T.C.
YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

RATLARDA DENEYSEL OLARAK OLUSTURULAN
AFLATOKSIKOZISTE ISIRGAN OTU (URTICA DIOICA) YAPRAGI
EKSTRESININ KARACIGER LEZYONLARINI ENGELLEYICi
ETKIiSININ HISTOPATOLOJIK, IMMUNOHISTOKIMYASAL VE
BiYOKIMYASAL OLARAK ARASTIRILMASI

Aras. Gor. Serkan YILDIRIM
PATOLOJI ANABILIM DALI
DOKTORA TEZi

DANISMAN

Prof. Dr. Zabit YENER

VAN-2011



T.C.
YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

RATLARDA DENEYSEL OLARAK OLUSTURULAN
AFLATOKSIKOZISTE ISIRGAN OTU (URTICA DIOICA) YAPRAGI
EKSTRESININ KARACIGER LEZYONLARINI ENGELLEYIiCi
ETKISININ HISTOPATOLOJIK, IMMUNOHISTOKIMYASAL VE
BiYOKIMYASAL OLARAK ARASTIRILMASI

Aras. Gor. Serkan YILDIRIM
PATOLOJI ANABILIM DALI
DOKTORA TEZi

DANISMAN

Prof. Dr. Zabit YENER

VAN-2011

Bu aragtirma Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma Kurumu Tarim, Ormancilik ve Veterinerlik Aragtirma
Grubu tarafindan desteklenen 104 V 139 nolu projeden 6zetlenmistir.


http://www.tubitak.gov.tr/gruplar/tovag/index.htm
http://www.tubitak.gov.tr/gruplar/tovag/index.htm

T.C.
YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

RATLARDA DENEYSEL OLARAK OLUSTURULAN AFLATOKSIKOZISTE
ISIRGAN OTU (URTICA DiOiCA) YAPRAGI EKTRESININ KARACIGER
LEZYONLARINI ENGELLEYICI ETKIiSININ HISTOPATOLOJIK,
IMMUNOHISTOKIMYASAL VE BIYOKIMYASAL OLARAK ARASTIRILMASI

Arag. Gor. Serkan YILDIRIM
PATOLOJI ANABILIM DALI
DOKTORA TEZI

Jiiri Baskam

Uye Uye

Uye Uye

TEZ KABUL TARIiHI
30/12/ 2011



TESEKKUR

Bu calismay1 projelendirip doktora tezi olarak veren ve c¢alismalarim siiresince
yardimlarini esirgemeyen danisman hocam Prof. Dr. Zabit YENER’e, ¢alisma siiresince
yardim ve desteklerinden dolay1 Prof. Dr. Ismail CELIK, Dog. Dr. Fatma iILHAN, Yrd.
Dog. Dr. Yusuf GUL ve Yrd. Dog. Dr. Betiil APAYDIN’a, ayrica ¢alismalarim siiresince

manevi desteklerini eksik etmeyen Anneme ve biitlin aileme sonsuz tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

TCINACKIIET. . ...,
Simgeler ve Kisaltmalar ..........cccoiiiiiiiiiiii e
SEKILLET .ttt e e ettt e e e e eata e e e e s nar e e e e et e e e e e rreeaeaans
CAZRIGEIET ..ot
L GIRIS oottt
2. GENEL BILGILER.......cciiiiiiinieiiecicietieeise e
2.1, ATIALOKSINIET ...

2.1.1. Aflatoksinlerin genel 6zellikleri...............oooooiiiiiiiiiiii
2.1.2. Aflatoksinlerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri................................

2.1.3. Aflatoksinlerin toksikoKinetigi...........ccoviiiniiiiiiiiiiii i,

2.1.3.1. Aflatoksinlerin emilimi.............oooiiiiiiiiiiiiii

2.1.3.2. Aflatoksinlerin dagilimi..............oooiiiiiiiiiiii

2.1.3.3. Aflatoksinlerin biyotransformasyonu......................cooiie

2.1.3.4. Aflatoksinlerin attlimi............ooooiiiiiiiiiii

2.1.4. Aflatoksinlerin etki sekli ve metabolizmast ....................coooviiin.n.
2.1.5. Aflatoksinlerin biyolojik etkileri................ooiiiiii

2.1.5.1. Aflatoksin zehirlenmesi......ooeeeeeee i,

2.1.5.2. Aflatoksinlerin karsinojenik etkileri.....................ocoooiia,
2.1.5.3. Aflatoksinlerin mutajenik etkileri.....................coooin.

2.1.5.4. Aflatoksinlerin teratojenik etkileri.........................oo



2.1.5.5. Aflatoksinlerin immunosupresif etkisi ..............ccoeviiviiiinnnn 13

2.1.5.6. Aflatoksinlerin embriyo toksik etkileri..............................l. 14

2.1.5.7 Aflatoksinlerin verim ve biiylime iizerine etkileri..................... 15

2.1.6. Yemlerde ve hayvansal iiriinlerde aflatoksinler .........................ooo. 15
2.1.7. AflatoksiKOZISte tan1 .....ouviuiit it 17
2.1.8. Aflatoksikozisten koruma yontemleri ve aflatoksinlerininaktivasyonu...... 18
2.1.8.1. Fiziksel inaktivasyon...........cooviiiiiiii e 19

2.1.8.2. Kimyasal Inaktivasyon...........ccoeviiiiiiiiiiiiieeieeeeee, 19

2.1.8.3. Biyolojik inaktivasyon............c.coooiiiiiiiiiii 19

2.2. Istrgan OtU (UrtiCa GI0ICA)......ccveveeieiriiriesicsieeiie e 21
2.2.1. ISIrgan OtUNUN IGRTIZT . uuvnrtet ettt et et et et et et e e et enaeaneeneennanns 21
2.2.2. Isirgan otunun etkileri ve kullanim alanlart .....................ooiiiiine. 22

3. GEREC VE YONTEM ..ottt 26

3.1. Deney Hayvanlart ......cccccceeceeeieieiie e e eveeieseenieeen. 20
3.2. Aflatoksinin Yeme Kattlmast......ooovviiiiiiii 26

3.3. Bitki Materyali...........ccoovvvvieviei e, 26

3.4, DENemME SCIMaASI. ..ottt e e e 27
3.5.Yapilan Analiz ve Incelemeler ...............cc.oouniiiiiiiiiiiiiie e 27
3.5.1. Biyokimyasal analizler ..o 27
3.5.2. Istatistiksel analizler .................coouiiiuiiiii i 27
3.5.3. Histopatolojik incelemeler ... 28
3.5.4. Immunohistokimyasal incelemeler ...................c..oeeuiiiiiiniiiiinn, 28

4. BULGULAR. ..o e e 29
4.1. Ratlarin Canli Agirlik Sonuglart............ooii i 29



4.2. Biyokimyasal Bulgular ... 29

4.3. Makroskobik Bulgular...............coooiiiii 31
4.4. Histopatolojik Bulgular..............coooiiiii e 31
4.4.1. Grup A (KOntrol).......oouiiiii e e 31
4.4.2.Grup B (AFB1) ..o, 31
4.4.3.Grup C (AFB1HIOY) . oneiiiii e 32
4.4.4. immunohistokimyasal bulgular.................ccooiiiiiiiiiii 33
4.4.5. MiKkroskobik SEKILIET...........ccoviiiiuiiiiiiecciee e 34

5. TARTISMA VE SONUC ......cccootitiiiiiiintintenteeeetet ettt sttt 38
5.1. Canlt AGIrIIK ArtiSlart ..o 38
5.2. Biyokimyasal Sonuglar ............o.oiiiiiiiiiii 38
5.3. Makroskobik Bulgular ..., 42
5.4. Histopatolojik Bulgular ........... ..o 43
5.5. Immunohistokimyasal BUIGUIAT .............cccocoveveveiieereeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 45
OZET oot 48
SUMMARY ettt sttt b e ettt ettt bbbt et 49
KAYNAKLAR oot ettt e et e et e sbe e e sabee e 50
OZGECMIS oottt ettt ettt ettt n et 64

Vi



AF

AFB;

AFB;

AFG;

AFG;

AFM;

AFM;

AFP

ALT

ASMA

AST

CEA

GSH-px

GST

H.E

I0Y

MDA

SOD

SIMGELER VE KISALTMALAR

: Aflatoksin

. Aflatoksin B;

: Aflatoksin B>

: Aflatoksin G;

: Aflatoksin G,

: Aflatoksin My

. Aflatoksin M,

: Alpha-fetoprotein

: Alanin transaminase

: Alpha-smooth muscle actin

: Aspatat transaminase

: Karsinoembriyonik antijen

: Glutathione peroxidase

: Glutation-S-transferaz

: Hematoksilen-eosin boyama

: Isirgan otu yapragi

: Malondialdehyde

: Siiperoksit dismutaz

Vil



SEKILLER LISTESI
Sekil 1. Grup A (Kontrol): Karacigerin normal histolojik goriiniimii. H.E x 100.

Sekil 2. Grup B (AFB;): Genis odaklar halinde hepatositlerde dejenerasyon ve
nekroz. H.E x 50.

Sekil 3. Grup B (AFB;): Hepatositlerde dejenerasyon ve nekroz. H.E x 200.

Sekil 4. Grup B (AFB;): Hepatositlerde dejenerasyon ve megalositik hepatositler.
H.E x 400.

Sekil 5. Grup B (AFB;): Portal bolgede normal safra kanallart ve prolifere safra
kanallar1. H.E x 320.

Sekil 6. Grup C (AFB;+I0Y): Periasiner bolgede fokal dejeneratif hiicre toplulugu
(oklar) ve parankimde tek tiik nekrotik hepatositler. H.E x 200.

Sekil 7. Grup B (AFB;): Hepatositlerin sitoplazmasinda alpha-fetoprotein antijenleri.

Immunoperoksidaz-Hematoksilen x 320.

VI



CIZELGELER LISTESI
Cizelge 1: Farkli tiirlerde AFB;'in toksisitesi

Cizelge 2: Tarim ve Koyisleri Bakanliginca yem ve yem hammaddelerinde

bulunabilecek maksimum AFB; diizeyleri
Cizelge 3: Tirkiye’de gidalarda kabul edilebilir en yliksek aflatoksin degerleri
Cizelge 4: Gruplarin giinlere gore canli agirlik ortalamalari ile standart hatalar

Cizelge 5: Alfatoksin ve cesitli katki maddelerin ratlarin kan ve karaciger dokusu

biyokimyasal parametreler tizerine etkiler.



1. GIRIS

Aflatoksinler, yem veya besinlerde mantarlar tarafindan sentezlenen
metabolitlerdir. insan ya da hayvanlar tarafindan bu yem veya besinlerdeki metabolitlerin
alimmasindan sonra akut veya kronik toksikasyon ve kanser olusabilmektedir (Robb, 1993).
Aflatoksinlerin insanlarda ve hayvan tiirlerinde akut ve kronik zehirlenmelere yol agmasi
ve bilinen en giiclii dogal karsinojenlerden biri olmalari nedeniyle konu iizerinde g¢ok
sayida aragtirma yapilmistir (Hamilton, 1982; Miller ve ark., 1984; Ellis ve ark., 1991;
Robb, 1993). Cesitli yem ve gida iirlinlerinin mikotoksinlerle kontaminasyonu yaygin bir
problemdir. Simdiye kadar 300'den fazla mikotoksin karakterize edilmis olup bu sayi
zamanla artmaktadir. Ozellikle Aspergillus cinsi mantarlarin iirettikleri  toksik
metabolitlerden aflatoksinler (AF), sahada en sik izole edilen ve hem insan hem de hayvan
saglig1 agisindan oldukca zararli olan mikotoksinlerdir. Bunlarin yol actig1 toksikasyonlara
aflatoksikozis denilmektedir. AF'ler hayvanlarda; biiylime hizinin gerilemesi, oliim
oraninin artmasi, yumurta veriminin azalmasi, istahsizlik, enfeksiyonlara karsi direncin
azalmasi, karaciger hasari, kanin pihtilasma siiresinin uzamasi, immun sistemin
baskilanmasi, anemi ile yag, karbonhidrat ve protein metabolizmasinin bozulmasi gibi
olumsuz etkilere yol a¢cmaktadir. Yemde bulunan AF'nin bir kismi1 yumurtaya da
gecebilmektedir. Yemlerde ve dolayisiyla yumurtalarda bulunacak diisiik diizeydeki AF
kalintilar1 damizlik tavuk veya kanath isletmeleri bakimindan son derece Onemlidir
(Atalay, 2007). Hayvansal iiriinlerle insanlara yansiyan AF, basta karaciger tliimorii olmak

tizere diger bir¢cok bozukluklarin nedenini olusturur (Oguz, 1997).

Yemde bulunan AF'lerin detoksifikasyonu (eliminasyonu), 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. 1990 yillarda aliiminyum silikatlar yeme katilarak yaygin
olarak kullanilmiglardir. 2000'li yillardan sonra eliminasyon metodlarina olan ilgi artmis ve
bu amagla laktobasiller gibi bakteriler, ekmek mayasi, bakteri ve maya hiicresi
komponentleri denenmis ve olumlu sonuglar alinmistir. Bunlarin yani sira ¢esitli dogal
bitki kullanarak organ ve dokulardaki hasar olusumunu en aza indirmeyi saglamislardir
(Karaman ve ark., 2005; Atalay, 2007; Yener, 2008).



Giiniimiizde cesitli medikal bitkiler, destekleyici tibbi yardim olarak yaygin bir
sekilde kullanilmakta ve “Alternatif Tip” giin gectik¢e dnem kazanmaktadir. Diinya Saglik
Teskilati'nin (WHO) tahminlerine gore diinya iizerinde 20.000'den fazla bitki tiiri tibbi
maksath kullanilmaktadir (Wagner ve Fransworth, 1990). Kanser diinyada en 6nemli 6liim
sebeplerinden biridir (Zhao ve ark., 1999). Bu nedenle kanserin kimyasal bilesiklerle
onlenmesi konusu genis bir aragtirma konusu olmaktadir. Bu amacla dogal veya sentetik
baz1 kimyasal bilesiklerle kanser olusumunun engellenmesi konusunda aragtirmalar
yapilmaktadir (Singh ve Lippman, 1998), bunun yan1 sira meyve, sebze ve bazi medikal
bitkilerin degisik kanser tiirlerinin 6nlemesinde etkili kimyasal bilesiklere sahip olduklar1

gosterilmistir (Singh ve Lippman, 1998; Hong ve Sporn, 1997).

