahip PA’lar en kotii durum yaklasimlari kullanilarak siniflandirilir. Su an igin
mevcut olan verilere dayanarak, bilimsel olarak kabul edilen nicel yap1 aktivite iligkisi de
yoktur. Bu yaklagim riskin agir1 tahmin edilmesiyle, tiiketiciler ve hastalar arasinda endise
yaratabilecek degerli ilaglarin ve gida takviyelerinin pazarlanmasi ve kullanimi i¢in uygun
olmayan kisitlamalara da yol agabilir. Mevcut risk degerlendirmeleri cercevesinde,
pirolizidin alkaloidleri, karsinojenesitelerine gore kiimiilatif etkileri olan bir grup esdeger
madde olarak kabul edilmektedir (EFSA, 2017a; BAH, 2016).
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PA risk degerlendirmeleri hayvan c¢alismalarina dayanmaktadir ve bu nedenle hayvan
dozlarini insan maruziyet risklerine ¢cevirmek i¢in farkli yaklagimlar dnerilmistir. Toksisiteyi
etkileyebilecek tiirler arasindaki farkliliklar, yani metabolik yollar dikkate alinarak rehber
dokiimanlar gelistirilmistir. Baz1 gruplar, insanlarda PA'nin etkilerini tahmin etmek i¢in
hayvan modellerinin uygunlugunu gézden gegirilmistir. Bulgular, hayvan ve insan sonuglari
arasinda dogrudan karsilagtirmanin her zaman mimkiin olmadigini vurgulamaktadir.
Ornegin, hayvanlar igin 6nceden bildirilen PA kaynakli tiimor olusumu, bugiine kadar
insanlarda gosterilmemistir. Tirler arasindaki farkliliklarin insanlarda kantitatif risk
degerlendirmesi i¢in hayvanlardaki sonuglar1 hari¢ tutup tutmamasi gerektigi hala agik bir

sorudur (Habs ve digerleri, 2017).

Mevcut risk degerlendirmeleri alternatif olarak sinirli veriye dayananan, 1,2-doymamis
PA’larin toksik ve genotoksik potansiyeli i¢in goreceli etki faktorleri (iREP) yayimlamustir.
Bu faktorlerin, siniflandirma kriterleri kullanilarak diger pirolizidin alkaloidleri konjenerleri
icin 7R-mono-esterler 0.01; 7S-mono-esterler 0.3; Ac¢ik zincirli 7R-di-esterler 0.1; Acik
zincirli 7S-di-esterler ve siklik di-esterler 1.0 olarak kullanilabilecegi Onerilmektedir.
Maruziyetin degerlendirilmesi i¢in toksikokinetik ¢alismalara da ihtiyag vardir. Ayrica,
PA’larin tiirevi N-oksitleri i¢in 6zel degerlendirmeye ihtiya¢ duyabilir, bunun nedeni
bagirsak mikroflorasinin  N-oksitleri 6nemli Olclide daha toksik ana PA’lara
dontistiirebilmesi ve karacigerde endojen enzimlerle de indirgenmesidir (Merz ve Schrenk,
2016). Bu ¢esitli yaklagimlar ilerleyen yillarda degerlendirmede kendilerine yer bulabilirler.
Fizyolojik temelli farmakokinetik (PBPK) modellemesinin kullanimi da arastirilan diger

konulardan biri olarak goériilmektedir.

2.5. Pirolizidin Alkaloid Bilesiklerinin Bitkilerden Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon cozeltilerden veya kati karisimlardan bir maddeyi, grubu veya istenmeyen
safsizliklar1 ¢esitli fiziko-kimyasal Ozelliklerden ayirmak ic¢in uygulanan bir iglemdir.
Ekstraksiyonun Onemli parametreleri ¢oziicii se¢imi, sicaklik, parcacik boyutu ve
ekstraksiyon siiresidir. PA bilesiklerinin bitkilerden ekstraksiyonu i¢in kat1 faz ekstraksiyon
yontemleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Kati1 faz ekstraksiyonun temel prensibi sivi fazda
bulunan analitlerin kat1 fazda tutulmasi, daha sonra ortama ilave edilen bir ¢oziicii ile kati

fazdan analitlerin geri alinmasidir. Bu amagcla standardize kartuslar/siringalar kullanilmaktir.
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Temel olarak eser miktarda bulunan PA grubunun analitlerin zenginlestirilmesini ve analize

uygun hale getirilmesi amaglanmaktadir.

Sulu asidik bir PA ekstraksiyonu ve kati1 faz kartusunun se¢iminin ardindan ekstraksiyon
temel olarak dort basamaktan meydana gelmektedir. Sartlandirma basamaginda absorbanin
¢Oziiciisii ile adsorbanin fonksiyonel gruplarinin ¢éziinmesini saglanir. Ardindan su veya
sulu tampon ¢ozeltisi ile kolon aktive edilir. Alikoyma basamaginda yergekimi ve gerekirse
vakum altinda numune sistemden gegirilir ve analitler adsorban tarafindan tutulur. Yikama
basamaginda istenmeyen bilesikler kolondan yikama ile uzaklagtir ve son olarak eliisyon

basamaginda kat1 fazda tutunan analitler ¢oziicii yardimiyla ¢oziinerek alinir.
2.6. Pirolizidin Alkaloid Bilesiklerinin Analizlerinde Kullanilan Yontemler

PA analizleri igin ince tabaka kromatografisi (ITK), niikleer manyetik rezonans (NMR),
immiinolojik yontemler ve gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS) yontemleri
kullanilabilmektedir. Halihazirda ise LC’nin MS ile birlestirildigi teknikler az isleme gerek
duyulmasi1 (dolayisiyla analitlerde degisim riskinin azalmasi) ve PA'larin ve PA N-
oksitlerinin karmasik matrislerde eszamanli spesifik ve hassas tespiti avantaji nedeniyle
uluslararas1  kurumlar tarafindan da tercih edilmektedir. Ayrica yontem ile

intermedine/likopsamine gibi izomerlerin ayrimi gergeklestirilebilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Yontemin Amac ve Prensipleri

Calismamiz kapsaminda bitkisel ¢aylardaki PA’larin miktarlarini belirleyebilmek igin,
kuadrupol ucus zamanl kiitle spektrometresi-sivi kromatografisine (LC-MS QTOF) dayali
bir yontem valide edilmistir. Yontem Pirolizidin alkaloitlerinin (PA) belirlenmesi Alman
Federal Risk Degerlendirme Enstitiistiniin bitki materyalinde sivi kromatografi tandem kiitle
spektrometrisi ile birlestirilmis kat1 faz ekstraksiyonu (SPE-LC-MS/MS) ile belirlenmesi
BfR-PA-Tea-2.0/2014 Metot Protokolii temel alinarak modifikasyon yapilmis ve SANTE /
2019/12682 gerekliliklerine gore valide edilmistir.

Calismamizda BfR’ nin metod protokoliinde yer alan 28 adet PA tanimlamasi
gerceklestirilmistir. Bunlar wuluslararas1 adlartyla echimidine (Em), echimidine-N-
oksit(EmN), erucifoline (Er), erucifoline-N-oksit(ErN), europine (Eu), europine-N-
oksit(EuN), heliotrine (Hn), heliotrine-N-oksit(HnN), intermedine (Im), inter-medine-N-
oksit(ImN), jacobine (Jb), jacobine-N-oksit(JbN), lasiocarpine (Lc), lasiocar-pine-N-
oksit(LcN), lycopsamine (La), lycopsamine-N-oksit(LaN), monocrotaline (Mc),
monocrotaline-N-oksit(McN), retrorsine (Re), retrorsine-N-oksit(ReN), senecionine (Sc),
senecionine-N-oksit(ScN), seneciphylline (Sp), seneciphylline-N-oksit(SpN), sene-
civernine (Sv), senecivernine-N-oksit(SvN), senkirkine (Sk), trichodesmine (Td).

Y 6ntemin temel prensibi bitki materyalinden alinan bir test kisminin, PA ekstraksiyonu i¢in
seyreltik siilfiirik asit soliisyonunda iki kez sonikasyona tabi tutulmasi, santrifiijlemeden
sonra, slipernatant eliisyonunun, ters fazli C18 malzemesi kullanilarak kati faz ekstraksiyonu
(SPE) ile saflagtirilmasi ve PA'larin metanol kullanilarak kartustan elue edilmesi, ardindan
ucurulmasi ve metanol-su igerisinde tekrar ¢oziilmesine dayanmaktadir. Kromatografik
ayirma igin, ikili gradyanli bir Ters Faz- Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (RP-
HPLC) kolonu kullanilir. Analitler, kiitle spektrometrisi ile tespit edilir. PA’larin miktar

tayini, matris uyumlu kalibrasyon vasitasiyla gerceklestirilir (BfR, 2014).
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3.2. Kullanilan Maddeler ve Diger Sarf Malzemeler

Calisma sirasinda kullanilan kimyasallar i¢in cilt temasindan kaginilmis, gerekli 6nlemler

alimmis, ceker ocak gibi uygun ekipmanlar kullanilmistir. LC-MS i¢in uygun analitik

dereceli reaktifler ve solventler kullanilmistir. Milipore sisteminden elde edilmis ultra saf su

kullanilmistir.

