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Giriş

Türkiye’de “Zakkum” olarak bilinen Nerium oleander, 
Apocynaceae familyasına ait tropikal süs bitkisidir. Özel-
likle Akdeniz ülkelerinde ve subtropikal Asya ülkelerinde 

yaygın bulunur (1). Her daim yeşil kalan ve beyaz, sarı, 
pembe, kırmızı ve şeftali rengi gibi geniş bir renk yelpaze-
sine sahip çiçekleri olan bir bitkidir. Nerium oleander, Tür-
kiye’de ve değişik Akdeniz ülkelerinde kanser (2), diabetes 
mellitus (3), solunum sistemi (4) ve kardiyovasküler has-
talıklar, hemoroid, ülser, cüzzam ve yılan sokması gibi du-
rumlarda tedavi edici olarak kullanılmaktadır (5). Yapılan 
çeşitli çalışmalarda bitkinin merkezi sinir sistemini bas-
kılayıcı etkisi (1) ve doza bağımlı olarak da kardiyotonik 
etkisi gösterilmiştir (6). Nerium oleander hem yabani ola-
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rak yetişen hem de süs bitkisi olarak yetiştirilen bir çiçek 
olmasına rağmen bütün bölümleri insanlar, hayvanlar ve 
belirli böcek türleri için zehirlidir (7,8). Nerium oleander 
zehirlenmesine bağlı çok sayıda ölüm vakası bildirilme-
sine karşın halk arasında tedavi amaçlı kullanılmaktadır.

Bitkinin bütün bölümlerinde özellikle de yapraklarında 
oleanderin ve neriine olmak üzere iki güçlü kardiak gli-
kozid bulunur. Bu glikozidler kardiak hücre membranın-
daki sodyum-potasyum ATPaz pompalarına bağlanıp, 
inaktif hale getirirler. Bunun sonucu olarak hücre içi sod-
yum konsantrasyonu artar ve buna bağlı olarak hücre içi 
kalsiyum iyonlarının artışı gerçekleşir. Bu durumun so-
nucu olarak da kontraksiyon gücü artar. Artan hücre içi 
kalsiyum iyonları dinlenme halindeki spontan hücre de-
polarizasyonunu ve miyokardın uyarılabilirliğini arttırır. 
Potasyum iyonlarının artışı ile hiperkalemi gelişir. Akut 
zehirlenmede hiperkaleminin derecesi toksisitenin ciddi-
yeti ile orantılıdır (9).  

Nerium oleander’in toksik etkilerini araştırmak için sığır-
larda, koyunlarda ve keçilerde yapılmış çeşitli çalışmalar 
(10-14) bulunmasına rağmen, gebelik döneminde embri-
yo gelişimi üzerine etkilerini gösteren çalışma mevcut de-
ğildir. Bu çalışmada gebeliğin özellikle ilk döneminde yani 
ana organ taslaklarının geliştiği birinci trimestırda Neri-
um oleander distilatı kullanıldığında ortaya çıkabilecek 
etkiler in vitro kültür ortamında araştırıldı. Araştırmada 
rat embriyosunda gebeliğin 9,5 ve 11,5 günleri arasında 
in vitro olarak embriyonun takibinde oldukça elverişli 
olan, New (15) tarafından bulunan embriyo kültür tekniği 
kullanıldı. Deneylerden elde edilen sonuçların, folklorik 
ilaç olarak kullanılan bu bitkinin gebelik dönemindeki 
olası toksik ve teratojen etkilerinin ortaya konulmasında 
önemli veriler sağlayacağı düşünüldü.