Bu calismanin amaci, ratlarda deneysel olarak olusturulan aflatoksikozis’de
karacigerde meydana gelen lezyonlarin olusumuna kars1 1sirgan otu yapragi ekstraktinin
hepatoprotektiv  etkisinin olup olmadigi histopatolojik, immunohistokimyasal ve

biyokimyasal yontemlerle arastirip ortaya koymaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Aflatoksinler

Aflatoksinler ilk olarak 1960 yilinda ingiltere'de 100.000 hindinin &liimiine yol
acan ve "Turkey X Disease (Hindi Hastalig1)" olarak isimlendirilen bir toksikozis olayi ile
giindeme gelmislerdir. Bu olaydan kisa bir siire sonra benzeri 6liimlere 6rdek palazlar ve
stiliinlerde de rastlanmis, toksikasyona neden olan etken olarak, hayvanlarin yemlerinde
yaygin olarak kullanilan Brezilya yerfistigindan siiphe edilmistir. Daha sonra,
rasyonlarinda yine bu yem maddesi kullanilan sigir, koyun, domuz ve pili¢lerde de
hastaligin bas gostermesi sonucu yapilan toksikolojik analizler sonrasinda toksinin
yerfistigindan koken aldigi tespit edilmistir. Yapilan daha detayli ¢aligmalar sonucunda ise
toksik madde izole edilmis ve kaynagmin Aspergillus flavus mantart oldugu ortaya

cikarilmistir. S6z konusu toksin 1962'de "aflatoksin" olarak isimlendirilmistir (Sharby,
1978).

Mikotoksinler grubu i¢inde yer alan aflatoksinler 6zellikle Asperigillus flavus
(A.flavus) ve A. parasiticus olmak iizere diger bazi Aspergillus, Penicilium ve Rhizopus
tiirleri tarafindan tretilen toksik metabolitlerdir. Aflatoksin grubu i¢inde B1, By, Gi, G,
M; ve M, olmak {izere alt1 ¢esit toksin bulunmaktadir ve aflatoksinler bu toksinlerin ortak
adidir (Hatch, 1988). Aflatoksin kelimesi, Aspergillus fiavus'm "A-" ve "-fia" hecelerinin
birlestirilmesiyle olusturulmustur (Ellis ve ark., 1991). Bunlar igerisinde Aspergillus
flavus'un bazi suslart ve Aspergillus parasiticus'un biitiin suslarinca sentezlenen AFB;,
AFB,, AFG; ve AFG; en tehlikelileridir (Sharby, 1978). Aflatoksinlerin mordtesi
(ultraviyole-UV) 1sinlara verdikleri tepkilere gdre, mavi floresan yayanlara Ingilizce blue
karsilig1 olan B; yesil floresan yayanlara da Ingilizce green karsili1 olan G denilmistir
(Ellis ve ark., 1991). AFB; ve AFB; iceren rasyonlarla yemlenen siit sigirlarinin siitlerinde
AFB; ve AFB;nin M; ve M, [milk (siit) toksini] metabolitlerine rastlanilabilmektedir
(Sanl, 1995). Dogada, yem maddelerinde iireyen kiiflerin en yaygin ve 0nemlisi olan
Aspergillus tiirlerinin tirettigi aflatoksinlerin ¢ok biiyiik bir oran1 (%75-83) AFB,'dir ve bu
nedenle aflatoksikozlardan da biiyiik oranda bu aflatoksin tiirii sorumludur (Hatch, 1988;
Oguz, 1997; Oguz ve ark., 2000). Aflatoksinlerin en toksik metabolitleri AFB;'den
sentezlenen aflatoksikol (Ro), aflatoksin P; (AFP;) ve aflatoksin Q; (AFQ.)'dir (Hatch,
1988).



2.1.1. Aflatoksinlerin genel 6zellikleri

Aflatoksinler ancak 300°C’nin iizerindeki 1sida tamamen yikimlanmakta, 230°C’de,
25 dakikada, hazirlanan karma yemlerde aflatoksin icerigi yaklasik %60 azalabilmektedir
(Samarajeewa ve ark., 1990). Aflatoksinler kloroform, aseton, metanol, etanol ve karbon
tetrakloriir gibi organik bilesiklerde c¢oziinebilirler (Leeson ve ark., 1995). Yiiksek
sicakliklarda bile stabilitelerini koruyabilen aflatoksinler (300°C'a kadar); formaldehit,
sodyum hipoklorit, amonyak ve potasyum permanganat gibi kuvvetli alkali ve yiikseltgen
bilesiklere kars1 olduk¢a dayaniksizdirlar (Kaya ve ark., 2002; Acay, 2006). Aflatoksinler
dogrudan toksik bilesikler olmayip, onlarin karaciger, akciger veya bobreklerdeki
metabolik iriinleri bu etkiye sahiptirler (Oguz, 1997). Karaciger ve bdobrekler
aflatoksikozis’den en ¢ok etkilenen organlardir (Bullerman, 1978; Smith, 1997).

Aspergillus gelisimi i¢in en uygun yem hammaddeleri sirasiyla yer fistigi, findik,
misir, soya, pamuk tohumu kiispesi ve yoncadir. Ancak, yagli tohum veya yagli tohum yan
uriinlerine bulasmis Aspergilluslarin aflatoksikozis olusturma riskleri, tahil tanelerinde

goriilenlerden ¢ok daha yiiksektir (Acay, 2006).

2.1.2 Aflatoksinlerin fiziksel ve kimyasal ozellikleri

Aflatoksinler difurokumarolakton'lardandir. Molekiiler yapilarinin omurgasini1 B ve
M tiirlerinde bifuran halkasi, G tiirlerinde ise lakton halkasi olusturmaktadir (Sur, 2001).
Erime noktalar1 (°C), B1, By, G1 ve G; i¢in sirast ile 269, 288, 245 ve 239'dur (Oguz,
1997). Yiiksek sicakliklara olduk¢a dayanikli olan bu bilesiklerin 6zellikle siitle atilan
tiirevlerinin pastdrizasyon isleminden bile etkilenmedikleri ve yapilarinda ¢ok fazla bir

degisiklik olmadigi bildirilmektedir (Kaya ve ark., 2002).

Mantarlar klorofil igermediklerinden, kendileri icin gerekli olan lipid,
karbonhidrat ve proteinleri sentezleyemezler ve bu nedenle de saprofit ya da parazit
olarak yasamak zorundadirlar (Cavalheiro, 1981). Ancak her mantarin ¢ogalabilmesi i¢in
belirli ortam kosullarmin saglanmasi gereklidir. Aspergillus tiirlerinin de gelisip
aflatoksin {iiretebilmelerinde belirli ¢evresel kosullarin optimum diizeyde olmasi
gereklidir. Bu kosullar, depolanan yem maddesinin ve c¢evrenin nispi nem orani,

depolama sicakligi, ortam havasinin oksijen orani, depolama zamani ve depolanan yemin



niteligidir. Yem maddesinin nem oraninin %12-14 (Reddy, 1992), ortamin nispi nem
oraninin %80-85 (Leeson ve ark., 1995), depolama sicakliginin 24-25 °C (Hatch, 1988),
ortam havasinin oksijen oraninin %20-90 arasinda olmasi ve su aktivitesinin 0,95-0,99
aw. diizeylerinde olmasi (Ellis ve ark., 1991) durumunda 3-4 giin gibi kisa bir siirede
kiiflenme gergeklesir. Bununla birlikte pH'nin 4-5 arasinda olmasi (Ellis ve ark., 1991) ve
Ozellikle taneli yem maddelerinin kirilmis olmast da (Reddy, 1992) kiiflenmeyi
hizlandirmaktadir. Bu faktorler dikkate alindiginda, yemlerin aflatoksinlerle
kontaminasyonu agisindan en riskli cografi bolgelerin, tropikal iklim sartlarinin hiikiim
sirdiigii 1liman ve nemli bdlgeler oldugu goriilmektedir (Glavitis ve Salyi, 1998).
Ulkemizde de ozellikle Akdeniz, Marmara ve Karadeniz bolgelerinde bu kosullar

saglanabilmektedir (Sur, 2001).

2.1.3.Aflatoksinlerin toksikokinetigi

Viicuda giren tiim yabanci molekiiller gibi aflatoksinlerin metabolize edilmesinde
de emilim, dagilim, biyotransformasyon ve viicuttan atilim asamalar1 bulunmaktadir
(Sur, 2001). AF'ler, kimyasal olarak yiiksek derecede reaktif bifuran halkasi ile pentanon
halkas1 (B serisine karakteristik) veya 6 karbonlu lakton halkast (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 ulagsmasi igin
mikrozomal oksidaz enzim sistemi yoluyla AFB; 8,9-epoksite doniistiiriillmesi
gerekmektedir (Moss ve ark., 1985).

2.1.3.1. Aflatoksinlerin emilimi

Absorbsiyon, yabanci maddelerin deri ve mukozal membranlar yoluyla kan
dolagimma gegmesidir. Viicutta bulunan absorbsiyon bdlgeleri gastro-intestinal kanal,
akcigerler ve deridir. Kimyasal maddelerin viicut membranlarindan gecis orani, onlarin
yagda eriyebilirlikleri ile iligkilidir. Aflatoksinler, yagda iyi ¢Ozlinen bilesikler
olduklarindan, genellikle gastro-intestinal kanaldan kolaylikla emilerek kan dolasimina
gecerler ve kan yoluyla karacigere gelerek orada metobolize olarak toksik metabolitlere

doniistirtliirler (Leeson ve ark., 1995).



2.1.3.2. Aflatoksinlerin dagilimi

Dolasima gecen toksinler kisa siirede plazmadan ayrilarak yogun olarak karaciger,
bobrek, adipoz doku, kaslarda ve diger yumusak dokularda dagilim gosterirler (Mabee ve
Chipley, 1973). Ancak asil birikim yerleri, toksinin biyotransformasyonunun gergeklestigi
karaciger ve bobrek gibi organlardir (Leeson ve ark., 1995). AF klirens zamaninin siitte 3-6
giin, idrar ve diskida 6-9 giin (Kaya ve ark., 2002), yumurtada 7-8 giin, kasta 24 saat
oldugu bildirilmektedir (Fernandez ve ark., 1994a). Tavuklarda AFB; dagilimi {izerine
yapilan bir calismada radyoaktivitenin %6,2'sinin gogiis ve bacak kaslarinda kaldigi

belirlenmistir (Mabee ve Chipley, 1973).

Yem ile alinan AF'in karacigere gecis orani sigirda 1/14.000, domuzda 1/800, et-tipi
civeivde 1/1200; sigirda siite gegis orani ise yaklasik 1/300 olarak tespit edilmistir
(Rodricks ve Stoloff, 1977). Siite gegisle ilgili diger calismalarda (Pastainer, 1994;
Lindsay, 1981) hayvanlar arasinda ferdi farklilik goriilmekle birlikte bu oranin 1/300-
1/1600 arasinda oldugu bildirilmektedir. 3310 mcg AF/kg yem ile beslenen tavuklarin
karaciger, taglik ve bobreklerinde beslemenin 4. haftasinda 3 mcg/kg organ diizeyinde
AF'in tespit edildigi kaydedilmektedir (Wolzak ve ark., 1985). Giinde 500 mcg AFB1'in
yedi giin siireyle yumurtaci tavuklara verilmesiyle kirmizi kasta 0.14, karacigerde 0.23 ve
bobrekte 0.32 ng/g organ diizeyinde AFB;'in saptandigr belirtilmektedir (Aldemir, 1993).
2.5 mg AFBy/kg yem ile 2 hafta siireyle beslenen et-tipi civcivlerin serumlarinda 9.89
ng/ml, karacigerde 4.71 ve kasta 4.71 ng/gr organ diizeyinde AFB;'in belirlendigi
bildirilmektedir (Sahoo ve ark., 1991). Isaretlenmis AF'in 14 giin siireyle civcivlere
verildigi bir ¢alismada (Tuncer, 1987), %90.64"niin disk1 ile atildigi, viicutta alikonan
kisminin da 9%11.04lniin kanda, %9.83"'lniin karacigerde, %4.30'unun kalp kasinda,
%12.52'sinin kursakta, %31.66'simin gogiis kasinda ve %30.63"liniin de bacak kasinda
tespit edildigi kaydedilmektedir (Oguz, 1997).

2.1.3.3. Aflatoksinlerin biyotransformasyonu

Aflatoksinlerin biyotransformasyonu Faz-T ve Faz-T; reaksiyonlar1 olmak iizere iki
asamada gerceklesir. Faz-T reaksiyonlar1 hidroksilasyon, O-demetilasyon, epoksidasyon
ve rediikksiyon olaylarimi igerir. Bu olaylardan hidroksilasyon, O-demetilasyon ve

epoksidasyondan sorumlu olan enzim, graniilsiiz endoplazmik retikulumda yer alan



sitokrom P-450 enzimi iken; rediiksiyon olaylarindan ise sitosolik rediiktazlar

sorumludurlar (Leeson ve ark., 1995; Geissler ve Faustman, 1988).