3.3. Kullanilan Kimyasallar, Alet ve Cihazlar

YV V.V V V V V V V

YV V V V

YV V.V V V V V V V VY

Methanol (Merck®, Mfr. No#1.06007.2500, LOT#11065207 949)

Siilfiirik asit (Merck®™, Mfr. No#1.00731.2500)

Amonyak %25 (Merck®, Mfr. No#1.05422.2500, LOT#K25767722 843)

Saf su (Merck®, Mfr. No#1.15333.2500, LOT#0OC346636)

Ultra saf su (Simplicity® 185, millipore)

Amonyum format (Sigma Aldrich®, Mfr. No#70221-25G-F)

Formik asit (J.T.Baker®, Part No#6062)

Filtre Millex Syringe-GP (33mm, LOT#SLGPO33RS)

Kat1 Faz Ekstraksiyon Kartusu Strata C18-E (55ym, 70A)(Phenomenex®, Part
No#8B-S001-HCH)

Santrifiij Tiipii 15 ml (Greiner®, Item No#188261)

Santrifiij Tiipii 50 ml (Greiner®, Item No#227270)

Otomatik pipet 20-200 pl (Thermo Scientific®, Finnpipette F1, Mfr. No# 4641080N)
Otomatik pipet 100-1000 ul (Thermo Scientific®, Finnpipette F1, Mfr. No#
4641100N)

Vorteks (Labnet®)

Vakum Manifold Sistemi (Phenomenex®)

Hassas Terazi (Shimadzu® AW320)

pH Metre (Mettler Toledo®)

Sogutmali Tezgah Ustii Santrifiij (Sigma® 2-16KL)

Calkalamali Su Banyosu (Niive® ST 402)

Buzdolabi (Argelik®)

Porselen Havan

Deny tiipti standi

Latex eldiven



Koruyucu gozliik
Maske
2ml Vial (Biotage®)

YV V. V V V VY

3.4. Kullanilan Kimyasallar Numunelerin Temin Edilmesi

Ugurma Istasyonu (Biotage® TurboVap-LV)
HPLC Kolon (Agilent® 5TC-C18(2))
Q-TOF LC/MS Cihaz1 (Agilent® 6550 iFunnel)
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Calismamizda yerli markalar tercih edilerek internet ve aktar iizerinden ¢esitli cay ve kapsiil

ve tablet rnekleri almmustir. Orneklerin kodlandirilmasi Cizelge 3.1°de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Kullanilan numunelerin kodlandirilmasi

Beyan Edilen I¢erik

Yesil Cay Kapsiil

Yesil Cay Kapsiil

Yesil Cay Kapsiil

Yesil Cay ve dig Kapsiil

Yesil Cay, Guarana ve dig. Tablet
Yesil Cay, spirulina ve dig. Kapsiil
Isirgan, kekik ve dig Kapsiil

Yesil Cay (Markasiz)

Yesil Cay

Yesil Cay demlik poset

Detoks Cay1 demlik poset: Yesil ¢ay, Isirgan ve dig

Form Cay1 demlik poset: Sinameki, 1sirgan, papatya ve dig

Form Cayr; Yesil ¢ay, papatya, 1sirgan ve dig

Form Cay1 demlik poset: Yesil cay, aci ¢ehre, kekik

Kod

CKME

CKBT

CKSN

CKPF

CKHT

CKGC

IKTD

CSUN

CSKB

CSHD

FHBD

FAFM

FFLF

FACF

Belirtilmis ise kullanim sekli

Giinde 2 kez

Giinde 2 kez

Ginde 2 kez

Giinde 2 kez

Ginde 2 kez

Ginde 2 kez

Giinde 2 kez
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Cizelge 3.1. Kullanilan numunelerin kodlandirilmasi (devam)

Form Cay1 demlik poset: Isirgan, Sinameki ve dig.

Form Cay1 demlik poset: Sinameki, Kantaron ve dig

Form Cay1 demlik poset: Yesil Cay, Mate ve dig

Form Cay1: Sinameki, 1sirgan ve dig

Zayiflama Cay1: Markasiz: Yesil cay ve dig

Zayiflama Cay1 Markasiz: Yesil Cay ve dig

Zayiflama Cay1 Markasiz: Yesil cay, Kekik ve dig

Kis Cay1: Papatya, ithlamur, adagayi ve dig

Papatya Cay1 demlik poset:

Papatya Cay1 demlik poset:

Papatya Cay1 demlik poset

Papatya Cay1 demlik poset

Papatya Cay1

Papatya Cay1

Papatya Cay1

Papatya Cay1

Oksiiriik Otu

Kara Kafes Otu

Kara Kafes Otu Markasiz

Sar1 Kantaron

FGVF

FPFC

FDBB

FLSP

FUC

FUY

FUK

MRKS

MRN

MRS

MRH

MRL

MRF

MRO

MRD

MRB

TUSF

SOl

SOu

HP

Bir bardak suya 1 tutam 5dk

1 bardak suya 1 tatl kasig1 10dk
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3.5. Alkaloid Ekstraksiyonu

3.5.1. Cozeltilerin hazirlanmasi

» Ekstraksiyon ¢ozeltisi: 2.665 mL siilfiirik asit (H2SO4) 1000 mL'ye su ile

tamamlanir. Nihai konsantrasyon 0.05 M'dir.

» Notralizasyon i¢in sulu amonyak ¢ozeltisi: SPE'den 6nce numune ekstraktlarinin

notralizasyonu igin ¢ozelti hazirlanirken, 5 mL amonyak 25 mL'ye su ile tamamlanir.

» SPE eliisyonu i¢in metanol iginde %2,5 amonyak ¢6zeltisi: 7.8 mL amonyak 100

mL'ye metanol ile tamamlanir. Cozelti, giinliik taze olarak hazirlanmistir.

3.6. Numune Hazirlama

Cay, kapsiil ve tablet 6rnekleri buz ile sogutularak mekanik olarak homojenize edilir.

» Homojenize edilmis 6rneklerden 2g tartilarak santrifiij tiiplerine aktarilir.

YV V VYV V

20 ml 0.05M H,SOy ilave edilir vortekslenerek, ¢alkalamali su banyosunda 15 dk
boyunca (40 °C) ekstrakte edilir.

Numune 3800 x g'de 10 dk santrifiijlenir.

Stipernatant kagt filtreden gecirilerek temiz bir test tiipiine aktarilir.

Tortu, ikinci ekstraksiyon adimi i¢in kullanilir.

20 mL ekstraksiyon soliisyonu ilave edilir, vortekslenir, su banyosunda islem

tekrarlanir.

> Ust fazlar birlestirilir.

pH seritleri yardimiyla, amonyak ¢ozeltisi ile pH=7 olacak sekilde nétralize edilir.

Resim 3.1. Orneklerin hazirlanmasi
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Resim 3.2. Hazirlanmis numuneler

3.7. Alkaloid Ekstraksiyonu Kat1 Faz Uygulamasi (SPE)

» Kati faz ekstraksiyonu C18-E (55um, 70A) kartuslarla, vakum manifold kullanilarak

gergeklestirilmistir. SPE toplamda 5 basamakta gerceklesmektedir.

Sartlama 1. Basamak
Sartlama 2. Basamak
Ornek yiikleme
Yikama

Kartuslarin kurutulmasi

Eliisyon

5 mL of metanol
SmL su

10 ml noétralize 6rnek
2x5ml su

5 - 10 dakika (vakum)

2x5 ml Metanol (%2,5 Amonyak)

Resim 3.3. Kat1 faz ekstraksiyonunun 6rnek yiiklenmis asamasi
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» Ugurma iglemi, 50 °C'de azot gazi altinda Turbovap cihazi kullanilarak
gergeklestirilmistir. Cihaza uygulama dncesi su ve metanol karisimi (8:2 v/v) iginde
yeniden ¢oziilmiis 6000 rpm’de santrifiij edilerek 1ml’si filtre edilerek viallere
aktarilmistir.

Resim 3.4. Azot jeneratorlii Turbovap cihazina yiiklenmis numuneler

3.8. LC-MS Q-TOF Analizi

HPLC mobil faz

» Mobil Faz A: 315 mg amonyum format ve 1 mL formik asit ultra saf su ile
karistirilarak 1000 mL'ye su ile tamamlanur.
» Mobil Faz B: Metanol 1000 mL'ye tamamlanir.

