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1. GIRIS

Aflatoksinler (AF), ¢ok sayida gida ve yem maddelerinde kontaminant olarak
bulunabilen, Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus mantarlar1 tarafindan
sekonder metabolit olarak {iretilen bir gurup mikotoksindir (Theumer ve ark., 2003). Bu
toksinler cesitli gida ve yemlerin {iretim, hasat, depolama ve islenmesi sirasinda
mantarlar tarafindan iiretilir. insan ya da hayvanlar tarafindan bu yem veya besinlerdeki
metabolitlerin alinmasindan sonra akut veya kronik toksikasyon ve kanser
olusabilmektedir (Robb, 1993). AFB; mikotoksinler icerisinde en yaygin formdur ve
aynt zamanda toksinlerin en gilicli olamidir. Ayrica giiclii bir hapatotoksik ve
hepatokarsinojeniktir (Eaton ve Gallagher, 1994). Hayvanlar ya da insanlar kontamine
gidalan tiikettikleri zaman, AFB; karacigerde metabolize edilir ve yliksek reaktif
kimyasal aracilar ortaya g¢ikar. Bu aracilar DNA’da transkripsiyonun bozulmasina ve
anormal hiicre proliferasyonuna sebep olup mutagenezis ve karsinogenezisin
olugmasina neden olurlar (Theumer ve ark., 2003). AF’nin tim dozlar1 kanser riski i¢in
kiimilatif etkiye sahiptir. AF Ozellikle az gelismis llkelerin gida hammadelerinde
yaygin olarak bulunabilen bir kontaminanttir. Bu toksin, 6zellikle yetersiz beslenmenin
fazla oldugu ficiincii diinya iilkelerinde yasayan insanlarda karaciger kanseriyle yakin

iligkilidir (Williams, 2004).

Mikotoksinler ile bulagik hale gelmis gida ve yemler i¢in tam bir
detoksifikasyon yolu bilinmemektedir. Bu yiizden, mikotoksinleri ortadan kaldirmak
icin yeni yontem arayiglar1 siirekli devam etmektedir (Eaton ve Gallagher, 1994).
Yemde bulunan AF'lerin detoksifikasyonu insan ve hayvan sagligi ile ekonomik agidan
da gerekli ve onemli goriilmektedir. Eliminasyonda kullanilan yontemlerin basinda,
yemde bulunan AF'nin bazi kimyasal maddelerle baglanarak etkisiz hale getirilmesi
gelmektedir. Bunlarin yani sira ¢esitli dogal bitkiler kullanilarak organ ve dokulardaki
hasar olusumunu en aza indirmeyi saglamaktir (Karaman ve ark., 2005; Atalay, 2007;
Yener ve ark., 2009). Giiniimiizde cesitli medikal bitkiler, destekleyici tibbi yardim
olarak yaygin bir sekilde kullanilmakta ve “Alternatif Tip” giin gectikce Onem
kazanmaktadir. Diinya Saglik Teskilatimin (WHO) tahminlerine gore diinya iizerinde
20.000'den fazla bitki tiirii tibbi maksath kullanilmaktadir (Wagner ve Fransworth,

1990). Kanser diinyada en 6nemli 6liim sebeplerinden biridir (Zhao ve ark., 1999). Bu


http://gateway.ut.ovid.com/gw1/ovidweb.cgi#92#92
http://gateway.ut.ovid.com/gw1/ovidweb.cgi#92#92

nedenle kanserin kimyasal bilesiklerle 6nlenmesi konusu genis bir arastirma konusu
olmaktadir. Bu amagla dogal veya sentetik bazi kimyasal bilesiklerle kanser
olusumunun engellenmesi konusunda arastirmalar yapilmaktadir (Singh ve Lippman,
1998). Bunun yani1 sira meyve, sebze ve baz1 medikal bitkilerin degisik kanser tiirlerinin
onlemesinde etkili kimyasal bilesiklere sahip olduklar1 gosterilmistir (Hong ve Sporn,

1997; Singh ve Lippman, 1998).

Dogal bal, arilar tarafindan birgok bitkinin nektarindan toplanarak hazirlanan
olagan {istii bir sividir. Tiim diinyada 6zellikle gastrointestinal sistem i¢in alternatif
tibbin bir pargast olarak kabul edilmektedir. Insanlarda balin gastrik iilser ve
gastrointestinal bozukluklar iizerindeki etkinligi ile ilgili bircok calisma yapilmigtir
(Haffejee ve Moosa, 1985; Ladas ve ark., 1995). Ayrica, ¢alismalar balin yara ve yanik
tyilestirici, mide iilseri tedavisinde yararli ve antimikrobiyal ve antioksidan o6zelliklere
de sahip oldugunu gostermistir (Gheldof ve Engeseth, 2002). Ancak, tibbi literatiirde
balin terdpatik etkilerine iligkin kapsamli bir ¢alisma bulunmamaktadir. Sunulan bu
calisma ile AFB; ile ratlarda olusturulan aflatoksikoziste balin koruyucu etkinligi ve
antioksidan rolii histopatolojik, immunohistokimyasal ve biyokimyasal olarak

arastirmak amaclanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Mikotoksinler

Mikotoksikozlarin varligi insanligin diizenli tarim tliretimine baglamasindan beri
bilinmekle beraber, II. diinya savasindan sonra Rusya'da ortaya ¢ikan ve kiiflenmis
bugdaylarin yenmesine bagli olarak insanlarda deri nekrozlari, kanamalar, kemik iligi
yikimi ve 16kopeni gézlenmesine sebep olan ‘Alimentary Toxic Aleukia’ ve Japonya’da
goriilen ‘Sar1 Piring’ hastaliklarinin ¢ok sayida 6liimlere neden olmasi ile bu konunun
onemi anlasilmistir (Ciegler, 1975). Bilinen ilk mikotoksikozis, ¢avdar ve diger tahil
tanelerinde iireyen Claviceps purpurea nin salgiladigi, hallusinogenil etkiye sahip ergot
alkoloidinden kaynaklanan ve “Ergotizm” olarak adlandirilan mikotoksikozistir.
Ulkemizde bu problem ilk defa 1967 yilinda Kanada'ya ihrag¢ edilen findiklarin geri
cevrilmesi ile giindeme gelmis, daha sonraki yillarda da kuru incir gibi diger
tiriinlerimizde de aflatoksin kontaminasyonunun oldugu belirlenmistir (Basaran ve ark.,
1986). Yine lilkemizde bulgur tiikketiminin fazla oldugu bolgelerde karacigerle ilgili
timor olusumunun siklig1 dikkat ¢ekmis ve tiiketilen bulgurlarin %31'inin sinir kabul

edilen degerin tlizerinde toksin igerdigi bildirilmistir (Eser ve ark., 1978).

Mikotoksinler; Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria basta olmak {izere
bazi mantarlarin olusturduklart fungal metabolitlerdir (Soydz ve Ozgelik, 2002).
Mikotoksin olusturan mantarlar yaygin bir problem olup diinyanin her tarafinda
bulunurlar (Pereyra ve ark., 2008). Basta 1s1 ve rutubet olmak tizere sartlar mantarlarin
gelismesine uygun oldugu zaman hem sahada ve hem de harmanlama, depolanma,
tasinma ve hazirlanma safhalarinda yem ve besinler mantarlarin istilasina ugrayarak
mikotoksinlerle kirlenebilirler (Oguz ve Kurtoglu, 2000). Mantar tiremesi silaj, yem ve
gidalarin besin degerinde azalmaya sebep olur (O’Brien ve ark., 2006). Ayrica yemin
renk, koku, kivam ve tadinda da bazi degisikliklerin olusmasina neden olmaktadir
(Nizamlioglu, 1996).

Mikotoksinlerden aflatoksinler (AF), okratoksin A, fumonisinler, trikotesenler
ve zearalenonun birinci derecede 6nemli mikotoksinler oldugu belirtilmektedir (Huwing

ve ark., 2001; Orug, 2005). Mikotoksin adi verilen bu eksojen metabolitler, mantar



anlamina gelen myco ve zehir terimini karsilayan toksin kelimelerinin birlestirilmesiyle
tiretilmistir (Sanli, 1995). Mikotoksin alimina bagl olarak sekillenen klinik tabloya
“mikotoksikoz” denilmektedir. Mikotoksikozda goriilen belirtilerin siddeti ve goriilen
hastaliklarin tipi; genel olarak maruz kalinan mikotoksin tiirti, miktari, birden fazla
mikotoksin varliginin yani sira viicut agirhigi, fiziksel ve beslenme durumu gibi bireysel

ozelliklere bagl olarak farkliliklar gosterebilir (Steyn ve Stander, 1999).

Mikotoksinleri iireten mantarlar riizgar ve hava akimlariyla taginarak her yerde
(atmosferin ¢esitli katmanlar1 da dahil) bulunabilirler (Steyn ve Stander, 1999). Bu da;
kif sporlarinin bitki, gida ve yemlerin yani sira hava, su, toprak gibi yollarla da
bulasabilecegini gostermektedir. Mantar liremesinin sikligi ve derecesi ¢evre 1sisi,
rutubet, mekanik hasar, yemin kimyasal bilesimi, yag ve karbonhidrat igerigi, pH
durumu ve tarlada yetisen iriinlerin zamaninda hasat edilmemesi, yagish ve rutubetli
iklim kosullarimin olusmasi, depolarin yeteri kadar 1sik almamasi, havalandirmanin
yeterli olmamasi, ortamda birden fazla parazit veya mantar tiiriinlin mevcut olmasi gibi
hazirlayici faktorlere gore onemli oranda degismektedir (Topal ve ark., 1999; Kaya,
2002; Yaroglu, 2002; Yiannikouris ve Jouany, 2002).

Depolama siiresinin uzunlugu iireme ve mikotoksin sentezinin artmasina neden
olmaktadir. Sartlar uygun oldugu takdirde 2-4 giin icersinde kiiflenmeyle beraber
mikotoksin ile kirlenme olusabilmektedir. Bunun yani sira 16-24 giinliik bir siirecte
aflatoksin miktar1 dort katina ¢ikabilmektedir (Kaya, 2002). Gelismelerine uygun sartlar
yok ise yillarca spor formunda kalabilirler (Kaya, 2002; Whitlow ve Hagler, 2005).

Fungal etkinin ve c¢ogalmanin baslayabilmesi i¢in gerekli olan cevresel
kosullarin basinda rutubet gelir. Genellikle kserofil nitelikli mantar sporlarinin
gelisebilmesi i¢in ortam havasindaki oransal rutubetin %50 veya daha yiiksek ve
cogalma ortamindaki rutubet igeriginin de %10’nun istiinde olmast gerekir (Sanli,
1995; Whitlow ve Hagler, 2002). Kiifler pH 2.1-11.2 gibi genis bir aralikta
tireyebilmelerine karsin, pH 3.0-8.0 arasinda optimum tiremeleri ger¢eklesmektedir

(Sanli, 1995).

Sicakligin mikotoksin olusumuna ¢ok Onemli etkileri vardir. Ortam 1sis1

Ozellikle mantar florasinin biiyltime hiz1 ve metabolik etkinlikleri tizerine etkili olur. Her



toksin igin farkli sicaklik dereceleri gegerlidir. Kiiflerin optimum gelisme sicakliklar
20-40 °C’dir. Biiylik cogunlugu en iyi 25-26 °C arasinda iirer. Bazi kiifler ise 15 °C’ye
kadar olan diisiik 1silarda da ¢ogalma kabiliyetine sahiptir (Jarvis, 1971). Bu faktorler
dikkate alindiginda, yemlerin mikotoksinlerle kontaminasyonu acisindan en riskli
cografi bolgelerin, tropikal iklim sartlarinin hiikiim siirdiigti 1liman ve nemli bolgeler
oldugu anlasilmaktadir (Glavitis ve Salyi, 1998). Ulkemizde de 6zellikle Akdeniz,

Marmara ve Karadeniz bolgelerinde bu kosullar saglanabilmektedir (Sur, 2001).

Mantar tiirleri siki bir sekilde aerob yasam bicimine bagimhidirlar. Ortamdaki
oksijenin %1’in altina diistiriilmesiyle kiif gelisimine paralel olarak toksin tiretimi de
azalir. Ancak iiremeleri ve mikotoksin sentezlemeleri i¢in oksijene olan ihtiyaclar
bakimindan mantar tiirleri arasinda 6nemli farklar bulunabilmektedir. Soyle ki; ortamin
oksijen yogunlugunun %45°ten %1’e diisiiriilmesi veya karbondioksit yogunlugunun
%10°dan daha yukar1 ¢ikartilmasi1 Aspergillus flavus’un {iremesini ve aflatoksin
sentezini onemli seviyede azaltir. Ortamdaki karbondioksit yogunlugu %20’nin {izerine
cikarildiginda ise kiiflerin liremesi ve toksin sentezleri 6nemli 6l¢iide etkilenir (Sanli,

1995; Kaya, 2002).

Besin maddesinin ¢esidi ve fiziksel durumu fungal gelisme, cogalma ve
mikotoksin cesitlerinin sentezi ilizerinde etkili olur. Kiifler, iiremeleri i¢in organik
karbonlara ve diger enerji kaynaklarina ihtiyag¢ duyarlar. Glikoz ve diger diisiik molekiil
yapisina sahip monosakkaridler ile suda ¢6ziinebilen organik maddeleri besin kaynagi
olarak kullanabilirler. Ayrica, kiiflerin lireyip toksin sentezleyebilmeleri i¢in pepton,
polipeptid ve aminoasitler gibi organik maddeleri azot kaynag: olarak kullanmaya ve
kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg), potasyum (K), demir (Fe), ¢inko (Zn), fosfor (P) gibi
elementlere ihtiyaglar1 vardir. Karbonhidrat ve yag bakimindan zengin gida ve yem
maddeleri kiiflerin iireyip toksin sentezleyebilmeleri i¢in uygun ortamlardir. Ozellikle
misir, bugday, arpa, yulaf, piring gibi lriinler ile yer fistig1, findik, ay¢icegi, soya
fasulyesi ve pamuk tohumu gibi yagl iiriinlerde kiifler siklikla iremekte ve mikotoksin
sentezlemektedirler. Bunun yani sira 6zellikle yem maddelerinde bulasmanin tarlada
basladig1 g6z oniine alinirsa gerek hasat ve gerekse isleme asamasinda fazla mekanik

hasar gérmiis veya ¢esitli parazitlerin hiicumuna ugramis ve fiziki biitiinligiini yitirmis



tarimsal tiriinlerin mantar invazyonlarina karsi direnci biitiiniiyle kaybolur (Sanli, 1995;

Yaroglu, 2002; Agag, 2004).

Gida ve yem maddelerinde, goriilebilir bir kiiflenme olmadiginda bile
mikotoksinler tehlikeli diizeylerde bulunabilir. Normal pisirme ve isleme uygulamalari
sirasinda, Ozellikle aflatoksinler olmak tizere, mikotoksinlerin 6nemli bir kisminin
parcalanmadan kalmasi, insan ve hayvan sagligi acisindan konunun onemini daha da
artirmaktadir (Kaya, 2002). Ozellikle yemlerle alinan AF’ler sindirim kanalindan
kolayca emilir ve baslica karaciger ile yumusak dokulara dagilarak metabolize olurlar
(Karakaya, 2006).

2.2. Aflatoksinler

Aflatoksinler (AF); Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus (Candlish ve ark.,
1988; Oguz ve Kurtoglu, 2000; Khanafari ve ark., 2007) ve bazi Penicillium ve
Rhizopous tiirii mantarlar tarafindan {iretilen toksik metabolitlerdir (Candlish ve ark.,
1988). AF, kokenini Aspergillus’un A, flavusun FLA harflerinden almistir (Tuncer,
1990). S6z konusu toksin 1962'de "aflatoksin" olarak isimlendirilmistir (Sharby, 1978).
Mikotoksinler igerisinde en Onemlisi AF’dir (Nizamlioglu, 1996; Richard ve ark.,
2007). Clinkti digerlerine oranla daha toksiktir ve daha kisa siirede olusurlar (Salwa ve
ark., 2000). Ttim hayvan tiirleri ve insanlarda zehirlenmeye neden olurlar; her gesit yem
ile besin maddelerinde bulunabilirler ve karsinojenite riskleri diger mikotoksinlere gore
daha fazladir (Nizamlioglu, 1996; Giray ve ark., 2007).

AF’lerin By, B, Gy, G, ve siitte bulunan M3, M, formlar1 ve P31, Q,, aflatoksikol,
B2a, G2a, D1, GM1, GMy,, Bs (Leeson, 1995; Sanli, 1995) gibi yaklasik 20 ¢esidi
belirlenmistir. Bu siniflama aflatoksinlerin ultraviolet 15181 ile aydinlatildiklarinda
verdikleri spesifik flouresans 6zelliklerine gore yapilmistir. Buna gore mavi flouresans
verenler (Blue) "B", yesil floresans verenler ise (Green) "G" harfi ile
simgelendirilmislerdir (Ellis ve ark., 1991). Dogada, yem maddelerinde iireyen kiiflerin
en yaygin ve Onemlisi olan Aspergillus tiirlerinin iirettigi aflatoksinlerin ¢ok biiyiik bir
oran1 (%75-83) AFBi'dir ve bu nedenle aflatoksikozlardan da biiyiik oranda bu
aflatoksin tiirli sorumludur (Oguz, 1997; Oguz ve ark., 2000).



2.2.1. Aflatoksinlerin genel 6zellikleri

Aflatoksinler kimyasal yapi1 olarak lakton bagi ve bifuran halkasi i¢eren difurano
kumarin tiirevleridir (Ozkarsli, 2003). Aflatoksinlerin belirlenmis 6nemli 4 tipi AFBy,
AFB,, AFG; ve AFG, dir. AFB; ve AFG; difuran halkasi i¢erirken AFB; ve AFG, ise
tetra bifuran halkasi igermektedir (Sweeney ve Dobson, 1999). G serisi aflatoksinlerde
ticiincli lakton halkasi, siklopentan halkasinin yerine gecmistir. AFB; ve AFG;’de
merkezdeki furan halkasimnin 8. ve 9. karbon atomlar1 arasinda ¢ift bag bulunmaktadir

(Jaimez ve ark., 2000).

Aflatoksinler yiiksek sicakliklara karsi olduk¢a dayanikli olup, normal pisirme
sicakliklarinda ve pastorizasyon sicakliklarina karsi oldukg¢a dayaniklidir. Pastdrizasyon
sicakliginda aflatoksinlerin parcalanma oranlar1 ¢ok diisliktiir, hatta bazilar1 hig
par¢alanmamaktadir. Aflatoksinler ancak 300 °C’nin {izerindeki 1sida tamamen
yikimlanmakta, 230 °C’de 25 dakikada hazirlanan karma yemlerde aflatoksin igerigi
yaklagik %60 azalabilmektedir (Samarajeewa ve ark., 1990). Yiiksek sicakliklarda bile
stabilitelerini  koruyabilen aflatoksinler (300 °C'a kadar); formaldehit, sodyum
hipoklorit, amonyak ve potasyum permanganat gibi kuvvetli alkali ve yiikseltgen
bilesiklere karsi oldukca dayaniksizdirlar (Kaya, 2002). Aflatoksinler, kloroform,
aseton, etanol, karbon tetrakloriir ve metanol gibi polar ¢oziiciiler ve oOzellikle
dimetilstilfoksitte ¢oziinebilmektedir. Ayrica aflatoksinin yapisinda bulunan lakton
halkas1 bu molekiiliin alkali hidrolizine kars1 hassas olmasini saglamaktadir (Leeson ve

ark., 1995; McLean ve Dutton, 1995).