Faz-T reaksiyonlar1 sonrasinda AFB;'den, AFM;, AFQ:, AFP; ve aflatoksikol
(Ro) gibi suda ¢o6ziinen metabolitler meydana gelir. Bunlardan AFM; ve AFQ:
hidroksilasyon sonucu, 6zellikle maymun idrarinda tespit edilen AFP; ise O-demetilasyon
olaylarmin sonrasinda meydana gelirlerken; Ro olarak da bilinen aflatoksikol ise
rediiksiyon olay1 sonucunda sekillenir. Ro, mikrozomal dehidrojenazlar tarafindan tekrar
AFB;'e re-okside olabildigi i¢in AFB;'in "depo” formu olarak da bilinir. Epoksidasyon
olayinda ise DNA'nin niikleofilik bolgelerine yiiksek oranda afifinite gosteren ve
karsinojenik etkiden biiyiik oranda sorumlu olan 8,9-epoksid tiirevi olusur (Leeson ve ark.,
1995; Sur, 2001).

Yapilan calismalarla (Mayura ve ark., 1998, Karenlampi, 1987; Geissler ve
Faustman, 1988; Neldon-Ortiz ve Qureshi, 1992a) AFB;'in metabolizmasinda, karaciger
kokenli karma iglevli monooksijenaz enzim sistemlerinin (Mixed function monooxigenase,
MFO), sitokrom P-450 ve aril hidrokarbon hidroksilaz enzimlerinin rolleri ortaya

konulmustur.

AFB;'in  biyotransformasyonu, akcigerlerdeki Clara hiicrelerinde  de
gergeklesmektedir. Ancak insan akcigerlerinde s6z konusu hiicrelerin nispeten daha az
saylda olmasi ve bu hiicrelerde biyotransformasyon igin gerekli olan P-450 enziminin
aktivite yeri olan graniilsiiz endoplazmik retikulum organelinin az gelismis olmas: farkl
mekanizmalar1 akla getirmektedir. AFB;'in insan akcigerlerindeki biyoaktivasyonunda P-
450 enzimi ¢ok az bir rol iistlenmekte iken, ko-oksidasyon olayr daha onemli bir role
sahiptir. Ko-oksidatif biyoaktivasyonun insan akcigerlerindeki AFB; karsinojenitesi ile
olan iliskisi, AFB; 8,9-epoksid'i etkisiz hale getiren glutation S-transferaz (GST) enziminin
blokaj1 ile ortaya konulmustur. Akcigerlerdeki bu biyoaktivasyonun diizeyi hiicre tipleri
arasinda onemli farkliliklar gdstermektedir. Bu olayda en onemli role ise makrofajlar
sahiptir  (Sur, 2001). Aflatoksinlerin biyotransformasyonunda rol alan Faz-T,
reaksiyonlarinda ise, Faz-T reaksiyonlarinda sekillenen metabolitlerin viicuttan atilimi
kolaylastirilir. Bu amagla Faz-T reaksiyonlarinda sekillenen metabolitler, glukuronik asit,
silfat, amino asitler, glutation, metil ya da asetil gruplar1 gibi endojen maddelerle

birlestirilirler (Sur, 2001).



2.1.3.4. Aflatoksinlerin atilim

Agizdan almman aflatoksinler sindirim sisteminden sinirh diizeyde absorbe
edilebilirler. Absorbe olan aflatoksinlerin yaklasik olarak %85-90" ilk 24-48 saat i¢erisinde
idrar, siit veya yumurta ile aflatoksin metabolitleri formunda disar1 atilir (Acay, 2006).
Fakat metabolize olan aflatoksinlerin atilimi konusunda da gesitli goriisler mevcuttur.
Wilson ve ark. (1985) koyunlarda yaptiklar1 bir ¢alismada, AFB;’in idrardaki
konsantrasyonunun maksimum plazma konsantrasyonundan 70 kat daha fazla oldugunu
bildirmislerdir. Wong ve Hsieh (1980) ise, maymunlarda idrarla atilimin, fare ve ratlarda
ise safra ile atilimin daha etkin oldugunu one siirmektedirler. Aynt zamanda disk: ile

atilimin yaninda siit ve yumurta ile de énemli oranda bir eliminasyon ger¢eklesmektedir

(Stubblefield ve ark., 1983; Obioha ve ark., 1986; Harvey ve ark., 1991; Galtier, 1998).

2.1.4. Aflatoksinlerin etki sekli ve metabolizmasi

Kontamine yem ve gidalarla alinan aflatoksinler, sindirim kanalindan absorbe
edilerek kan dolasgimina geger ve albiiminlere baglanarak taginirlar. Kandaki aflatoksinin
cogu karacigerde tutulur. Aflatoksinlerin bir kismi hepatositlerde endoplazmik steroidler
ve ¢esitli enzimler gibi makromolekiillere baglanirken bir kismi da yagda ve suda
¢ozlinebilen metabolitlere (AFQ1, P1, Baa, Goa, aflatoksikol, My, My) 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 ¢ogunlukla safra ile atilir. Agizdan
alinan AF, bagirsaklardan emildikten sonra genellikle serum albumine baglanir. Gevis
getirenlerde emilmeden Once rumen mikroflorasi tarafindan konjugatlara ¢evrilseler de

asidik mide ortaminda yeniden 6zgiin sekillerine donerler (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 AFBi'in toksisitesinden ise kendisinin degil,
sitokrom P-450 ve aril hidrokarbon hidroksilaz gibi bir takim enzimlerin etkileri sonucu
ortaya ¢ikan metabolitlerinin sorumlu oldugu bildirilmektedir (Iwaki ve ark., 1990; Cavin
ve ark., 1998). Kendisi etkisiz olan AF, karacigerde P-450'ye bagli (gevis getirenlerde p-
448) karma islevli oksidaz (MFO) enzim sistemiyle metabolik degisiklige ugratilarak



(okside edilerek) epoksit tiirevlerine (AFB; 8,9-epoksit gibi) doniistiiriildiikten 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 biitlinliigiin bozulmasina
neden olmalarindan kaynaklanir. Sitotoksik ve karsinojenik 6zelliginin, AFB;'in
metabolitleri olan AFQ;, P;, M; ve AFRg'in 8,9-epoksit tiirevlerinden kaynaklandigi
bildirilmektedir (Haworth ve ark., 1989).

Aflatoksinlerin  toksik  etkisi, karacigerde c¢esitli  epoksit tlirevlerine
dontistirildiikten sonra ortaya ¢ikmaktadir. Akut veya kronik toksisite ile karsinojenik
etkilerden sorumlu olan bu tiirevlerin karacigerde molekiiler diizeyde tepkimeye girmeleri
sonucu, ribozomal bozukluklar ortaya ¢ikmaya baglar., DNA ve RNA polimeraz
enzimlerinin kisa siirede inhibisyonuna bagli olarak, daha 6nce deginildigi gibi, protein
sentezinde ciddi aksamalar ortaya ¢ikabilir ve bagisiklik sistemi zayiflamaya baglar (Iwaki
ve ark., 1990). Amstad ve ark. (1984)nin in vitro ¢aligmalarinda, AFB;'in serbest
radikallerin olusumunu uyardig1 saptanmistir. Bu serbest radikaller kromozomlarda hasara
neden olmaktadirlar. Nakae ve ark. (1987) siiperoksit dismutaz ve katalaz'in AFB;'in rat
karaciger hiicreleri tizerindeki o6ldiirticii etkisini engellediklerini saptamislardir. Bu bilgi,
reaktif oksijen tiirlerinin AFB; tarafindan olusturulan hiicre toksikasyonunda onemli bir

role sahip olduklarini kanitlamaktadir (Atalay, 2007).

AF'in 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
alinmas1 durumunda AF'in toksik metabolitlerinin miktar1 artar. Bunun tersi olarak da,
karacigerde zehirsizlestirmede gorev alan GSH-S-transferaz ve anilin hidroksilaz gibi
enzimlerin biitilli hidroksi toluen (BHT) ve biitilli hidroksi anisol (BHA), fenobarbital ve
indirgenmis glutation gibi maddelerle indiiklenmesiyle AF'in viicuttan atiliminin
hizlandig1 ve bundan dolay1 da zehirliliginin azaldig1 kaydedilmektedir (Fukayama ve
Hsieh, 1985).



2.1.5. Aflatoksinlerin biyolojik etkileri

Aflatoksinlerin canlilar T{izerindeki etkileri; akut ve kronik toksikasyon
(aflatoksikozis), teratojenik, mutajenik, karsinojenik, immunosupresyon etkisi, verim ve
biiyiime tizerine etkisi ile embriyo toksik etkisi olmak {izere 7 ana grupta

incelenmektedir.

2.1.5.1. Aflatoksin zehirlenmesi

Aflatoksikozis; kiif mantarlarinin trettikleri aflatoksinlerin akut ya da kronik
olarak alinmasi sonrasinda viicutta metabolize olduktan sonra olusturdugu hasara verilen
isimdir. Aflatoksikozis, insan ve hayvanlarda dogrudan veya dolayli olarak goriilebilen
bir mikotoksikozistir. Yem veya gidalarla alinan aflatoksin, karaciger hiicrelerinde
sitokrom P-450 monooksigenaz enzim sistemi tarafindan metabolize edilir. Bu metabolik
proses sonucu aciga ¢ikan bazi aflatoksin metabolitleri toksik, karsinojenik ve mutajenik
etkilere sahiptirler (Salmanoglu, 2002). Farkli bir sendrom olarak diisiiniilen

aflatoksikozis primer ve sekonder aflatoksikozis olarak ikiye ayrilmaktadir.

Aflatoksikozis akut ve kronik olarak iki alt grup altinda incelenmektedir. Yiiksek
konsantrasyonlarda AF tiiketilmesiyle akut primer aflatoksikozis meydana gelmekte ve
duyarhiliga bagl olarak genellikle hayvanlarin 6liimii ile sonuglanabilmektedir. Akut
aflatoksikozisin semptomlari; yagli ve solgun karaciger, kanamalarla sonuglanan
pihtilasma mekanizmasindaki diizensizlikler, karacigerde sentezlenen proteinlerde azalma,
baz1 karaciger enzimlerinin serum diizeylerinde artma ve gastrointestinal kanal ve akciger
konjesyonu ile glomerulonefriti igermektedir (Moss ve ark., 1985). Akut aflatoksikozisde
istahsizlik, solunum gii¢liigii, burun akintisi, durgunluk, kansizlik, okstriik, kanli ishal,
cirpinma, bitkinlik, karaciger harabiyeti, kilcal damarlarda kanamalar ve ani Olim
goriilebilir. Subakut (gizli) olgularda ise sarilik, hematom, kanamali bagirsak yangisi ve
trombosit sayisinda azalma dikkat ¢eker. Ayrica, karacigerde nekroz, kanin pihtilasma
sliresinin uzamasi, sarilik ve serum proteinlerinde azalma da sik karsilasilan bulgulardandir

(Sur, 2001).

Kronik aflatoksikozis diisiik konsantrasyonlarda AF tiiketildiginde goriilmekte,

hemorajili konjestif karaciger, nekrotik odaklar, safra kanali epitel hiicreleri ve hepatik
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parankimde proliferasyon, bobreklerde konjesyon ve nadiren hemorajik enterite yol
acabilmektedir. Cogu olayda biiyiime ve iireme etkinliginde azalma dikkati ¢ekmektedir
(Moss ve ark., 1985). Kronik zehirlenmede; biliylimede gerileme, yem tiiketimi ve
yemden yararlanmanin diismesi, anormal tiiylenme, kansizlik, etlik pili¢lerde karkas
kalitesinde diisme, karnin sarkmasi, sarilik, istahsizlik ve bagisiklik sisteminin bozulmasi
karakteristik semptomlardandir. Keza, kanatlilarda yumurta veriminde gerileme ve
damizlik yumurtacilarda ¢ikis giiciinde diisme de gorilebilir (Celik ve ark., 2000).
Ayrica, kanatlilarda karacigerin biiyliylip solgunlasarak kenarlarinin kiitlesmesi, safra
kesesinin dolgun bir hal almasi, 6deme bagli olarak bobreklerin irilesmesi, dalagin siskin
bir goriinim kazanmasi ve bagirsak iceriginin koyulasmasi tipik bulgulardandir (Sur,
2001).

insanlarda Aflatoksikozis: Aflatoksinler, ciftlik hayvanlarinda olusturdugu
toksikasyonlarin disinda, g¢esitli dokularda birikerek veya hayvansal iiriinlere gecerek bu tip
iriinleri tiiketen insanlarda dnemli saglik sorunlarma yol acabilmektedirler (Acay, 2006). Insan
ya da hayvanlar tarafindan bu yem veya besinlerdeki metabolitlerin alinmasindan sonra akut

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

Gida veya yemlerle viicuda alinan aflatoksinler, karaciger enzimlerini inhibe
ederek hepatik lipitlerin karacigerden periferal dokulara tasinmasina engel olurlar. Bu
durumda karacigerde lipojenik enzim aktivitesinde herhangi bir azalma olmamasina
ragmen, yaglanma goriilebilmektedir. Aflatoksikozis sonucu karacigerde ayrica gesitli
histolojik degisiklikler, 6demler ve hemorajiler de ortaya ¢ikabilmektedir (Salmanoglu,
2002).

Hayvanlarda Aflatoksikozis: Ciftlik hayvanlarinin aflatoksinlere duyarliligi farkli
olup, en hassas tiirler 6rdek, tavsan ve hindi palazlaridir. Bunu sirasiyla tavsan, kedi,
alabalik, hindi, siiliin, kaz, civeiv, pilig, bildircin, tavuk, kdpek, domuz, at, sigir, koyun ve
keci izlemektedir (Cizelge 1) (Acay, 2006). Ciftlik hayvanlarinca aflatoksinlerin yiliksek
dozda kisa stireli ya da diisik dozda uzun siireli tiiketimi halinde akut aflatoksikozis
olusabilmekte, buna bagli olarak depresyon, istahsizlik, kansizlik, burun akintisi, kanama,
halsizlik, tiiy veya kil ortiisiinde bozukluklar, solunum yetersizligi, kanli ishal ve oliim

goriilebilmektedir (Richard ve ark., 1983).
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Cizelge 1. Farkli tiirlerde AFB;'in toksisitesi (Edds, 1973).