Kalibrasyon standartlari

» Stok soliisyonu (0,1 mg/mL): Bir stok ¢6zelti olusturmak igin, 1 mg pirolizidin
alkaloid standartlar1 analitik terazi ile tartilirak ve 10 mL ye asetonitril ile
tamamlanir. Stok soliisyonunun konsantrasyonu 0.1 mg/mL'dir.

» Standart ¢aligma soliisyonu (PA karisimi, 1 pg/mL): Standart ¢aligsma soliisyonunun
hazirlanmasi i¢in, her bir PA stok soliisyonunun (0.1 mg/mL) ilgili hacimleri bir
Ol¢iilii balona pipetlenir ve 1 pg/mL'lik bir konsantrasyon elde etmek {tizere
asetonitril (3.2.34) ile tamamlanir.
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» Matris uyumlu standartlarin hazirlanmasi: Matris etkilerinin diizeltilmesi i¢in matris
uyumlu bir kalibrasyon kullanilmistir. Kalibrasyon soliisyonunda nihai PA kiitle
konsantrasyonlar1 0.5, 2.5, 5, 10, 25, 50,100 ng/mL’ dir.

LC Ayarlan

Cizelge 3.2. LC Parametreleri

Analiz siiresi 42 dk.

Mobil Faz A 5mM amonyum format + %0.1 formik asit

Mobil Faz B

Akis

Akis programi

Metanol

0.60 mi/dk

0dk-10% B

2dk-10% B

3dk-20% B

6 dk-20 % B

22 dk-70 % B

26.5 dk-90 % B

33dk-90 % B

33.1dk-10% B

35dk-10 % B
Kolon Agilent TC-C18 (4.6 mm x 150 mm x 5 um)
Kolon Sicakhig1 35°C

Kolon Akis1 0.6 ml/min
Enjeksiyon Hacmi 5 pl

Enjeksiyon
Temizleme

3 sn yikama baglant1 noktasi



MS Ayarlari

Cizelge 3.3. MS Parametreleri

MS parametreleri

Kurutma gazi sicakligi(® C)
Kurutma gazi akisi (L/min)
Kilif gazi sicakligr. (° C)
Kilif gazi akisi (L / dak)
Nebulizatdr, psi
Fragmentor voltaji

Kilcal voltaj

Nozzle voltaj (V)
Skimmerl
OctopoleRFPeak

Iyonizasyon modu

Edinme modu MS:

290°C
14 L/min
350 °C
11 L/min
40 psi
400 V
1500 V
500 V
65

750

Pozitif iyonizasyon, Agilent Jet Stream teknolojili Cift
Elektrosprey

50-1000 amu

Resim 3.5. LC-MS QTOF cihazi
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4. BULGULAR

4.1. PA’larin ve N-oksitlerinin LC-MS QTOF Cihazindan Elde Edilen Bulgular

Cizelge 4.1.de PA’larin ve N-oksitlerinin kiitle verileri ve alikonma siireleri verilmistir. Bu
cizelge ile numunelerimizdeki PA’larin ve N-oksitlerinin kiitle verileri ve alikonma

stirelerinin referans bilgilerle kiyaslanmasi saglanacaktir.

Cizelge 4.1. PA’larin ve N-oksitlerinin kiitle verileri ve alikonma siireleri

Bilesik Transition Alikonma Zamamni (RT)
Monocrotaline N-oksit 342.1547 9,700
Erucifiline N-oksit 366.1548 12,550
Europine N-oksit 346.1860 13,100
Intermediene N-oksit 316.1755 13,200
Intermediene 300.1800 13,300
Jajobine N-oksit 368.1704 13,700
Europine 330.1913 13,700
Lycopsamine N-oksit 316.1756 13,750
Lycopsamine 300.1801 13,900
Monocrotaline 326.1598 14,100
Retrorsine N-oksit 368.1703 16,700
Helliotrine N-oksit 330.1914 17,400
Erucifoline 350.1592 17,600
Helliotrine 314.1963 17,800
Seneciphyline N-oksit 350.1605 19,500

Senecionine N-oksit 352.1757 19,500
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Cizelge 4.1. PA’larin ve N-oksitlerinin kiitle verileri ve alikonma siireleri (devam)

Jajobine 352.1762 19,700
Senkirkine 366.1912 20,600
Echimidine N-oksit 414.2122 20,900
Retrorsine 352.1756 21,500
Senecivernine N-oksit 352.1750 21,500
Trichodesmine 354.1906 21,700
Seneciphylline 334.1649 22,200
Lasiocarpine N-oksit 428.2279 23,500
Senecionine 336.1805 24,100
Senecivernine 336.1805 24,400
Echimidine 398.2167 24,700
Lasiocarpine 412.2330 26,600

Cizelge 4.2.’de kodlanan numunelerin igerisinde tespit edilen PA’lar ve N-oksitlerinin pg/g
biriminden miktarlar1 verilmistir. Kodlanmis numunelerimizdeki PA’larin ve N-oksitlerinin

tespit edilemedigi durumlarda n.d. ifadesi kullanilmustir.

Cizelge 4.2. Kodlanmis numunelerde tespit edilen PA’lar ve N-oksitleri (ug/g)

na/g Im ImN La LaN Eu EuN Hn HnN McN  ScN Sk
CKME 001 005 nd. nd nd nd nd n.d. n.d. n.d. n.d.
CKBT 001 0,03 nd. nd nd nd nd n.d. 0,03 n.d. n.d.
CKSN nd. nd. nd nd nd nd nd n.d. n.d. n.d. n.d.
CKPF nd. nd. nd nd nd nd nd n.d. n.d. n.d. n.d.
CKHT nd. 005 nd nd nd nd nd n.d. n.d. n.d. n.d.
CKGC nd. nd. nd nd nd nd nd n.d. n.d. n.d. n.d.

IKTD nd. nd. nd nd nd nd nd n.d. n.d. n.d. n.d.



Cizelge 4.2. Kodlanmis numunelerde tespit edilen PA’lar ve N-oksitleri (ug/g) (devam)

CSUN 001 003 nd nd nd nd nd n.d. n.d. n.d. n.d.
CSKB 001 005 nd. nd nd nd nd n.d. n.d. n.d. n.d.
CSHD nd. nd. nd nd nd nd nd n.d. n.d. n.d. n.d.
FHBD nd. nd. nd nd nd nd nd n.d. n.d. n.d. n.d.
FAFM 001 021 nd nd nd nd nd n.d. n.d. n.d. n.d.
FFLF nd. nd. nd nd nd nd nd n.d. n.d. n.d. n.d.
FACF 001 002 nd. nd nd nd nd n.d. n.d. n.d. n.d.
FGVF nd. nd  nd nd nd nd nd n.d. n.d. n.d. n.d.
FPFC 0,01 008 nd. nd 002 nd n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
FDBB nd. nd  nd nd nd nd nd n.d. n.d. n.d. n.d.
FLSP nd. nd. nd nd nd nd nd n.d. n.d. n.d. n.d.

FUC 231 015 nd. nd. nd nd nd. n.d. n.d. n.d. n.d.
FUY nd. nd. nd nd nd nd nd n.d. n.d. n.d. n.d.
FUK 0,08 051 nd. nd 001 0,07 0,00 0,17 n.d. n.d. n.d.

MRKS nd. nd. nd nd nd nd nd n.d. n.d. n.d. n.d.
MRN nd. nd. nd nd nd nd nd n.d. n.d. n.d. n.d.
MRS nd. nd. nd nd nd nd nd n.d. n.d. n.d. n.d.
MRH nd. nd. nd nd nd nd nd n.d. n.d. n.d. n.d.
MRL nd. nd. nd nd nd nd nd n.d. n.d. 0,02 n.d.
MRF nd. nd. nd nd nd nd nd n.d. n.d. 0,02 n.d.
MRO 001 005 nd nd nd nd nd n.d. n.d. n.d. n.d.
MRD nd. nd. nd 000 nd nd nd. n.d. n.d. n.d. n.d.
MRB 001 005 nd. nd nd nd nd n.d. n.d. n.d. n.d.
TUSF nd. nd. nd nd nd nd nd n.d. n.d. 0,00 4,88
SOl 0,33 901 001 002 nd nd nd n.d. n.d. n.d. n.d.
SOuU 039 121 000 001 nd. nd nd. n.d. n.d. n.d. n.d.
HP 005 0,01 nd. nd nd nd nd n.d. n.d. n.d. n.d.
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Cizelge 4.3. Kodlanmis numunelerde tespit edilen PA’lar ve N-oksitleri (ng/g)

ng/g
CKME
CKBT
CKSN
CKPF
CKHT
CKGC
IKTD
CSUN
CSKB
CSHD
FHBD
FAFM
FFLF
FACF
FGVF
FPFC
FDBB
FLSP
FUC
FUY

FUK

Im

9,46

10,71

8,28

10,69

n.d.

n.d.

7,16

n.d.

23,60

n.d.

7,91

n.d.

152,11

n.d.

83,56

ImN

52,37

29,82

n.d.

n.d.