Gereç ve yöntem

Nerium oleander ekstresinin hazırlanması

Nerium oleander, Mersin bölgesinden Nisan-Mayıs dö-
neminde toplandı. Taze toplanmış Nerium oleander yap-
rakları yıkandıktan sonra parçalandı (100 gr/1000 ml) ve 
sıcak suda kaynatılarak distilasyonu yapıldı. Elde edilen 
ekstre, 0.1, 1 ve 10 ml’lik miktarlarda liyofilize (FDT-8618 
Freeze Dreyer, Operon, Korea) edilerek yoğunlaştırıldı. 
Son olarak da deney gruplarında kullanılacak dozlara göre 
(0,2 - 8 mg/ml) çözülerek sulandırıldı.

Embriyo kültürü aşamaları

Deney hayvanlarının seçimi ve çiftleştirilmesi

Bu çalışma Selçuk Üniversitesi Deneysel Tıp Araştırma 
ve Uygulama Merkezi Deney Hayvanları Etik Kurulun-
dan onay alındıktan sonra gerçekleştirildi. Hayvanların 
bakımı ve beslenmesi aynı merkezde yapıldı. 21ºC ortam 
ısısında ve 12 saatlik aydınlık/karanlık ortamında su ve 

besin gereksinimleri sağlanan, ağırlığı 150-200 g arasında 
değişen üç veya dört dişi ve iki erkek Wistar rat (Rattus 
Norvegicus) akşam saatlerinde çiftleşme kafesine konula-
rak gece bir arada bırakıldı. Ertesi sabah dişi ratlara vaji-
nal smear yapıldı. Vajinal plak varlığı veya vajinal smear-
da sperm saptanması ile çiftleşmenin gece yarısı civarında 
olduğu düşünülüp o günün öğle saati dişinin 0,5 günlük 
gebe olduğu varsayılarak dişiler ayrı bir kafese alınıp 9 gün 
optimum şartlarda bakıldı.

Rat embriyolarının (9,5 günlük) eksplantasyonu ve kültürü

Gebeliklerinin 9,5’uncu gününde dişi ratların karın ön 
duvarı anestezi altında açılıp, abdominal aorta’dan kan 
alındı ve serum hazırlamada kullanıldı. Daha sonra içe-
risinde embriyo bulunan uterus diseke edilip, desidua ve 
Reichert zarı da ayrılarak embriyo kültüre hazır hale geti-
rildi. Bu işlemler steril 37ºC Hanks’ dengeli tuz solüsyonu 
(Sigma, USA) içerisinde ve aseptik koşullarda gerçekleş-
tirildi. Embriyolar arasında hasarlanmış olanlar, gelişimi 
geri kalanlar ya da anormal görünümlü olduğu saptanan-
lar çalışmaya dahil edilmedi. Serum hazırlanırken alınan 
kan örnekleri, pıhtılaşmasına izin verilmeden hemen 3000 
rpm’de 5 dakika santrifüj edildi. Ayrılan serum 56ºC’lik su 
banyosunda 30 dakika süreyle bekletilerek protein inakti-
vasyonu sağlandı. Bakteriyel kontaminasyonu engellemek 
amacıyla seruma penisilin G (100 IU/ml) ve streptomisin 
(100µg/ml) eklenerek kültür ortamı hazırlandı. 

Kültür ortamı olarak; kontrol grubunda normal rat seru-
mu kullanılırken, deney grupları için rat serumuna deği-
şen konsantrasyonlarda Nerium oleander sıvı distilatı (0.2 
mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,6 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml, 4 mg/
ml, 6 mg/ml and 8 mg/ml) ilave edildi. Kontrol grubu ve 
her bir ilaç konsantrasyonu için en az 10 rat embriyosu 
kullanıldı. Nerium oleander ile ilgili daha önce yapılmış 
in vitro bir çalışma ya da plasental geçiş oranını gösteren 
herhangi bir çalışma tespit edilemedi. Bu nedenle çalışma-
da deney grupları belirlenirken Osterloh ve ark (1982)’nın 
çalışmasında bildirdiği üzere yetişkin bir insanda 4 g Ne-
rium oleander yaprağı letal doz olarak kabul edilip, sadece 
rat-insan ağırlık oranına göre (1/500) hesaplanan dozlar 
0.2 mg/ml’den başlanarak 8 mg/ml’ye kadar araştırıldı. 
Çalışmada biri kontrol grubu ve sekizi de deney grubu ol-
mak üzere toplam dokuz grup ile deneyler gerçekleştirildi. 