Tiir Oral LD50 mg/kg Tiir Oral LD50 mg/kg
viicut agirlig viicut agirlig
Tavsan 0,3 Tavuk embriyosu 0,025
Kedi 0,6 Ordek 0,3
Domuz 0,6 Hindi 0,5
Kobay 1,4 Tavuk (New Hampshire) 2,0
Hamster 10,2 Tavuk (Rhode Island) 6,3
Fare 9,0 Koyun 5,0
Baboon 2,0 Rat (Erkek) 7,2
Alabalik 0.8 Rat (Disi) 179
Kopek 0.5-10.0 Maymun 2.0

2.1.5.2. Aflatoksinlerin karsinojenik etkileri

Aflatoksinler bilinen en gii¢lii karaciger karsinojenidirler. Cok sayida hayvan
grubunda bu etkilerini gosterirler. Deney hayvanlarinda aflatoksinlerin karaciger ve
bobreklerde kanser olusumuna sebep olduklar: gosterilmistir. Ratlara giinliik olarak 100
png/kg dozda 12-22 ay boyunca aflatoksin verildiginde ratlarin %100’tinde kanser
olusmaktadir (Ellis ve ark., 1991). Insanlarda aflatoksinlerin kansere neden olduklari
dogrudan gosterilememistir. Ancak aflatoksinle kontamine besinlerin tiiketildigi
bolgelerdeki (Afrika, Hindistan, Gilineydogu Asya) insanlarda karaciger tliimorleri
insidensinin yiiksek oldugu saptanmis ve bunun aflatoksinlerle ilgili oldugu ileri
siiriilmiistiir (Hsieh ve ark., 1977). Ulkemizde yapilan ¢alismalarda Dogu ve Orta
Anadolu  bolgelerimizde tiiketilen  bulgurlarin  ¢ogunlugunda aflatoksinlerle
kontaminasyon belirlenmis, bu bdlgelerde goriilen karaciger kanseri insidensinin
Istanbul ve Trakya bolgesindekinden yaklasik dort kat daha yiiksek oldugu
belirtilmistir (Eser ve ark., 1978). AFB:’in karaciger, kolon ve bdbrek kanserlerine
sebep oldugu belirtilmistir (Madhusudhanan ve ark., 2004). Hayvanlarda AFB; ve
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AFGi'in de kanserojen olduklar1 bilinmesine ragmen AFB;:'in daha kuvvetli

hepatokarsinojen oldugu ifade edilmektedir (Moss ve ark., 1985).

2.1.5.3. Aflatoksinlerin mutajenik etkileri

Aflatoksinlerin epoksit tiirevleri, hiicrede DNA zincirinin olusturulmasi sirasinda,
DNA zincirine baglanarak DNA polimeraz enzimlerini inhibe etmek suretiyle mutasyona
neden olmaktadirlar (Ellis ve ark., 1991). Hepatositlerin 6zellikle nukleus membranlarinda
ve endoplazmik retikulumlarinda yerlesik P-450 monooksidaz sistemiyle aflatoksinler
metabolize edilerek asir1 derecede reaktif olan epoksit tiirevler olusmaktadir. Bu epoksit
tirevler DNA ve RNA gibi selliiler makromolekiiller ile kovalent baglar olusturarak DNA
ve RNA'da mutasyonlar meydana getirebilmektedir (Haworth ve ark., 1989). Oguz (1997)
ise Salmonella typhimurium TA 100 susuyla yaptiklart Ames testi ile 0.005 mcg AFB;'in

mutajenik etkili oldugunu géstermislerdir.

2.1.5.4. Aflatoksinlerin teratojenik etkileri

Hamsterlere gebeligin 8. gilinlinde 4 mg/kg dozunda intraperitoneal AFB; verilmis,
gebelik sonunda bu hayvanlarin % 52,9’u normal, % 29,4'ii malforme yavru dogurmus,
%17,6’sinda ise 6lii veya resorbe fetiis saptanmistir. Bu malforme yavrularda anensefali,
ektopiya kordis, biiylimede gerilik, mikrosefali ve umblikal herni gibi gelisim bozukluklari
belirlenmistir (Ellis ve ark., 1991). Yapilan diger bir ¢alismada da 3-30 ng/yumurta
dozunda aflatoksin verilen embriyolu yumurtalarda mortalite %33, kalp anomalisi orani
%12 ve viicut anomalilerinin siklig1 %0.04 olarak saptanmistir (Jelinek ve Peterka, 1985).
Cilievici ve ark. (1980)nin ¢aligmasinda 0,01 ve 0,002 ppm dozunda AFB; verilen
gruplarda spina bifida ve anoftalmus gibi yapisal anomalilere ise sirasiyla %35 ve %13,3

oraninda rastlanmstir.

2.1.5.5. Aflatoksinlerin immunosupresif etkileri

Aflatoksinler, bursa Fabricius ve timus’ta atrofiye neden olarak lenfositlerde sayisal
ve islevsel yonden yetersizlige neden olmaktadir (Ghosh ve ark.,, 1990). Ayrica
immunojenezisin de ¢esitli basamaklarini etkileyerek antikor yapimini (6zellikle IgG ve

IgA) ve nonspesifik humoral maddelerin sentezini bozmakla immun sistemi
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baskilamaktadirlar (Venkata ve ark., 1988). Humoral ve hiicresel bagisikligin
baskilanmasiyla organizma cesitli enfeksiyonlara kars1 daha duyarl hale gelmektedir (Tras

ve Bas, 1992).

AF'In  non-spesifik bagisiklik maddeleri (komponentler, interferonlar ve
interleukinler gibi)'nin yapimini bozmasi sonucu viicut direncinin azalmasi nedeniyle
kanatlilarda salmonelloz, aspergilloz, koksidiyoz ve marek gibi hastaliklara karsi
duyarliligin arttig1 bildirilmektedir (Giambrone ve ark., 1978; Giambrone ve ark.,
1985; Miller ve Wyatt, 1985; Slowik ve ark., 1985). Bagisiklik sisteminde goriilen bu
eksikligin, bursa Fabricius ve timusun atrofisi sebebiyle lenfositlerin sayica ve islev
yoniinden yetersizliginden ileri geldigi belirtilmektedirler (Campbell ve ark., 1983;
Moorthy ve ark., 1985; Celik ve ark., 1995; Kececi ve ark., 1995). Giambrone ve ark.
(1978), AF'in civciv serumundaki Ig G ve Ig A diizeyini azalttigini; Ig M dizeyi
iizerinde bir etkisinin olmadigini;; T ve B lenfositlerin kemotaktik islevlerini ve

heterofillerin fagositik etkinligini azalttigini1 bildirmektedirler.

Tavuklarda aflatoksicozise bagli immunosupressif etkiler lenfositopeni, T
lenfosit sayisinin azalmasi fagositlerin etkinliginin ve genelde hiicresel immiinitenin
baskilanmasi ve immunglobulinlerin iiretiminin azalmasini igermektedir (Singh ve ark.,
1987). Moon ve ark. (1996) oral yolla AFB; alinmasinin graniilosit makrofaj progenitor
hiicrelerinin proliferasyonunu baskiladigini, Jakab ve ark. (1994) ise solunum
sisteminde TNF-a iretimi ile alveolar makrofaj fagositozunu azalttigim

bildirmektedirler.

2.1.5.6. Aflatoksinlerin embriyo toksik etkileri

Gerek memeli hayvanlar ve gerekse de kanatlilarda yapilan c¢alisma sonuglar
aflatoksinlerin 6nemli derecede embriyotoksik etkilerinin oldugunu ortaya koymaktadir
(Geissler ve Faustman, 1988; Mayura ve ark., 1998; Celik ve ark., 2000a). Ratlara
gebeligin erken donemlerinde verilen AFB;'in biiylik oranda emriyonal resorbsiyona
neden oldugu, yasayabilen fotlislerde de gelisme geriliklerinin meydana geldigi
bildirilmektedir (Mayura ve ark., 1998). Rat embriyo kiiltiir ortamina ilave edilen AFB;

ise, embriyoda protein ve DNA sentezini dnemli oranda inhibe etmekte ve sonug olarak
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ozellikle noral tlipte 6nemli malformasyonlara neden olmaktadir (Geissler ve Faustman,
1988). Yine hamsterlerde gebelik doneminde alinan AFB;, siddeti erken donemlerde daha

da artan fotal malformasyonlara neden olmaktadir (Elis ve Dipaolo 1967).

Kanatlilarda ise memelilerdeki gibi fotal-maternal iliski olmamakla birlikte,
yemlerle alinan aflatoksinlerin belirli oranlarda yumurtaya da gegmesi nedeniyle
embriyonal gelismede ciddi problemler ortaya c¢ikmaktadir. Yumurtaya gecen AFB;,
ozellikle erken donemlerde yliksek oranlarda embriyonal Oliimlere yol agmakta; buna
karsin yasayabilen embriyolarda da gelisme geriligi ve ¢esitli anomalilerle birlikte kabugu
kirip ¢ikabilen civciv sayisi da onemli oranda diismektedir (Stoloff, 1977; Celik ve ark.,
2000a). inkiibasyon baslangicinda yumurtaya verilen 100 ng/yumurta dozundaki saf
AFB1'in %98 oraninda erken embriyonik dliimlere yol actigini bildirmiglerdir. Sur (2001)
ise inkiibasyonun 96. saatinde 0,01 ve 0,002 ppm olmak iizere iki farkli dozda
uyguladiklari AFB;'in neden oldugu embriyonik mortalitelerin, sirasiyla %35 ve %26

oldugunu tespit etmislerdir.

2.1.5.7. Aflatoksinlerin verim ve biiyiime iizerine etkileri

Yemle kiiclik miktarlardaki toksin alan hayvanlarda gelisme hizinda yavaslama,
yemin degerlendirilmesinde azalma, yumurta verimi ve agirliginda azalma, karkas
kalitesi ve hastaliklara karsi direngte diisme ve bagisiklik sisteminin baskilanmasi gibi
baslica etkileri vardir. Daha az tehlikeli goriilen bu etkiler 6zellikle kanatlilar olmak

tizere tim hayvanlarda ekonomik yonden son derece 6nemlidir (Kaya ve ark., 2002).

2.1.6. Yemlerde ve hayvansal iiriinlerde aflatoksinler

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 Ilag¢ Dairesi (Food and Drug Administration, FDA) ise 1966 °dan beri bu
smir1 20 ppb olarak kabul etmistir. Ulkemizde ise 16 Kasim 1997 tarihli Resmi Gazete'de
yayimlanan teblige gére yumurtaci tavuk yemleri i¢in miisaade edilen total aflatoksin {ist
stirt 20 ppb, AFB; {ist sinir1 ise 10 ppb olarak belirlenmistir (Tarrm Orman ve Koy Isleri
Bakanlig1 Tebligi, 1997) (Cizelge 2).
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Ulkemizde iiretilen hayvan yemlerinin aflatoksin diizeylerinin belirlenmesine
yonelik yapilan calismalarda oldukga farkli sonuglar elde edilmektedir (Kaya ve ark.,
2002), 106 siit inegi yemi 0rneginin 21'inde (%19,6) 0,0125 ppm diizeyinde total AF
tespit etmis iken; Ozpinar ve ark. (1988), Marmara bolgesindeki 15 yem fabrikasindan
topladiklar1 74 adet kanathi karma yemi ve yem hammaddesi 6rneginin %44'inde 0,2
ile 30,4 ppb arasinda degisen AFB; diizeyleri tespit etmislerdir. Calismada tespit edilen
en yiiksek AFB; diizeyi ise (30,4 ppb) bir yumurta tavugu yemi 6rnegine aittir. Elaz1g
yoresinden temin edilen yem hammaddeleri ile karma yemler iizerinde yapilan bir
baska calismada ise iiretim-yedirme-depolama zinciri goz Oniine alindiginda en biiyiik
sorunun depolama asamasinda ortaya ¢iktigi, bu asamada iireyen mantar tiirleri
arasinda ise %65,62 ile Aspergillus tiirlerinin birinci siray1 aldigi belirlenmistir (Sahin
ve Sar1, 1996).

Hayvanlardaki aflatoksikozis dnemli saglik problemlerine sebep olmasinin yani
sira biiyiik 0l¢iide verim kayiplarini da beraberinde getirmekte ve bu da 6nemli ekonomik
kayiplara neden olmaktadir (Hafez ve ark., 1982). Ayrica hayvan yemlerinde bulunan
aflatoksinler, belirli oranlarda insan gidasi olarak kullanilan hayvansal {riinlere de
geemekte ve halk saglhigini da tehdit edebilmektedir. Zira aflatoksinler bilinen en 6nemli
hepatokarsinojenlerdendir. (Hamilton, 1982). Bu yiizden iilkemizde gidalarda kabul
edilebilir AF diizeyleri belirlenmistir (Cizelge 3).

Karma yem veya yem hammaddelerinin nem igeriklerinin norm degerlerine uygun
olmasi, kif gelisimini kisitlayan en 6nemli faktordiir. Ancak, sz 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 kullanimi1 toksikasyonlar1 6nemli o6l¢iide azaltabilecektir (Celik, 2001).
Ozellikle, hayvan beslemede yogun olarak kullanilan musir, pamuk tohumu kiispesi, soya
kiispesi, aycicegi tohumu kiispesi, hayvansal kaynakli yem hammaddeleri kiif gelisimi i¢in
uygun materyallerdir (Celik, 2007). Ciftlik hayvanlar1 aflatoksin iceren rasyonlarla
yemlendiklerinde sadece kendileri ¢esitli toksikasyonlara ugramakla kalmayip, ayni
zamanda bu toksinleri et, siit, yumurta gibi hayvansal {irlinlere gegirerek dolayli olarak

insan saglifina zarar verebilmektedirler (Acay, 2006).
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Cizelge 2. Tarim ve Kdyisleri Bakanligi'nin 2005/3 no'lu "Yemlerde Istenmeyen Maddeler
Hakkinda Teblig" yonetmeligince karma yem ve yem hammaddelerinde bulunabilecek
maksimum AFB; seviyeleri.