48,11

n.d.

n.d.

30,91

46,98

n.d.

n.d.

23,34

n.d.

213,79

n.d.

76,85

n.d.

n.d.

2311,92

n.d.

514,92

La

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

LaN Eu

nd.  nd.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
nd.  nd.
nd.  nd.
nd.  nd.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
nd.  nd.
nd.  nd.
nd.  nd.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
nd.  nd.
nd. nd

n.d. n.d.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
n.d. 9,50

EuN

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

15,23

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

68,27

Hn

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

2,46

HNnN McN
n.d. n.d.
n.d. 33,62
n.d. n.d.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
172,32 n.d.

ScN

n.d.
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n.d.
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n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

Sk

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.



Cizelge 4.3. Kodlanmis numunelerde tespit edilen PA’lar ve N-oksitleri (ng/g) (devam)

MRKS

MRN

MRS

MRH

MRL

MRF

MRO

MRD

MRB

TUSF

SOl

SOuU

HP

n.d. n.d.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
7,13 50,24
n.d. n.d.
5,87 68,73
n.d. n.d.

334,98 9013,50

390,15 1212,65

11,86 45,37

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

6,27

1,75

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

2,70

4,49

n.d.

16,85

9,16

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

15,23

20,00

n.d.

n.d.

n.d.

1,31

n.d.

n.d.

n.d.

53

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

4879,40

n.d.

n.d.

n.d.

Cizelge 4.2. ve Cizelge 4.3’de gosterilen ve numunelerimizde aradigimiz PA’lar ve N-

oksitlerinin kodlamalari: Echimidine (Em), Echimidine-N-oksit (EmN), Erucifoline (Er),
Erucifoline-N-oksit (ErN), Europine (Eu), Europine-N-oksit (EuN), Heliotrine (Hn),
Heliotrine-N-oksit (HnN), intermedine (Im), Intermedine-N-oksit (ImN), Jacobine (Jb),

Jacobine-N-oksit (JbN), Lasiocarpine (Lc), Lasiocarpine-N-oksit(LcN), Lycopsamine (La),
Monocrotaline-N-oksit(McN),

Lycopsamine-N-oksit

(LaN),

Monocrotaline

(Mc),

Retrorsine (Re), Retrorsine-N-oksit (ReN), Senecionine (Sc), Senecionine-N-oksit (ScN),

Seneciphylline (Sp), Seneciphylline-N-oksit (SpN), Senecivernine (Sv), Senecivernine-N-

oksit (SvN), Senkirkine (Sk), Trichodesmine (Td).
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4.2. PA’larmm ve N-oksitlerinin LC-MS QTOF Cihazindan Elde Edilen Kromatogramlar

LC-MS QTOF cihazindan elde edilen kromatogramlara goére Sekil 4.1.’de standart
kromatogram egrileri goriilmektedir. Bu egriler toplam iyon yiikiinii temsil etmektedir. Sekil
4.2.°de ise ekstrakte edilen numunelerin ekstraksiyon iyonlarina ait kromatogramlari
gosterilmektedir. Bu kromatogram piklerinde ayni renkte goriilenler izomer olduklarini
ifade etmektedir. Calisma prensibimiz genel hatlariyla, tespit etmek istedigimiz maddelerin
LC’de uygun ayrimi yapilip, MS’te iyonlasmalar1 ve parcalanmalar1 saglandiktan sonra
quadropol kisminda alikonma siirelerinin eldesi ile beraber konfirmasyonlari saglanir.

Ayrica par¢alanma iiriinlerinin de elde ettigimiz verilerle uyumlu ¢ikmasi beklenir.

Miktar tayini matris eslestirme standardi ile yapilmistir. Methanol ve matris igerisinde
hazirlanan standart ile ¢alisildi. Sekil 4.3.’te Matris eslestirmesi ve 1-2.5-5-10-25-50-100

ng/ml olmak tizere 7 farkli konstantrasyonda elde edilmis kalibrasyon egrileri verilmistir.

x10 6 +ESI TIC Scan Frag=400.0V std100ppb_PA_1.d
351" !

2.54
1.54

0.5

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Counts vs. Acquisition Time (min)

x10 5 +ESI BPC Scan Frag=400.0V std100ppb_PA_1.d Smooth
1 1

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4.1. LC-MC QTOF standart kromatogrami (EIC)
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x10 5 +ESI BPC Scan Frag=400.0V std100ppb_PA_1.d Smooth

8 9 10 11 12 13 14 15 _ 16 17 18 19_ 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4.1. LC-MC QTOF standart kromatogrami (EIC) (devam)

10 5 [*ES! EIC(428.22790) Scan Frag=400.0V std100ppb_PA_1.d
11
2.5/
2,
1.5
1,
0.5 A
07 T T T T = T T
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

Counts vs. Acquisition Time (min)

x10 5 +ESI EIC(428.22790) Scan Frag=400.0V std100ppb_PA_1.d

2.54

1.51

o h A

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 _20 21 22 23 24 25 26 27 28
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4.2. LC-MC QTOF ekstraksiyonlarin standart kromatogrami
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Intermediene - 7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs
x10 6 | y=16237.868988 * x -2919.601712
1 R"2=0.99874616

14 Type:Linear, Origin:Ignore, Weight:1/x

Responses

1.2

1
0.8
0.6
0.4
0.2

5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105
Concentration (ng/ml)

Europine - 7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs
x10 6 | y = 14264.772705 * x - 560.780157

1 R*2=0.99835103

Type:Linear, Origin:lgnore, Weight:1/x

Responses
-
[N
L

0.8

0.6

0.4

5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105
Concentration (ng/ml)

Sekil 4.3. Matris eslestirme,7 noktali 6rnek kalibrasyon egrisi

Kendi biinyesinde PA’lar iiretebildigi bilinen Symphytum officinale (karakafes) otuna ait

numune kromatogrami Sekil 4.4’te verilmistir. Bu kromatogram bize PA’larin ve N-

oksitlerinin spesifike edilmemis igerigindeki tiim iyonlar1 gosteren halini temsil etmektedir.

Sekil 4.5.°te ise ortada intermedine ve altta europine PA’larina ait kromatogramlar

verilmistir.
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x10 7 +ESI TIC Scan Frag=400.0V Numune_A24.d
1.2 1

o ] Lo

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4.4. Tipik numune kromatogrami (Symphytum officinale)

x10 6 +ESI TIC Scan Frag=400.0V Numune_A11.d

1 Wwww
0’ ~
x10 4 |tESI EIC(300.18000) Scan Frag=400.0V Numune_A11.d

1 ﬂ 1
0,
x10 5 +ESI EIC(330.19130) Scan Frag=400.0V Numune_A11.d

1 }1 1
0- ~ A

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4.5. Intermedine (orta) ve europine (alt) PA’larina ait kromatogramlari

Sekil 4.6.te CKBT kodlu tablet numunesine ait tipik kromatogram: (istte) ve bu
numunedeki monocrotaline N-oksit formunun kromatogrami (altta) gosterilmistir. Sekil 4.7.
de papatya ¢ayr numunesinin standart kromatogrami (EIC) ve bu numunede tespit edilen

senecionine PA’sinin kromatogrami verilmistir.



x10 6 |*ESI TIC Scan Frag=400.0V Numune_A30.d
341 1

x10 4 +ESI EIC(342.15470) Scan Frag=400.0V Numune_A30.d Smooth
141 1

0.251

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4.6. CKBT kodlu tablet numunesi standart kromatogrami ve Monocrotaline N-oksit