2.2.2. Aflatoksinlerin toksikokinetigi

Viicuda giren tiim yabanci molekiiller gibi aflatoksinlerin metabolize
edilmesinde de emilim, dagilim, biyotransformasyon ve viicuttan atilim agamalari
bulunmaktadir (Sur, 2001). AF'ler, kimyasal olarak yiiksek derecede reaktif bifuran
halkas1 ile pentanon halkas1 (B serisine karakteristik) veya 6 karbonlu lakton halkas1
(G serisine karakteristik) arasinda bulunan kumarin g¢ekirdeginden olusan polisiklik
doymamis bilesiklerdir. Bu nedenle difurocumarocyclopentanon derivati olarak kabul

edilmektedirler (Dalvi ve McGowan, 1984). AFB;'in maksimal toksisiteye ulagsmast



icin mikrozomal oksidaz enzim sistemi yoluyla AFB; 8,9-epoksite doniistiiriilmesi

gerekmektedir (Moss ve ark., 1985).

2.2.2.1. Aflatoksinlerin emilimi

Dogada fazla miktarda bulunan ve en c¢ok kontaminasyona yol agan AF
oldugundan, toksikoknetigi ve metabolizmasi iizerinde en yogun bi¢cimde c¢alisilmig olan
AFB;’in, lipofilik 6zellikleri ve diigiik molekiil agirligina sahip olduklar: i¢in gastro-
intestinal kanaldan emilerek, diisiik molekiiler agirlikli kan plazmasi proteinlerine
baglanmak suretiyle portal dolagima gectigi ve bu yolla hepatositlere tasindigi ortaya
konmustur (Busbee ve ark., 1990).

2.2.2.2. Aflatoksinlerin dagilim

Toksinler dolasima gectikten sonra kisa siirede plazmadan ayrilir ve yogun
olarak karaciger, bobrek, adipoz doku, kaslarda ve diger yumusak dokularda dagilim
gosterirler (Mabee ve Chipley, 1973). Ancak asil birikim yerleri, toksinin
biyotransformasyonunun gerceklestigi karaciger ve bobrek gibi organlardir (Leeson ve
ark., 1995). AF Kklirens zamaninin siitte 3-6 giin, idrar ve digkida 6-9 giin oldugu
bildirilmektedir (Kaya, 2002). Yem ile alinan AF'in karacigere gegis orani sigirda
1/14.000, domuzda 1/800, et tipi civcivde 1/1200 ve sigirda siite gegis orani ise yaklasik
1/300 olarak tespit edilmistir (Rodricks ve Stoloff, 1977). Siite gecisle ilgili diger
caligmalarda hayvanlar arasinda ferdi farklilik goriilmekle birlikte bu oranin 1/300-
1/1600 arasinda oldugu bildirilmektedir. Isaretlenmis AF'in 14 giin siireyle civcivlere
verildigi bir ¢alismada (Tuncer, 1987), %90.64"liniin disk: ile atildigi, viicutta alikonan
kisminin da %11.04"linlin kanda, %9.83"linilin karacigerde, %4.30'unun kalp kasinda,
%12.52'sinin kursakta, %31.66'sinin gogiis kasinda ve %30.63"iniin de bacak kasinda
tespit edildigi kaydedilmektedir (Oguz, 1997).

2.2.2.3. Aflatoksinlerin atilimi

Viicuda giren AFB;’in %85-90’1 ilk 24 saat i¢inde digki (%75°1), idrar (%]15-
20’s1) ve siitle degismemis metabolitleri halinde atilir. Digkiyla bu 6lgiide atilmasi

agizdan alinan toksinin sindirim kanalindan sinirh dlgiide emildigini gosterir. Ozgiin



bilesikler ve metabolitlerin tamamen atilabilmeleri i¢in yaklasik bir haftalik siirenin
geemesi gerekmektedir (Dafalla ve ark., 1987). Ayrica cesitli hayvansal dokular
(Stubblefield ve ark., 1983) ile siit (Harvey ve ark., 1991) ve yumurta (Hamilton, 1982)
gibi hayvansal {riinlere insan saghigmi tehdit edebilecek diizeylerde AFB; ve
metabolitleri gecebilmektedir (Kaya, 1982).

Aflatoksinler viicutta ¢esitli metabolik degisiklige maruz kalirlar. AFB;
biyotransformasyon sonucu kendisinden 10 kez daha az karsinojenik etkiye sahip olan
AFMy’e doniistiiriiliir (Cullen, 1987). Laktasyon donemindeki hayvanlar ve insanlar
AFB; ile kontamine yiyeceklere maruz kaldiklarinda, alinan AFB; sitokrom P-450
enzimi tarafindan hidroksilasyona ugratilarak metabolit halinde AFM1 olarak siitle
atilmaktadir (FAO/WHO, 2002). AFB;’in ilk alinmasindan 12-24 saat sonra siitte AFM;
saptanabilir. AFB; alinmasi durduruldugunda, siitteki AFM; diizeyi azalarak 72 saat
sonra belirlenemeyecek diizeylere ulagsmaktadir (Sibanda ve ark., 1999). Aflatoksin
bulasmis yemin tiiketilmesinden sonra ilk sagimda siitte yine AFM; olarak goriliir
(Masoero ve ark., 2007). AFB; alinmasi ile siitle ¢ikarilan AFM; arasindaki oran %1-3
arasinda belirlenmistir ancak bu oran Veldman (1992) tarafindan % 6 olarak rapor
edilmistir. Genel olarak hayvan yemlerinde bulunan aflatoksin B1’in %0.3-6.2’sinin
siite gectigi belirtilmektedir (FAO/WHO, 2002). Atilim hizlar1 yiiksek olan toksinler
olsalar da AF’in kiimiilatif etkileri oldugundan, az miktarlarda uzun siireli alindiklarinda

kronik zehirlenmelere de neden olmaktadirlar (Leeson ve ark., 1995).

2.2.3. Aflatoksinlerin etki sekli ve metabolizmasi

Kontamine yem ve gidalarla alinan aflatoksinler dogrudan toksik bilesikler
olmayip, onlarin karaciger, akciger veya bobreklerdeki metabolik iirtinleri bu etkiye
sahiptirler (Oguz, 1997). Karaciger ve bobrekler aflatoksikozisten en cok etkilenen
organlardir (Bullerman, 1978).

Aflatoksinler, sindirim kanalindan absorbe edilerek kan dolasimina geger ve
albliminlere baglanarak tasmirlar. Kandaki aflatoksinin ¢ogu karacigerde tutulur.
Aflatoksinlerin bir kism1 hepatositlerde endoplazmik steroidler ve ¢esitli enzimler gibi
makromolekiillere baglanirken bir kismi1 da yagda ve suda ¢dziinebilen metabolitlere

(AFQ1, P1, B2a, Gag, aflatoksikol, M1, M,) gevrilir (Campbell ve Hayes, 1976; Schell ve



ark.,, 1993). Aflatoksinler, karacigerde oksidazlar tarafindan metabolize -edilir.
Hidroksilasyonla detoksifiye edilen aflatoksin ana bilesigi glukuronik asit veya siilfatla

konjuge edildikten sonra idrar ve gogunlukla safra ile atilir (Campbell ve Hayes., 1976).

Mikotoksinler ve 6zellikle aflatoksinlerin genel etki mekanizmalari, DNA, RNA
ve protein sentezinin inhibisyonu seklindedir (Jeffery ve ark., 1984). Aflatoksin tiirleri
icerisinde en toksik tiir olarak bilinen AFB;'in toksisitesinden ise kendisinin degil,
sitokrom P-450 ve aril hidrokarbon hidroksilaz gibi bir takim enzimlerin etkileri sonucu
ortaya c¢ikan metabolitlerinin sorumlu oldugu bildirilmektedir (Iwaki ve ark., 1990;
Cavin ve ark., 1998). Kendisi etkisiz olan AF, karacigerde P-450'ye bagh (gevis
getirenlerde p-448) karma islevli oksidaz enzim sistemiyle (MFO) metabolik degisiklige
ugratilarak  (okside edilerek) epoksit tiirevlerine (AFB; 8,9-epoksit gibi)
dontstiiriildiikten sonra sitotoksik, karsinojenik, mutajenik ve teratojenik etkinlik
kazanir. AF'in bu etkileri, oncelikle hiicresel niikleoproteinler ve niikleik asitler gibi
makromolekiillerle kolayca ve hizla tepkimeye girerek, sonugta protein sentezi ve
hiicresel biitliinliiglin bozulmasina neden olmalarindan kaynaklanir. Sitotoksik ve
karsinojenik ozelliginin, AFB;'in metabolitleri olan AFQ;, P;, M; ve AFRy'in 8,9-
epoksit tiirevlerinden kaynaklandig bildirilmektedir (Haworth ve ark., 1989).

Aflatoksinlerin  toksik etkisi, karacigerde g¢esitli epoksit tiirevlerine
dontistiiriildiikten sonra ortaya ¢ikmaktadir. Akut veya kronik toksisite ile karsinojenik
etkilerden sorumlu olan bu tiirevlerin karacigerde molekiiler diizeyde tepkimeye
girmeleri sonucu, ribozomal bozukluklar ortaya c¢ikmaya baslar. DNA ve RNA
polimeraz enzimlerinin kisa siirede inhibisyonuna bagli olarak, daha 6nce deginildigi
gibi, protein sentezinde ciddi aksamalar ortaya ¢ikabilir ve bagisiklik sistemi
zayiflamaya baslar (Iwaki ve ark., 1990). Amstad ve ark. (1984)nmn in vitro
calismalarinda, AFB;'in serbest radikallerin olusumunu uyardigi saptanmistir. Bu
serbest radikaller kromozomlarda hasara neden olmaktadirlar. Nakae ve ark. (1987),
siiperoksit dismutaz ve katalazin AFB;'in rat karaciger hiicreleri lizerindeki 6ldiriicti
etkisini engellediklerini saptamislardir. Bu bilgi, reaktif oksijen tiirlerinin AFB;
tarafindan olusturulan hiicre toksikasyonunda 6nemli bir role sahip olduklarim

kanitlamaktadir (Atalay, 2007).
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AF'nin epoksit sekilleri ara iiriin durumunda olup karacigerde glutasyon (GSH)-
S-transferaz enzimi tarafindan katalize edilen tepkimelerle GSH ile konjuge edilerek
veya epoksit hidrataz enzimi yardimiyla AFRg'a doniistiiriilerek nispeten zehirsiz
metabolitleri olusturulur. Ancak uzun siire veya fazla miktarlarda AF alinmasi veya
ayni zehirsizlestirme mekanizmasi ile zararsiz hale getirilen besinsel kaynakli 6gelerin
fazla alinmasi1 durumunda, AF'nin toksik metabolitlerinin miktar1 artar. Bunun tersi
olarak da, karacigerde zehirsizlestirmede gorev alan GSH-S-transferaz ve anilin
hidroksilaz gibi enzimlerin biitilli hidroksi toluen (BHT), biitilli hidroksi anisol (BHA),
fenobarbital ve indirgenmis glutation gibi maddelerle indiiklenmesiyle AF'nin viicuttan
atilminin  hizlandigi ve bundan dolayr da zehirliliginin azaldigr kaydedilmektedir

(Fukayama ve Hsieh, 1985).

2.2.3.1. Aflatoksikozis

Aflatoksikozis; 6zellikle Aspergillus cinsi mantarlarin {irettikleri aflatoksinlerin
viicutta metabolize olduktan sonra olusturdugu hasara verilen isimdir. Aflatoksikozis,
insan ve hayvanlarda dogrudan veya dolayli olarak goriilebilen bir mikotoksikozistir.
Aflatoksinlerin insanlarda ve hayvan tiirlerinde akut ve kronik zehirlenmelere yol
acmalart ve bilinen en giiclii dogal karsinojenlerden biri olmalar1 nedeniyle konu
lizerinde ¢ok sayida arastirma yapilmistir (Hamilton, 1982; Robb, 1993). Yem veya
gidalarla alinan aflatoksin, karaciger hiicrelerinde sitokrom P-450 monooksigenaz
enzim sistemi tarafindan metabolize edilir. Bu metabolik proses sonucu aciga ¢ikan
baz1 aflatoksin metabolitleri toksik, karsinojenik ve mutajenik etkilere sahiptirler

(Salmanoglu, 2002).

Hem halk saglig1 hem de hayvan saglig1 agisindan oldukca énemli sorunlara yol
acan aflatoksikozis akut ve kronik olarak iki alt grup altinda incelenmektedir. Yiiksek
konsantrasyonlarda AF tiiketilmesiyle akut primer aflatoksikozis meydana gelmekte ve
duyarliliga bagl olarak genellikle hayvanlarin 6liimii ile sonuclanabilmektedir (Moss ve
ark., 1985). Toksik diizeyde AF alinmasini takiben 3-6 saat igerisinde karacigerde hasar,
yag dejenerasyonu ve fonksiyon bozuklugu ortaya cikar. Karacigerin ileri derecede
hasarina bagli olarak kanimn pihtilasma mekanizmasi bozulur, sarilik durumu gelisir ve

karaciger kaynakli serum proteinlerinde ciddi azalmalar meydana gelir. Kanin
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pihtilasma yeteneginin azalmasi ve kapillar damar ¢eperlerinin hasarina bagl olarak
mukoz zarlar ve viicut bosluklarinda yaygin kanamalar meydana gelir (Oguz ve
Kurtoglu, 2000; Ortatatli ve Oguz, 2001). Akut aflatoksikozisde istahsizlik, solunum
giicliigii, burun akintisi, durgunluk, kansizlik, oksiirlik, kanl ishal, ¢irpinma, bitkinlik,
karaciger harabiyeti, kilcal damarlarda kanamalar ve ani 6liim gortlebilir. Subakut
olgularda ise sarilik, hematom, hemorajik enteritis ve trombosit sayisinda azalma dikkat
ceker. Ayrica karacigerde nekroz, kanin pihtilasma siiresinin uzamasi, sarilik ve serum

proteinlerinde azalma da sik karsilagilan bulgulardandir (Sur, 2001).

Uzun bir siire igerisinde diisiik diizeyde AF alinmasi sonucunda ortaya ¢ikan
kronik zehirlenmeler subklinik seyrettigi i¢in zehirlenme belirtileri gozden kagar. Bu tip
zehirlenmelerde o6zellikle bagisiklik sisteminin baskilanmasi ve kazanilmig direncin
kirilmasi nedeniyle bir¢cok hastalik 6n plana ¢ikar. Hayvanlarda hastalanma ve oliim
oranlar1 artar. Kronik olarak etkilenen hayvanlarda protein sentezi, vitamin ve
minerallerin degerlendirilmesi de baskilandigindan etkilenen gen¢ hayvanlarda yemden
yararlanma ve canli agirlik kazanci azalir, biiylime hiz1 yavaslar (Candlish ve ark.,
1988; Nizamlioglu, 1996). Anormal tiiylenme, killarda diizensizlik, anemi, depresyon,
hafif derecede sarilik gibi klinik belirtiler goriiliir (Huff ve ark., 1986). Patolojik olarak
karacigerde konjesyon, hemoraji ve nekrotik odaklar, bobreklerde konjesyon ve nadiren

de hemorajik enteritis goriilmektedir (Moss ve ark., 1985).

Hayvanlarda aflatoksikozis: Aflatoksikozis, hayvanlarda bireysel olmaktan
ziyade siirliyll ilgilendiren bir problemdir (Kaya, 2002). Hayvanlardaki aflatoksikozis
onemli saglik problemlerine sebep olmasinin yani sira biiytik 6l¢iide verim kayiplarini
da beraberinde getirmekte ve bu da onemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir

(Hafez ve ark., 1982).

Ciftlik hayvanlarimin aflatoksinlere duyarlilig: farkli olup, en hassas tiirler 6rdek,
tavsan ve hindi palazlaridir. Bunu sirasiyla tavsan, kedi, alabalik, hindi, siiliin, kaz,
civciv, pilig, bildircin, tavuk, kdpek, domuz, at, sigir, koyun ve ke¢i izlemektedir (Acay,
2006). Yemdeki 0.2 ppm diizeyinde aflatoksin, gen¢ ve gebe domuzlar ile buzagilarda
(16 haftalik) hafif karaciger hasar1t meydana getirirken bu oran atlar i¢in 0.4-0.6 ppm,
etlik domuz, yetigkin sigir ve koyun i¢in 0.66 ppm diizeyindedir (Angsubhakorn ve ark.,
1981). AFB; diizeyleri 1 ppm'in iizerine ¢iktigi zaman ¢iftlik hayvanlarinda ciddi
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karaciger hasarlarina ve akut 6liimlere sebep olur (Smith, 1997). Siit inekleri ve danalar
koyun ve atlara gore ¢ok daha duyarlidirlar. Biitiin tiirlede geng¢ hayvanlar olgunlara
gore aflatksinlerin etkilerine daha duyarhidir. Yine gebe ve biiyiime dénemindeki
hayvanlar gen¢ hayvanlara gore daha az duyarhidir fakat yaghlara goére duyarliliklar
fazladir (Cassel ve ark., 2001).

FAOAVHO/Unicef komitesinin Subat 1985 tarihli genelgesiyle besinlerdeki
aflatoksin diizeyi 20 ug/kg (0.02 ppm =20 ppb) olarak belirlenmis olmakla birlikte;
Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (Food and Drug Administration, FDA) ise 1966’dan beri
bu sinir1 20 ppb olarak kabul etmistir.

Karma yem veya yem hammaddelerinin nem igeriklerinin norm degerlerine
uygun olmasi, kiif gelisimini kisitlayan en onemli faktordiir. Ancak, séz konusu
materyallerin homojen olarak kurutulmamasi veya depolamadaki anormallikler kiif
gelisimini baglatabilmektedir. Bununla birlikte, uzun siire depolanmis yemlerde
mikotoksin goriilme riski, kisa siire depolananlardan daha yiiksektir. Dolayisiyla,
miimkiin oldugu kadar taze materyallerin kullanimi toksikasyonlar1 énemli Olciide
azaltabilecektir (Celik, 2001). Ozellikle, hayvan beslemede yogun olarak kullanilan
misir, pamuk tohumu kiispesi, soya kiispesi, ay¢icegi tohumu kiispesi, hayvansal
kaynakli yem hammaddeleri kiif gelisimi i¢in uygun materyallerdir (Celik, 2007).
Ciftlik hayvanlar aflatoksin iceren rasyonlarla yemlendiklerinde sadece kendileri ¢esitli
toksikasyonlara ugramakla kalmayip, ayn1 zamanda bu toksinleri et, siit, yumurta gibi
hayvansal lriinlere gecirerek dolayli olarak insan sagligmma zarar verebilmektedirler
(Acay, 2006). Zira aflatoksinler bilinen en 6nemli hepatokarsinojenlerdendir (Hamilton,
1982).