Materyal Maksimum n%l;% ?S;K?Si (KM'de)
Yem hammaddesi 20ppb
Sigir, koyun ve keci karma yemleri (Besi) 20ppb
Si1gir, koyun ve keci karma yemleri (Siit) S5ppb
Buzag ve kuzu karma yemleri 10ppb
Kanatli ve domuz karma yemleri 20ppb
Diger karma yemler 10ppb

Cizelge 3.Tarim ve Koyisleri Bakanliginca Tiirkiye’de gidalarda kabul edilebilir en yiliksek
aflatoksin degerleri

Gida Tira AFM; AFB; Toplam AF degeri
Siit ve Siit Uriinleri 0.05ppb - -

Peynir 0.25ppb - -

Bebek mamalart ve devam 0.02 - -

Bebek gidalari ve hazir karigimlar - - 0.01
Baharatlar - 5 ppb 10 ppb
Hububatlar - 2 ppb 10 ppb

Tiim gida maddeleri - 5 ppb 10 ppb

2.1.7. Aflatoksikozisde Tam

Aflatoksikozisde tani; klinik bulgular, laboratuvar analizleri ve diger bazi
faktorlerin  birlikte degerlendirilmesiyle yapilabilir. Hayvanlarin kiifli  yemleri
almalarindan sonra karaciger hasar1 ve kanda pihtilasma bozuklugunu gosteren
belirtilerin ortaya c¢ikmasi, aflatoksin zehirlenmelerine isaret sayilabilir. Ancak
hayvanlarin siit ve diger verimlerinde giderek azalma ile yemden faydalanma ve agirlik

kazancinda diisme, bagisiklik sisteminin baskilanmasi sonucu bazi hastaliklarin 6n plana
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cikmasiyla seyreden kronik olaylar genellikle aflatoksikozisin gézden kagmasina neden
olabilir. Bu nedenlerle, kronik zehirlenmelerin tanisinda hayvanlara verilen yem ve yem
hammaddelerinin  analizi kesin tan1 i¢in gereklidir.  Aflatoksikozis, kanin
pihtilasmasindaki bozukluktan dolay1r pihtilasmayr engelleyen maddeler (varfarin,
dikumarol), karacigere olan etkilerinden dolayr karbon tetrakloriir, pirazolidin
alkoloidleri ve komiir katrani zehirlenmeleriyle karisabilir (Kaya ve ark., 2002; Celik,

2007).

2.1.8. Aflatoksikozisten koruma yontemleri ve aflatoksinlerin inaktivasyonu

Aflatoksikozisten kaginabilmek igin Oncelikle {iriinlerin tarlada kiiflenmelerinin
Onlenmesi gerekir. Sonraki siireg¢lerde, yani {riiniin hasadi, kurutulmasi, nakli ve
depolanmas1 esnasinda herhangi bir fungal kontaminasyona kars1 gerekli 6nlemler mutlaka
alinmalidir. Giinlimiizde, aflatoksikozisin belli bir tedavisi yoktur. Bu nedenle, miimkiin
oldugunca saglikli yemler elde edilmesine yonelik uygulamalara onem verilmektedir.
Herhangi bir nedenle yemler kontamine olmussa, aflatoksinlerin dolasgim sistemine

absorpsiyonlarinin 6nlenmesine ¢alisilmalidir (Hatch, 1988).

Aflatoksinler de dahil, mikotoksinlerden ileri gelen zehirlenmelerde etkili bir
sagaltim bilinmemektedir. Aflatoksinlerden ileri gelen zehirlenmelerde vitamin A ve
D’nin, baz1 mineraller ile proteinlerin koruyucu etkileri vardir. Yemlerin mineral madde,
vitamin ve diger besin unsurlar1 bakimindan desteklenmesi, 6zellikle kanatlilar olmak
iizere, hayvanlar1 orta dereceli aflatoksikozise karsi koruyabilir. Yemlere 1-2 ppm
selenyum, 100 ppm bakir, %0.1-0.15 oranlarinda kolin ve metiyonin katilmas1 son derece
yararli olmaktadir. Aflatoksinler protein yapimini engelledikleri i¢in yemlerin, 6zellikle
kiikiirtlii aminoasitleri i¢eren proteinlerle desteklenmesi korunmada 6nemlidir (Ravi ve
ark., 2001). A, C, E vitaminleri ve selenyum karacigerin mikrozomal enzimlerini aktive
ederek aflatoksikozise bagli olarak sekillenen karaciger kanseri olusumunu
engellemektedirler (Nakae ve ark., 1987; Netke ve ark., 1997). Mikrozomal enzimler,
aflatoksinleri kanserojenik olmayan metabolitlere doniistiiren enzimlerdir (Davila ve
ark., 1983). Vitamin E’nin antikanserojenik etkisi vitamin C’ye oranla daha yiiksektir
(Harvey ve ark., 1991; Raina ve Gurtoo, 1985). Vitamin A’nin 6nciil maddeleri olan

karotenoitler de karacigeri aflatoksinlerin kanser yapici etkilerine karsi koruma 6zelligine
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sahiptirler (Cassand ve ark., 1993). Selenyum ve vitamin E noksanligi durumunda
aflatoksinlerin in vivo olarak zararsizlastirilmalart islemlerinde aksamalar meydana
gelmektedir. Bu tiir vitamin ve mineral noksanliklar1 bir bakima aflatoksinlerin
aktivasyonunu tesvik etmekte, zararli etkilerinin daha siddetli diizeylerde

sonu¢lanmasina olanak saglamaktadir (Cassand ve ark., 1993; Chen ve ark., 1982).

2.1.8.1. Fiziksel inaktivasyon

Cesitli solventlerle ekstraksiyon (Moss ve ark., 1985), yiiksek 1siya maruz
birakilma ile inaktivasyon, cesitli dalga boylarinda UV 1sik kullanimi ile radyasyon
(Fennell, 1966) ve mikotoksinleri baglama yeteneklerinden yararlanilarak kullanilan cesitli
maddeleri (adsorban) igeren adsorbsiyon metodu gibi islemler fiziksel detoksifikasyon

olarak siiflandirilmaktadir (Ellis ve ark., 1991).

2.1.8.2. Kimyasal inaktivasyon

AF'lerin kimyasal yolla detoksifikasyonu amaciyla asitler, bazlar, okside edici
ajanlar, aldehitler, gazlar ve bisiilfitler gibi ¢ok sayida madde ile galisilmistir (Moss ve
ark., 1985). Asitlerin AF'leri, 6zellikle de AFB; ve Gi'i yikimlama yetenegi suyun
inkorporasyonuyla hemiasetal formlar1 olan By, ve Gy,'ya doniisiimiiyle basarilmistir (Pons
ve ark., 1972). Kuvvetli asitler AF'leri etkili olarak bozundurmasina ragmen {iriiniin
ozelligini degistirebilmektedirler (Ellis ve ark., 1991). Baska bir ¢alismada 60 mg/kg/bwt
o-lipoik asitilavesiyle (Karaman ve ark., 2010) ve yine farkli bir calismada Ozen ve ark.
(2009) melatonin 10 mg/kg/bwt oranda ilavesiyle aflatoksinlerin yol actigi olumsuz
etkilerinden korudugunu bildirmislerdir. Giiniimiizde aflatoksikozise kars1 siklikla
bagvurulan yontemler arasinda rasyonlara zeolit, bentonit, polivinil pirrolidin (PVP),
silikat, clinoptilolit ve oligosakkarid ilavesi gibi alternatif korunma yontemleri iizerinde de
durulmaktadir (Oguz, 1997; Ortatatli ve ark.; 2004).

2.1.8.3. Biyolojik inaktivasyon

Actinomyces spp, maya ve algleri igeren ¢ogu mikroorganizma AF'leri bozundurma
yetenegine sahiptir. En aktif organizmanin Flavobacterium aurantiacum NRLL B-184

oldugu ve sulu soliisyonlarda AFB;, G; ve M;'i bozundurmak siiretiyle irreverzibl olarak
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metabolize ettigi ifade edilmektedir (Lillehoj ve ark., 1971). Shetty ve Jespersen (2006),
bazi Lactobasillus tiirlerinin de mantar gelismesini onleme ve detoksifiye etmek igin
kullanildigini, bu bozundurma reaksiyonlarinin enzimatik aktivite yoluyla oldugunu ve bu
enzimlerin AF ile reaksiyona girerek gesitli son {iriin ya da ara tirlinler olusturduklarini ileri
stirmiislerdir (Atalay, 2007). Karaman ve ark.(2005), yaptiklar1 ¢alismada glukomannon
mayas1 1g/kg ilavesinde aflatoksinlerin yol actigi olumsuz etkilerinden korudugu
bildirilmistir. Bunlarin disinda, aflatoksin igeren rasyonlarin enerji, protein ve yagda
¢Oziinebilen vitamin degerleri (6zellikle D vitamini) artirildiginda, aflatoksikozisin yol
act1g1 bazi olumsuzluklarin kismen giderilebildigi bildirilmistir (Hatch, 1988; Acay, 2006).
Ote yandan, konuya iliskin olarak arastiricilar aflatoksikozise karsi alternatif dogal ve
biyolojik miicadele yontemleri gelistirmeye ¢aligmaktadirlar. Son yillarda in vivo diizeyde
laktik asit bakterileri, ¢esitli baharat ve bitki ekstraktlar1 ve tanen iizerinde durulmaktadir
(Acay, 2006). Farkli bir ¢aligmada 1sirgan otu tohumu yagi 2ml/rat/giin oraninda oral
olarak verilerek aflatokzise karsi karacigeri korudugunu bildirmislerdir (Yener ve ark.,
2008).
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2.2. Isirgan Otu (Urtica dioica)

Urtica dioica L.’nin popiiler adi 1sirgan otudur ve Urticaceae familyasindandir
(Wetherilt, 1989). Cok zengin bir familya olan Urticaceae familyasinda toplam 42 cins
bulunmaktadir (Tanker ve ark., 1993). Isirgan otu, diinyanin her yerinde yaygin bir dagilima
sahiptir. Kok ve tohumdan ¢ogalan, yavas yayilan, yil boyunca siirekli bulunan bir bitkidir.
Tiirkiye’de ve diinyanin birgok yerinde insan saglig1 lizerine olan etkisi nedeniyle tedavi edici

bir bitki olarak kabul edilmektedir (Wetherilt, 1989).

2.2.1. Isirgan otunun igerigi

Isirgan otunun Yapraklari ve govdesi yakici tiiylerle kaplanmistir. Bu tiiylerde
histamin ve asetilkolin bulunmaktadir (Baytop, 1999). Taze 1sirgan otunun yakici tiiylerine
dokunuldugunda deride asetilkolin, histamin, 5-hidroksitriptamin ve serotonin salinimina
sebep olarak yakici etki gostermektedir (Weber, 2003). Isirgan otu’nun kuru maddesi %18
protein, %14.5-17.0 albiiminli maddeler, %2.5 yagli maddeler ihtiva etmektedir. Bir kg
taze bitki 130 mg C vitamini, 730 mg karoten ve oksalat ihtiva etmektedir. Yakici
tilylerinin igerisinde asetilkolin, histamin ve formik asit bulunmaktadir. Bitkinin
yapraklari; vitamin K, vitamin B1, provitamin A, urtisin gliikoziti, sistosterin, ksantofil
yaninda ayni zamandal4.4 mg/100gr tokoferol, 0.23 mg/100 g riboflavin, 13 mg/100 g
demir, 0.95 mg/100 g ¢inko, 873 mg/100 g kalsiyum, 75 mg/100 g fosfor ve 532 mg/100 g
potasyum icermektedir, kiilii ise %6.3 demirtrioksit, silisyum, magnezyum, potasyum ve
kalsiyum igermektedir (Wetherilt, 1989; Kog, 2002). Drogun bilesiminde bunlarin disinda

miisilaj ve tanen de bulundugu bildirilmektedir (Erdemir, 2001).

Bitkinin koklerinden elde edilen akéz metanolik ekstraktta 7 tane flavonol
glikozidleri (kaempherol-3-glukozid ve —3-O-rutinoside, kuarsetin-3-O-glukozid, ve —3-
O-rutinoside, isorhamnetin-3-O-glukozid, -3-O-rutinoside ve —3-O-neohesperidoside) izole
edilmistir. Bitkide isokuersitrin, kaffeoil ve klorogenik asitte mevcuttur (Weber, 2003).
Isirgan otu; formik asit, yliksek oranlarda klorofil, flavonoidler, bitki sterolleri, bitki
enzimleri, fenilpropanlar, kumarinler, terpenoidler, potasyum tuzlari, vitamin C,
polisakkaritler, bitki lignanlar1 ve koklerinde kiigiik molekiil agirlikli lektin (Urtica dioica
aglutinin (UDA) igcermektedir (Goziim ve ark., 2003; Akbay ve ark., 2003). Yapilan bir
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caligmada 1sirgan otundaki Ca miktari, bulunmasi gereken referans degerden dort kat fazla

bulunmustur (Fijalek ve ark., 2003).

2.2.2. Isirgan otunun etkileri ve kullamim alanlari

Anti-inflamatuar etki: Deneysel calismalarda isirgan otunun anti-inflamatuar
etkisi gosterilmistir. Ekstrakt kismen 5-lipooksijenazin aktivitesini inhibe etmekte ve
siklooksijenaz sentez reaksiyonlarinda doz bagimli inhibisyon gostermektedir (Obertreis ve
ark., 1996b). Isirgan otunun hem yapraklart hem de koklerinin, TNF-o, IL-1f gibi
proenflamatuar sitokinlerin asir1 sitimulasyonunu 6nledigi gosterilmistir. Sitokinler immun
sistemin mesajcilar1 olarak disiintilebilir. Gergektende hemen hemen biitliin immun
bozukluklarda (HIV’dan, kansere ve otoimmun hastaliklara kadar) alerjik durumlarda
(astim gibi) ve obezite/insiilin rezistansinda metabolik diizeyde fonksiyonel diizensizligin

bir pargasi olarak karakteristik olarak sitokin diizeylerinde dengesizlik vardir (Obertreis ve
ark.,1996b).