x10 6 +ESI TIC Scan Frag=400.0V Numune_A19.d
411 1

x10 3 |TESI EIC(336.17050) Scan Frag=400.0V Numune_A19.d Smooth
1 1

0- A M A A

2 4 6 8 10 1214 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4.7. Papatya ¢ay1 numunesinde standart kromatogrami (EIC) ve senecionine
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CKME (Yesil Cay Kapsiil) numunesinde tek tip (intermedine) olmak tizere toplamda 0,06
ng/g PA, CKBT (Yesil Cay Kapsiil) numunesinde iki tip olmak iizere toplamda 0,07 pg/g
PA, CKHT (Yesil Cay, Guarana ve dig. Tablet) numunesinde tek tip olmak {izere toplamda
0,05 png/g PA, CSUN (Yesil Cay (Markasiz)) numunesinde tek tip olmak {izere toplamda
0,04 png/g PA, CSKB (Yesil Cay) numunesinde tek tip olmak iizere toplamda 0,06 pg/g PA,
FAFM (Form Cay1 demlik poset: Sinameki, 1sirgan, papatya ve dig.) numunesinde tek tip
olmak tizere toplamda 0,22 png/g PA, FACF (Form Cay1 demlik poset: Yesil cay, ac1 ¢ehre,
kekik) numunesinde tek tip olmak iizere toplamda 0,03 pg/g PA, FPFC (Form Cay1 demlik
poset: Sinameki, Kantaron ve dig.) iki tip olmak iizere toplamda 0,11 ng/g PA, FUC
(Zayiflama Cayi: Markasiz: Yesil cay ve dig.) numunesinde tek tip olmak iizere toplamda
2,46 pg/g PA, FUK (Zayiflama Cay1 Markasiz: Yesil ¢ay, Kekik ve dig.) numunesinde ii¢
tip olmak {izere toplamda 0,84 pg/g PA, MRL (Papatya Cay1 demlik poset) numunesinde
tek tip olmak {izere toplamda 0,02 pg/g PA, MRF (Papatya Cay1) numunesinde tek tip olmak
iizere toplamda 0,02 png/g PA, MRO (Papatya Cay1) numunesinde tek tip olmak iizere
toplamda 0,06 pg/g PA, MRB (Papatya Cay1) numunesinde tek tip olmak iizere toplamda
0,06 pg/g PA, TUSF (Oksiiriik Otu) numunesinde iki tip olmak iizere toplamda 4,88 ug/g
PA, SOI (Kara Kafes Otu) numunesinde iki tip olmak tizere toplamda 9,37 pg/g PA, SOU
(Kara Kafes Otu Markasiz) numunesinde iki tip olmak tizere toplamda 1,61 pg/g PA, HP
(Sar1 Kantaron) numunesinde tek tip olmak tizere toplamda 0,06 pg/g PA tespit edilmistir.
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5. TARTISMA

Calismamizda PA varlig1 yesil cay ve yesil ¢ay takviyeleri, form ¢aylar1 olarak pazarlanan
kilo kontroliinde yardimc1 oldugu iddiasi tagiyan karisik igeriklere sahip ¢aylarda ve papatya
caylari, karisik bitki ¢ayr gibi iiriinlerin miktar tayinleri gerceklestirilmistir. Ayrica
aktarlardan temin edilen karakafes otu, oksiiriik otu gibi bu alkaloitleri i¢eren bitkiler yine

bitkisel ¢ay olarak aktardan satin alinmis ve 6l¢timleri gergeklestirilmistir.

PA’lar, farkli bitki tiirleri tarafindan ikincil metabolitler olarak sentezlenen biiyiik bir dogal
toksin grubudur. Cesitli PA’nin besin zincirindeki varliklariin bir sonucu olarak insanlar ve
hayvanlar i¢in oldukea toksik oldugu bilinmektedir. PA hakkinda toksisiteleri hakkindaki

cok sayida farkli ¢alisma genel bilgiler kisminda sunulmustur.

PA farkli mono veya dikarboksilik asitler (nesin asitler olarak tanimlanir) ile pirolizidin
tirevli kisimlarin (nesin bazlar1 olarak tanimlanir) bir birlesimi olarak tanimlanabilir.
Ozellikle, pirolizidin halka sisteminin 1,2 pozisyonunda c¢ift baga sahip olan 1,2-doymamis
PA metabolik aktivasyona ugrama ve proteinler ve DNA ile kolayca reaksiyona girebilen
reaktif pirol tiirleri olusturma potansiyelleri nedeniyle daha yiiksek toksisiteye sahip olarak
kabul edilirler.

Cogu PA, hayvanlarda veya in vitro sistemlerde kapsamli bir sekilde test edilmemis olsa da
test edilen PA ile ilgili bilgiler bu bilesiklerin hepatotoksisite, gelisimsel toksisite,
genotoksisite ve karsinojenesite ile ilgili etkilerini ortaya koymaktadir. Toksisite kimyasal
yapiya baghdir, tiire 6zgiidiir, cinsiyet, yas ve mevcut metabolik duruma gore farklilik
gosterir. Hem gelismekte olan hem de gelismis iilkelerde siipheli PA zehirlenmesi vakalari

bildirilmistir.

Mevcut verilere dayanarak, IARC lasiokarpin, monokrotalin ve ridellini insanlar i¢in olas1
kanserojen olarak siniflandirirken (kategori 2B), degerlendirilen diger PA'lar mevcut sinirlt
bilgi nedeniyle siniflandirilamaz kategorisinde yer almaktadir (kategori 3) (IARC, 2002).

PA’lar birgok bitki tarafindan sentezlenir ve insan ortaminda her yerde bulunur. 6000 bitkide
660'tan fazla PA tanimlanmistir. Bitkilerin PA igerikleri bitkinin boliimii, mevsim dogal
biyolojik varyasyonlar ve tiirlere bagli olarak farklilik gdstermektedir. Bu tiirlerin diger
bitkilerle birlikte hasadi, gida maddeleri, bitkisel ilaglar, takviyeler ve igecekler gibi

biyolojik iirtinleri kontamine edebilirler. PA son zamanlarda yesil, siyah ve bitki ¢aylari, bal,
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stit, marul, yesil sebzeler ve ayrica bitkisel tibbi iiriinler ve diyet takviyeleri dahil olmak

iizere giderek daha fazla gida maddesinde tespit edilmektedir.

Caylar, infiizyonlar ve takviyelerin iiretimi i¢in bircok ham bitkisel malzeme, pratik
olmamasi ya da tiirleri yetistirmek icin ticari talebin diisliik olmasi nedeniyle hala dogadan

saglanmaktadir.

PA'larin insanlarda toksisitesi, bitkisel ilaglar ve ¢aylar iceren PA’nin yutulmasi sonrasi
yayimlanan zehirlenme vaka raporlarinda ve PA igceren yabani otlarla kontamine tahil
tiketimi ile iligkili 6liimleri de kapsayan salgin vakalariyla belgelenmistir. PA'nin kisa
donem toksisitesinde ana hedef organlar olarak karaciger ve akcigerdir ve toksisite 6zellikle
hepatik veno-tikayici hastaligin (HVOD) baslangici ile iliskilidir. Insanda, giinde 0.015
mg/kg viicut agirligina karsilik gelen toksik bir PA dozunun yutulmasi, akut veno-tikayici
hastaliga neden olur 70 kg'lik bir yetigkin i¢in bu, giinde 1 mg toplam PA'ya karsilik
gelmektedir. Venoz tikaniklik ve kisitli kan akiginin bir sonucu olarak ¢evre dokuda nekroz,
fibrozis, nodiiler rejenerasyon, siroz ve ardindan karaciger yetmezligi meydana getirebilir.
Diinya genelinde akut zehirlenme vakalar1 ¢ok nadir olarak goriilmektedir. Bu bilesiklerle
ilgili PA gelismis iilkelerde, oncelikle uzun siireli, diisiik doz maruziyetten kaynaklanan

kronik hasarlar beklenebilir endise kaynagidir.

Ulkemizde Tarim ve Orman Bakanligi’min 16/08/2021 tarihinde giincelledigi “Bitkiler
listesi”’nde, PA irettigi bilinen Borago officinalis diger adiyla Hodan olarak bilinen bitkinin
toprak iistlinde bulunan yaprak, ¢igek, ¢cicek durumu, gévde ve dal gibi kisimlarinin ayr1 ayri
veya birlikte kullanilamayacagi belirtmistir. Fakat tohumlarindan elde edilen Borage
yaginin kullanilmasinda bir sakinca goriilmemektedir (T.C. Tarim ve Orman Bakanligi,
2021b) .2011 yilinda EFSA CONTAM Paneli, gida ve yemlerde PA varligiyla ilgili insan
ve hayvan sagligina yonelik riskleri degerlendirmistir. 2016 yilinda ise EFSA tarafindan yeni
verileri igeren bir maruziyet degerlendirmesi yaymnlamig ve risk karakterizasyonunu
giincellemistir. Paneli, PA'larin karsinojen risklerini degerlendirmek icin giinde 237 pg/kg
viicut agirligr olan yeni bir “Referans Noktas1” olusturmus, 6zellikle cay ve bitkisel
inflizyonlarin sik ve yiiksek tiiketicileri i¢in PA maruz kalmayla ilgili olarak insan saglig1
icin olas1 bir endise oldugu sonucuna varmstir. PA {ireten bitkilere dayali gida takviyelerinin
tiikketiminin, akut toksisiteye neden oldugu bilinen doz araligina ¢ok yakin (yani 100 kattan
daha diistik) maruz kalma seviyelerine yol agabilecegini kaydetmistir. PA’larin toksik ve