Insanlarda aflatoksikozis: Aflatoksinler insanlarda karaciger kanserinin
sebeplerinden biri olarak tanimlanmistir. Fakat buna ilaveten oldukca onemli toksik
etkilere de sahiptir. Diinya ¢apinda aflatoksine maruz kalan insanlardaki aflatoksin
seviyesi ve yaygmligi incelenmis ve gelisen iilkelerde yasayan 4.5 milyona yakin
insanin, biiylik dl¢lide kontrolsiiz bir sekilde artan toksine kronik olarak maruz kaldig:
goriilmistir (Williams ve ark., 2004). Aflatoksinler, ¢esitli dokularda birikerek veya

hayvansal {iriinlere gecerek bu tip iirtinleri tiikketen insanlarda 6nemli saglik sorunlarina
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yol acabilmektedirler (Acay, 2006). Insanlarm bu besinlerdeki metabolitleri almasindan

sonra akut veya kronik toksikasyon ve kanser olusabilmektedir (Robb, 1993).

Laktasyon donemindeki insanlar AFB; ile kontamine yiyeceklere maruz
kaldiklarinda, alinan AFB; sitokrom P-450 enzimi tarafindan hidroksilasyona
ugratilarak metabolit halinde AFM; olarak siitle atilmaktadirlar (FAO/WHO, 2002).
Bundan dolayi, cocuklarin 0zellikle anne siitii araciligiyla aflatoksinlere maruz
kalmalar1 s6z konusu oldugundan, annelerin beslenme aliskanliklarin1 mantar iiremesine
engel olacak sekilde diizenlemesi, basta anneler olmak iizere halkin bu konuda
egitilmesi ve gidalarda aflatoksin kirliligi olup olmadig1 zaman zaman kontrol edilmesi

gerekmektedir (Kuyucuoglu, 2007).

2.2.3.2. Aflatoksinlerin karsinojenik etkileri

AF’ler ozellikle karaciger ve bobrek kanserlerine neden olduklar1 bilinen en
giiclii dogal karsinojenlerdir. Nitekim Uluslararasi Kanser Arastirma Ajanst (IARC)
aflatoksinleri 1B grubu Kkarsinojenler iginde degerlendirmektedir (IARC, 1993).
Aflatoksinlerin primer ajan olarak insanlarda kansere yol actiklar1 heniiz
gosterilememistir. Bununla birlikte; epidemiyolojik ¢alisma sonuglari, aflatoksinle
kontamine besinlerin fazla miktarda tiiketildigi Afrika, Glineydogu Asya iilkeleri ve
Hindistan’da yasayanlarda hepatokarsinoma insidensinin olduk¢a yiiksek oldugunu
gostermektedir. Ulkemizde yapilan galismalarda Dogu ve Orta Anadolu bolgelerimizde
tiiketilen bulgurlarin  ¢ogunlugunda aflatoksinlerle kontaminasyon belirlenmis, bu
bolgelerde goriilen karaciger kanseri insidensinin Istanbul ve Trakya bolgesindekinden
yaklasik dort kat daha yiiksek oldugu belirtilmistir (Eser ve ark., 1978). AFB;’in
karaciger, kolon ve bobrek kanserlerine sebep oldugu belirtilmistir (Madhusudhanan ve
ark., 2004). Hayvanlarda AFB; ve AFG;'in de kanserojen olduklari bilinmesine ragmen
AFB'in daha kuvvetli hepatokarsinojen oldugu ifade edilmektedir (Moss ve ark., 1985).

Aflatoksinlerin salimimimna neden olduklari serbest radikallerin en Onemli
hasarlart membran lipidleri, DNA (deoksiribo niikleik asit) ve proteinlere verdikleri
hasarlardir. Serbest radikaller piirin ve pirimidin modifikasyonuna veya DNA iplikleri
ve kromozom kirilmalarina, onkojen aktivasyonuna neden olduklar1 i¢in

karsinogeneziste onemlidirler (Seven ve Candan, 1995). DNA hasarina yol agan
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hidroksil radikallerinin, hidrojen peroksit (H,O,) ve siiperoksitin gecis metalleriyle
reaksiyonu sonucu olustugu gosterilmistir (Bukan, 1999). Gegis metalleri ve serbest
radikallerin etkisiyle DNA’da olusan major oksidatif etkiler sarmal ag¢ilmalari,
depiirinasyon, capraz baglanma ve baz modifikasyonlar1 olarak bilinmektedirler.
Ozellikle baz modifikasyonlarindan timin bazi, timin glikol ve 5-hidroksimetil urasile,
guanin baz1 da 8-hidroksiguanine (8-OH-Gua) doniisiir (Kasprzak, 2002). Aflatoksin
tilketimi, hiicrelerde 8-OH-Gua miktarinda artisa neden oldugu i¢in, 6zellikle p-53
geninin 249. kodonunda mutajeniteye neden olarak kansere sebep olur (Wang and
Groopman, 1999).

Deney hayvanlarinda aflatoksinlerin karaciger ve bobreklerde kanser
olusumuna sebep olduklar1 gosterilmistir. Ratlara giinliikk olarak 100 pg/kg dozda
12-22 ay boyunca aflatoksin verildiginde ratlarin %100’linde kanser olustugu

bildirilmistir (Ellis ve ark., 1991).

2.2.3.3. Aflatoksinlerin mutajenik etkileri

Aflatoksinler, hepatositlerin nukleus membranlarinda ve endoplazmik
retikulumlarinda bulunan P-450 monooksidaz sistemiyle metabolize edilerek asir1
derecede reaktif olan epoksit tiirevler olusmaktadir. Bu epoksit tiirevler DNA ve RNA
gibi selliller makromolekiiller ile kovalent baglar olusturarak DNA ve RNA'da
mutasyonlar meydana getirebilmektedir (Haworth ve ark., 1989). Aflatoksinlerin
epoksit tiirevleri hiicrede yeni DNA zincirlerinin olusturulmasi sirasinda sentezlenmekte
olan DNA zincirlerine baglanarak, DNA polimeraz enziminin aktivitesini inhibe etmek
suretiyle mutasyona neden olmaktadir (Ellis ve ark., 1991). DNA’nin tasidigi sifre
bozulacagindan, DNA ve RNA’da mutasyonlarin sekillenebilecegi diisiiniilmektedir

(Haworth ve ark., 1989).

2.2.3.4. Aflatoksinlerin teratojenik etkileri

Hamsterlere gebeligin 8. giiniinde 4 mg/kg dozunda intraperitoneal AFB;
verilmis, gebelik sonunda bu hayvanlarin % 52.9’u normal, % 29.4'i malforme yavru
dogurmus, %17,6’sinda ise 6lii veya resorbe fetiis saptanmistir. Bu malforme yavrularda

anensefali, ektopiya kordis, biliylimede gerilik, mikrosefali ve umblikal herni gibi

15



gelisim bozukluklar1 belirlenmistir (Ellis ve ark., 1991). Yapilan diger bir ¢alismada da
3-30 ng/yumurta dozunda aflatoksin verilen embriyolu yumurtalarda mortalite %33,
kalp anomalisi oran1 %12 ve viicut anomalilerinin siklig1 %0.04 olarak saptanmistir
(Jelinek ve Peterka, 1985). Cilievici ve ark. (1980)'nin ¢alismasinda 0.01 ve 0.002 ppm
dozunda AFB; verilen gruplarda spina bifida ve anoftalmus gibi yapisal anomalilere ise

strastyla %35 ve %13.3 oraninda rastlanmustir.

2.2.4. Aflatoksin olusumunu 6nleme yontemleri ve detoksifikasyon

Mikotoksin olusumunu 6nlemek icin esas ¢oziim kiif ve mikotoksin olusumuna
yol agan kosullarin giderilmesi ve bu sekilde sorunun baslamadan ¢oziimlenmesidir.
Tarimsal {iriin heniiz tarlada iken kiif ile kontamine olabilmektedir. Bu nedenle ham
mahsuliin erken hasat edilmemesi, olgun mahsulin yagmur ve kar altinda
birakilmamasi, hasattan 6nce boceklere kars: etkin miicadele ilaglarinin kullanilmasi, az
kiiflii tirtinlerin hasat sirasinda ayrilip saglam iirline karigtirllmamasi gibi ilk 6nlemlerle
toksin olusumu biiyiik ol¢iide onlenebilmektedir (Karaali, 1986). Ancak, toksin olusmu
meydana gelmis bir iirlinde aflatoksini uzaklastirmaya, parcalamaya, azaltmaya ve
baglamaya yonelik c¢aligmalar da aflatoksinlerin kesfinden bu yana yapilmaktadir

(Rustom, 1997).

Gida ve yemlerdeki aflatoksinlerin kimyasal detoksifikasyonu uygulanabilir bir
hasat sonrasi yaklasimidir. Yem ve yem hammaddelerindeki mikotoksinlerin kimyasal
yontemlerle kontroliinde c¢ok ¢esitli ajanlar kullanilabilmektedir. Bu amag
dogrultusunda asitler, bazlar (NHs, NaOH), okside edici ajanlar, aldehitler, gazlar,
bisiilfitler klorlayict ajanlar, tuzlar ve digerleri (formaldehit) gibi ¢ok sayida madde ile
calistlmistir (Moss ve ark., 1985). Asitlerin AF'leri, Ozellikle de AFB; ve Gi'i
yikimlama yetenegi suyun inkorporasyonuyla hemiasetal formlar1 olan By, ve Gyy'ya
doniistimiiyle basarilmistir (Pons ve ark., 1972). Kuvvetli asitler AF'leri etkili olarak
bozundurmasina ragmen iriiniin 6zelligini degistirebilmektedirler (Ellis ve ark., 1991).
Gilnlimiizde aflatoksikozise karsi siklikla bagvurulan yontemler arasinda rasyonlara
zeolit, bentonit, polivinil pirrolidin (PVP), silikat, clinoptilolit ve oligosakkarid ilavesi
gibi alternatif korunma yontemleri {izerinde de durulmaktadir (Oguz, 1997). Sodyum

bisiilfit ise aflatoksin ve T-2 toksinlerine karsi biiylik afinite gostermekte ve bunlarla
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reaksiyona girerek siilfonat derivativlerini olusturmaktadir. Formik, propiyonik ve
sorbik asitlerin de yemlerdeki okratoksin A bulasikhigimi % 0.25-1’lik
konsantrasyonlarda 24 saatlik kisa bir slirede ortadan kaldirdiklar1 bildirilmistir (Varga
ve Toth, 2005).

Aflatoksinler, 237 ile 306 °C arasinda degisen yiliksek dekompozisyon
sicakliklarma sahip olmalar1 nedeniyle 1siya olduk¢a dayaniklidirlar. Aflatoksinlerin
kismen parcalanabilmeleri i¢in sicakligin 150 °C’nin {izerinde olmasi1 gereklidir.
Aflatoksinin 1s1 ile degradasyonunda kritik faktor iirlinlin nem igerigidir. Nem igeriginin
fazla olmasi aflatoksinin 1s1 ile inaktivasyonunu oldukga kolaylastirmaktadir. Nemin
varligi, AFB;’in lakton halkasinin agilarak terminal karboksilik asit olusmasina neden
olmaktadir. Daha sonra karboksilik asit 1sinin etkisiyle dekarboksilasyona ugramaktadir

(Samarajeewa ve ark., 1990).

A, C ve E vitaminleri ve selenyum birer antioksidan olarak gérev yaparlar. Bu
vitaminler karacigerin mikrozomal enzimlerini aktive ederek aflatoksikozise bagl
olarak sekillenen karacigerde kanser olusumunu engellemektedirler. Mikrozomal
enzimler, aflatoksinleri kanserojenik olmayan metabolitlere doniistiiren enzimlerdir

(Davila ve ark., 1983; Nakae ve ark., 1987; Netke ve ark., 1997).

Enzim ve bilesiklerin ¢ogu oksidatif stresin etkilerine karsi hiicreleri korurken E
vitamini antioksidan sistemin tamaminda 6nemli rol oynar. E vitamini doymamis yag
asitlerini korumada ilk savunma elemanidir. E vitamini aflatoksinin neden oldugu lipid
peroksidasyonunu 6nemli derecede azaltir (Shen ve ark., 1994). E vitamini ve aflatoksin
ile yapilan bir ¢alismada, aflatoksinle birlikte vitamin E (2 mg/giin/hayvan) verildiginde
sadece aflatoksin verilen gruplara goére malondialdehid (MDA) diizeyini azalttigi
glutatyon (GSH), siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzimlerinin aktivitesini
ise artirdigir sonucuna varilmistir (Verma ve Nair, 2001). Selenyum ve vitamin E
noksanligi durumunda aflatoksinlerin in vivo olarak zararsizlastirilmalari islemlerinde
aksamalar meydana gelmektedir. Bu tiir vitamin ve mineral noksanliklar1 bir bakima
aflatoksinlerin aktivasyonunu tesvik etmekte, zararli etkilerinin daha siddetli diizeylerde

sonuglanmasina olanak saglamaktadir (Chen ve ark., 1982; Cassand ve ark., 1993).
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A vitamini singlet oksijen temizliyicisi olmasi nedeniyle oksijen radikallerine
kars1 koruyucu etki yapar (Kiling, 1985). Vitamin A’nin Onciill maddeleri olan
karotenoidler de karacigeri aflatoksinlerin kanser yapici etkilerine karst koruma

ozelligine sahiptirler (Cassand ve ark., 1993).

Son yillarda in vivo diizeyde laktik asit bakterileri, ¢esitli baharat ve bitki
ekstraktlar1 ve tanen iizerinde durulmaktadir (Acay, 2006). Ratlarda yapilan bir
calismada deneysel olarak olusturulan aflatokzisde 1sirgan otu tohumu yagi 2ml/rat/giin

oraninda oral olarak verilmesiyle karacigeri korudugu bildirilmistir (Yener ve ark.,

2009).
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2.3. Bal

Bal; bal arillari (Apis mellifera)’nin ¢i¢ek nektarlarini, bitkilerin canli
kisimlarinin veya bu kisimlar {izerinde yasayan bazi bdceklerin sekerli salgilarini
toplayarak viicutlarinda yapisini degistirip icerisine bazi maddeler karistirdiktan sonra,
petek gozlerine depolayip fazla suyunu ugurmak suretiyle hazirlanan; ¢ogunlukla basit
sekerlerden olusan ve diger bazi kompleks karbonhidratlar1 da iceren, bunlardan bagka
yapisinda her zaman polen taneleri ile bazi minerallerin, enzimlerin ve renk
maddelerinin bulundugu bir gida maddesidir (Gen¢ ve Dodologlu, 2003). Bal arilart
tarafindan ¢iceklerden ve meyve tomurcuklarindan alinarak yutulan nektar, arilarin bal
midesi denilen organlarinda invertaz enzimi sayesinde kimyasal degisime ugratilir ve
kovandaki petek hiicrelerine yerlestirilir. Nektar bala cevrilirken arilar sagladiklari
invertaz enzimi sayesinde sakkarozu inversiyona ugratarak fruktoz ve glukoz seklinde
basit sekerlere doniistiiriir ve fermantasyonun meydana gelmesini 6nleyecek miktarda
suyunu ucururlar. Kovandaki hiicrelere yerlestirilen ve iizeri mumdan bir kapakla
oOrtiilen {iriin, arilar tarafindan saglanan 6zel havalandirma sistemi sayesinde bildigimiz

tat ve kivama gelir (Anonim, 1990).

2.3.1. Balin bilesimi

Ballarin bilesimi arinin nektar topladig bitkilerin tiirline, ¢cevresel kosullara gore
degisim gostermektedir (Anklam, 1998). Agirlikli olarak monosakkaritler ve
oligosakkaritlerden olusan bal en az 181 tane bilesenden olusur (Bogdanov ve ark.,
2008). Ayn1 zamanda fenolik bilesikler, organik asitler, karotenoid tiirevi bilesikler,
nitrik oksit (NO) metabolitleri, askorbik asit, aromatik bilesikler, vitaminler,
aminoasitler ve proteinler gibi diger biyolojik olarak aktif {irtinler icerir (Bogdanov ve
ark., 2008). Calismalar balin bazi ¢esitlerinin antimikrobiyal 0Ozelliklerine katkida
bulunabilecek kynurenik asit (noro-aktif aktiviteye sahip bir triptofan metaboliti)

igerdigini gostermistir (Beretta, 2007).

2.3.1.1. Sekerler

Balin karbonhidrat yapist %70-80 kadar olup, karbonhidratlarin %80-90 nin1
glukoz ve fruktoz sekerleri olusturmaktadir (Bogdanov ve ark., 2004). Genellikle
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fruktoz glukozdan daha fazla miktarda bulunmaktadir. Glukoz ve fruktozun biiyiik
¢ogunlugu olusturmasi ve fruktozun yiiksek oranda olmasi balin birgok fiziksel ve
beslenme ile ilgili karakteristiklerini etkilemektedir (Krell, 1996). Balda az miktarlarda
diger sekerler de bulunmaktadir. Bunlar maltoz, izomaltoz, mellebioz, sukroz, melezitoz
ve rafinoz gibi 25 farkli sekerden olugsmustur (Doner, 1977). Bu sekerler az miktarlarda
bulunsalar da varliklar1 balda yapilan hileler hakkinda ve balin botanik kdkeni ile ilgili
bilgiler vermektedir (Krell, 1996). Ayrica balin seker kapsaminin elde edildigi kaynaga
ve arilarin yavru gida bezlerince salgilanan enzimlerin aktivitelerine bagli oldugu

bildirilmistir (Siddiqui, 1970).

2.3.1.2.Su

Su, miktar olarak balin ikinci en 6nemli bilesigidir. Miktar1 kritiktir, ¢ilinkii balin
depo edilmesini etkilemektedir. Sadece su igerigi %18’in altinda bulunan ballar ¢ok az
veya hi¢ fermentasyon riski olmadan depolanabilir (Krell, 1996). Yapilan
arastirmalarda, baldaki su miktarinin degisiklik gosterdigi ve normal olarak olgunlagmis

ballarda su miktarinin %17.2 oldugu bildirilmistir (White, 1975; Ball, 2007).

2.3.1.3. Organik asitler

Balda bulunan kiigiik bilesenler arasinda en 6nemlisi organik asitlerdir. Balda en
¢ok bulunan asit glukonik asittir (Krell, 1996). Bu asit glukoz oksidaz enziminin glukoz
izerine etkisiyle olusur ve laktonu ile dengededir. Glukonik asit yaninda formik, asetik,
biitirik, sitrik, laktik, maleik, malik, okzalik, piroglukonik ve suksinik asidin varligi
kesin yontemlerle gosterilmistir. Ayrica glikonik, a-ketoglutarik, piruvik, tartarik, 2

veya 3-fosfo-gliserik asitlerin de bulundugu bildirilmektedir (Agirbas, 2001).