Anti-viral ve immun denge: Isirgan otu kokiinden Urtica dioica agglutinin (UDA)
stiper lektin denen kiigiik molekiil agirlikli lektin elde edilmistir. UDA Nasetilglukozamin
spesifik lektin olarak kabul edilmektedir. Bu siiper lektinin HIV, soguk alginligi ve
influenza’dan sorumlu virusleri inhibe ettigine dair kanitlar mevcuttur (Balzarini ve ark.,
1992). Ayrica UDA T hiicre sitiimiilanidir. CD4+ ve CD8+ T-hiicrelerinin her birini ayirt
edebildigi gibi T hiicre aktivasyonu ve sitokin iiretimine neden olabilme kapasitesinden
dolayr diger klasik T hiicre stimiilanlarindan farklidir. Isirgan otundaki siiper lektin
dengeyi korumak i¢in immun sistemi stimiile etmektedir (Galelli ve ark., 1995). UDA
siiper lektinin deneysel olusturulan sistemik lupus erimatosuslu ratlarda progresyonu
onledigi gosterilmis ve ¢alismada UDA-lektinin lupus ve nefritin acgik klinik belirtilerinin
gelismedigi gozlenmistir (Musette ve ark., 1996). Akoz kok ekstraktindan izole edilen
polisakkaritler invivo olarak hem T lenfositleri hem de kompleman sistemi sitiimiile
etmektedirler. T lenfositler {lizerine izolektin karisiminin doz bagimli immunmodiilator
aktivitesi ve 1sirgan otu aglutininin direkt hiicre proliferasyonunu inhibisyonu antiprostatik

aktivitenin goriilmesine sebep olmaktadir (Fijalek ve ark., 2003).

Antioksidan etkileri: Isirgan otu yaprak ekstraktlarmin lipid peroksidasyonu iizerine

belirgin inhibitér etkileri gosterilmistir. Isirgan otunun, serbest radikal olusumunun bir
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belirleyicisi olan MDA’nm, yiikselmis diizeylerini azaltmasi bir antioksidan aday1
olabilecegini gostermistir. Isirgan otu ekstraktinin serbest radikal olusumu tizerine etkili
azaltic1 glicli ve metal selator aktivitesi oldugu gosterilmistir (Cetinus ve ark., 2005). Linoleik
asit peroksidasyonunda 1sirgan otu ekstraktlarinin ilag olarak verilmesi a-tokoferolden daha

fazla antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir (Cetinus ve ark., 2005).

Isirgan otunun akoz ekstraktindan ¢ok sayida flavanol glikozidler izole edilmistir
(Fijalek ve ark., 2003). Flavonoidler; antioksidan, antikanser (kuersetin p53 mutant
geninde down regiilasyon yapar), anti-inflamatuar, antibakteriyel, immunstimulan,
antiallerjik, Ostrojenik, antifosfolipaz A2, siklooksijenaz ve lipooksijenaz inhibitor
gorevleri vardir (Tanakol, 1998). Baz1 arastiricilar birgcok bitki tiirtindeki total fenol ile
antioksidan aktivite arasinda pozitif bir baglanti oldugunu agiklamiglardir. Fenoller
hidroksil gruplarindan dolay:1 temizleme yetenegine sahiplerdir. Isirgan otu ekstraktinda
fenollere denk olan pirokatekol varligi gosterilmistir. Yapilan bir ¢alismada fenolik
kompenentlerin  antioksidan aktivitesinin oldugunu ve lipid peroksidasyonunu
durdurdugunu belirtmislerdir (Cetinus ve ark., 2005). Polifenollerin giinliik 1gr’in tizerinde
sebze ve meyvelerden zengin diyetlerle alinmasinin mutagenez ve karsinogenezi inhibe

ettikleri savunulmaktadir (Giilgin ve ark., 2004).

Isirgan otu yaprak ekstrakti etkili bir sekilde transkripsiyon faktor NF-kB’y1 inhibe
eder. Bunu, 1sirgan otu ekstraktinin T hiicreleri, makrofajlar ve epitel hiicreleri gibi degisik
hiicre tiplerindeki inhibitor etkilerinin NF-xB yolundaki ortak hedefi engelleyerek ortaya
cikardigi sanilmaktadir. Isirgan otu ekstrakti lipooksijenazdan kaynaklanan enflamasyon
driinlerinin olusumunu o6nleyerek inhibitor IkB-o ‘y1 stabilize etmektedir. Ayrica 1sirgan
otunun anti-inflamatuar etkilerinin NF-xB aktivasyonunun iizerine inhibitor etkilerinden
dolay1 oldugu sanilmaktadir. Ek olarak NF-«kB aktivasyonunun Onlenmesi antioksidan
etkilerin ortaya cikisindan sorumlu olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Riehemann ve ark.,

1999).

Bening prostat hipertrofisi ve prostat kanseri: Isirgan otu koklerinin
kaynatilmasi ile elde edilen ¢ayin, bening prostat hipertrofili hastalarin yasam kalitesini
arttirmasi, poliliri ve noktliri azaltmasina bagli oldugu gosterilmistir. UDA gibi kokteki
bilesimler prostat hiicrelerinde membran Na -K ATPaz’1t inhibe ederek prostat hiicre

metabolizma ve biiylimesini baskilamaktadir. Bu lektin immunstimulatér aktivite
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gostermekte ve epidermal biiylime faktor reseptorii ile etkilestigi varsayilmaktadir (Lichius
ve ark., 1999). Isirgan otunun koklerinden elde edilen %20 metanolik ekstrakt, prostat
biliylimesini %51.4 inhibe ettigi goriilmiistiir. Bu ekstraktin prostat epitel hiicre ve stromal
hiicrelerin proliferasyonunu azalttigi gosterilmistir (Lichius ve Muth, 1997; Lindemann ve
ark., 1999). Koklerden elde edilen akoz ekstrakt doz bagimli olarak insan prostat epitel
hiicre membranlarindaki seks hormon baglayict globulin (SHBG) reseptdrlerini inhibe
edebilmektedir. Kokten elde edilen ligantlan SHBG reseptorlerinin  inhibisyonunu
saglayarak antitiimoral aktiviteye sahip oldugu gdosterilmistir. Anti SHBG aktivitesi
testesteron metabolizmasi iizerine pozitif etkiler gostermektedir (Lindemann ve ark.,

1999).

Diger etkiler; Isirgan otu yaprak ve kokleri kan temizleyicisi ve ditiretik olarak,
bitkinin inflizyonu ise nazal ve menstrual kanama, diabet, romatizma, egzema, anemi, sag
kaybi, ekspektoran ve antidiyareal olarak kullanilmaktadir (Fijalek ve ark., 2003).
Kuzeydogu Morocco’da hipertansiyon tedavisinde geleneksel olarak kullanilmaktadir.
Kardiovaskiiler etkileri, insan lenfosit proliferasyonunu stimiile ettigi, notrofiller {izerine
gliclii immun stimiilator etkileri gosterilmistir (Cetinus ve ark., 2005). Ratlarda 1sirgan otu
ekstraktinin antibakteriyel aktivite gosterdigi ve yine ayni ¢alismada iilser insidansini

famotidine gore daha etkili azalttig1 ispatlanmistir (Glilgin ve ark., 2004).

Farzami ve ark. (2003) tarafindan, sifali bir bitki olan 1sirgan otu’nun kandaki
glikoz diizeyini diisiirdiigiine dair bilgilerin ibni Sina’min yazili eserlerinde bulundugu
bildirilmektedir. Bu arastirmacilar, 1sirgan otunun antidiyabetik etki mekanizmasi iizerine
yaptiklar1 arastirmada, 1sirgan otunun kan glikoz diizeyini distiriicii etkisinin, 1sirgan
otunda bulunan aktif komponentlerin langerhans adaciklarindaki insiilin sekresyonunu
artirmasindan kaynaklandigini tespit etmislerdir. Benzer sekilde Bnouham ve ark. (2003),
tarafindan yapilan bir calismada Oral Glikoz Tolerans Testi (OGTT) ile glikoz
uygulanmasindan 30 dakika oOnce 1sirgan otu su ektraktinin 250 mg/kg dozunda
uygulanmasiyla giiclii bir glikoz distiriicti etki gozlendigi ve bu durumun 3 saat boyunca
stirekli sekilde devam ettigi; aksine, alloksan ile diabet olusturulmus ratlarda hipoglisemik
etkinin olusmadig1 ve 1sirgan otunun bu etkisinin intestinal glikoz emiliminin azalmasindan
kaynaklanabilecegi bildirilmektedir. Petlevski ve ark. (2001)’da 1sirgan otunun
antidiyabetik etkiye sahip oldugunu bildirmektedir. Buna karsin Swatson ve ark. (2001),
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Giilgin ve ark.(2004)’nin  bildirdigine gore 1sirgan otunun hipoglisemik etkisi

bulunmamaktadir.

Ratlar {izerinde yapilan deneysel bir ¢alismada, furosemid ile olusturulan arteriyel
kan basinci artigi tizerine, 1sirgan otunun hava ile temas eden kisimlar1 (toprak iistii) sulu
ekstrelerinin etkisinin incelendigi, elde edilen bulgulara gore kardiyovaskiiler sistem
tizerine direkt etkisi saptanan 1sirgan otu’nun akut hipotansif etkisinin oldugu
bildirilmektedir (Tahri ve ark.,2000). Bu bitkinin, insan lenfositlerinin proliferasyonunun
uyarilmasinda etkilerinin oldugu belirtilmektedir (Wagner ve ark.,1989). Testai ve
ark.(2002) tarafindan yapilan bir ¢aligmada 1sirgan otu’nun kardiyovaskiiler sistem {izerine
olan etki mekanizmasinin arastirildigi; KCl veya norepinefrinle 6nceden kasilmis olan,
saglam ve fonksiyonel halde bulunan aortun endotelyal tabakas1 {izerine, 1sirgan otu bitki
koklerinin hem sulu hem de metanol ekstrelerinin vazodilatatr etkisinin oldugunu, bu
etkinin de endotelyal nitrik oksitin serbest kalmasi, potasyum kanallarinin agilmasi ve
negatif inotropik etki nedeniyle vazorelaksan etki olusturarak hipotansif etki olusturdugu

bildirilmektedir.

Yapilan bir calismada, i1sirgan otu bitkisinin kurutulmus ve fermentasyona
ugratilmig Tirk sucuklarinin mikrobiyolojik yapilar1 iizerine etkisinin incelendigi ve
sonuclara gore enterobakterler, maya ve kif miktarlarinda azalma meydana geldigi

bildirilmektedir (Aksu ve Kaya, 2004).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Deney Hayvanlari

250-300 gr agirhiginda, 5,5-6 aylik, 30 adet saglikli Sprague-Dawley irki erkek rat
standart plastik rat kafeslerine yerlestirildi. Yapilan ¢alismada parametrelere olumsuz etki
edecek faktorlerin en aza indirilmesi igin gerekli biitin dnlemler alindi. Etik kurul raporu

alindi1. Kontrol ve tiim deneme grubundaki denekler ayni kosullarda tutuldu.
3.2. Aflatoksinin Yeme Katilmasi

Aflatoksin bulundurmadig1 laboratuar kontrolleri sonucu belirlenen ticari yeme 20
mg/kg dozda (sigma — aldrich A6636 from A.flavus) aflatoksin (AFB;) karistirilarak pelet
yem hazirlandi1 ve kurutuldu. Bu amagla hayvanlarin giinliik yem tiiketimleri belirlendi. Bir
rat’in giinliik olarak yaklasik 20 gr yem tiikettigi saptandi. Dolayisiyla calisma grubunda
kullanilan 20 rat giinliik olarak yaklasik 0,4 kg yem tiiketmektedir. 10 giindeki toplam yem
tiketimi 4 kg’dir. Aflatoksinin yeme karistirilmasi, pelet yem hazirlanmasi ve kurutulmasi
islemlerinin daha kolay gerceklestirilmesi icin ve kurutma esnasinda tekrar kiiflenme
olusmamasi i¢in 10’ar giin arayla, yani bir donemde 4 kg yeme aflatoksin katilarak pelet yem
hazirlandi. Bu yem tiikendiginde tekrar yem hazirlandi. Yemlerin tekrar kontamine
olmamas: i¢in hazirlanan karigimlar plastik kaplara doldurularak saklandi. Yeme katilacak
aflatoksin miktarinin belirlenmesi ise literatiir bilgisine gore; ratlarda karacier kanseri
olugsmasi igin en az 100-150 mikrogram/kg/giin dozda aflatoksin (AFB;) verilmesinin
gerektigi belirtilmektedir (Ellis ve ark., 1991). Dolayisiyla bir rat’in giinliik olarak almasi
gereken en diisiik toksik doz yaklasik 20-40 mikrogram olarak belirlendi. Bu nedenle 1 kg
yeme, bir rat’in giinliik olarak yaklasik 20 gr yem tiikettigi dikkate alinarak. Kilogram yeme
1.5 mg aflatoksin katild.