kanserojen potansiyelini belirlemek i¢in tavsiye de yayinlamistir (EFSA CONTAM, 2017b;
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EFSA, 2016). T.C. Ticaret Bakanligi’ndan alinan bir yaziya atifla, 14 Aralik 2020 tarihinde
yayinlanan, L 420 sayil1 AB Resmi Gazetesi’nin 2020/2040/AB sayil1 Komisyon Tiiziigii ile
bazi gidalarda maksimum PA limiti belirlenmistir. Bu kapsamda 1881/2006/AT sayil
Tiiziik’lin degistirildigi bildirilmistir. S6z konusu Tiizlik kapsaminda bitkisel infiizyonlar,
cay, bitkisel icerikli ve polen bazli gida takviyeleri gibi {iriinlere belirlenen limitler yer
almaktadir. Tiiziik kapsaminda rooibos, anason (Pimpinella anisum), melisa, papatya, kekik,
nane, limon minecigegi (kuru {iriin) bitkisel inflizyonlar1 ve bebekler/cocuklar i¢in kullanilan
yesil ¢ay (Camellia sinensis) ve yesil ¢ay aromali ¢aylar (kuru iiriin) hari¢ tutuldugunda,
bitkisel infiizyonlar i¢in maksimum PA seviyesi 200 ug/kg olarak belirlenmistir. Bebek ve
kiiclik ¢ocuklar i¢in kullanilan infiizyonlar disarida birakildiginda yesil ¢ay ve aromali ¢ay1
(kuru iiriin) icin maksimum limit 150 pg/kg’dir. Bebek ve kiiciik ¢ocuklar i¢in bu
inflizyonlarin maksimum PA limiti kuru iirlinler i¢in 75 pg/kg ve sivilar igin 1 pg/kg olarak
siirlandirilmistir. Polen bazli takviye edici gidalar haricinde bitki 6zl1ii takviye ediciler igin
maksimum limit 400 pg/kg iken polen, polen iiriinleri ve polen bazli takiye edici gidalar igin
500 pg/kg olarak belirlenmistir. Kurutulmus hodan, yaban mersini, mercankosk ve kekik
bitkileri haricinde diger kuru otlar i¢in maksimum PA seviyesi 400 pg/kg’dir. Hodan, yaban
mersini, mercankdsk ve kekik (kurutulmus) ve yalnizca bu kuru otlardan olusan karisimlar
icin maksimum PA limiti 1000 pg/kg’dir. Kimyon tohumlari (tohum baharati) i¢in
belirlenen maksimum PA seviyesi ise 400 pg/kg olarak belirlenmistir. Bu Tiiziik AB iiye
devletlerinde kabul gordiigiinden ve iilkemiz i¢inde baglayici niteliktedir ve 1 Temmuz 2022
tarihinde yiiriirliige girecektir. 1 Temmuz 2022 tarihinden Once yasalara uygun olarak
piyasaya siiriilen ve Tiiziik ekinde yer alan {irlinler 31 Aralik 2023 tarihine kadar piyasada
kalabilecegi ifade edilmistir (EC, 2020).

Etkili risk degerlendirmesi ve risk kontroliiniin geleneksel amaci, insanlarda morbidite ve
mortaliteyi dnlemektir. Ger¢ek diinyadaki kanitlardan bireysel veya toplam PA i¢in tolere
edilebilir insan esik dozlar1 belirlenmemistir ve mevcut onerilen diizenleyici esik degerleri
yalnizca deneysel verilere dayanmaktadir. Deneysel caligmalar, klinik caligmalar ve
epidemiyolojik veriler, cay tiiketimini cesitli kanser tiirleri, tip 2 diyabet ve kardiyovaskiiler
hastaliklar i¢in risk azaltma dahil olmak {izere faydali saglik etkilerine baglamaktadir. Tiim

tibbi {irlinler i¢in pazara erisim igin pozitif bir risk-fayda orani zorunludur.

AB Komisyonu yonetmeliginin taslak versiyonunda maksimum seviyeler olarak ¢aylarda
papatya ve kekikte 400 pg/kg, yesil ¢ay i¢in 150 pg/kg, bebekler ve kiigiik ¢ocuklar i¢in 75

ug/kg, sivi olanlarda ise 1 pg/kg triin limitlerini belirlemistir. Gida takviyelerinde
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maksimum seviyeler 150 pg/kg olarak yer almistir. Buna ek olarak, baz1 AB iilkeleri bu
arada daha kat1 ulusal diizenlemeler benimsemistir. Ornegin Belgika salata sosu dahil hodan
yag1 igeren tiim Uriinleri yasaklamistir. Alman Saglik Otoritesi ise 6 haftaya kadar 1 pg ve
zaman sinirlamasi olmadan 0.1pg sinir degerleri belirlemistir. Bitkisel tiriinlerde 3 yillik bir
gecis donemi boyunca giinde maksimum 1,0 pg PA alimina yol acan bir bitkisel tibbi {iriin
kontaminasyon seviyesi kabul edilebilir olarak o6ngoriilmistiir. Bu siire zarfinda,
iireticilerinin, kontaminasyonu giinde 0,35 pg PA'y1 gegmeyen giinliik alimla sonuglanan bir

seviyeye kadar diistirmek i¢in 6nlem almalar1 gerektigi belirtilmektedir.

Calismamizda Alman Bfr protokolii temel alinarak 28 adet PA tanimlamasi
gerceklestirilmistir. LC-MS QTOF dayali 6l¢iimii yapilan PA’lar arasinda, toksik ve
karsinojen oldugu diisiiniilen siklik diesterli PA'lar1 senesifilin, retrorsine, senesiyonin
ve/veya bunlara karsilik gelen N-oksitleri de bulunmaktadir. Calismamizda N-oksitler

beklenildigi sekilde PA’lardan daha yiiksek diizeylerde bulunmustur.

Symphtum officinale’ de temel olarak bulunan PA’lar intermedine, lycopsamine bunlarin N-
oksitleri ve Asetil formlaridir. S.Officinale’ nin kiigiik geng yapraklari, yash yapraklardan
daha yiiksek alkaloid igerigine sahiptir ve kokler, diger kisimlardan daha yiiksek
konsantrasyonlarda PA igerir (Avula ve digerleri, 2015). Bulunan iki farkli numunenin
analizi gerceklestirilmistir. Numunemize disaridan bakinca yaprak, cicek ve koklerin bir
karigimi goriilmektedir. Avula ve arkadaslarinin ¢alismasinda intermedine sirasiyla kok
kanallar ve yapraklarda 0,28-12,4, 8,2 ve 0,16-6 pg/g olarak saptanmistir. ilk numunemizde
intermedine ve N-oksiti sirasiyla 0,33 ve 9,01 pg/g ikinci numunemizde intermedine ve N-
oksiti sirastyla 0,39 ve 1,21 ng/g olarak saptanmistir. Lycopsamine miktarlar1 Avula ve
digerlerinin (2015) caligmasinda kok kanallar ve yapraklarda sirasiyla 0,8-15, 10,6 ve 0,18-
3,4 ug/g bulunmustur (Avula ve digerleri, 2015). Calismamizda lycopsamine ve N-oksidi
miktarlar1 ise bu ¢alismayla karsilagtirildiginda oldukga diisiik sirasiyla 0,01-0,02 ug/g
olarak Ol¢iilmiistiir. Her iki 6rnegimizin PA alkaloidleri toplami sirasiyla 9,37 ve 1,613 pg/g
olarak saptanmistir (9371,6; 1613,71 ng/kg trtin). Taslak metinde yer alan diger ¢aylarda
bulunabilecek maksimum miktar olan 150 pg/g limitinin olduk¢a {istiinde oldugu
goriilmektedir. Paketin iizerinde belirtildigi sekli ile bir tutam c¢ay1 1 bardak sicak suda
hazirlandig1 zaman bir tutam yaklasik 2g olarak hesaplanabilir, giinde li¢ kez alim yapilirsa
dozun en yiiksek {iriinimiiz i¢in 56,23 npg’a c¢ikabilecegi tahmin edilebilir. Akut
zehirlenmede HVOD ‘un goriildiigii 70kg’lik birey i¢in hesaplanan 1000 pg dozun uzaginda

olmakla birlikte kronik olarak alinabilecek dozlari ¢ok iizerindedir. Ridker ve digerleri
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(1985) 6 ay boyunca giinliik 0,7 mg/kg viicut agirlig1 dozda maruz kalan bir bireyde HVOD
raporlamiglardir (Ridker ve digerleri, 1985). Rasenack ve digerleri (2003) yaptiklart
calismada 0,014-0,017 ug/kg S.officinale’ye maruz kalan fetusiin 6ldiigiinii raporlamistir.
Caym infiizyon seklinde tiiketilmesinin fetiis icin risk olusturacagr oOngoriilmektedir

(Rasenack ve digerleri, 2003).