Eksplantasyonu takiben embriyolar 60 ml’lik steril cam 
şişelere alınıp, 1 embriyo/ml serum olacak şekilde, New 
(15)’in belirttiği gibi %5 O2, %5 CO2, %90 N2 içeren gaz 
karışımı ile 1 dakika süre ile gazlandı ve böylece embriyo-
ların oksijen gereksinimleri karşılandı. Kültür şişeleri 48 
saat boyunca 37ºC sabit kabin ısısına sahip bir inkübatör-
de dakikada 30-40 devirle dönen tüpler üzerinde tutuldu. 
Embriyolara, 24 saat sonra oksijen konsantrasyonu %20
’ye çıkarılıp azot içeriği %75’e düşürülen, son gün ise 40. 
saatte oksijen konsantrasyonu %40’a çıkarılıp azot içeri-
ği %55’e düşürülen ve karbondioksit oranı sabit kalan gaz 
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karışımı verildi. 

Morfolojik Değerlendirme 

48 saat sonunda kültür süresi tamamlanan embriyolar bü-
yüme ve gelişme açısından değerlendirilmek üzere, kültür 
ortamından alınarak, steril Hanks’ dengeli tuz solusyonu 
içerisine aktarıldı. 1981’de Brown ve Fabro (16) tarafından 
yayınlanan ve 1990’da Van Maele Fabry (17) tarafından ge-
liştirilen bir sistem ile 11,5 günlük embriyolar morfolojik 
açıdan 17 parametre ile mikroskop altında değerlendiril-
di. Morfolojik parametreler; ortalama yolk sak çapı, yolk 
sak damarlanması, allantois gelişimi, embriyonun fleksi-
yonu, kalp gelişimi, nöral tüp kuyruk kısmının gelişimi, 
ön, orta ve arka beyin gelişimi, göz, kulak, burun ve yutak 
kavislerinin gelişimi, maxilla ve mandibula gelişimi, ön ve 
arka ekstremite tomurcuklarının gelişimi, tepe-kıç mesa-
fesi ile somit sayısı değerlendirildi. Embriyolarda herhan-
gi bir malformasyon gelişip gelişmediği ayrıca incelendi.

DNA analizi

Kültüre edilen rat embriyolarında Nerium oleander’in 
olası teratojenik etkilerini değerlendirmek üzere DNA 
fragmentasyonuna bakıldı. Morfolojik değerlendirmeleri 
tamamlanan tüm embriyolar her bir grup için ayrı ayrı 
omak üzere RPMI–1640 içerisine alındı ve kullanılana 
kadar +4oC de saklandı. Tüm grupların çalışması tamam-
landıktan sonra toplanan embriyo örneklerinden standart 
metodlar kullanılarak total DNA izole edildi. Elde edilen 
DNA örnekleri %2’lik agaroz jelde elektroforez ile ayrıl-
dı, ethidium bromide ile boyandı ve UV ışık altında DNA 
fragmentasyon analizi gerçekleştirildi.

İstatistik

Kültür sonrası yapılan morfolojik değerlendirmede elde 
edilen toplam morfolojik skor ve somit sayısı normal da-
ğılım göstermediği için non-parametrik Kruskal Wallis 
ve tek yönlü varyans analizi (ANOVA) kullanılarak de-

ğerlendirildi. İstatistiksel analizler SPSS version 15.0 (Inc, 
Chicago, Illinois, USA)’da yapıldı. Yolk sak çapı, tepe kıç 
mesafesi gibi diğer iki büyüme değişkeni ise tek yönlü var-
yans analizi (ANOVA) ve Duncan’s test ile değerlendirildi. 