3.3. Bitki Materyali

Bitki materyali olarak, 1sirgan otu (Urtica dioica L) yapragi kullanildi. Isirgan otu
yapragi elektrikli bir degirmende 6giitiildiikten sonra ekstraksiyonu metanol ile ekstraksiyon
cihazinda gerceklestirildi (Akbay ve ark., 2003). Isirgan otu yapraklarinin ekstrakti 2
ml/rat/glin dozda oral yolla verildi.
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3.4. Deneme Semasi

Deneme 90 giin olarak planlandi. Ratlar 3 gruba (A, B ve C) ayrildi. Gruplardan biri
kontrol grup (A) olarak sadece standart rat yemi ile beslendi. Diger 2 grup ise ¢alisma grubu
olarak belirlendi. Calisma grubundan (B) grup ratlar sadece aflatoksinli yem alirken, ¢alisma
grubundaki (C) grup ratlara aflatoksinli yemle birlikte ayni zamanda isirgan otu yapragi
ekstresi 2 ml/rat/giin oral olarak verildi. Biitiin gruplardaki ratlarin denemenin baglangicinda,
10., 30., 60. ve 90. giinlerde canli agirliklari ile toplam yem tiiketimleri belirlendi. Deneme
sonunda nekropsi yapilarak histopatolojik ve biyokimyasal analizler i¢in usuliine uygun olarak

kan ve doku 6rnekleri alindi.
3.5. Yapilan Analiz ve incelemeler
3.5.1. Biyokimyasal analizler:

Denemenin 90. giiniinde biyokimyasal analizler icin dietil eterle anesteziye alinan
ratlardan intra kardiyal olarak tiiplere kan alindi. Kan 6rneklerinden eritrosit paketi ¢ikarilarak,
malondialdehyde (MDA), glutathione peroxidase (GSH-px), glutation-S-transferaz (GST),
stiperoksit dismutaz (SOD) ile alanine transaminaz (ALT) ve aspartat transaminaz (AST)
enzim aktiviteleri Randox-Ransod enzim kitleri ile Shimadzu UV/VIS-1201
spektrofotometrede Ol¢iildii (Randox Lab., 1996) Ayrica karaciger dokusu alinarak, MDA,
GSH-px, SOD ve GST’lerin karaciger dokusundaki diizeyleri de belirlendi.

Serum enzimleri diizeylerinin analizi: Deneme sonunda, ratlar dietil eter
solundurularak bayiltildi ve kalplerinden kan 6rnekleri alindi. Serum enzim analizleri i¢in kan
ornekleri, enjektor kullanilarak kalpten alindi. 3 ml kan santrifijj tiiplerine alindi ve 3000 rpm
15 dak. +4 °C de santrifiij edilerek serumlar elde edildi. Serum enzim analizleri bu serumlarda
yapildi. Serum enzim activiteleri AST (EC2.6.1.1) ve ALT (EC2.6.1.2) kitleri (DPC;
Diagnostic Products Corporation, CA 90045, USA) kullanmilmak suretiyle otoanalizorde
(BM/HITACHI-911) 6l¢iildii.

3.5.2. istatistiksel analizler

Biyokimyasal analiz sonuglari, ortalama ve standart sapma (X £ SD) hazir program

(Minitab for Windows) kullanarak standart metotlara gére, grup ortalamalar1 arasindaki fark
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Mann-Whitney U testine, gruplarin canli agirliklar arasindaki farklar ise Duncan testine gore

gerceklestirilmistir. Onem derecesi biitiin testler icin p<0.05 olarak kabul edildi.
3.5.3. Histopatolojik inceleme

90. giinde tiim ratlarin Otenazi sonrasi nekropsileri yapilarak karacigerde goézlenen
makroskobik bulgular kaydedildi. Alman doku ornekleri %10’luk tamponlu formalin
solusyonunda tespit edildikten sonra rutin takip yapilarak parafin bloklara gomiildii ve
mikrotomla 4 um’lik kesitler alindi. Kesitler hematoksilen-cozin, gerekli goriilenler ise

Masson’s trichrom ve Sudan black boyalari ile boyanarak arastirma mikroskobunda incelendi.
3.5.4. Immunohistokimyasal inceleme

Karaciger dokusundaki fibrotik degisimlerin daha net olarak ortaya konmasi igin,
hazirlanan kesitler alpha-smooth muscle actin (ASMA) antikoruyla, ayrica karaciger
dokusunda kronik aflatoksikasyona iliskin olarak prekanserojen degisimlerin olup olmadigi
alpha-fetoprotein (AFP), p53 gen proteini ve karsinoembriyonik antijen (CEA) timor
markirlartyla, immunoperoksidaz metoduna gore boyanarak arastirma mikroskobunda
incelendi. Immunoperoksidaz inceleme igin parafin bloklardan hazirlanan kesitler adezivli
lamlar {izerine alindiktan sonra, ksilol ve alkol serilerinden gecirildi. Antijen retrieval
soliisyonuna (sitrat buffer ) konulup tizeri kapatildiktan sonra 20 dakika stireyle ikiser kez 1s1ya
tabi tutuldu. Firindan ¢ikarildiktan sonra oda sicakligina gelinceye kadar bekletildi. Kesitler
PBS (phosphate buffer solution) ile yikandiktan sonra %3’liik H,O, de 10 dakika tutularak
endojen peroksidaz inaktive edildi. Yeniden PBS ile yikandiktan sonra 10 dakika protein
bloking (nonimmun serum) ile bloke edildi. Her bir doku kesitine p53 (Dako Compartation,
carpinteria, CA 93013 USA), ASMA (Dako Compartation, carpinteria, CA 93013 USA), AFP
(Dako Compartation, carpinteria, CA 93013 USA) ve CEA (Dako Compartation, carpinteria,
CA 93013 USA) serumundan (primer antikorlar) damlatilip 37 OC de 20 dakika inkiibasyona
birakildi. Kesitler PBS ile yikanip biotinize sekonder antikor ile oda sicakliginda 10 dakika
inkiibe edildi. PBS ile tekrar yikanan Kesitler, streptavidin-peroksidaz da 10 dakika
bekletildikten sonra PBS ile ayn1 sekilde yikandi. Yikama isleminden sonra kesitlere AEC (3-
amino-9-etil carbazol) kromojen damlatilarak kromojeni almasina gore 5-10 dakika bekletildi.
Zemin boyanmasi i¢in Mayer’s hematoksilende 1-2 dk bekletilip zeminin boyayr almasindan

sonra musluk suyunda yikandi. Sulu bir yapistirict kullanilarak lamelle kapatildi.
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4. BULGULAR

4.1. Ratlarin Canh Agirhik Sonuglar:

Kontrol ve deney gruplarinin giinlere gore canli agirlik ortalamalar ile standart

hatalar ¢izesslge 4° de verildi.

Cizelge 4. Gruplarin giinlere gore canli agirlik ortalamalart ile standart hatalar

Gruplar 0.Gilin 10.Giin 30. Gun 60. Gin 90. Guin

A(kontrol) X £ 322429 3254+2.8 331+2.7 33242.0 335+1.8
Sd ab C ab BC aAB a AB aA

B (AFB;) X £+ 3254+2.1 32242.5 320+1.6 314+2.2 312+1.9
SD ab A bc A bc AB d BC cC

C(AFB;1+10Y) 313+1.8 311+1.5 320+1.8 317+£2.0 313421
X+ SD cBC dC bc A cd AB cBC

a,b: Ayni siitunda farkli harf tagiyan degerler arasindaki farklar 6nemlidir (P<0.05).

AB: Ayni satirda farkli harf tagiyan degerler arasindaki farklar 6nemlidir (P<0.05).

4.2. Biyokimyasal Bulgular

Deneme sonrasindaki eritrosit GSH ve MDA seviyeleri, GST, SOD enzim
aktiviteleri ile serum ALT ve AST enzim aktiviteleri kitlerle belirlendi. Alinan kan
orneklerinden eritrosit paketleri hazirlanarak GSH, MDA, GST, SOD aktiviteleri kitlerle
belirlendi. Calisma sonuglari gizelge 5°de sunuldu. Deneme sonunda uygun bir sekilde
biitiin gruplarin karaciger dokularindan alinan o6rneklerde GSH, MDA, GST, SOD
aktiviteleri Kitlerle belirlendi. Cizelge 5’de goriilecegi gibi farkli uygulamalar sonrasi,
eritrosit ve doku GSH, MDA, GST, SOD ile serum enzim (ALT, AST) aktivite

diizeylerinde 6nemli degisimler saptand1 (Cizelge 5).
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Cizelge 5. Alfatoksin ve ¢esitli katki maddelerin ratlarin kan ve karaciger dokusu
biyokimyasal parametreler tizerine etkileri

Parametre Kontrol AFB; AFB;+10Y
X+SD X+ SD X+ SD
AST U/L Serum 161,5+39,2 248,5+66,6* | 223,0+45,0
ALT U/L Serum 43,0+9,1 115,5+£27,7* | 73,2+£17,8*
GSH mg/ml Eritrosit 39,5+0,84 38,8+1,0 42.5+0,5
MDA nmol/ml Eritrosit 0,39+0,08 0,69+0,2* 0,54+0,02
GST U/ml Eritrosit 0,62+0,16 0,75+0,39 0,61+0,19
SOD U/ml Eritrosit 428,6+10,5 443,5+3,5 444,5+6,8
GSH mg/g Doku 27,5+2.1 21,8+0,5* 24,1422
MDA nmol/ g Doku 35,443,04 73,7+£13,8% 35,5+6,9
GST U/ g Doku 8,8+1,2 8,7+2,7 8,5+2,04
SOD U/ g Doku 1879,7+£36,8 1451,9£275* | 1879,7+£36,8

(*) Kontrollere gore istatsitiki agidan 6nemlidir (P<0.05) (Mann-Whitney U testine gore)

Eritrosit ve doku GSH verilerinin, g¢izelge 5’te incelenmesinde grup B
(AFB1)’nin karaciger dokusu disinda, kontrol grubuna gore tiim uygulama gruplarinda
istatistiki acidan (p>0.05) 6nemli oranda degismedigi goriilmektedir. Eritrosit MDA
verilerinin, Cizelge 5’de incelenmesinde, kontrol grubuna gore AFB; (B grubu)
uygulanan grupta MDA’nin hem eritrosit hem de karaciger dokusunda daha yiiksek
diizeye sahip oldugu ve aradaki farkin istatistiksel olarak p<0,05 6nemli diizeyde
oldugu goriilmektedir. 10Y katkili grubun, kontrol grubuyla karsilastirilmasinda,
eritrosit ve doku MDA diizeyi kontrollere gore biraz daha yiiksek olmasina ragmen
istatistiki bakimdan 6nemli bir diizeye (P>0.05) ulasmamistir. Eritrosit ve doku GST
aktivite diizeylerinin, ¢izelge 5’de incelenmesinde, B ve C gruplarinda kontrol grubuna
gore Oonemli oranda farklilik goriilmemektedir. Karaciger SOD aktivite diizeylerinin,
cizelge 5’°de incelenmesinde, ¢alisma uygulamalarindan AFB; (B grubu) grubu kontrol
grubuna gore 6nemli oranda azalirken, eritrosit SOD aktivitesi ise B ve C gruplarinda
artt1gr goriilmesine ragmen SOD enzim diizeyi farki istatistiksel olarak anlaml

bulunmadi.
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Serum enzimlerinden AST diizeylerinin ¢izelge 5’de incelenmesinde, kontrol
grubuna gore B ve C gruplarinda 6nemli artis gozlenirken yalmiz grup B (AFB;)’de
istatistiki a¢idan onemli yiiksek degisimler goriilmektedir. Serum enzimlerinden ALT
diizeylerinin ¢izelge 5’de incelenmesinde ise kontrol grubuna gore B ve C gruplarinda

istatistiki agidan onemli yiiksek degisimler goriilmektedir.

4.3. Makroskobik Bulgular

Kontrol ve deneme gruplarinda aflatoksin verilmeye baslanmasindan 90. giine
kadarki siirede ratlarda 6liim goriilmedi. Calismada, grup B (AFB;)’de canli agirlik
azalirken, grup C (AFB;+I0Y)’de canli agirhigm korundugu, grup A’da ise canl agirlik
artisinin meydana geldigi tespit edildi. Organlardaki makroskobik degisimlere sadece grup
B (AFB;)’deki ratlarin karacigerlerinde rastlandi. Bu karacigerlerin yer yer hafif solgun
renkli oldugu, diger gruplarda ise karacigerlerde makroskobik olarak belirgin bir

degisikligin olmadig1 saptandi.

4.4. Histopatolojik Bulgular

4.4.1. Grup A(kontrol)

Mikroskobik olarak karacigerin normal histolojik goriiniimii gozlendi (Sekil 1).

4.4.2. Grup B (AFB))

Histopatolojik incelemede, bu gruptaki biitiin ratlarin karacigerlerinde hemen
hemen benzer degisimler gozlendi. Karaciger lopguklarinin 6zellikle periasiner ve
intermedier bolgelerde, odaklar halinde hepatositlerin sitoplazmasinin graniiler bir hal
almasiyla karakterize bulanik sigskinlik ya da vakuoler-hidropik dejenerasyon belirlendi.
Bu hepatositlerin genellikle c¢ekirdekleri koyu boyanmis ve piknotikti. Cogunlukla
cevresindeki hepatositlerden belirgin bir sekilde ayrilan bu dejeneratif odaklarin
genisligi bazen lopgugun yarisii ya da tiimiinii kapsayacak kadar yaygindi. Ozellikle
dejenerasyonlu hiicre topluluklarinda olmak iizere, kimi hepatositlerin sitoplazmasinda
degisik bilyiikliiklerde vakuollerin olustugu, 6zel yag boyamalar1 ile bu vakuollerin

yaglanma ile ilgili olmadigi belirlendi. Kismen normal goriinlimlii hepatositlere

31



genellikle periportal bolgelerde ve dejeneratif odaklar arasinda kalan parankimde
rastlandi, ancak bu boélgelerde de siklikla fokal nekrozlar sekillenmisti (Sekil 2-3). Bu
alanlarda bazi hiicrelerin g¢ekirdekleri piknotik ya da karyoreksize, sitoplazmalar1 ise
koyu eozinofilik boyanmis ya da lize olmustu. Genel olarak hepatositlerin
cekirdeklerinin farkli biiyiikliiklerde oldugu ve farkli derecelerde boya aldigi, bazi
hepatositlerin ¢ift c¢ekirdekli, baz1 hepatositlerin ise belirgin 2-4 ¢ekirdek¢ige sahip
oldugu dikkati ¢ekti. Ayrica kimi dejenere hepatositlerin niikleuslarinda marjinal
hiperkromazi ve ¢ekirdek icinin bos oldugu goriildii. Ozellikle periasiner bolgelerde
olmak tizere dejeneratif bazi hepatositlerin hem sitopldzma hem de ¢ekirdeginin ¢ok
biliyiik ve anormal sekilli oldugu (megalositozis) gozlendi (Sekil 4). Bazi dejeneretif
hepatositlerde mitotik figilirlere de rastlandi. Siddetli dejenerasyonlar sonucu remark
kordonlarinin dizilisi bozulmus, ayrica siddetli dejeneratif hiicre odaklarinin
cevresindeki parankimde de kompressif atrofi sekillenmisti. Bazi venalarda ve
sinuzoidlerde hiperemi, perisiniizoidal hiicre artis1 ve intrahepatik kolestazis gozlendi.
iki olguda bazi portal bolgelerde safra kanallar1 sayisinda artis (Sekil 5) ve epitellerinde
hiperplazi ile portal bolgelerde fokal mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 goriildii. Portal
araliklarda bagdoku artis1 gozlenmekle birlikte, bu bolgelerden parankime dogru yayilan

bagdoku proliferasyonu saptanmadi.