2.3.1.4. Mineral maddeler

Balin mineral kompozisyonu ve iz element icerigi ile ilgili bir¢ok calisma
yapilmistir (Popek, 2003). White (1975), 100 gr balda; kalsiyum, fosfor, potasyum,
demir, bakir, manganez, magnezyum, silisyum, aliiminyum, krom, nikel ve kobalt
miktarlarmin 0.02-1.03 gr arasinda degistigini bildirmistir. Balin mineral madde

kompozisyonu biinyesindeki biyokimyasal faaliyetleri dogrudan etkilemekte ve

20



minerallerce zengin olan ballar daha koyu renkte olmaktadir. Nitekim ¢am bali ¢icek
ballarina gore daha koyu renkli ve mineral maddece daha zengindir (Gonzalez-Miret ve
ark., 2005). Balin kil miktar1 ise agirhiginin yaklasik %0.17 kadardir. Fakat bu oran
%0.02 ile %1 arasinda oldukca genis bir varyasyon gostermektedir (White, 1975).

Tiirkiye’de ballarin mineral kompozisyonu ve iz element igerigi ile ilgili ilging
sonuclar elde edilmistir. Tiirkiye’de degisik botanik kdkene sahip 25 bal 6rneginin iz
element icerikleri degerlendirilmistir. En ¢ok miktarda bulunan elementin demir oldugu,
en az miktarda bulunan elementin de kadmiyum oldugu tespit edilmistir. Sonuglar
genellikle iz element konsantrasyonlarinin, ¢evrenin iz element kontaminasyon seviyesi

ile baglantili oldugunu gostermektedir (Tuzen ve ark., 2007).

2.3.1.5. Enzimler

Balda enzimler iizerine yapilan bir ¢calismada, balin invertaz ve diastaz (amilaz)
enzimleri ile katalaz, fosfataz ve gluko-oksidaz enzimlerini biinyesinde bulundurdugu
ortaya konmustur. Bal oOziinden balin olgunlagmasi sirasinda olusan kimyasal
degisikliklerden sorumlu olan enzim invertazdir. Sakkarozu glukoz ve fruktoza
hidrolize eder. Ayn1 zamanda a-D-glukozil gruplarini sakarozdan uygun molekiillere
transfer eder. Glukoz oksidaz enzimi ise glukoz iizerine olan etkisi ile glukonik asit ve
hidrojen peroksit olusturan enzimdir. Inhibin diye bilinen antibakteriyel etki,
seyreltilmis ballarda glukoz oksidaz tarafindan {tretilen hidrojen peroksitten ileri
gelmektedir (Agirbas, 2001). Iki énemli enzim olan glukoz oksidaz ve katalazin, balin
antibakteriyel faktorlerinden biri olan hidrojen peroksit iiretimini diizenledigi

bildirilmektedir (Taormina ve ark., 2001).

2.3.1.6. Proteinler ve aminoasitler

Balin biinyesindeki aminoasit kapsami ve kompozisyonu da kaynagina bagl
olarak degisebilmektedir. Aminoasitler nektar, polen veya viicut orijinli olup farkl
kaynaklardan elde edilen ballarda farkli amino asitlerine rastlamak miimkiindiir (Cotte
ve ark., 2004; Perez ve ark., 2007). Baldaki proteinler albumin, globulin, proteoz,

pepteoz ve peptonlardan olusur (Agirbas, 2001).
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2.3.1.7. Vitaminler

Yapilan c¢aligmalarda balda tiamin (B1), riboflavin (B2), askorbik asit (C),
piridoksin (B6), niasin, patotenik asit, nikotinik asit ve bazilarinda da biotin ve folik asit

belirlenmistir (Agirbag, 2001).

2.3.2. Balin kullanim alanlar1 ve yapilan arastirmalar

Eski c¢aglardan beri ar1 iirinleri hem gida maddesi olarak hem de bircok
hastaligin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Besin maddesi ve enerji kaynagi
olarak kullanilan bal, insan sagligi bakimindan da 6nem tasimakta, ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir. Gegmiste bala isnat edilen saglik yararlarinin ¢ogunun
herhangi bir bilimsel destegi olmadan sadece gozlem ve genellemelere dayanmaktaydi.
Ancak son birkag yil i¢inde ¢esitli hastaliklarin tedavisinde dogal ve islenmemis balin
faydalarini inceleyen arastirmalara ilgi artmistir. Bu da balin bazi tibbi etkilerinin
kanitlanmasiyla sonuglanmistir. Bu etkiler; kardiyoprotektiv (Rakha ve ark., 2008),
hipoglisemik ve hepatoprotektiv (Erejuwa ve ark., 2012), antioksidan (Erejuwa ve ark.,
2010), antihipertansif (Al-Waili, 2003a), antibakteriyel (Tan ve ark., 2009), antifugal
(Feas ve Estevinho, 2011), antiviral (Zeina ve ark., 1996), anti-inflamatuar (Kassim ve
ark., 2010) ve antitiimér (Fukuda ve ark., 2011) gibi genis bir spektruma sahiptir. Bu
etkilere ilaveten gastrik iilser, gastrointestinal bozukluk, astim, enfeksiyonlu yaralar,
yaniklar ve deri tlserlerinin tedavisinde de kullanilmaktadir (Anklam, 1998; Attia ve
ark., 2008).

Balin antibakteriel-antifungal etkisi ve yara tedavilerinde kullanimi: Balin
antibakteriyel 6zelligi insanlar tarfindan yiizyillardir bilinmektedir. Heniiz bakterilerin
enfeksiyonlara neden oldugu bilinmeden 6nce, enfekte yaralari tedavi etmek icin 2000
yildan uzun bir siiredir bal kullanilmaktadir. Balin gram-pozitif, gram-negatif, aerob ve
anaerob bakteriler dahil olmak tizere toplam 60 tiir bakteri i¢in Onleyici etkiye sahip
oldugu bildirilmektedir (Molan, 1992). Saf bal Salmonella spp, Shigella spp,
Escherichia coli, Vibrio cholerae gibi enteropatojenler dahil olmak iizere diger gram
negatif ve gram pozitif organizmalara bakterisit etki gosterdigi kaydedilmistir (Radwan
ve ark.,, 1984). Yine yapilan c¢alismada balin Pseudomonas aeruginosa’nin tim

dayanikli fenotipleri ve suslarini in vitro ortamda inhibe ettigi 1spatlanmistir (Shenoy ve
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ark., 2012). Balin yiiksek antimikrobiyal aktiviteasi ozmotik etkisi, asitligi ve sahip
oldugu hidrojen peroksit ve fitokimyasal faktorlerin bir sonucu oldugu belirtilmistir

(Jeddar ve ark., 1985).

Bal; iilser, dekubituslar, yaniklar ve yaralardan kaynaklanan diger yiizeysel
enfeksiyonlar i¢in antibakteriyel ajan olarak kabul edilmektedir. Pek c¢ok durumda
standart antibiyotik ve antiseptik tedavilerine cevap vermeyen enfeksiyonlarda basari ile
kullanilmistir. Balin bir yaraya uygulanarak orayir temizlemesi sadece antibakteriyel
etkisininden dolay1 degil ayn1 zamanda, periferal kandaki B-lenfosit ve T-lenfositleri de

sitimiile etmekte ve fagositleri aktif hale getirmektedir (Zumi ve Luto, 1989).

Yapilan calismalarda bal, A. flavus NRRL 5862 ve A. parasiticus NRRL
2999’un toksijenik suslari ile ayn1 ortama inokule edilmis ve balin mantar ¢ogalmasini

ve sporlanmasini azalattig1 ve boylece toksin iiretimini baskiladigi sonucuna varilmistir

(Wellford ve ark., 1978).

Ezz el-arab ve ark. (2006) balin intestinal mikroflora ve mikotoksinlerin
toksisitesi lizerine etkisini belirlemek i¢in yaptiklari c¢alismada, balin antimikrobiyal
koruyuculuk etkisinin yani sira, faydali olan kolonik probiyotik bakterilerin ¢ogalmasini
da (bifidogenik etki) sagladig1 tespit edilmistir. Boylece bal ilavesiyle probiyotik
bakterilerin detoksifikasyon ozellikleriyle mikotoksinlerin zararli etkilerinin azaltildig:

bildirilmistir.

Balin tedavi amagli bir madde olarak kullanilmasi hekimler tarafindan son
zamanlarda yeniden kesfedilmis, {ilser, yara ve yamklardan kaynaklanan deri
enfeksiyonlar1 i¢in antimikrobiyal bir madde oldugu kabul gérmiistiir (Allen ve ark.,
1991). Postmes ve ark. (1997) yara ve yaniklarin tedavisinde kullanilan krem ve
antibiyotiklerin, yara izi ve yara kabugu gibi olumsuz etkilerinin bulundugunu, bal
kullanilmastyla bu olumsuz etkilerin ortadan kalktigini ve yaniklara karsi silver
sulfadiazine yerine bal kullanilmasiyla iyilesmenin daha kisa siire icinde gergeklestigini
bildirmislerdir. Balin antibakteriyel 6zelligi yara enfeksiyonlarini temizlemeye, anti-
inflamatuar 6zelligi sislikleri azaltmaya ve kan dolasimini normallestirmeye yardimci
olmakta ve iyilesmeyi hizlandirmaktadir. Balin igeriginde hiicre yenilenmesini tesvik

eden enzimler de bulunmaktadir. Bu enzimler ise yaranin iyilesmesi ve yara izinin
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kaybolmasint hizlandirmaktadir (Terzi, 2009). Yanik tedavisi lizerine yapilan bir
calismada balin, yanik bolgenin kisa siirede iyilesmesini sagladigi goriilmistiir. Bal,
antibakteriyel 6zelligi nedeniyle enfeksiyonu onlemesi, yarayr tamamiyla kaplayip su
kaybimni1 ve mikrop bulagsmasini engellemesi, baldaki enzimlerin hiicre dokusunun
diizelmesine katki saglamasi, ddemi absorbe ederek yarayr temizlemesi nedeniyle

tedavide ¢cok onemli bir yere sahiptir (Terzi, 2009).

Balin bagirsak mikrofloras: iizerine etkisi: Bal yararli ve patojen olmayan
bagirsak mikroorganizmalarma olumlu bir etki gdsterir. In vivo ve in vitro yapilan
calismalar balin lactobacilluslarin sayisin1  belirgin derecede arttirdigin1 ortaya
koymustur (Shamala ve ark., 2000). Ayrica balin Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium bifidum, Streptococcus thermophilus gibi bakterilerin gogalmasini

olumlu etkiledigi rapor edilmistir (Chick ve ark., 2001).

Antidiyabetik etki: Erejuwa ve ark. (2012) ratlarda yaptiklar1 deneysel
calismada, streptozotosin (STZ; 60 mg/kg) verilerek diyabet olusturmuslar ve ratlarin
icme sularma bal (1 g/kg viicut agirligr) ilave edilmesiyle; serum AST, ALT ve ALP
degerlerinde ©nemli oranda diisiis kaydedildigi, bdylece balin antidiyabetik ve
antioksidan etki gostererek karacigeri korudugunu bildirmislerdir.

Erejuwa ve ark. (2010) ratlarda streptozotosin (STZ; 60 mg/kg i. P.) ile deneysel
olarak diyabet olusturduklari ¢alismada, ratlarin sularina bal ilave (0.2 g/kg/day, 1.2
g/kg/day and 2.4 g/kg/day) edilmesiyle; viicut agirligi, total antiokasidan diizeyi ve
CAT, SOD, GR, ve GST aktivitelerinin énemli oranda arttig1 bildirmistir. Bu sonuglarin

balin hipoglisemik ve antioksidan etkisiyle olustugu vurgulanmastir.

Antitiimoral etki: Yapilan bir ¢alismada (Attia ve ark., 2008), balin timor
hiicrelerinin proliferasyonu ve tiimor biiyiikliigli iizerinde inhibe edici etkinligi
gosterilmis ve bu etkinin makrofajlar, T-hiicreleri ve B-hiicreleri aktivasyonu ile
olusabilecegi ifade edilmistir. Bal, kolon kanserinin sebepleri arasinda sayilan HT 29
geninin ¢ogalmasini, DNA hasarlarini, apoptozisi ve yangiy1 baskilamak yoluyla kolon

kanseri gelisimini engelledigi kaydedilmistir (Pey Wen ve ark., 2012).

Balin diger etkileri: Yapilan bir ¢aligmada (Kassim var ark., 2012) balin kan

paramaetrelerini  diizeltigi, notrofil infiltrasyonunu azalttigi ve miyeloperoksidaz
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aktivitesini azaltarak organlari korudugu ortaya konmustur. Bal ilavesiyle birlikte {ire,
kreatinine, ALT, AST, ALP, GGT, triglyserit, total kolesterol, kreatine kinaz ve amilaz
gibi parametrelerin degerlerinde azalma meydana gelirken bikarbonat (HCO3), alyuvar
(RBC), akyuvar (WBC) gibi parametrelerin degerlerinde de artis sekillenmistir. Saglikli
koyunlarda yapilan bir ¢aligmada bal takviyesi ile kan iire nitrojen (BUN) seviyesini
diisiirdiigii, bununla birlikte serum protein, albumin, hemoglobin ve 16kosit ylizdesinde

artisa sebep oldugu kaydedilmistir (Al-Waili, 2003b).

Deneysel olarak olusturulan duktus koledokus obstruksiyonuna bagl sekillenen
sarilikta serum ALT ve ADA miktar artarak karacigerde hasara sebep olmustur. Bal
verildiginde karacigerde maydana gelen bu hasarin azaldig1 tespit edilmistir. Boylece
balin serum ALT ve ADA miktarini diisiirerek karacigeri korudugu sonucuna varilmistir

(Erguder ve ark., 2008).

Balin yorgunluga karsi direnci arttirdigi, 6zellikle yiiksek zihinsel verimliligi
destekledigi bilinmektedir. Bu yiizden hem saglikli hem de hastalar tarafindan zayiflik
durumlarinda kullanilmaktadir. Iliman iklimlerde ve 6nemli sicaklik dalgalanmalarinin
bulundugu bolgelerde bal, soguk alginligi, agiz, bogaz ve brons enfeksiyonlari i¢in
bilinen iyi bir ilagtir. Balin buradaki faydasi antibakteriyel etkiden baska, fruktozun
yatistirict ve rahatlatic etkaisi ile ilgili oldugu varsayilmaktadir (Krell, 1996).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlar

250-300 gr agirhiginda, 5.5-6 aylik, 18 adet saglikli Sprague-Dawley 1rk1 erkek
ratlar, her grupta 6 rat olacak sekilde, 3 gruba ayrilarak standart plastik rat kafeslerine
yerlestirildi. Denemede parametrelere olumsuz etki edecek faktorlerin en aza indirilmesi
icin gerekli biitiin dnlemler alindi. Ortam sicakligl gece giindiiz 20+2°C’ de tutuldu.
Biitiin gruplar bugday, soya ve ekmek temelli diyetle ve paslanmaz kaplarda bulunan
yeterli miktarda su ile beslendi. Kontrol ve tim deneme grubundaki denekler ayni

kosullarda tutuldu. Etik kurul raporu alind1.

3.2. Aflatoksinin Yeme Katilmasi

Aflatoksin bulundurmadigi laboratuvar kontrolleri sonucu belirlenen ticari yeme
aflatoksin (AFB;) (Sigma — Aldrich A6636 from A.flavus) karistirilarak pelet yem
hazirland1 ve kurutuldu. Bu amagla hayvanlarin giinlik yem tiiketimleri belirlendi. Bir
ratin gilinliik olarak yaklasik 20 gr yem tiikettigi saptandi. Dolayisiyla ¢alisma grubunda
kullanilan 12 rat giinliik olarak yaklasik 240 gr yem tiiketmektedir. 10 giindeki toplam
yem tiikketimi 2,4 kg’dir. Aflatoksinin yeme karistirilmasi, pelet yem hazirlanmasi ve
kurutulmasi islemlerinin daha kolay gerceklestirilmesi i¢in ve kurutma esnasinda tekrar
kiiflenme olusmamasi i¢in 10’ar gilin arayla, yani bir donemde 2.4 kg yeme aflatoksin
katilarak pelet yem hazirlandi. Bu yem tiikendiginde tekrar yem hazirlandi. Yemlerin
tekrar kontamine olmamasi i¢in hazirlanan karigimlar plastik kaplara doldurularak
saklandi. Yeme katilacak aflatoksin miktarmin belirlenmesi ise literatiir bilgisine gore;
ratlarda karaciger kanseri olugmasi i¢in en az 100-150 mikrogram/kg/giin dozda
aflatoksin (AFB;) verilmesinin gerektigi belirtilmektedir (Ellis ve ark., 1991). Dolayisiyla
bir ratin giinliik olarak almasi gereken en diisiik toksik doz yaklagik 20-30 mikrogram
olarak belirlendi. Bu nedenle, bir ratin giinliik olarak yaklasik 20 gr yem tiikettigi dikkate
alinarak kilogram yeme 1.25 mg aflatoksin katildu.
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3.3. Kimyasallar

Bu c¢alismada Sigma Chemical CO. (St. Louis, MO, USA)’dan temin edilen
Tiobarbiturik asit (TBA), trikloroasetik asit (TCA), etilenediaminetetraasetik asit
(EDTA), metfosforik asit, 5.5’dithiobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB), trihidroksimetil
aminometan (Tris), 1-kloro-2.4-dinitrobenzen (CDNB), pB-Nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (reduced) (NADPH), potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,), hidrojen
peroksit (H20;) ve sodyum Klorid (NaCl) kullanildi. Antioksidan enzim analiz kitleri
Randox Laboratories Ltd.’den tedarik edildi.

3.4. Deneme Semasi

Deneme 90 giin olarak planlandi. 18 adet rat rastgele 3 gruba (A, B ve C) ayrildi.
Gruplardan biri kontrol grup (A) olarak sadece standart rat yemi ile beslendi. Diger 2
grup ise c¢alisma grubu olarak belirlendi. Calisma grubundaki ratlardan B grubu sadece
aflatoksinli yem (yaklasik olarak 25 pgr AF/rat/giin) alirken, C grubu ratlara aflatoksinli
yemle birlikte ayn1 zamanda literetiir bilgileri 1518inda (Alagwu ve ark., 2011) 10 ml
icme suyuna 1 ml bal ilave edilerek deneme siiresince oral olarak verildi. Biitiin
gruplardaki ratlarin; 0., 10., 30., 60. ve 90. giinlerde canli agirliklar ile toplam yem
tilketimleri belirlendi. Deneme sonunda ketamin ile anasteziye alindiktan sonra nekropsi
yapilarak histopatolojik ve biyokimyasal analizler i¢in usuliine uygun olarak kan ve

doku ornekleri alindi.