Bulgular

Nerium oleander sıvı distilatı’nın gelişen embriyo üzerine 
etkilerini araştırmak için yapılan deneylerde bütün kont-
rol grubu embriyoları normal gelişim gösterdi. Değişen 
konsantrasyonlardaki (0,2 – 8 mg/ml) Nerium oleander 
sıvı distilatı ile kültüre edilen embriyolar ile kontrol gru-
bu embriyoları karşılaştırıldığında, deney gruplarında 
gelişimsel parametrelerin (toplam morfolojik skor, somit 
sayısı, tepe kıç uzunluğu ve yolk sak çapı) hiç birisinde 
istatistiksel olarak anlamlı farklılığa rastlanmadı ve emb-
riyolarda herhangi bir malformasyon saptanmadı (Resim 
1, Şekil 1, 2, 3, 4).

Apopitozis Değerlendirmesi

Morfolojik değerlendirmeleri tamamlanan embriyolardan 
elde edilen DNA’lar agaroz jel elektroforezinde yürütüldü. 
Yapılan değerlendirme sonucunda marker olarak kullanı-
lan 100 baz çiftlik DNA parçaları jel üzerinde ayırt edile-
bilirken, bizim embriyolarımızdan elde ettiğimiz DNA’la-
rın herhangi bir fragmentasyon görülmemesine karşılık 
merdivenleşme oluşturmadığı ve yayma (smear) şeklinde 
yürüdüğü gözlendi. Sonuçta DNA fragmentasyonu oluşu-
munda kontrol grupları ile deney grupları arasında fark 
olmadığı ve kullanılan dozlar arasında da fark olmadığı 
tespit edildi (Resim 2). Bu bulgu çalışmada kullanılan Ne-
rium oleander sıvı distilatının apopitozise etkisinin olma-
dığını gösterdi.

Tartışma

Son zamanlarda strese bağlı hastalıkların tedavisinde bit-
kisel ilaçların kullanımı yaygınlaşmıştır. Özellikle antiok-
sidanca zengin bitkisel ilaçlar, kardiovasküler hastalıklar, 
kanser ve nörodejeneratif hastalıkların önlenmesinde bü-
yük rol oynamaktadır (18). Gayathri ve ark (8), yaptıkları 
in vitro çalışma sonucunda deneysel myokardial nekroz 
üzerinde Nerium oleander’in antioksidanların koruyucu 

Resim 1: Rat serumuna eklenmiş, artan konsantrasyonlardaki 
Nerium oleander varlığında in vitro ortamda büyütülen 11,5 
günlük rat embriyolarının sağ lateral görüntüsü (X9)

Resim 2: Nerium oleander sıvı distilatı varlığında kültüre edilmiş 
embriyo DNA’ları; M: marker, 1: Kontrol, 2-9. Kuyucuklar  
sırasıyla; 0,2 mg /ml, 0,4 mg /ml, 0,6mg /ml, 1mg /ml, 2 mg /ml, 4 
mg /ml, 6 mg /ml ve 8mg/ml’lik sıvı distilat dozları.
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etkisini geliştirerek etkili olduğunu göstermişlerdir. Ga-
yathri ve ark (19)’nın yüksek oranda yağ ağırlıklı diyetle 
beslenmiş olan ratlarda yaptıkları çalışmada Nerium ole-
ander’in beslenmeye bağlı olarak artmış olan kardiak li-
pit ve lipoproteinlerin oranını ve vücut ağırlığını önemli 
oranda düşürdüğünü göstermişlerdir. Baş ve ark (20) Tip 2 
diyabetli ratlarda yaptıkları çalışmada Nerium oleander’in 
glikoz metabolizması, insülin direnci, insülinotropik et-
kinlik, leptin, dislipidemi ve karaciğer enzimleri üzerinde 
olumlu etkilerini tespit etmişler. Ayrıca bir transkripsiyon 
faktörü olan PPAR (peroxisome proliferator- activated-re-
ceptor)’ın yağ dokuda ve karaciğerdeki expresyonunu ar-
tırdığını bildirmişlerdir. Bu sonuçlarla Nerium oleander’in 
diyabetli hastaların tedavisinde etkili bir yaklaşım olabile-
ceğini ve normal populasyonda da yüksek glikoz seviyesi-
nin ve kandaki lipit seviyesinin kontrolunda kullanılabile-
ceğini önermişlerdir. Adome ve ark (6) ise kobay kalpleri 
ile yaptıkları çalışmalarında Nerium oleander’in kalbin 
kontraksiyon gücünü arttırdığını ve kardiak akışı güçlen-
dirdiğini bildirmişlerdir. Citrullus colocynthis ve Nerium 
oleander bitkilerinin hem tek başlarına hem de kombine 