Senkirkine, T. farfara bitkileri tarafindan tretilen baslica PA'dir. Senecionine Ve
senecionine-N-oksit de tespit edilebilir seviyelerdedir fakat senkirkine kiyasla ¢ok diisiik
miktarlarda saptanmistir. Avula ve digerleri (2015) tarafindan yapilan g¢alismada T.
farfara'nin gigek 6rnegi analizi sonucu edilen edilen senkirkine konsantrasyonunun 2,8 pg/g
oldugu bulunmustur. Calismamizda ise senkirkin konsantrasyonu 4,88 pg/g olarak
saptanmistir (Avula ve digerleri, 2015). Senesionin N-oksit diisiik miktarlarda 1,31 ng/g
olarak tespit edilmistir. Schoff ve digerleri (2013), 7. Farfara’ nin 10 yapragmin akut
zehirlenmeye neden oldugunu raporlamistir (Schroff ve digerleri, 2013). Niceligi siipheli
olan Roulet ve digerlerinin (1988) raporunda, 9 ay boyunca 0,6 mg/kg viicut agirhig
T.Farfara’ya maruz kalan bir kadinda HVOD vakasi bildirmistir (Roulet ve digerleri, 1988).
Numunemizin giinde 3 kez 2g kullanilmasiyla maruz kalinacak miktar yaklasik 30 pg olarak
hesaplanabilir. Bu da akut zehirlenme vakasindan oldukga uzak goriilmektedir. Eyer (2018)
Tussilago’nun akut toksisite riskinin olasi olmadigini belirtmektedir (Avila ve digerleri,
2020). 4880 ng/kg degeri Avrupa Birligi taslak metninde yer alan 150 pg/kg tiriin ve Alman
Federal Saglik Bakanlig1 tarafindan belirtilen degerlerin ise tizerindedir. Alman otoritesi T.
Farfara igin farkli bir 10 pg/giin (6 hafta) degeri belirlemistir. Olgiimledigimiz iiriin bu
limite gore giinde bir kez 2g altinda kullanilmalidir (Lambrecht, 2016).

PA igerdigi bilinen karakafes otu ve dksiiriik otu disarida birakildiginda diger 6rneklerimizin
beyan edilen igeriklerinde PA {ireten bitki tipi bulunmamaktadir. Tespit edilen PA’lar
kontaminasyon nedeniyle bu bilesikleri icereceklerdir. Orneklerimizde tespit edilen PA’lar
su sekilde olmustur. Tek bilesenli ¢ay tiriinlerinde daha az miktarlarda PA’ya rastlanirken
karigim halindeki numunelerde ise daha yiiksek miktarlarda PA’ya rastlanmistir.
Calismamizda daha az toksik oldugu genel kabul goren intermedine ve N-oksiti en fazla

rastlanan PA olmustur.

Mulder ve digerleri (2015;2017) yesil, siyah, nane, rooibos, papatya ve bir bitki karigimi
olan bitki caylarinda PA dagilimi incelendiginde, en sik goriilenin senecionin tipi

(senecionin, retrorsine, seneciphylline, senecivernine ve N-oksitleri) olarak saptamislardir.
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Likopsamin- ve heliotrin-tipleri daha az siklikta bulundu, intermedin en yaygin olarak
saptanmuistir, bunu likopsamin-N-oksit ve heliotrin-N-oksit izlemistir. Mulder ve arkadaslari
caligmalarinda bitkisel ¢aylarin %91'i ve gida takviyelerinin %601 en az bir PA tespit
etmislerdir (Mulder 2015, Mulder 2017). Calismamizdaki numunelerimizin (34) PA iireten
bitkiler haricinde % 44’{inde (15) en az bir PA’ya rastlanmistir.

Calismamizda yesil ¢ay ¢ercevesinde kapsiiller ve caylar olmak iizere ¢esitli drnekler
incelenmistir. Kapsiil gesitlerinden 3 yesil ¢ay kapsiil ve 3 yesil ve diger icerikli kapsiiller
analiz edilmistir. Yesil ¢ay ve diger bilesenli 6rneklerin sadece birinde 48,11 ng intermedine
N-oksite rastlanmistir. 3 yesil cay kapsiiliinlin 2 tanesinde PA rastlanmistir. Bu ¢alismada
test edilen monokrotalin, monokrotalin-N-oksit ve trikodesmin gibi diger siklik
diesterlerden monokrotalin N-oksit formuna bir yesil ¢ay kapsiilinde oldukca diisiik
miktarda 33,62 ng/g olarak giinde 3 kez alinmasi tavsiye edilen 650mg yesil ¢ay igeren
kapsiilde rastlanmistir. Gilinde 3 kez tiiketildigi takdirde kisi 55.47 ng=0,06 pg
monokrotalin-N-oksit’e maruz kalacagi hesaplanabilir. Ayrica bu o6rnekte 10,71 ng/g
intermedine ve 29,82 ng/g N-oksiti tespit edilmistir. Biri demlik poset olmak {izere incelenen
iic yesil cay Orneginde demlik poset Orneginde PA saptanamazken, agik yesil cay
orneklerinde intermedine ve N-oksidi tespit edilmistir. Avrupa Birligi diizenlemesi taslak
metindeki C.Sinensis i¢in belirlenmesi diisiiniilen 150 pg/kg (ng/g) triin diizenlemesi goz
oniine almirsa yesil ¢ay Orneklerin bu diizeyin altinda PA igerdikleri goriilmektedir.
Kapsiiller incelendigi zaman CKME (Yesil Cay Kapsiil) numunesinde tek tip (intermedine)
olmak tizere toplamda 0,06 ng/g PA, CKBT (Yesil Cay Kapsiil) numunesinde iki tip olmak
iizere toplamda 0,07 pg/g PA, CKHT (Yesil Cay, Guarana ve dig. Tablet) numunesinde tek
tip olmak tzere toplamda 0,05 pg/g PA’ ya rastlanmistir. Bu degerler bilinen en kati

diizenleme olan Alman Federal diizenlemesinin limit degerlerinin altindadur.

Calismamizda form, detoks, zayiflama c¢ay1 gibi farkli adlandirmali ve farkl igerikteki 11
numunenin de 6l¢iimii yapilmistir. Yine bu 6rneklerin yedi tanesi yesil ¢ay icermektedir. Bu
orneklerin bes tanesinde PA’lara rastlanmistir. Heliotrine ve N-oksidine sadece markasiz bir
karisik zayiflama cayr numunesinde rastlanmistir. Bu Ornekte ayrica Europine ve
Intermedine Ol¢iilmiistiir. Bu 11 6rnegin 2 tanesinde europin ol¢iilmiistiir. Bu 6rneklerden
FUC (Zayiflama Cayi: Markasiz: Yesil cay ve dig.) numunesinde tek tip olmak {izere
toplamda 2,46 pg/g PA, FUK (Zayiflama Cayr Markasiz: Yesil ¢ay, Kekik ve dig.)
numunesinde ii¢ tip olmak tizere toplamda 0,84 ng/g PA’ ya rastlanmistir. Bu 6rneklerden

ilki gilinliik 1g kullanilsa dahi Alman Federal diizenlemesinin su anki diizenlemesinin
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iizerinde PA igerirken ikincisi gelecek diizenlemenin iizerinde PA icermektedir. Ilk
ornegimiz giinde ii¢ kez 2g kullanildig: takdirde yaklagik 15 pg PA maruziyetine neden
olacaktir. Ayrica saptanan degerin, 150 pg/kg iiriin taslak diizenlemesinin on Kat iizerinde

PA icerdigi goriilmektedir.

Senecio (Compositae) cinsinin ¢ok sayida taksonu hepatotoksik, mutajenik, kanserojen ve
antitimor aktiviteler sergileyen PA'lar agisindan zengindir. Senecio tiirleri Matricia
recutita’ya benzerligi nedeniyle toplama sirasinda kontaminasyona neden olabilir.
Calismamizda dort poset ve dort paketli papatya ¢aymin ayrica kig ¢ay1 olarak satilan ve
papatya iceren bir ¢cayin incelemesi yapilmistir. Dort demlik poset cayin sadece birinde agik
caylarin ise tamaminda oldukga diisiik dozlarda PA’ya rastlanmistir. Bu numunelerden 2 cay
orneginde 15,23 (demlik poset) ve 20,00 ng/g (paketli ¢ay) miktarlarinda siklik diester
yapida senesioninin N-oksidine rastlanmistir. Bir 6rnekte de 0,04 ng/g (4,49 ng/g) europine
ve farkli bir 6rnekte 2,7 ng/g gibi ¢ok diisiik bir dozda lycopsamine N-oksit formu tespit

edilmistir. 2 ¢ay drneginde ise intermedine ve N-oksitine rastlanmistir.