3.5. Yapilan Analiz ve incelemeler

3.5.1. Biyokimyasal analizler

Doku ve eritrositlerdeki MDA konsantrasyonu Jain ve ark. (1989)’nin tarif
ettikleri metoda gore belirlendi. Doku ve eritrositlerdeki GSH konsantrasyonu, CAT
(EC 1.11.1.6) ve GR (EC 1.6.4.2) aktivitesi Beutler (1984) tarafindan tarif edilen metod
kullanilarak belirlendi. GST (EC 2.5.1.18) aktivitesi Mannervik ve Guthenberg
(1981)’in tarif ettikleri sekilde, SOD (EC 1.15.1.1) aktivitesi ise McCord and Fridovich
(1969) tarafindan tarif edilen sekilde 6l¢iildii.
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3.5.2. Karaciger enzimleri diizeylerinin analizi

Karaciger enzim analizleri i¢in kan Ornekleri enjektor kullanilarak kalpten
alindi. 3 ml kan santrifiij tiiplerine alind1 ve 3000 rpm 15 dak. +4 °C de santrifiij
edilerek serumlar elde edildi. Karaciger enzim analizleri bu serumlarda yapildi.
Karaciger enzim aktiviteleri aspartat aminotransferaz (AST) (EC2.6.1.1), alanin
aminotransferaz (ALT) (EC2.6.1.2) ve gama glutamil transferaz (GGT) (EC2.6.1.3)
kitleri (DPC; Diagnostic Products Corporation, CA 90045, USA) kullanilmak suretiyle
otoanalizorde (BM/HITACHI-911) 6l¢iildii.

3.5.3. istatistik analizler

Uzerinde durulan dzellikler i¢in tanimlayict istatistikler, ortalama ve standart sapma
(X £ SD) olarak ifade edildi. Bu 6zellikler bakimindan gruplar karsilagtirma da Tek yonlii
varyans analizi (One-way ANOVA) yapildi. Kategorik yapidaki patolojik degisiklikler
ile gruplar arasindaki iliski i¢in Ki-kare testi kullanildi. Hesaplamalarda istatistik
onemlilik diizeyi % 5 olarak alindi ve hesaplamalar icin MINITAB (ver: 14) istatistik
paket programi kullanildi.

3.5.4. Histopatolojik inceleme

90. giinde tiim ratlarin Otenazi sonrast nekropsileri yapilarak organlardaki
makroskobik bulgular kaydedildi. Alinan doku 6rnekleri %10’luk tamponlu formalin
solusyonunda tespit edildikten sonra rutin takip yapilarak parafin bloklara gémiildii ve
mikrotomla 4 pm’lik kesitler alindi. Kesitler hematoksilen-eozin, gerekli goriilenler ise
Masson’s trichrom ve Sudan black boyalar1 ile boyanarak arastirma mikroskobunda

incelendi.

3.5.5. immunohistokimyasal inceleme

Hazirlanan kesitler alpha-smooth muscle actin (ASMA), CD68, alpha-fetoprotein
(AFP) ve p53 gen proteini tiimdér markirlartyla immunoperoksidaz metoduna gore
boyanarak arastirma mikroskobunda incelendi. Immunoperoksidaz inceleme igin

parafin bloklardan hazirlanan kesitler adezivli lamlar iizerine alindiktan sonra, ksilol ve

28



alkol serilerinden gegirildi. Kesitler PBS (phosphate buffer solution) ile yikandiktan
sonra %3’liikk H,O, de 20 dakika tutularak endojen peroksidaz inaktive edildi. Antijen
retrieval soliisyonuna (sitrat buffer) konulup tlizeri kapatildiktan sonra 20 dakika siireyle
ikiser kez 1s1ya tabi tutuldu. Firindan ¢ikarildiktan sonra oda sicakliina gelinceye kadar
bekletildi. Dokular yeniden PBS ile yikandiktan sonra 20 dakika protein bloking
(nonimmun serum) ile bloke edildi. Her bir doku kesitine p53 (Dako Compartation,
carpinteria, CA 93013 USA), ASMA (Lab Vision Compartation, Fremont, CA 94538-
6406 USA), AFP (Dako Compartation, carpinteria, CA 93013 USA) ve CD68 (Lab
Vision Compartation, Fremont, CA 94538-6406 USA) serumundan (primer antikorlar)
damlatilip 37 °C de 20 dakika inkiibasyona birakildi. Kesitler PBS ile yikanip biotinize
sekonder antikor ile oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi. PBS ile tekrar yikanan
kesitler, streptavidin-peroksidaz da 20 dakika bekletildikten sonra PBS ile ayn1 sekilde
yikandi. Yikama isleminden sonra p53 ve AFP i¢in AEC (3-amino-9-etil carbazol)
kromojen damlatilarak kromojeni almasina gore 5-10 dakika bekletildi. CD68 ve
ASMA doku preparatlarina ise DAP damlatilip 5-10 dakika bekletildi. Daha sonra tiim
dokular zemin boyanmasi i¢in Mayer’s hematoksilende 1-2 dk bekletilip zeminin
boyay1 almasindan sonra musluk suyunda yikandi. P53 ve AFP i¢in sulu bir yapistirici
kullanilarak lamelle kapatilirken CD68 ve ASMA i¢in entellan kullanilarak lameller
kapatildi.
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4. BULGULAR
4.1. Ratlarin Canh Agirhik Sonuglari

Kontrol ve calisma gruplarinin canli agirlik ortalamalar1 standart hatalar ile
birlikte tablo 1°de verildi. Ratlarin canli agirhiginin grup B (AFB;3)’de (p <0.05)
azaldigi, grup C (AFB; + Bal)’de ise p < 0.05) arttig1 tespit edildi.

Tablo 1. AFB; ve balin ratlarda viicut agirlig1 tizerindeki etkileri.

Paramaetre Kontrol (A) AFB; (B) AFB, + Bal (C)
Viicut 0. glin 90. giin 0. glin 90. giin 0. glin 90. giin
agrhgl(en 35559 335418 | 325421 | 312419 | 323416 | 334423

Her bir deger ortalama + SD gésterir. Kontrol grubuna gore istatistiki agidan onemli, *B
grubuna gore istatistiki agidan 6nemli (p<0.05) (One way ANOVA).

4.2. Biyokimyasal Bulgular

Karaciger AST, ALT ve GGT enzim aktivite degerleri tablo 2’de sunuldu.

Tablo 2. AFB; ve balin ratlarda karaciger enzim diizeyleri iizerindeki etkileri.

+
Parametreler Kontrol (A) AFB; (B) AFB(lc) Bal
AST(U/L) 161.5+39.2 248.5+66.6* 183.3+32.4"
ALT (U/L) 43.0+9.1 115.5427.7* 57.2+7.3%
GGT (U/L) 0.1+0.04 2.8+1.2% 0.84+0.08™"

Her bir deger ortalama + SD gosterir. Kontrol grubuna gore istatistiki agidan énemli, *B
grubuna gore istatistiki agidan 6nemli (p<0.05) (One way ANOVA).

AST ve ALT ve GGT tablo 2’de
incelenmesinde, kontrol (A) grubu ile karsilagtirildiginda, grup B (AFB;)’de istatistiki

Karaciger enzim diizeylerinin
acidan onemli (p<0.05) derecede arttigi izlenmektedir. Grup C (ABF; + Bal)
degerlerinin ise grup B (AFB;)’ye oranla istatistiksel olarak énemli oranda azaldigi
goriilmektedir. Deneme sonunda, biitiin gruplarin karaciger, akciger, bobrek, kalp ve beyin
dokularindan alinan Orneklerde GSH, MDA, CAT, GST, GR ve SOD enzim aktivite
sonuglari tablo 3’te sunuldu. Tabloda goriilecegi gibi farkli uygulamalar sonrasi, eritrosit ve
doku GSH, MDA, CAT, GST, GR ve SOD aktivite diizeylerinde 6nemli degisimler

saptandi.
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Tablo 3. AFB; ve balin ratlarda antioksidan savunma sistemi ve gesitli dokulardaki MDA igerigi {izerine

etkileri.
Doku Parametreler Kontrol (A) AFB; (B) AFB; + Bal (C)
GSH mg/dl 39.5+0.84 38.8+1.2 43.8+1.5
- MDA nmol/ml 0.3940.08 0.69+0.2" 0.49+0.17"
3 CAT U/ml 461.1+40.4 112.6+12.1" 401.4+147.1%
-U‘EJ GST U/ml 0.62+0.16 0.75+0.39 0.35£0.21
GR U/ml 0.37+0.12 0.7+0.34 0.85+0.29
SOD U/ml 428.6+10.5 443.543.5 436.5+13.5
GSH mg/g 28.4+4 .4 32.5+5.4 33.743.8
MDA nmol/g 34.142.4 38.1+3.4 38.3+4.7
£ CAT Ulg 54.9+13.3 52.3421.5 55.6+12.2
2 GST Ulg 2.6+0.3 2.6+0,3 2.840,5
GR Ulg 0.94+0.2 0.83+0.14 0.73+£0.07
SOD Ulg 1511.7+115.2 1605.1+55.3 1631.6+55.3
GSH mg/g 27.542.1 21.8+0.5" 24.6+1.5
5 MDA nmol/g 35.4+3.04 73.7+13.8" 49.1+8.1"
2 CAT U/g 79,7.4+13.2 30.8+13.7 66.317.6"
£ GST Ulg 8.8+1.2 8.742.7 8.5+1.6
M GR U/ml 1.34+0.1 0.85+0.11 0.80+0.19"
SOD U/g 1879.7+36.8 1451.94275" 1582.5+90
GSH mg/g 46.5+0.6 45.7£1.9 45.7+1.8
. MDA nmol/g 6.3+2.5 72.9+43.8" 11.943.17
o CAT Ulg 24.1+11.9 24.8414.7 20.7+2.8
§ GST U/g 6.51.1 5.340.3 4.6:0.4
GR U/g 0.37+0.1 0.26+0.1 0.3+0.1
SOD U/g 1504.7+161.8 1485.6+303.6 1468.3+250.7
GSH mg/g 36.4+0.9 39.6+2.3 41.1+1.7
MDA nmol/g 7.12+1.2 21.8+1.2" 8.3+3.1%
= CAT Ulg 22.8+1.5 16.7+4.1 16.7+6.3
v GST Ulg 2.5+0.19 2.8+0.2 2.17+0.3
GR Ulg 1.2+0.16 1.150.06 1.150.06
SOD Ulg 1349.3+69.4 1471.3+78.5 1467.9+8.2
GSH mg/g 39.9+4.8 27.843.5 39.4+3.2
3 MDA nmol/g 11.8+2.8 73.4+11.8" 423+6.17"
80 CAT Ulg 43.5+14.2 37.5+17.6 37.5+22.3
£ GST Ulg 6.2+1.3 5.7+1.2 3.3+0.5
< GR Ulg 1.3+0.14 1.5+0.08 1.2+0.2
SOD Ulg 1879.8+36.8 1643.6+112.1" 1582.6+89.9

Her bir deger ortalama + SD gosterir. "Kontrol grubuna gore istatistiki agidan énemli, *B grubuna gore

istatistiki agidan 6nemli (p<0.05) (One way ANOVA).
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MDA verilerinin tablo 3’te incelenmesinde, kontrol (A) grubu ile
karsilastirildiginda, B (AFB;) ve C (AFB; + Bal) grup ratlarin eritrosit ve doku MDA
diizeylerinin yiiksek ve aradaki farkin istatistiksel olarak (p<0.05) anlamli oldugu
goriilmektedir. Bal katkih C (AFB; + Bal) grup ratlarin eritrosit ve doku MDA
diizeylerinin, AFB; (B grubu) uygulanan grup ile karsilagtirilmasinda ise istatistiksel

olarak (P<0.05) 6nemli derecede azalma meydana geldigi goriilmektedir.

Doku ve eritrosit CAT verilerinin tablo 3’te incelenmesinde, kontrol (A)
grubuna gore grup B (AFB;)’de bulunan ratlarin karaciger ve eritrosit CAT degerlerinde
istatistiki olarak onemli oranda azalma (p<0.05) meydana geldigi goriilmektedir. C grup
(AFB; + Bal) ratlarin CAT degerlerinin ise kontrol (A) grubunun degerlerinden farkli

olmadig1 goriilmektedir.

Doku ve eritrosit SOD verilerinin tablo 3’te incelenmesinde, kontrol (A) grubu
ile kasilastirildiginda, diger uygulama gruplarmin karaciger ve akciger SOD degerinde

istatistiki olarak 6nemli (p<0.05) oranda azalma meydana geldigi goriilmektedir.

Doku ve eritrosit GSH verilerinin tablo 3’te incelenmesinde, kontrol (A) grubu
ile karsilastirildiginda B (AFB1) grup ratlarin karaciger ve akciger dokularinin GSH
degerinde istatisksel olarak dnemli oranda azalma meydana geldigi goriiliirken, C grup

(AFB; + Bal) ratlarda bu degerin kontrol (A) grubuna gore degismedigi goriilmektedir.

4.3. Makroskobik Bulgular

Caligma siiresi sonunda grup A (kontrol) ve grup C (AFB; + Bal)‘deki ratlarda
canlt agirlik artist meydana geldi. Grup B (AFB1)’de ise canli agirligin azaldig: tespit
edildi. Kontrol ve deneme gruplarinda, aflatoksin verilmeye baslanmasindan 90. giine
kadarki stirede ratlarda 6liim goriilmedi. Organlardaki makroskobik degisimlere sadece
grup B (AFB;)’deki ratlarin karacigerlerinde rastlandi. Bu karacigerlerin yer yer hafif
solgun renkli oldugu saptandi.

4.4. Histopatolojik Bulgular

Incelemeler sonucunda karaciger ve bobreklerde gozlenen bulgular tablo 4’de

Ozetlendi ve gruplar arasindaki farklar belirtildi.
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4.4.1 Grup A (Kontrol)

Biitiin olgularda organlarin normal histolojik goriiniimii gézlendi (Sekil 1).

4.4.2. Grup B (AFBy)

Karaciger: Bu gruptaki biitiin ratlarin karacigerlerinde siddetli histopatolojik
degisimler gozlendi. Biitiin olgularda baskin olarak tespit edilen lezyonlar, genis sahalar
halinde hidropik dejenerasyon ve nekroz alanlart ile yer yer displastik hepatositlerin
varligiydi. Karaciger lopguklariin 6zellikle periasiner ve intermedier bolgelerinde, genis
odaklar halinde hepatositlerin sitoplazmasinin graniiler bir hal almasiyla karakterize
bulanik sigkinlik ya da vakuoler-hidropik dejenerasyon belirlendi. Bu hepatositlerin
genellikle c¢ekirdekleri koyu boyanmis ve piknotikti. Cogunlukla ¢evresindeki
hepatositlerden belirgin bir sekilde ayrilan bu dejeneratif odaklarin genisligi bazen
lopgugun yarisim ya da tiimiinii kapsayacak kadar yaygindi. Ozellikle dejenerasyonlu
hiicre topluluklarinda olmak iizere, kimi hepatositlerin sitoplazmasinda degisik
biiyiikliiklerde vakuollerin olustugu, 6zel yag boyamalari ile bu vakuollerin yaglanma ile
ilgili oldugu belirlendi. Kismen normal goriiniimlii hepatositlere genellikle periportal
bolgelerde ve dejeneratif odaklar arasinda kalan parankimde rastlandi, ancak bu
bolgelerde de siklikla fokal nekrozlar sekillenmisti (Sekil 2-3). Bu alanlarda bazi
hiicrelerin ¢ekirdekleri piknotik ya da karyoreksize, sitoplazmalar ise koyu eozinofilik
boyanmis ya da lize olmustu. Genel olarak hepatositlerin c¢ekirdeklerinin farkli
biiytikliiklerde oldugu ve farkli derecelerde boya aldigi, bazi hepatositlerin ¢ift
cekirdekli, baz1 hepatositlerin ise belirgin 2-4 ¢ekirdekg¢ige sahip oldugu dikkati cekti.
Ayrica kimi dejenere hepatositlerin niikleuslarinda marjinal hiperkromazi ve ¢ekirdek
icinin bos oldugu goriildii (Sekil 6). Ozellikle periasiner bdlgelerde olmak iizere
dejeneratif bazi hepatositlerin hem sitoplazma hem de c¢ekirdeginin ¢ok biiyiik ve
anormal sekilli oldugu (megalositozis) gozlendi (Sekil 4). Bazi1 dejeneretif hepatositlerde
mitotik figiirlere de rastlandi. Siddetli dejenerasyonlar sonucu remark kordonlarinin
dizilisi bozulmus, ayrica siddetli dejeneratif hiicre odaklarinin ¢evresindeki parankimde
de kompresif atrofi sekillenmisti. Bazi venalarda ve sinuzoidlerde hiperemi,
perisiniizoidal hiicre artig1 ve intrahepatik kolestazis (Sekil 6) gozlendi. Bes olguda bazi

portal bolgelerde safra kanallar1 sayisinda artis (Sekil 5) ve epitellerinde hiperplazi ile
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portal bolgelerde fokal mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 goriildii. Portal araliklarda
bagdoku artis1 gozlenmekle birlikte, bu bolgelerden parankime dogru yayilan bagdoku

proliferasyonu saptanmadi.

Bobrek: Bu gruptaki biitiin ratlarin bobreklerinde, daha ¢ok kortekste olmak
lizere, histopatolojik degisimler gozlendi. Bu degisiklikler; proksimal tubul epitel
hiicrelerinde  dejenerasyon ve koagulasyon nekrozu (tubulonefroz), tubulus
epitellerinde megalositik hiicreler, arterioller ile glomeruler ve intersitisyel
kapillarlarda belirgin hiperemi seklindeydi (Sekil 8). Ayrica medullada bazi

tubuluslarin liimeninde hiyalin silindirleri goriildii (Sekil 9).

AKkciger: Peribronsiyal, peribronsiyoler ve perivaskiiler olarak mononiikleer
hiicre infiltrasyonu goriildi. Brons ve brongiyollerin submukoza ve propriya
mukozasinda da benzer hiicre infiltrasyonu saptandi. Brons ve bronsiyol duvarlarinda
muskuler hiperplazi ile mukozanin liimene dogru papillar uzantilar olusturdugu dikkati
cekti. Interalveoler septumlarda hiperemi ve lenfoid hiicre infiltrasyonu sonucu
kalinlasma goriildii (intersitisyel pndmoni) (Sekil 11). Ayrica bazi alveollerde de

amfizem sekillenmisti.