ilaç olarak olarak halk arasında kullanıldığı Suudi Arabis-
tan’da yapılan bir çalışmada 6 hafta boyunca ratların diyet-
lerine %10 oranında bu bitkiler eklenmiş ve biyokimyasal 
ve hematolojik incelemeler yapılmıştır (21). Bu sürede Ne-
rium oleander yapraklarının toksik olduğunu ancak öldü-
rücü olmadığını bildirmişlerdir. Kombine kullanıldığında 
ise daha da zararlı olduğunu tespit etmişlerdir.

Pathak ve arkadaşları (22) yapmış oldukları çalışmaların-
da, insan, fare ve köpek tümör hücrelerinde, farklı kon-
santrasyonlarda Anvirzel® (Nerium oleander ekstraktı) (1 
ng/ml – 500 μg/ml) ve oleandrinin (0,01 ng/ml – 50 μg/
ml) tümör hücrelerinde sitotoksik etkilerini araştırmışlar-
dır. İnsan kanser hücrelerinde her iki ekstraktın da etkili 
olduğu, diğer yandan fare kanser hücrelerinde oleandri-
nin anvirzelden daha etkili olduğunu belirtmişlerdir. Bu-
rada türe özgü etki mekanizmaları ortaya çıkmaktadır.

Nerium oleander ile ilgili letal dozu belirlemek oldukça 
zordur, bunula ilgili miktar bildiren çok az yayın mevcut-
tur. Bununla birlikte toksik doz, tüketilen miktar, bitkinin 
bölümü, tüketilme şekli, kişinin yaşı ve o andaki sağlık 

Şekil 1: Nerium oleander’in (0.2, 0,4, 0,6, 1, 2, 4, 6 and 8mg/
ml) toplam morfolojik skor üzerine etkileri. Değerler, ortalama ± 
standart hata olarak verilmiştir. K: Kontrol

Şekil 2: Nerium oleander’in (0.2, 0,4, 0,6, 1, 2, 4, 6 and 8mg/ml) 
yolk sak çapı üzerine etkileri. Değerler, ortalama ± standart hata 
olarak verilmiştir. K: Kontrol

Şekil 3: Nerium oleander’in (0.2, 0,4, 0,6, 1, 2, 4, 6 and 8mg/ml) 
tepe-kıç uzunluğu üzerine etkileri. Değerler, ortalama ± standart 
hata olarak verilmiştir. K: Kontrol