Alman Saglik Otoritesi ise 6 haftaya kadar 1 ug ve zaman siirlamasi olmadan 0.1pg siir
degerleri ve gecis donemi sonrasi giinde 0,35 pg PA'y1 gegcmeyen giinliik alim seviyeleri
degerlendirildiginde S.officinale orneklerinin ve bu degerlerin iizerinde alimlarla
sonuglanacagi goriilmektedir. Bu bitkiler oral yolla tiiketilmemelidir. T.Farfara PA igeren
bitkiler arasinda tedavi ac¢isindan dnemli bilesikleri igerebilmektedir. Bu nedenle daha fazla
sayida toksikolojik ¢alisma yapilarak bu maddelerin toksisitelerinin ya da farmakolojik
etkilerin daha iyi anlagilmasina ihtiya¢ vardir. PA alimi ile insan kanseri arasinda nedensel
bir iligski gosterecek higbir epidemiyolojik veri mevcut degildir. Ancak kanitin yoklugu,
yoklugun kaniti degildir. PA Onemli kurumlar tarafindan bir endise kaynagi olarak
goriilmekte ve yasal tedbirler alinmaktadir. Potansiyel riski ¢ergevelemek icin bu PA

iizerinde daha uzun yillar siirecek ¢alismalar gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Symphtum officinale’ de temel olarak bulunan PA’lar Intermedine, Lycopsamine bunlarin
N-oksitleri ve Asetil formlaridir. Ilk numunemizde Intermidine ve N-oksiti sirasiyla 0,33 ve
9,01 pg/g ikinci numunemizde Intermidine ve N-oksiti sirasiyla 0,39 ve 1,21 pg/g olarak
saptanmistir. Calismamizda lycopsamine ve N-oksidi miktarlari ise sirasiyla 0,01- 0,02 ng/g
ve olarak ol¢iilmiistiir. S.officinale ¢aylarinin oral yolla tiikketilmemesi, hamilelerin 6zellikle

tilketmemesi gerektigi vurgulanmalidir.

T. farfara bitkileri tarafindan tiretilen baslica PA olan senkirkine konsantrasyonu
beklenildigi lizere 4,88 pg/g gibi yiikksek bir dozda saptanmistir. Diger bir bulunmasi
beklenen PA olan senesionin N-oksit olduk¢a diisiik miktarda 1,31 ng/g olarak tespit
edilmistir. Akut toksisite riski miimkiin gériillmemekle birlikte mevcut 6rneg§imiz géz dniine

alindiginda giinliik 2g’1n altinda ve 6 haftay1 gegmeyecek sekilde tiiketilmelidir.

Bu calismada test edilen ve IARC siniflamasinda 2B grubunda olan 3 PA tiirlinden biri olan
monokrotalinin sadece N-oksit formuna bir 6rnekte oldukga diisiik miktarda 33,62 ng/g

olarak gilinde 3 kez alinmasi tavsiye edilen 650 mg yesil ¢ay iceren kapsiilde rastlanmistir.

2 poset papatya cay orneginde 15,23 ve 20,00 ng/g miktarlarinda siklik diester yapida
senesioninin N-oksidine rastlanmistir. Bir 6rnekte de 0,04 pg/g europine ve farkli bir 6rnekte
2,7 ng/g gibi ¢ok diisiik bir dozda lycopsamine N-oksit formu tespit edilmistir. Dogru
Matrisia Retuica tiiketimi ile ilgili iilkemizde uzun yillardir bir farkindalik olmakla birlikte

papatya ¢aylarinin kiiciik miktarlarda kontamine oldugu goriilmiistiir.

Heliotrine ve N-oksidine sadece markasiz bir karisik zayiflama ¢ayr numunesinde

rastlanmigtir. Bu 6rnekte ayrica europine ve intermedine 6l¢iilmiistiir.
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Cizelge 6.1. Analizi yapilan numunelerin PA tipindeki sayisi

Tane Im | ImN La LaN | Eu EuN | Hn HnN | McN | ScN | Sk

fapsﬁl 2 3 ) i ) ) ) ) 1 i i
ormu

Bitki 12 (12 |2 |3 |2 |1 |1 |1 |3 |3 |1

caylar

Intermedine tipi PA numunelerimizden kapsiil formunda olanlarin 2 ¢esidinde, bitki ¢ay1
formunda ise 12 gesitte tespit edilmistir. Bunlardan zayiflama ¢ay1 olarak gecen yesil cay
icerikli markasiz bitki ¢ay1 en yiiksek intermedine (2,31 pg/g) miktarint géstermistir. En
yiiksek miktarlart 2 karakafes ¢ay1 (0,33 ve 0,39 ng/g) takip etmistir. Intermedine N-oksit
formu PA numunelerimizden kapsiil formunda olanlarin 3’{inde, bitki ¢aylarin ise 12’sinde
tespit edilmistir. Ayrica 9,01 pg/g seviyesi ile yaptigimiz ¢alismanin en yiikksek miktari
karakafes otu ¢ayinda (SOI kodlu) intermedine N-oksit formunda Sl¢iilmiistiir. Bu yiiksek
miktar seviyelerini sirayla diger karakafes otu ¢cay1 (SOU kodlu) ve markasiz zayiflama gay1
(FUK kodlu) numunelerimizde (sirasiyla 1,21 ve 0,51 pg/g) bulunmustur. Lycopsamine tipi
PA diisiik miktarlarda yalnizca karakafes otu caylarinin 2’sinde tespit edilmistir.
Lycopsamine N-oksit formu ise 2 karakafes otu ¢ay1 (SOI ve SOU kodlu) ve 1 papatya ¢ay1
(MRD kodlu) olmak iizere diisiik miktarlarda 3 numunemizde 6l¢iilmiistiir. Europine tipi PA
2 cesit bitki ¢ay1 (FPFC ve FUK kodlu) numunelerinde diisiik miktarlarda tespit edilmistir.
Europine-N-Oksit formu ise FUK kodlu markasiz zayiflama ¢ayi olan sadece 1 numuneden
elde edilmistir. Heliotrine tipi PA sadece 1 numunede (FUK kodlu) diisiik miktarlarda tespit
edilmistir. Heliotrine-N-Oksit formu sadece 1 numunede (FUK kodlu) o6l¢iilmiistiir.
Monocrotaline-N-Oksit formu PA yesil ¢ay kapsiilii (CKBT kodlu) olan sadece 1 numunede
tespit edilmistir. Senecionine-N-Oksit formu PA toplamda 3 numunede tespit edilmistir.
Bunlar oksiiriik otu (TUSF kodlu) ¢ay1 ve 2 papatya (MRL ve MRF kodlu) ¢ayidir.
Senkirkine tipi PA sadece TUSF kodlu okstiriik otu ¢ayinda 4,88 ng/g olmak iizere yiliksek

miktarda Ol¢lilmiistiir.

Elimizdeki verilere bakildiginda biinyesinde en yiiksek miktarda (9,01 pg/g) PA igeren
numunemiz SOI kodlu karakafes otu ¢ay1 olmustur. Biinyesinde en fazla farkl tipte PA
iceren numune ise 6 farkli tipte PA’y1 bulunduran FUK kodlu, igeriginde yesil cay ve kekik
olan markasiz zayiflama ¢ayr olmustur. 15 numunemizde ise herhangi bir PA tipine

rastlanmamustir.
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Sonuglar goz oniline alindiginda diinyada bulunan 6lgiimlere benzer sekilde sonuglar elde
edilmistir. Dogal {iriinlerin giivenliligi konusunda farkindaligin arttirilmasina ihtiyag
duyulmaktadir. PA'larin genotoksik ve kanserojen etkileri dikkate alindiginda, ilgili gida
gruplarinda, 6zellikle bitki caylar1 ve PA icerigini daha da asgariye indirmek i¢in daha fazla
caba gosterilmesi gerekmektedir. Bu ekim, hasat ve temizleme (yabanci otlarin
uzaklastirilmasi) yontemlerinin iyilestirilmesiyle basarilabilir. Tiim diinyada s6z konusu
saglikli halin iyilestirilmesi i¢in kullanilan takviye edici gidalar veya bitki caylarinin
hazirlandigt hammaddelerinin iyi tarim uygulamalarmmdan saglanmasi kontaminasyonu
azaltic1 bir unsur olarak goriilmektedir. Miicadele Arastirma Enstitiisii Miidiirliikleri, Tarim
ve Orman Il Miidiirliikleri, Gida ve Kontrol Genel Miidiirliikleri gibi kurumlar hasatin PA
iceren bitkilerle kontaminasyonunu 6nlemesi konusunda ¢esitli girisimlerde bulunmaktadir.
Ulkemizde 6zellikle kekik hasati gibi giivenli hasat icin cesitli calismalar yiiriitiilmektedir
(T.C. Tarim ve Orman Bakanligi, 2021a). Takviye edici gidalarin iiretimini gergeklestiren
firmalar da farkindaligin parcasi olmali ve gilivenli hammadde temini i¢in gerekenleri
yapmalidirlar. Bu firmalarin hammadde temininde bulundugu tedarik¢ilere PA’larin saglik
tizerine etkilerinden ve risk diizeyinden bahsedilip bilinglendirilmelidir. Hedef bitkinin
Ozenli toplanmasi islemlerinde kullanilan alet ve makinalarin kontaminasyona sebep
olmayacak sekilde temizlenmesi Onemlidir. Ozellikle ihracat yapan firmalarin farkl

iilkelerin farkli kurallarina tabi olacaklarini g6z 6niinde bulundurmalar1 gerekmektedir.
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