4.4.3. Grup C (AFB; + Bal)

Karaciger: Bu grup ratlarin tamaminin karacigerlerinde degisikliklere rastlandi,
fakat bu degisikliklerin grup B (AFB;) ile oranlandiginda 6nemli dl¢lide azaldig1 veya
tersine dondiigii goriildii. Bu grup ratlarin karacigerlerinde genis hidropik dejenerasyon
alanlarinin ve nekrotik degisikliklerin olmadigi saptandi. Lezyonlarin bazi lobiillerde ve
daha az sayiyda hiicreden olusan dejeneratif hiicre odaklar1 seklinde oldugu belirlendi
(Sekil 7). Fakat lobullerin yapist bozulmamisti. Ayrica seyrek olmakla birlikte bazi
apoptotik ve displastik hiicreler ile megalositik hepatositlere de rastlandi. ki olguda
safra kanali proliferasyonuna rastlanirken, bir olguda da hafif periportal fibrozis

sekillendigi gortildii.

Bobrek: Bu grup ratlarin bobrekleri kontrol grubu ile benzer histolojik

goriiniimdeydi. Fakat seyrek olarak bazi tubul epitel hiicrelerinde dejenerasyon ve
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nekroz sekillendigi goriildii. Ayrica kapillar hiperemi mevcuttu (Sekil 10). Grup B

(AFB;) ratlarin tubul epitel hiicrelerinde goriilen megalositik hiicrelere ise rastlanmadi.

Akciger: 1ki olguda peribronsiyal ve perivaskiiler mononiikleer hiicre
infiltrasyonu ile alveolar amfizem goriildii. Diger olgular ise kontrol grubuyla benzer

bulgulara sahipti.

Tablo 4. AFB; ve balin ratlarda karaciger ile bobreklerdeki patolojik etkileri.

Karacigerde sekillenen
makroskobik ve mikroskobik Kontrol GrupB | Grup C (AFB; P
lezyonlar Grup (A) (AFB,) + Bal) Degeri
1. Biiyiime ve Solgunluk -/6" 2/6° -/6°
Hafif . ) . *
Orta x . *
Siddetli
* * *
2. Hidropik Dejenerasyon -/6° 6/6° 6/6°
**
Hafif * * 4
Orta * 2 2
Siddetli * A *
3. Displastik hepatositler -/6° 6/6° 4/6°
Hafif " " 2 *k
Orta *
Siddetli . g 2
4. Safra kanah proliferasyonu -/6° 5/62 2/6° *k
5. Periportal fibrozis -/6° 6/6° 1/6°
Hafif *
Orta : 2 i
Siddetli . 3 .
Bobrek epitel hiicrelerinde -/6" 6/6° 2/6"
dejenerasyon ve nekroz « 2 2 *
Hafif . . ‘
Orta . . *
Siddetli
Bobrek epitel hiicrelerinde -/6" 6/6° -/6°
megalositozis * 2 * *
Hafif - - *
Orta . . *
Siddetli

a,b,c: ayni satirda farkli harf tagiyan degerler arasindaki fark onemlidir ( *: p< 0.05, ** p < 0.01).
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4.4.4. immunohistokimyasal bulgular

Alfa diiz kas aktin (ASMA): Grup A (Kontrol)’da bulunan ratlarin
karacigerlerinde boyanmalara rastlanmadi (Sekil 12). Fakat hem grup B (AFB1)’de hem
de grup C (AFB; + Bal)’de boyanmalar goriildii. Ozellikle dejeneratif ve nekrotik
hiicelerin bulundugu yerlerde yogun boyanma alanlarina rastlandi. Grup B (AFB1)’de bu
odaklar ve hiicreler fazla oldugu icin bu grup ratlarin karacigerlerinde daha yogun
boyanma alanlar1 gozlenirken (Sekil 13), grup C (AFB; + Bal)’de boyanma alanlarinin
daha az oldugu tespit edildi (Sekil 14).

CD68: Biitiin gruplarm karaciger dokularinda perisiniizoidal hiicrelerden Kupffer
hiicrelerinin boyandigi goriildii. Boyanmalarin deneme gruplarinda daha yogun olarak
gergeklestigi dikkat gekti (Sekil 15-16). Her bir preparatta 40 biiyiitmede on alan secilerek
Kupffer hiicrelerinin ¢ekirdekleri esas alinarak sayildi ve ortalamalar1 alindi. Daha sonra
her gruptaki biitlin preparatlarin ortalamasi alinarak elde edilen degerlerin gruplar
arasindaki farkinin anlamli olup olmadigi ANOVA testine gore hesaplandi. Tablo 5’in
incelemesinde goriildiigli gibi Kupffer hiicre sayisindaki artis kontrol grubu ile deneme
gruplar1 arasinda anlamli oldugu (p<0,05), ancak deneme gruplar1 arasinda farkin

istatiksel olarak anlamli olmadigi (p<0,05) goriilmektedir.

Tablo 5. ABF; ve balin Kupffer hiicre sayisi lizerine etkileri.

Grup Kontrol (A) AFB; (B) AFB; + Bal (C)

Ortalama 51.73+8,24 79.17+3.92" 81.83+7,55"

Her bir deger ortalama + SD gésterir. "Kontrol grubuna gdre istatistiki agidan onemli, *B
grubuna gdre istatistiki agidan dnemli (p<0.05) (One way ANOVA).

Alpha-fetoprotein (AFP): Grup B (AFB;)’de fokal olarak hepatositlerin
sitoplazmasinda, genellikle ince graniiller seklinde boyanma saptandi. Boyanmalar
ozellikle periasiner bolgedeki normal goriiniimlii hepatositlerde, bazen de hidropik
dejenerasyonlu hiicre topluluklarinin igindeki hepatositlerde oldugu goézlendi. Ancak
dejeneratif hiicrelerdeki boyanmalarin daha az oldugu goriildii (Sekil 17). Diger gruplarda

(A ve C) herhangi bir immunoreaksiyon saptanmadi.

P53 gen proteini: Biitiin gruplarda boyanmalara rastlanmadi.
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4.4.5. Mikroskobik sekiller

Sekil 2. Grup B (AFB;): Genis odaklar halinde hepatositlerde dejenerasyon ve nekroz. H. E. Bar=200p.
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Sekil 4. Grup B (AFB;): Hepatositlerde dejenerasyon ve megalositik hiicreler. H. E. Bar=25p.
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Sekil 5. Grup B (AFB;): Normal safra kanallar (bitisik oklar) ve prolifere safra kanallar1 (kiigiik oklar).
Bar=50p.

Sekil 6. Grup B (AFBy): Intrahepatik kolestazis (ince oklar) ve vezikiiler cekirdek (kaln ok). H. E.
Bar=25p.

-
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Sekil 7. Grup C (AFB; + Bal): Parankimde tek tiik dejeneratif ve displazik hepatositler ile fokal
dejeneratif hiicre toplulugu (oklar). H. E. Bar=100p.

Sekil 8. Grup B (AFB;): Bobrek proksimal tubulus epitellerinde nekroz (ince oklar) ve megalositik tubul
epitel hiicresi (kalin ok) ile kapillar hiperemi. H. E. Bar=25p.
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Sekil 9. Grup B (AFB;): Tubul epitel hiicrelerinde megalositozis (kalin oklar) ve hiicre sitoplazmasinda

hiyalin damlaciklari (ince oklar). H. E. Bar=25p.

Sekil 10. Grup C (AFB; + Bal): Baz1 proksimal tubul epitellerinde hafif dejenerasyon ve nekroz. H. E.

Bar=50p.
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Sekil 11. Grup B (AFB,): Peribronsiyal, peribronsiyoler ve perivaskiiler mononiikleer hiicre
infiltrasyonu ile muskuler tabakada hiperplazi ve interalveoler septumlarda kalinlasma. H. E. Bar=100p.
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Sekil 12. Grup A (Kontrol): ASMA negatif normal karaciger dokusu. Immunoperoksidaz-
Hematoksilen. Bar=100p.
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Dejeneratif ve nekrotik hiicrelerin bulundugu odaklarda ASMA pozitif

3.
S
T
<
m
c
Q@
2
o
1+
e
[5)
T
N
<
o
o=
g
o
e
F2
22
Au
-
/M .=
S
g3
©g
5
- £
_.|.u
.nm.,m
* E

a ASMA

d

gin

<
o]
o
o
St
3
=
-~
=
g
[}
=}
4
w &
=2
L
ma
8 A
2=
° g
o =
= L
e
h S
a ©
He)
25
5 3
'z S
g5
es
=3
.5
—~~
T &
@ 5
i
—
Q=
(P
<5
oL
= 8
£ S
S
< E
=
==
25
D O
o

43



. . o v B -
. - o 'y
AT g .
-~ W : ¥
= s * ~4.
. ;
et
- Fara AW A

Bar=50p.

- b . ¢ Ml A E | . Py A !
X @ B, & Lt | % §
v S ¢ g B> . »
. | B - ’ e T X 4
AL A y 3 ¢ : : \
e PSS ¥ 4 ? o ) B ; )
T AR < S B i g h g ™ O “ b P T

Sekil 16. Grup B (AFB;): CD68 pozitif kupffer hiicreleri (oklar). iImmunoperoksidaz-Hematoksilen.
Bar=50p.
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Sekil 17. Grup B (AFB;): Hepatositlerin sitoplazmasinda alpha-fetoprotein  antijenleri.
Immunoperoksidaz-Hematoksilen. Bar=50p.
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1. Canh Agirhik Artislan

Yapilan caligmalar, AFB; alan ratlarin canli agirliklarinda azalma meydana
geldigini gostermistir (Theumer ve ark., 2003; Yener ve ark., 2009). Farelerde doz ve
stireye bagl olarak %37-55 arasinda canli agirliklarda azalmanmn gozlendigi
belirtilmektedir (Tuzcu, 1999). Aflatoksikozis sonucu protein sentezinin engellendigi ve
hipoproteineminin sekillendigi, bdylece canli agirlikta azalma meydana geldigi
vurgulanmigtir (Huff ve ark., 1986). Sunulan bu ¢aligsmada, tablo 1°de gozlendigi gibi,
0. giin ile 90. giinlerdeki canli agirlik ortalamalar1 dikkate alindiginda, grup A’da
(kontrol) canli agirlik artist goriiliirken (P<0.05), diger deneme gruplarindan grup B
(AFB;)’de canli agirlikta azalmanin gergeklestigi (P<0.05), grup C (AFB; + Bal)’de ise
agirliklarin  arttign  gortilmektedir. Tablo 1°deki canli agirlik ortalamalari dikkate
alindiginda, aflatoksikozis sonucu grup B (AFBj)’deki ratlarin karacigerlerinde
histopatolojik olarak saptanan siddetli dejenerasyon ve nekroz nedeniyle karaciger
fonksiyonlarmin engellenmesi sonucu canli agirlik kaybiin sekillendigi; grup C (AFB1
+ Bal)’de ise ilave edilen balin karaciger hasarin1 6nlemesine bagl olarak canli agirlik
kaybinin onlendigi diisiiniilmektedir. Ayrica bal, alinan gidalarin sindirim siteminde
emilimini arttirmas1 yaninda uzun ve karmasik sindirim islemlerine gerek kalmadan
hemen kullanilabilir kalori saglamasindan dolay1 da (Krell, 1996) canli agirlik artisi

meydana gelmis olabilir.

5.2. Biyokimyasal Sonug¢lar

Kuantum kimyasina gore ancak iki elektron bir bagin yapisina girebilir ve olugan
elektron ¢iftleri oldukga kararlidir. Yeterli bir enerji kaynagi veya genelde kimyasal
etkiler ile bu bag kopabilir. Bir bag koptugunda elektronlar ya birlikte kalir ya da
ayrilirlar. Eger birlikte kalirlarsa olusan atom bir iyon olur. Eger ayrilirlarsa da serbest
radikal olarak adlandirilan bir veya daha fazla eslenmemis elektrona sahip kisa dmiirlii,
kararsiz, kimyasal reaktifleri yiiksek molekiil veya atomlar olusur (Akkus, 1995). Bu
eslesmemis elektronlar yiiksek enerjilidir ve eslesmis elektronlar: ayirip fonksiyonlarina

engel olurlar. Sonugta, serbest radikal kendine bir cift elektron alarak elektron ¢ifti
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haline gecer, diger elektron serbest radikale doniisiir (Aydemir ve Sari, 2009). Serbest
radikaller, oksidatif reaksiyonlar sonucu lipid, protein ve niikleik asitler gibi viicutta
bulunan bilesiklere zarar vermekle birlikte (Halliwell ve Gutteridge 1986), en zararh
etkilerini, en hassas bilesikler olan lipitler iizerinde gosterirler. Hiicresel membranlarin
yapisinda yer alan doymamis fosfolipidler ve kolesterol, serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girerek lipid peroksidasyonunu meydana getirir (Niki, 1987). Doymamis yag
asitlerinin bir tip oksidatif yikimlanma sekli olan lipid peroksidasyonu, membran
yapisinda degisiklikler ve enzim inhibisyonu ile iligkilidir (Ravi ve ark., 2001). Bununla
birlikte lipid peroksidasyonu; karsinogenezis, mutagenezis, yaglanma ve arteriosklerozis
gibi hastaliklarin olusumundan sorumlu tutulmaktadir. Bu gibi hastaliklarda aktif
oksijen ve serbest radikallerin doku hasarinda 6nemli role sahip olduklar1 bilinmektedir

(Yagi, 1994).

Serbest radikallerin zararli etkilerine kars1 organizmada antioksidan olarak ifade
edilen koruyucu mekanizmalar vardir. Organizmada bulunan endojen ve eksojen
antioksidanlar reaktif oksijen tiirlerini toplayarak lipit peroksidasyonunu inhibe ederler.
Endojen kaynakli antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olmak
tizere ikiye ayrilirlar. SOD, GSH-Px, GR, GST, CAT ve mitokondriyal sitokrom
oksidaz baslica enzimatik endojen antioksidanlardir. GSH, transferrin, sistein ve iirik
asit ise enzimatik olmayan endojen antioksidanlardir. Eksojen antioksidanlar ise;

vitaminler ve ilag¢ antioksidanlari olarak siniflandirilir (Akkus, 1995).

Bu koruyucu mekanizmalarin bir kismi serbest radikal olusumunu 6nlerken, bir
kismi ise olusmus serbest radikallerin zararli etkilerini 6nlemektedir (Akkus, 1995).
Antioksidanlar, serbest radikaller i¢cin kolay bir elektron hedefi olusturarak serbest
radikallere uygun elektronun baglanmasini saglayarak stabil yapi olusumunu saglar
(Aydemir ve Sari, 2009). Bu dengenin bozulmasi, serbest radikallerin artmasina ve
hiicre hasar1 olusturmalarina yol agar. Oksidatif denge saglandig1 silirece organizma,
serbest radikallerden etkilenmemektedir. Fakat gesitli nedenlerle daha fazla radikal
meydana gelmesi oksidadif stres olarak tanimlanir (Akkus, 1995). Bir¢ok karsinojen
maddenin hiicre etrafindaki oksidan stresi artirarak kansere sebep oldugu anlasilmistir.
Bu maddeler GSH, SOD ve CAT aktiviteleri dahil hiicrenin antioksidan savunmasinda

ani ve siirekli bir azalmaya sebep olurlar (Akkus, 1995).
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Amstad ve ark. (1984)'nin in vitro olarak yaptiklari ¢alismada, AFB;'in serbest
radikallerin olugumunu uyardigir saptanmistir. Bu serbest radikaller kromozomlarda
hasara neden olmaktadirlar. Aflatoksikozise iliskin hiicre ve dokularda olusan hasara
bagli olarak biyokimyasal degisikliklerden ALT, AST, GGT ve MDA diizeyleri
artarken; GR ve SOD enzim aktivitelerinde azalma meydana gelmektedir (Nixon ve
ark., 1981). Nakae ve ark. (1987) SOD ve CAT'm AFB;'in rat karaciger hiicreleri
tizerindeki oldiiriicti etkisini engellediklerini saptamislardir. Bu bilgi, reaktif oksijen
tiirlerinin AFB; tarafindan olusturulan hiicre toksikasyonunda onemli bir role sahip

olduklarini kanitlamaktadir (Atalay, 2007).

Serum AST, ALT ve GGT degerlerinde meydana gelen artis karacigerin yapisal
biitiinligiiniin bozulmasinin bir gostergesidir. Hepatoselluler dejeneratif ve nekrotik
degisikliklerin bulundugu durumlarda, bu enzimler kan dolagimina salinirlar (Nakae ve
ark., 1987). Bu duruma bagh olarak ALT, AST ve GGT diizeyleri artar. Karaciger
enzimleri ile ilgili elde edilen sonuglarimiz da bu diisiinceyi destekler niteliktedir. Serum
enzimlerinden AST, ALT ve GGT diizeylerinin tablo 2’de incelenmesinde, kontrol
grubuna gore grup B (AFBj)’de istatistiki agidan Onemli yiiksek degisimler
goriilmektedir. B grup (AFB;) ve C grup (AFB; + Bal) ratlarin AST, ALT ve GGT
diizeyleri arasinda istatistiki olarak onemli farklar oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla
bal katkili C grubu (AFB; + Bal) ratlarin, AFB;’in indiikledigi AST, ALT ve GGT
diizeylerinde belirgin azalma meydana geldigi goriilmektedir. Bu azalmanin ise balin

karacigeri AF nin zararl etkilerine kars1 korumasi sonucu olustugu sdylenebilir.

Membran lipidleri, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) zarali etkilerine karsi
olduk¢a duyarhidir. Lipid peroksidasyonu, organizmada serbest radikallerin etkisi
sonucu membran yapisinda bulunan doymamis yag asidi zincirinden bir hidrojen
uzaklastirilmasiyla baslar ve MDA diizeyinin artmasina neden olur. MDA ise lipit
peroksidasyonunun saptanmasinda yaygin olarak kullanilir (Esterbauer ve ark., 1982;
Yerer ve Aydogan, 2000) ve artan MDA igerigi oksidatif membran hasarinin 6nemli bir
gostergesidir (Freeman and Crapo, 1981). Sunulan bu ¢alismada MDA verilerinin tablo
3’te incelenmesinde, kontrol grubuna gore AFB; (B grubu) uygulanan grup ve bal
katkih C (AFB; + Bal) grubunun eritrosit, karaciger, akciger, bobrek ve kalp
dokularinin MDA diizeylerinin yiiksek ve aradaki farkin istatistiksel olarak (p<0,05)
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onemli diizeyde oldugu goriilmektedir. Fakat bal katkili C (AFB; + Bal) grubunun
eritrosit ve doku MDA diizeyileri AFB; (B grubu) uygulanan grup ile
karsilastirildiginda, C (AFB; + Bal) grubunun MDA degerlerinde istatistiki olarak
onemli (p<0,05) derecede azalma meydana geldigi goriilmektedir. Bu sunuglar balin
serbest radikalleri baskilamada basarili olarak lipid peroksidasyonunu azalttigini ve
ratlarin  karacigerlerinde membran lipidlerini oksidatif hasardan korudugunu
gostermektedir. Ayrica bal flavanoitler gibi serbest radikallerin temizlenmesinde etkili
olabilen fitokimyasallara sahiptir (Weng ve ark., 2005). Bu durum bal ilavesiyle MDA

diizeylerindeki diisiisiin sebebini daha da dogrular niteliktedir.