Şekil 4: Nerium oleander’in (0.2, 0,4, 0,6, 1, 2, 4, 6 and 8mg/ml) 
somit sayısı üzerine etkileri. Değerler, ortalama ± standart hata 
olarak verilmiştir. K: Kontrol
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durumu gibi birçok faktöre bağlıdır (23). Al-Farwachi ve 
ark (24) ortalama letal dozu hesaplamak için tavşanlarda 
sıvı yaprak ekstresi kullanmışlar ve ortalama letal dozu 
157,37 mg/kg olarak belirlemişlerdir. Szabuniewicz ve ark 
(25)’nın değişik hayvan türlerinde yaptıkları çalışmalar-
da köpek, kedi, keçi ve maymun gibi hayvanların Nerium 
olender’e karşı çok duyarlı olduğu buna karşın fare, sıçan 
ve civcivlerin daha dirençli olduğu gösterilmiştir. Değişik 
hayvan türleri için ortalama letal doz 0,5 mg/kg olarak 
bildirilmiştir. Buradan hesapladığımızda embriyo kültü-
ründe ortalama 1 embriyo için kullanılacak maksimum 
doz 0,75 mg’dır. Biz de çalışmamızda embriyo başına 0,2- 
8 mg etken madde olacak şekilde sıvı ekstresi kullandık, 
ancak herhangi bir toksik veya teratojenik etki gözlenme-
di. Aslani ve ark (13), Nerium oleander ile ilgili toksisite 
çalışmalarında koyun, keçi gibi geviş getiren hayvanların, 
laboratuar hayvanlarına göre daha uygun olduklarını ileri 
sürmüşlerdir.

Gebelikte Nerium oleander kullanımı ile ilgili herhangi bir 
veriye rastlanmamakla birlikte, yine bir zakkum türü olan 
sarı oleander olarak bilinen Thevetia peruviana ile ilgili bir 
vaka bildirilmiştir. Thilagar ve ark (26)’nın bildirdikleri bu 
vakada anne adayı doğumdan 12 saat önce kullanmıştır. 
Yenidoğanda nöbetler ve bradikardi izlenmiştir, ancak 
semptomatik tedavi ile bebek sağlığına kavuşmuştur.

Teratojenik ajanlar, gelişen hücre ve dokularda özel me-
kanizmalar aracılığıyla anormal embriyogeneze sebep 
olurlar. Teratojenik patogenez, çoğunlukla apopitozis, 
biyosentez ve morfogenezde değişikliklere sebep olarak 
ortaya çıkmaktadır. Günümüzde gelişen teknoloji ile bir-
likte, embriyo kültürü yapılarak teratojenite bakımından 
değerlendirilen ajanların ilave teknikler (apopitozis tespiti 
için tunel (27); immünohistokimyasal olarak TNFα eks-
presyonu, apopitozis (tunel metodu) ve kaspaz aktivitesi 
(28); flow sitometri, tunel ve agaroz jel elektroforezi yön-
temleri ile apopitozis değerlendirmesi (29); flow sitometri 
ve agaroz jel elektroforezi yöntemleri ile apopitozis de-
ğerlendirmesi (30)) kullanılarak etki mekanizmaları da 
araştırılmaktadır. Mevcut çalışmada Nerium oleander’in 
olası toksik ve teratojenik etkilerini in vitro embriyo kül-
türü tekniği ile değerlendirdikten sonra, apopitozise olan 
etkileri agaroz jel elektroforezi yöntemiyle değerlendiril-
di. Çalışmada kullanılan Nerium oleander sıvı distilatının 
tüm dozlarının kontroller ile karşılaştırıldığında apopito-
zis yolaklarını uyarmadığı tespit edildi. Yapılan literatür 
araştırmasında ise bu distilatın apopitozise etkisi ile ilgili 
bir çalışma tespit edilemedi.

Yaptığımız araştırmada Nerium oleander’in in vitro or-
tamda istatistiksel olarak anlamlı herhangi bir teratojenik 
ya da toksik etkisi tespit edilmezken (Resim 1, 2 ve Şekil 1, 
2, 3, 4), insanlarda bildirilen letal dozların üzerine çıkıldı-
ğında dahi gelişimsel toksisite ve teratojenite bakımından 
bir etki gözlenmemiştir. Ancak distilatın türler arasında 
toksik etki açısından farklılıklar gösterdiğinin belirtilmiş 

olması nedeniyle gebelerde Nerium oleander kullanımın-
da ilacın türe özgülük karakteri göz önünde bulundurul-
malıdır. Bu sonuçların ileri in vivo deneyler ve hücre kül-
türü çalışmaları ile de desteklenmesi uygun olacaktır.
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