CAT esas olarak peroksizomlarda, daha az olarak da sitozolde ve mikrozomal

fraksiyonda bulunur. CAT hidrojen peroksidi (H,0,) suya ve oksijene pargalar (Akkus,

1995). Sunulan ¢aligmada karaciger ve eritrosit CAT aktivite diizeylerinin, kontrol
grubuna gore AFB; (B grup) alan ratlarda istatistiksel (p<0,05) olarak énemli oranda
azalma gosterirken, C grup (AFB; + Bal) ratlarda AFB; (B grup) alan gruba gore

istatistiksel olarak 6nemli derecede artis gosterdigi saptanda.

Hiicre igi antioksidantlarin en 6nemlilerinden biri olan SOD, siiperoksiti (02°)
oksijene (O,) ve daha az reaktif olan H,0,’ye katalizler. AFB; kullaniminin hiicre i¢i
antioksidanlarindan SOD aktivitesini azalttigi gozlenmistir (Eraslan ve ark., 2005).
Sunulan g¢alismada, karaciger SOD aktivite diizeylerinin AFB; (B grup) alan ratlarda
istatistiki olarak Onemli oranda azaldigi goriliirken, bal verilen C (AFB;+Bal) grup

ratlarin SOD degerlerinin grup B (AFB1)’ye oranla artis gosterdigi goriilmektedir.

GSH karacigerde genetik bilgiye ihtiya¢ olmadan sentezlenebilen bir tripeptitdir.
GSH oOnemli bir intraseliiler antioksidan olup serbest radikaller ve peroksitlerle
reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi korur. Hemoglobinin oksitlenerek
methemoglobine doniisiimiiniin engellenmesinde rol alir. Ayrica proteinlerdeki
stilthidril (-SH) gruplarini rediikte halde tutar ve bu gruplar1 oksidasyona kars1 korur.
Boylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller. GSH yabanci
bilesiklerin detoksifikasyonu ve amino asitlerin membranlardan transportunu da saglar.
Eritrositleri, 16kositleri ve goz lensini oksidatif strese karsi korumada hayati 6neme

sahiptir (Akkus, 1995). Okside edilmis sekli, serbest radikallerin inhibisyonunda,
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indirgenmis silfidril gruplarmin stabilizasyonunda ve tokoferol ile askorbatin
rejenerasyonunda gorevlidir (Boehme ve ark., 1992). Sunulan ¢alismada, doku GSH
verilerinin tablo 3’te incelenmesinde karaciger GSH verilerinin kontrol, (A) grubuna
gore AFB; (B) verilen grupta istatistiki a¢idan (p<0,05) 6nemli oranda azaldigi, bal
katkili C (AFB; + Bal) grubunun karaciger GSH degerinin ise AFB; verilen gruba gore
daha yiliksek oldugu goriilmektedir. Bu sonuglara gore AFB; karaciger toksisitesi

meydana getirdigi, balin ise bu toksisiteyi engelledigi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

GST hem detoksifikasyon yapar, hem de hiicre i¢i baglayici ve tasiyici rolleri
vardir. Katalitik olarak; ksenobiyotikleri GSH’daki sisteine ait —SH grubu ile baglayarak
onlarin elektrofilik bolgelerini ndtralize eder ve iiriiniin daha fazla suda ¢oziiniir hale
gelmesini saglar. Olusan bu GSH konjugatlar1 organizmadan atilabilir veya daha ileri
metabolize olurlar (Akkus, 1995). Detoksifikasyon merkezinin karaciger olmasi
nedeniyle eritrositlerde bdyle bir etkinin olmasi olagan sayilabilir niteliktedir. Sunulan
calismada karaciger GST aktivite diizeylerinin, tablo 3’te incelenmesinde tiim ¢alisma
uygulamalarinda kontrol grubuna gore artmadigi gozlendi. Bu sonuglara gére; AFB;'in
sitotoksik ve karsinojenik etkilerinin 6zgiin molekiilden degil, 8,9-epoksit sekli ile
muhtemelen de aflatoksin Qi, P;, M; ve aflatoksikolun 8,9-epoksit metabolitlerinden
kaynaklandig1 soylenebilir (Karenlampi, 1987). Epoksit seklindeki etkin metabolitlerin
hepatik mikrozomal sitokrom P-450’ye bagimli karisik islevli oksijenaz sistemi etkinligi
ile 6zglin aflatoksinlerden sentezlendigi saptandi. Normal olarak epoksit sekilleri gegici
ara lirin konumundadir. Karacigerde GSH-S transferaz enzimince katalizlenen tepkimeler
sonunda glutatyon-S-hidrolaz ile konjuge edilerek veya epoksit hidrataz enzimince
aflatoksikole ¢evrilerek nispeten zehirsiz metabolitlere ¢evrilir (Karenlampi, 1987; Hatch,
1988). Ancak uzun silire veya fazla miktarda aflatoksin alinmasi halinde agiklanan
detoksifikasyon mekanizmasi yetersiz kalir. Aymi enzim sistemlerince detoksifiye
edilebilen besinsel kaynakli diger maddelerin fazlaca alinmasi halinde ¢ok yonlii
etkilesimlerin gerceklesmesi ve enzimatik detoksifikasyon esiginin asilmasi nedeniyle

epoksit tiirevleri sekillenme orani ve toksisite riski daha da artar (Hatch, 1988).
GR degerlerinin incelenmesinde anlamli sonuglara rastlanmada.

Sonug olarak C (AFB; + Bal) grup ratlardaki degerler, balin koruyucu etkisiyle

organlari onardigi ve normal aktivitelerine donmelerinde yardimci oldugu seklinde
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yorumlanabilir. Balin, organ fonksiyon aktivitelerini arttirdigi, MDA diizeyinde ve
serum AST, ALT ve GGT aktivite diizeylerinde de azalmaya sebep oldugu gosterilerek
koruyucu etkisi ve antioksidan rolu oldugu sonucuna ulasilmistir. Bal ilavesinin etki
mekanizmas1t AFB;’in neden oldugu ROS olusumunu onlemekten ya da bu gruplari
temizlemek yoluyla etkisini gosterdigi anlasilmaktadir. Bu ylizden bal hem gida
takviyesi olarak hem de ila¢c endistiirisi i¢in erisilebilir dogal, antioksidan bir

potansiyele sahiptir denilebilir.
5.3. Makroskobik Bulgular

Deneysel aflatoksikozis olgularinda karacigerde biiyiime, kenarlarinda kiitlesme
ve renginde solgunluk (Ortatathi ve Oguz, 2001), yiiksek dozlu toksikasyonlarda ayrica
karacigerde petesiyal ve/veya ekimotik kanamalar bildirilmistir (Bilgig, 1992).
Bobreklerde ise biiylime ve kesit ylizlerinde kanamalar kaydedilmistir (Sahoo ve ark.,
1991). Sunulan ¢alismada, organlardaki makroskobik degisimlere sadece AFB; verilen
(Grup B) ratlarin karacigerlerinde rastlandi. Bu degisimler hafif olarak biiyiime ve
solgunluk seklindeydi. Sunulan ¢aligmada ratlara verilen AFB; miktar1 (25 pg/rat/giin)
diisiik toksik doz oldugundan ve ratlarin diger hayvanlara gore daha az duyarli olmasi
nedeniyle daha siddetli lezyonlar olugmadigi diistinilmektedir. Grup C (AFB; +
Bal)’deki ratlarin karacigerlerinde makroskobik olarak bir degisikligin bulunmamasi,
ratlara verilen balin koruyucu etkisiyle grup B (AFBI1)’deki kadar karacigerlerde

siddetli dejeneratif ve nekrotik degisimlerin sekillenmedigini gostermektedir.

5.4. Histopatolojik Bulgular

Karaciger: AF kaynakli hepatotoksisiteye yol agan ana mekanizmanin AF’nin
neden oldugu reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve buna bagl olarak olusan peroksidatif
hasarin oldugu kabul edilmektedir (Preetha ve ark., 2006). AFB;, fosfolipid A;’yi
uyararak hiicrelerde lipid peroksidasyonunu baslatir ve hiicre zarlarimin biitiinliiglinii bu
yolla bozar (Amstad ve ark., 1984). Ayrica AFB;, ROS olusumunu (Shen ve ark., 1995),
lipid peroksidasyonunu ve 8-hydroxydeoxyguanosine olusumunu indiikleyebilir (Shen
ve ark., 1994). AFB;’in toksisite ve karsinojenik etkilerinin ortaya ¢ikisinda, 6zellikle
hepatik mikrozomal stokrom P-450’ye bagimli kompleks fonksiyonlu oksijenaz enzim

sisteminde Ozgiin aflatoksin molekiillerinin metabolize edilmesiyle olusan epoksit
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tiirevlerinin ¢cok 6nemli rol oynadig: belirtilmektedir (Wong ve Hsieh, 1980). Bu epoksit
metabolitlerin hiicresel niikleoproteinler ve niikleik asitler gibi makromolekiillere
baglanarak RNA, enzim ve protein sentezinin inhibe edilmesi, sonugta hiicre
biitlinliigiiniin bozulmasinin gerceklestigi kaydedilmektedir (Wong ve Hsieh, 1980;
Hatch, 1988). Bu enzim sistemlerinin (hepatik mikrozomal stokrom P-450) karacigerde
en yiiksek konsantrasyonda periasiner bolgedeki hepatositlerde lokalize oldugu
belirtilmistir (Jubb ve ark., 1993). Calismada deneme gruplarindan 6zellikle grup B
(AFB;)’de saptanan bulanik siskinlik, hidropik dejenerasyon ve fokal nekrozlar gibi
histopatolojik degisikliklerin 6zellikle periasiner bolgede, daha sonra da intermediyer
bolgelerde ortaya c¢iktigi gozlendi. Bu bulgular, yani aflatoksikozis olgularinda
lezyonlarin 6zellikle periasiner ve intermediyer agirlikli yerlesim gostermesi, diger
arastiricilar tarafindan da vurgulanmistir (Moorthy ve ark., 1985; Bilgi¢, 1992).
Aflatoksikoziste karacgerdeki hepatoseliiler dejenerasyon ii¢ sekilde derecelendirilmistir.
Sadece periasiner alanda hidropik dejenerasyon ve yag degisikliklerinden dolay1
hepatseliiler siskinlik seklindeki hafif lezyonlar, periasiner ve midzonal bolgede agik
hepatoseliiler siskinlik seklinde gozlenen orta dereceli lezyonlar ve diffuz-sidettli
hepatoseliiler siskinlik, sitoplazmik solugunluk ve ruptur da sekillenen siddetli bulgular
olarak bildirilmistir (Ortatatli ve ark., 2005). Sunulan ¢alismada da tablo 4’te gortldigi

gibi benzer sekilde lezyon dagilimlarinin bulundugu saptanmistir.

Aflatoksikozis sonucu karacigerde sitomegali, ¢ekirdeklerinde biiyiime,
cekirdekeigin  belirginlesmesi ve ¢ok sayida olmasi, marjinal hiperkromazi,
hepatositlerin ¢ift cekirdekli olmasi gibi bir¢cok mikroskobik degisikligin meydana
geldigi bildirilmistir (Bilgi¢, 1992; Ortatatlh ve Oguz, 2001). Sunulan c¢alismada
ozellikle grup B’de (AFB;) benzer sekilde hepatositlere rastlandi ve bu durum
muhtemelen Gabliks ve ark. (1965) 'nin da belirttigi gibi aflatoksinin hiicre boliinmesini

baskilamasi1 sonucu olusan RNA ve DNA artisiyla ilgili olabilir.

Yapilan caligmalarda aflatoksikozis sonucu karacigerde safra kanallarinda
proliferasyon ve epitellerinde hiperplazinin goriildiigii (Slowik ve ark., 1985; Yakisik,
1992), bu degisikliklerin verilen AFB;’in dozu ve siiresi ile ilgili oldugu, ayrica
karacigerdeki nekrotik degisiklikleri takiben gelistigi ve hasara karsi karacigerin

gosterdigi reaksiyonlardan biri oldugu belirtilmektedir (Jubb ve ark., 1993). Sunulan bu
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calismada, grup B (AFB;)’de bes, grup C (AFB; + Bal)’de ise iki olguda safra

kanallarinda proliferasyon ve epitellerinde hiperplazi meydana geldigi saptandi.

Incelenebildigi kadariyla, ratlarda olusturulan aflatoksikoziste organ hasarinin
engellenmesine iliskin balin koruyucu etkinliginin ayrintili olarak arastirilmadigi,
sadece farelerde yapilan bir ¢alisma oldugu (Ezz el-arab ve ark., 2006) belirlenmistir.
S6z konusu ¢alismada arastiricilar, balin antimikrobiyal koruyuculuk etkisinin yani sira,
faydali olan kolonik probiyotik bakterilerin ¢ogalmasmni da (bifidogenik etki)
sagladigini belirtmiglerdir. Bu ¢alismada AF’nin etkisiyle organlarda meydana gelen
bazi histopatolojik degisiklikler sunulmus olmasina ragmen balin organlar1 koruyucu
etkinliginden ya da bu bulgulan azalttifina veya onledigine dair detayli bir bilgi
verilmemistir. Ayrica bu arastiricilar ¢aligmalarinda biyokimyasal incelemelere de yer

vermemislerdir.

Sunulan bu ¢alismada grup C (AFB; + Bal)’de, sadece AFB;’in verildigi grup
B’de gozlenen mikroskobik bulgularin bir kisminin hi¢ olusmadig1 ya da az sekillendigi
dikkati cekti. Dolayisiyla AFB; ile olusturulan karaciger hasarinda balin engelleyici
etkisinin gozlendigi, bu hepatoprotektif etki ile ilgili olarak; balin karaciger hasarinin
onlenmesinde dejenerasyon ve nekrozu azaltma ve lipid peroksidasyonu engelleme
ozelliklerinin etkili olabilecegi, ayrica diger terapotik oOzelliklerinin de bu

hepatoprotektif etkilerine katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir.

Bobrek: Deneysel aflatoksikozis ¢alismalarinda bobreklerde proksimal tubulus
epitellerinde baslangigta dejeneratif ve daha sonra da nekrotik degisimler (Sahoo ve
ark., 1991; Mayura ve ark., 1998; Tuzcu, 1999) ile tubulus liimenlerinde hiyalin
silindirlerinin gorildiigi (Bilgic ve Yesildere, 1992; Tuzcu, 1999), glomeruluslarda ise
siskinlik, mezangiyal hiicre hiperplazisi, glomerulus bazal membranlarinda kalinlagma
ve sonugta glomeruluslarin bowman boslugunu tamamen doldurdugu kaydedilmektedir
(Miller ve ark., 1984; Bilgi¢ ve Yesildere, 1992; Mayura ve ark., 1998). Sunulan
calismada grup B (AFBj)’de bulunan biitiin ratlarin bdbreklerinde proksimal tubul
epitel hiicrelerinde dejenerasyon ve koagulasyon nekrozu (tubulonefroz) meydana
geldigi goriildi. Ayrica arterioller ile glomeruler ve intersitisyel kapillarlarda belirgin

hiperemi ve medullada bazi tubuluslarin liimeninde hiyalin silindirleri tespit edildi.
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Epstein ve ark. (1969) nin ratlarda olusturduklar1 deneysel aflatoksikoziste, 147
giinlik deneme siiresince 1 ppm AFB; verilen ratlarin yarisinin, 0.25 ppm AFB; verilen
ratlarin ise %4’ilinlin bobreklerinde sentral veya subsentral yerlesimli biiyiik bir ¢ekirdege
sahip hiicreler oldugunu kaydetmislerdir. Tuzcu (1999) farelerde yaptigi deneysel
aflatoksikoziste tubul epitel ¢ekirdeklerinin biiylidiigiinii belidirmistir. Eroksiiz ve ark.
(2001)’nin ratlara pirolizidin alkaloidleri ile deneysel olarak olusturduklar: toksikasyon
sonucu renal tubuluslarda megalositozis sekillendigini kaydetmislerdir. Sunulan
caligmada aflatoksikozis sonucu tubul epitellerinde megalositik hiicrelerin sekillendigi

goriildil.

Grup C (AFB; + Bal)’de bulunan ratlarin bobrekleri kontrol grup ratlarin
bobrekleri ile benzer histolojik goriinlime sahip oldugu goriiliirken sadece bazi tubul
epitel hiicrelerinde dejeneratif ve nekrotik hiicreler ile kapillar hiperemi sekillendigi
goriildii. Sonug olarak balin bobrek hasarini engelleyici etkisinin gozlendigi, bu etki ile
ilgili olarak; balin bobrek hasariin dnlenmesinde dejenerasyon ve nekrozu azaltarak ve
tablo 3’{in incelemesinde MDA diizeyini 6nemli miktarda diisiirerek etkisini gosterdigi

diistiniilmektedir.

Akciger: AFB1'in biyotransformasyonu, akcigerlerdeki Clara hiicrelerinde
de gerceklesmektedir. Akcigerlerdeki bu biyoaktivasyonun diizeyi hiicre tipleri
arasinda onemli farkliliklar gostermektedir. Bu olayda en 6nemli role ise makrofajlar
sahiptir (Donnelly ve ark., 1996). Stubblefield ve ark. (1983) Holstein 1rki sigirlarda
yapmus olduklar1 deneysel aflatoksikozisde (0.35 mg AFBr/kg) cesitli organlar ile
birlikte akcigerde de degisik diizeylerde AFB1 ve AFM1 tespit etmislerdir. Ezz el-arab
ve ark. (2006)’da farelerde histopatolojik olarak intersitisyel fibrozis ve yangisal hiicre
infiltrasyonu sekillendigini bildirmislerdir. Tuzcu (1999) nun farelerde yaptig1 deneysel
aflatoksikoziste akcigerlerde interalveolar kapillarlarin hiperemik oldugunu ve alveol
limenlerinin pembe homojen bir sivi ile dolu oldugunu bildirmistir. Sunulan bu
calismada grup B (AFB;)’de bulunan biitiin ratlarin akcigerlerinde intersitisyel pndmoni
goriildii. Ancak hentiz fibrozis sekillenmemisti. Bunun da toksikasyonun stiresiyle ilgili
olabilecegi diisiiniilmektedir. Grup C (AFB; + Bal)’de ise iki olguda intersitisyel

pnomoni bulgular1 saptandi. Diger olgularda ise kontrol grubuyla benzer bulgulara
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rastlandi. Sonug olarak balin AFB;’in akcigerdeki biyotransformasyonunu azalttigi ve

akcigeri korudugu seklinde yorumlanabilir.

5.5. Immunohistokimyasal Bulgular

Diiz kas aktin (ASMA): Diiz kas aktin (ASMA), miyofibroblast ve diiz kas
hiicrelerinin ~ bir  isaretleyicisi olarak immunohistokimyada kullanilmaktadir.
Miyofibrolastlar karaciger hasarinda baskin olarak goriilen mezenkimal kokenli
hiicrelerdir. Karacigerdeki miyofibroblastlarin kokeni tartisilan bir konu olmasina
ragmen, morfolojik yapilarina gore yapilan tahminler bu hiicrelerin liposit kokenli
oldugunu gostermektedir (yag depolayan hiicreler-1to cell) (Rockey ve ark., 1992).
Normal karacigerde siniizoidlerin; endotelyal, Kupffer, Ito (stellate cells) ve pit
hiicreleri ile ekstraselliiler matriks kompenentlerinden olustugu, Ito hiicrelerinin ASMA
pozitif oldugu kaydedilmistir (Shiga ve ark., 1996). ASMA-pozitif perisiniizoidal
hiicrelerin ~ myofibroblastik ~ transformasyonlu  stellate  hiicreleri  oldugu
immunohistokimyasal olarak gosterilmistir (Enzan ve ark., 1994). CCl, ile olusturulan
ilerleyici fibroziste, perisniizoidal hiicrelerin bulundugu alanlarda, fibroz bantlarda ve
rejeneratif nodiillerin ¢evresinde ASMA pozitif hiicrelere rastlanmistir (Nouchi ve ark.,
1991). Tirkdogan ve ark. (2003) rat karacigerlerinde CCly ile olusturulan fibrozisde
nekrotik ve fibrotik alanlarda ASMA-pozitif hiicrelerin ¢ok belirgin olarak arttigini
saptamislar ve karaciger dokusundaki fibrotik degisimlerin immunohistokimyasal
olarak ortaya konabildigini belirtmislerdir. Rockey ve ark. (1992) yaptiklar1 ¢aligmada
safra kanali tikanikligi ve CCly ile olusturulan deneysel fibroziste, fibroz bantlarda ve
dejeneratif nodiillerde ASMA pozitif hiiclerin oldugunu bildirmislerdir. Bu sonuca gore,
karaciger hasari sirasinda lipositlerin miyofibroblast 6zellik kazandigi ileri siirtilmiistiir
(Rockey ve ark., 1992). Eunsil Yu ve ark. (1995) ASMA’nin karaciger hastaliklarinda
cesitli boyanma Ozellikleri gosterdigini, kronik aktif hepatitislerde parcali nekroz
alanlarinda ve bitisik lobullerde ¢ok siddetli boyanma meydana geldigini
bildirmislerdir. Sunulan c¢alismada, kontrol (A) grubunda boyanmaya hig
rastlanmazken, grup B (AFB;)’de belirgin olarak dejeneratif ve nekrotik hiicrelerin
oldugu bolgelerde boyanma saptandi. C grup (AFB; + Bal) ratlarda da bu boyanmalarin
grup B (AFB;)’ye oranla dikkat ¢ekici sekilde az oldugu goriildii. Sunulan ¢alismada

sadece dejenerasyon ve nekrozun sekillendigi alanlarda boyanmalarin goriilmesi, Eunsil
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Yu ve ark. (1995)’nin bulgusuyla uyumlu oldugu goriilmiistiir. Sunulan c¢aligmada
perisiniizoidal hiicrelerinin (Ito ve damar diiz kas hiicreleri) boyanmamasi kullanilan

primer serum ya da deney hayvani ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir.

CD68: Kupffer hiicrelerinin fagositoz, sitokin liretimi, anti-tiimor etki gibi ¢esitli
ozellikleri bulunmaktadir (Toth ve Thomas, 1992). Karaciger siniizoidleri igerisinde ¢ok
degisik sekil ve yerlesimde bulunabilirler. Genelde ebatca biiylik ve daha yiiksek
aktiviteye sahip olanlar lobiil periferinde portal sahalara yakin yerlesim gosterirken,
kiigiik ebatli olanlar1 central ven’e yakin lokalize olur. Kupffer hiicreleri genis
spektrumdaki unsurlar1 fagosite ederler. Hiicre ylizeyinde fibronektin ile kapl
partikiillere, insiilin ve glukagona ait 6zel reseptorler yaninda bakteri, mantar ve viriis
gibi yabanc1 hiicreler icin 6zel reseptorler de bulunmaktadir. Endositozla alinan unsurlar
hizlica lizozomlara dogru taginmakta ve metabolize edilmektedir. Yogun bir fagositoz
gerektigi zaman Kupffer hiicre salgisinin hepatosit sitokrom P-450 mekanizmasini
deprese ettigi ortaya konulmustur (Azri ve Renton, 1987). Kupffer hiicresinin timor

hiicrelerini fagosite ettigi de gosterilmistir (Kan ve ark., 1995).

CD68 bir antimakrofaj antikor olup Kuppfer hiicreleri dahil olmak {iizere
(Tanaka ve ark., 2003), bir dizi farkli kan hiicrelerinin stoplazmik graniillerinde
bulunan, diisiik yogunluklu lipoproteinlere baglanan bir glikoproteindir. Ozellikle
monositler, histiyositler, dev hiicreleri, osteoklastlar ve Kupffer hiicreleri gibi makrofaj
orjinli hiicreler igin marker olarak kullanilir (Holness ve Simmons, 1993; Remstein ve
ark., 1996). Makrofajlari boyamasindan dolay1 bu antikor, makrofajlarin ¢ogalmasi ya
da makrofaj anormallikleri gibi durumlarda kullanim alan1 bulmaktadir (Manduch ve

2 alanda kronik

ark., 2009). Itoshima ve ark. (1981) yaptiklar1 ¢alismada 0.01 mm
persistant hepatitislerde 1.2, akut hepatitislerde 2.2-5.5, kronik aktif hepatitislerde 1.8
ve kronik karaciger sirozunda 2.2 adet olarak elektron mikroskobunda tespit etmislerdir.
Sunulan ¢aligmada kontrol ve deneme gruplarinda boyanmalara rastlandi. B (AFB;) ve
C (AFB; + Bal) gruplarinda Kupffer hiicrelerinin sayisinda kontrol grubuna gore artis
meydana geldigi tespit edildi. Her iki grup arasinda ise istatistiki olarak anlamli fark

olmadig1 goriildi. Bu da balin aflatoksikozise karis1 karaciger savunma (Kupffer)

hiicrelerinin proliferasyonda etkili olmadig1 seklinde yorumlanabilir.
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Alpha-fetoprotein (AFP): AFP sadece fotal gelisim doneminde karaciger ve
vitelliis kesesi tarafindan iiretilir. Dogumdan sonra seviyesi hizla diiser ve sonraki
zamanlarda eser diizeyde serumda kalan, olgunlagsmis ve normal dokularda bulunmayan
onkof6tal bir proteindir (Mulas ve ark., 1995). Karaciger tiimorlerine sahip ¢esitli
tirlerdeki hayvanlarda ve insanlarda bir karsinoembriyojenik antijen olan AFP degeri
serumda yiiksek olarak tespit edilmistir (Adamson ve ark., 1973). AFP’nin degeri
hepatoseliiler karsinomlu insanlarin ¢ogunda ve kimyasallara bagli olusan karaciger
timorlerine sahip hayvanlarda da yiliksek oranda saptanmistir (Becker ve Sell, 1974).
Kroes ve ark. (1974) deneysel olarak yaptiklari ¢alismada, aflatoksinin AFP diizeyini
arttirdigin1  bildirmislerdir. Hepatokarsinogenezis siirecinde AFP sentezi gibi fotal
karacigerin bazi tipik 6zelliklerinin saptanabilecegi rapor edilmistir (Bettini ve Marcato,
1992). Bu proteinin hepatoselliiler karsinomlar, germ hiicre tiimérii, nadiren de
metastatik karaciger tiimorleri ve hepatitislerde goriildiigii (Mulas ve ark., 1995), ancak
kan serumunda yiliksek seviyeye (5000ng/ml) ulastiginda immunohistokimyasal olarak
belirlenebildigi kaydedilmistir (Brumm ve ark., 1989). Sunulan ¢alismada, yapilan
immunohistokimyasal —boyamalarda, sadece grup B (AFBi)’deki ratlarin
karacigerlerinde bazi hepatositlerin sitoplazmasinda boyanma saptandi. Boyanmalar
ozellike periasiner hepatositler ile bazen de hidropik dejenerasyonlu hiicre
topluluklarinin i¢indeki hepatositlerdeydi. Bu bulgular olduk¢a anlamli bulundu. Soyle
ki; grup C (AFB; + Bal)’de bulunan ratlarin karacigerlerinde de, daha az olmakla
birlikte, degisen oranlarda nekroz ve dejenarasyon gozlenmesine ragmen AFP
immunohistokimyasal olarak saptanmadi. Bu sonuglar dogrultusunda; AFB;
uygulamasmin grup B (AFB;) rat karaciger hepatositlerinde kismen de olsa AFP
sentezini indiikledigi, AFB; + bal verilen grupta ise bu degisimin engellendigi

diistinildii.

p53 gen proteini: p53, hiicre akibetinin belirlenmesinde 6nemli rol oynayan
hiicre dongilisiiniin durdurulmasi veya programli hiicre Sliimiine yonlendirilmesi gibi
hiicresel bir¢cok yolagin diizenlenmesinde gorev alan bir transkripsiyon faktoriidiir. p53
proteini DNA tamiri, hiicre donglisiiniin kontrolli, genomik kararliligin saglanmasi,
kromozom ayrilmasinin diizenlenmesi, gen ifadesinin diizenlenmesi, yaslanma ve
programli hiicre 6liimii gibi bir¢ok hiicresel olayda rol almaktadir (Haris, 1996). p53, bu

islevlerini ya transkripsiyon faktorii olarak ilgili genlerin transkripsiyonlarini
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diizenleyerek ya da diger proteinler ile veya dogrugdan DNA ile fiziksel olarak
etkileserek gerceklestirmektedir (Haris, 1996). p53 araciligi ile programli hiicre
Olimiiniin baslatilmas1 veya hiicre c¢ogalmasinin durdurulmasi, hasarli DNA
replikasyonunu ve genetik olarak normal olmayan hiicrelerin  ¢ogalmasini
engellemektedir. Bu nedenle p53 islevlerinin mutasyon ya da delesyon ile engellenmesi
hiicre homeostasisin saglanmasinda da ayrica 6nemlidir. Tiimdrlerde anormal hiicre
siklusu DNA tamirine zarar verip, potansiyel mutasyonlar1 arttirarak karsinogenezise
yol agmaktadir. p53 (wild tip) gerek normal, gerekse tiimor (mutant) hiicrelerinde
bulunmaktadir (Taylor ve Cote, 1994). Mutant p53 geni tasiyan hiicreler, artik genom
icerigini garanti edemez. Ciinkii onlar artik hiicre dongiisiiniin durma sinyallerini
alamazlar. Sonu¢ olarak hiicre genomu stabil degildir ve biitiin hiicreler potansiyel
olarak tiimor olusturabilir (Joza ve ark., 2011). Mutant p53 proteininin hiicrede
birikimine p53 gen alterasyonlar1 neden olmaktadir (Davidoff ve ark., 1991). Normal
hiicrelerde bulunan p53 wild tipinin yarilanma omrii ¢ok kisadir (6-30 dk), bu nedenle
immunohistokimyasal olarak saptanabilecek kadar protein birikiminin olmadig
belirtilmektedir. Mutant p53 proteinin ise yarilanma 6mrii uzundur ve daha fazla birikir,
bu nedenle hiicre ¢ekirdeginde kolaylikla saptanabilmektedir Sunulan ¢alismada biitiin
gruplarda immunohistokimyasal olarak bu protein saptanamadi. p53 gen proteinin
saptanamamasi; denemede uygulanan AFB; dozu ile deneme siiresi iginde
hepatositlerde immunhistokimyasal diizeyde bu antijenlerin {retiminin heniiz

olmayisiyla ya da boyamada kullanilan primer serumlarla ilgili olabilir.

Sonug olarak; AFB; ile deneysel olarak olusturulan aflatoksikoziste, balin
koruyucu etkisinin arastirildigi bu ¢alismada; histopatolojik, immunohistokimyasal ve
biyokimyasal bulgular dogrultusunda, balin antioksidan etkisi sayesinde lipid
peroksidasyonunun, dolayisiyla basta karaciger olmak iizere dokularda hasarin
engellendigi gozlendi. Ancak gerceklestirilen bu ¢alismanin, bir 6n ¢alisma olarak kabul
edilmesi, ayni ¢alisgmanin deneme siiresini, ratlarda 100-150 mikrogram/kg/giin AFB;
doz ile kanser olusturma siiresi olarak bildirilen 12-24 ay kadar genis planlayarak ve
balin farkli dozlar1 kullanilarak yapilmasinin, balin antikanserojen etkisinin de daha net
bir sekilde ortaya konabilecegi kanisindayiz. Bu c¢alismanin, bu konuda daha sonraki

yapilacak ¢alismalara biiyiik katkisinin olacagi ve temel olusturacagi diisiincesindeyiz.
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OZET

YAMAN T, Ratlarda deneysel olarak olusturulan aflatoksikoziste balin koruyucu etkisinin ve
antioksidan kapasitesinin  histopatolojik, immunohistokimyasal ve biyokimyasal olarak
arastirilmasi, Y.Y.U. Saghk Bilimleri Enstitiisii Patoloji Anabilim Dah Doktora Tezi, Van, 2013.
Aflatoksikozis, insan ve hayvanlarda aflatoksinler tarafindan olusturulan akut veya kronik seyirli bir
mikotoksikozisdir. Hayvanlarda 6nemli ekonomik kayiplara neden olan ve insan saghgmi tehdit eden
toksikasyon oOzellikle geri kalmis ve gelismekte olan iilkelerde yaygin olarak goriilmektedir. Kronik
zehirlenmeler, hayvan ve insanlarda 6zellikle bagisiklik sisteminin baskilanmasma yol agarak bircok
hastaligin 6n plana ¢ikmasina sebep olmaktadir. Karaciger aflatoksikozisten etkilenen ana organdir ve
histopatolojik olarak nekrozis, fibrozis ve hepatokarsinogenezis gozlenen bulgulardir. Aflatoksinlerden
ileri gelen toksikasyonlarda etkili bir korunma bilinmemektedir. Ancak bazi vitamin ve mineraller ile
proteinlerin  koruyucu etkilerinin oldugu belirtilmektedir. Yapilan son ¢alismalardan balin
immunomodiilator, antioksidan ve antikanserojenik gibi bir¢ok farmakolojik etkilerinin oldugu
bilinmektedir. Ancak balin aflatoksikozise karsi hepatoprotektif etkileri konusunda detayli g¢alisma
bulunmamaktadir. Gergeklestirilen bu calismada, ratlarda deneysel olarak olusturulan aflatoksikoziste
karacigerde meydana gelen kronik lezyonlarin olusumunda, balin engelleyici etkisi; biyokimyasal,
histopatolojik ve immunohistokimyasal olarak arastirildi. Bu amagla, 18 rat, 6’sarli 3 (A,B,C) gruba
ayrildi. Gruplardan biri kontrol grup (A) AFB; icermeyen standart rat yemi ile beslendi. Diger 2 grup ise
calisma grubu olarak belirlendi. Caligma grubundaki ratlardan B grubu sadece aflatoksinli yem (yaklagik
olarak 25 pgr AF/rat/giin) alirken, C grubu ratlara aflatoksinli yemle birlikte ayn1 zamanda 10 ml igme
suyuna 1 ml bal ilave edilerek deneme stiresince oral olarak verildi. Calisma 90 giin siirdii. Biyokimyasal
analizler i¢in kan Ornekleri ve histopatolojik incelemeler igin organlardan doku ornekleri alindi. Bu
caligmanin sonucunda B grubunda AFB;’in sebep oldugu yaygin hidropik dejenerasyon, displastik
hepatositler, safra kanali proliferasyonu ve periportal fibrozis gibi histolojik bozukluklarin bal ilave
edilen C grupta 6nemli ol¢lide azalarak organlarin korundugu gozlenmistir. Biyokimyasal olarak ta B
grubunda AFB; nedeni ile AST, ALT ve GGT oranlarinin yiikseldigi ve lipid peroksidasyonunun arttigt,
ancak bal ilavesi ile bu degerlerin anlamh olgiide distiigi, lipid peroksidasyonunun da azaldigi ve
antioksidan (GSH, GR, SOD, GST, CAT) diizeylerin arttigi gozlenmistir. Sonug olarak histopatolojik,
immunohistokimyasal ve biyokimyasal bulgulara gore lipid peroksidasyonun ve doku hasarimin 6nemli
o6lgiide engellendigi, dolaysiyla balin koruyucu etkiye sahip oldugu saptandi.

Anahtar Sozciikler: Aflatoksikozis, Bal, Lezyonlar, Rat
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SUMMARY

YAMAN T, Histopathological, immunohistochemical and biochemical investigations of
protective role and antioxidant capacity of honey in rats with experimental aflatoxicosis, Yuzuncu
Y1l University, Institute of Health Sciences MVS Thesis in Department of Pathology, Van, 2013.
Aflatoxicosis is a mycotoxicosis developing acute or chronic, caused by aflatoxins in domestic animal
and humans. Aflatoxicosis is a widespread problem especially in the underdeveloped and the developing
countries. Aflatoxins are potential threat to humans and animal. The chronic toxications especially
suppress the immune system which facilitates the occurring of many diseases. Liver is main organ
affected by aflatoxicosis, and are histopathologically observed necrosis, fibrosis and
hepatocarcinogenesis. It is not well known the effective protection in aflatoxicosis. However, it is
reported that some vitamins, proteins and inorganic substances have a protective effect. It was indicated
that honey had many pharmacologic effects as such antioxidant, immunomodulatory and anticancer.
However, there is not any study about it protective effect on aflatoxicosis. This study was planned to
investigate the effect of honey on the prevention of aflatoxin-induced liver lesions in rats in term of
histopathological, Immunhistochemical and biochemical methods. This purpose, a total of 18 rats was
allotted into one of three (A,B,C) experimental groups: A (Control, with the basal diet without AFB,), B
(only a diet with AFB;), and C (a diet with AFB;+honey), each containing 6 animals. B and C groups rats
fed with a diet containing AF approximately received 25 ugr of AF/rat/day. C group also received 1ml of
honey for every initial 10ml of water for each rat daily. The experiment lasted 90 days. Blood samples for
the biochemical analysis and tissue samples from tissues for histopathological examination were taken.
The results of the present study demonstrated that honey-treated animals had significantly less histologic
abnormalities including hydropic degeneration, dysplastic hepatocytes, bile-duct proliferation and
periportal fibrosis, as compared with AF-treated rats, thereby highlighting its protective role in countering
the toxicity induced by AF. These phenomenons were also confirmed by biochemical observations.
Treatment with honey effectively protected the rat against AF-induced toxicity, as evidenced by
decreased AST, ALT and GGT levels and lipid peroxidation and elevated the antioxidants (GSH, GR,
SOD, GST, CAT) levels. On the basis of biochemical and histopathological findings, it is concluded that
treated honey decrease the lipid peroxidation and liver enzymes, increase the antioxidant defence system
activity, and prevent the tissue damage in the AFB;-treated rats.

Key Words: Aflatoxicosis, Honey, Lesions, Rat.
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