4.4.3. Grup C (AFB;+10Y)

Biitiin olgularda karacigerde dejenerasyonlu hiicre topluluklarina rastlandi. Ancak bu
odaklarin sayis1 2-4 adet arasinda oldugu goriildii. Ayrica bu dejeneratif odaklardaki
hepatosit gruplar1 genellikle 5-10 hiicre ya da en fazla 20-30 hiicreden olugsmaktaydi. Bu
hiicre gruplarinda vakuoler dejenerasyon ya da siddetli hidropik dejenerasyon olusmustu.
Bu dejeneratif hepatosit gruplari daha ¢ok intermedier ve periasiner bolgelerde lokalize
olmustu. Bu odaklar arasinda yer alan kismen normal goriiniimlii hepatositler arasinda da
bazen tek tiik koyu eozinofilik sitoplazmali ve piknotik ¢ekirdekli hepatositler ya da ince
graniiler dejenerasyonlu agik renkli hepatositler gézlendi (Sekil 6). Ayrica, ¢ekirdekleri
farkli biiylikliiklerde ve marjinal hiperkromazi gosteren hepatositlerin varligiyla birlikte,
hem ¢ekirdegi hem de sitoplazmasi biiyiik olan (megalositozis) hepatositlere de rastlandi.

Ancak bu hiicrelerin varligi grup B (AFB;) ile kiyaslandiginda sayisal olarak belirgin bir
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sekilde daha azdi. Perisiniizoidal hiicrelerde belirgin bir proliferasyon ve hipertrofi dikkati

cekti.

4.4.4. immunohistokimyasal bulgular

Alpha-smooth muscle actin (ASMA): Ozellikle calisma gruplarinda periasiner

hiicrelerin stoplazmasinda tek tiik boyanmalar saptandi. Ancak bu hiicrelerin sayis1 6zellikle

grup B (AFB;)’de biraz daha belirgindi.

Alpha-fetoprotein (AFP): Grup B (AFB;)’de fokal olarak hepatositlerin
sitoplazmasinda, genellikle ince graniiller seklinde boyanma saptandi. Boyanmalar 6zellikle
periasiner bolgedeki normal goriiniimlii hepatositlerde, bazen de hidropik dejenerasyonlu
hiicre topluluklarinin igindeki hepatositlerde gozlendi. Ancak dejeneratif hiicrelerdeki
boyanmalarin daha az oldugu goriildii (Sekil 7). Diger gruplarda (A ve C) herhangi bir

immunoreaksiyon saptanmadi.

P53 gen proteini: Biitiin gruplarda boyanma saptanmadi.

Karsinoembriyonik antijen (CEA): Biitiin gruplarda boyanma saptanmadi.
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4.4.5. Mikroskobik sekiller

X 100.

fimii. H.E

Karacigerin normal histolojik goriiniimii

Sekil 1. Grup A (Kontrol)

Genis odaklar halinde hepatositlerde dejenerasyon ve nekroz. H.E. x 50.

Sekil 2. Grup B (AFB;)
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Sekil 3. Grup B (AFB;): Hepatositlerde dejenerasyon ve nekroz. H.E. x 200.

o

AP s - N o T LR

Sekil 4. Grup B (AFB,): Hepatositlerde dejenerasyon ve megalositik hiicreler. H.E. x 400.
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Grup B (AFB;): Normal safra kanallar1 (bitisik oklar) ve prolifere safra kanallar1 (kiiciik oklar).

H.E.x320.

Sekil 5

Sekil 6. Grup C (AFB;+I0OY): Periasiner ve inetrmedier bolgelerde dejeneratif hiicre toplulu

hepatositlerde nekroz ve dejenerasyon. H.E. x 200.

baz1

gu,
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Sekil 7. Grup B (AFB,): Hepatositlerin sitoplazmasinda alpha-fetoprotein antijenleri. Immunoperoksidaz-
Hematoksilen x 320.
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5.TARTISMA VE SONUC
5.1. Canh Agirhik Artislar

Aflatoksinlerin canli agirlik artiglar1 {izerine olan olumsuz etkileri konusundaki
arastirmalara Ozellikle kanatlilarda, az olarak da farclerde rastlanmistir. Bu calismalarda
AFB;’li yemle beslenen broiler civcivlerin canli agirliklarinda 9%12-57 arasinda
azalmalarin meydana geldigi (Glahn ve ark., 1991; Ortatathi ve ark., 2004), farelerde de
doz ve silireye bagli olarak %37-55 arasinda canli agirliklarda azalmanin goézlendigi
belirtilmektedir (Tuzcu, 1999). Bu ¢alismada da, cizelge 4’te gozlendigi gibi, 0. giin ile 90.
giinlerdeki canli agirlik ortalamalar1 dikkate alindiginda, kontrol grup A’da canli agirlik
artig1 goriiliirken (P<0.05), diger deneme gruplarindan grup B (AFB;)’de canli agirlikta
azalmanin gergeklestigi (P<0.05), grup C (AFB;+I0Y)’de ise agirliklarin denemenin
baslangiciyla hemen hemen aynmi oldugu dikkati ¢ekti. Cizelge 4’deki canli agirlik
ortalamalar1 dikkate alindiginda, aflatoksikozis sonucu grup B’deki (AFB;) ratlarin
karacigerlerinde histopatolojik olarak saptanan siddetli dejenerasyon ve nekroz nedeniyle
canli agirlik kaybinin sekillendigi; grup C (AFB;+10Y)’de ise uygulanan bitki ekstraktinin
karaciger hasarin1 6nlemesine bagli olarak, baslangi¢ canli agirliklarint muhafaza ettikleri

seklinde diistiniilebilir.

5.2. Biyokimyasal Sonug¢lar

Canli hiicrelerin yap1 taslarini olusturan molekiillerin atomlari, kovalent baglarla
birbirlerine baghidir. Bu tip baglar, birbirine paralel olmayan yoriingelere sahip iki komsu
atomun arasindaki elektronun ortaklasa kullanilmasina dayanmaktadir. Yeterli bir enerji
kaynag1 veya genelde kimyasal etkiler ile bu bag kopabilir. Bu tip bir veya daha fazla
eslenmemis elektrona sahip kisa Oomiirlii, kararsiz, kimyasal reaktifleri yliksek molekiil
veya atomlar, serbest radikal olarak adlandirilir (Akkus, 1995). Serbest radikaller, viicutta
siirekli olarak olusturulan ve antioksidan savunma sistemi tarafindan ortadan kaldirilan
molekiillerdir. Bu dengenin bozulmasi, serbest radikallerin artmasina ve hiicre hasari
olusturmalaria yol agar (Kokoglu, 1998). Serbest radikaller, hiicre savunma sisteminin
koruyucu etkisini asacak sekilde fazla meydana gelmeleri sonucunda metabolizmada

zararli etkilerini en hassas bilesikler olan lipitler iizerinde gosterirler. Hiicresel
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membranlarin yapisinda yer alan doymamis fosfolipidler ve kolesterol, serbest radikallerle
kolayca reaksiyona girerek lipid peroksidasyonunu meydana getirir (Niki, 1987). Lipid
peroksidasyon; karsinogenezis, mutagenezis, yaslanma ve arteriosklerozis gibi
hastaliklarin olusumundan sorumlu tutulmaktadir. Bu gibi hastaliklarda aktif oksijen ve
serbest radikallerin doku hasarinda 6nemli role sahip olduklar1 bilinmektedir (Yagi, 1994).
Bu nedenlerle aktif oksijen ve serbest radikaller tarafindan olusturulan doku hasarini
azaltmak amaciyla antioksidan supplementler ve antioksidanlar bakimindan zengin

gidalarin alinmasi gerektigi belirtilmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1989).

Aflatoksinlerin etki mekanizmasi konusunda yapilan in vitro c¢alismalarda,
AFB;’in, reaktif oksijen tiirleri i¢inde bulunan serbest radikallerin olusumunu arttirdigi, bu
serbest radikallerin kromozomlarda hasara neden oldugu bildirilmistir (Amstad ve ark.,
1984). Aflatoksikozise iliskin hiicre ve dokularda olusan hasara bagl olarak biyokimyasal
degisikliklerden ALT, AST ve MDA diizeyleri artarken; SOD ve glutatyon rediiktaz enzim
aktivitelerinde azalma meydana gelmektedir (Nixon ve ark., 1981). Nakae ve ark. (1987)
stiperoksit dismutaz, katalaz ve deforaximin’in, AFB;’in rat karaciger hiicreleri tizerindeki
oldiiriicti etkisini engellediklerini saptamislardir. Bu bilgi, reaktif oksijen tiirlerinin AFB;
tarafindan olusturulan hiicre toksikasyonunda oOnemli bir role sahip olduklarim
kanitlamaktadir. Siiperoksit dismutaz ve katalaz gibi enzimatik sistemler, oksijen
radikallerini etkisiz hale getiren antioksidatif sistemlerdir (Nakae ve ark., 1987).
Doymamis yag asitlerinin bir tip oksidatif yikimlanma sekli olan lipid peroksidasyonu,
membran yapisinda degisiklikler ve enzim inhibisyonu ile iliskilidir. AFB; aliimu ile
iliskili olan lipid peroksidasyonunun yiiksek diizeyde gergeklesmesi hiicre membranlarinda
hassasiyet artisina ve hasara neden olmaktadir (Ravi ve ark., 2001). Aflatoksinler,
canlilarda enzimatik reaksiyonlar1 ve safra salgisini inhibe ederek yaglarin sindirimini
engellemekte, dolayisiyla rasyondaki yagdan yararlanma orani diismekte ve viicudun enerji
metabolizmasimni bozmaktadir (Hamilton, 1982). Aflatoksinler ayrica yagda eriyen
vitaminlerle de reaksiyona girmekte, dolayisiyla bu vitaminlerin viicutta eksikligi
olusmakta ve ozellikle A, D ve K vitamin eksikliklerine bagli lezyonlar olugmaktadir

(Glahn ve ark., 1991; Schell ve ark., 1993).

Serbest radikallerin detoksifikasyonunda énemli gérevleri bulunan glutatyonun asil

kaynagi kiikiirt igeren aminoasitler, 6zellikle sistein ve metiyonindir. Glutatyon, serbest
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radikal artisina ve lipid peroksidasyon olusmasina bagli olarak meydana gelen iiriinlerle
kolayca reaksiyona girerek metabolizma igin zararli olan bu iriinlerin ortamdan
uzaklastirilmasi i¢in gorev alan giiclii bir antioksidandir. Oksidatif hasardan kaynaklanan
lipit peroksidasyon f{iriinleriyle reaksiyona girerek okside glutatyona doniisiir. Cesitli
arastirmalarda serbest radikal hasar1 ve lipid peroksidasyon ile glutatyon diizeylerinin
arastirlldigi calismalarda lipid peroksidasyon {iriinlerinde artis, glutatyon diizeylerinde

azalmalar bulunmustur (Yagi, 1994).

Sunulan ¢alismada, doku GSH verilerinin, ¢izelge 5’de incelenmesinde B (AFB,)
grubunun karaciger dokusunda Onemli oranda distiigii, C grubu’nun (AFB;+IOY) ise
karaciger GSH seviyesinin distiigli, fakat istatistiki acidan Onem arz etmedigi
goriilmektedir. Eritrosit ve doku GSH verilerinin kontrol grubuna gore tiim uygulama
gruplarinda istatistiki agidan (p>0.05) 6nemli oranda degismedigi goriildii. Bu sonuclara
gore AFB; karaciger toksisitesi meydana getirdigi, IOY nin ise bu toksisiteyi engelledigi

sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Eritrosit MDA verilerinin, gizelge 5’de incelenmesinde kontrol grubuna gére AFB;
(B grubu) uygulanan grubun, hem eritrosit hem de karaciger dokusunda daha yiiksek MDA
diizeyine sahip oldugu ve aradaki farkin istatistiksel olarak p<0,05 énemli diizeyde oldugu
saptandi. C grubu’nun (AFB;+10Y), kontrol grubuyla karsilagtirilmasinda, eritrosit MDA
diizeyi kontrollere gore biraz daha yiiksek olmasina ragmen istatistiki bakimdan 6nemli bir
diizeye (p>0.05) ulasmadigr goriildii. Aflatoksikozis’de, IOY’ nin etkisinin arastirildig
calismada AFB; grubu eritrosit ve karaciger MDA diizeylerinde artis olmasina ragmen
AFB;+IOY grubunda bu artisin engellendigi ve normale yaklastigi goriilmistiir. Karaciger
hasarinin 6nemli bir gostergesi olan MDA artisinin engellendigini gorerek [I0Y’ nin

karacigeri korudugu goriilmektedir.

Eritrosit GST aktivite diizeylerinin, ¢izelge 5’de incelenmesinde, her iki calisma
gruplarida kontrol grubuna gore 6nemli oranda artmadigi gézlendi. Kontrol grubuna gére B
(AFB31) grubunun eritrosit GST enzim diizeyi yiiksek ¢ikmasina ragmen aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. GST’lar hem detoksifikasyon yaparlar hem de hiicre
ici baglayici ve tastyici rolleri vardir. Katalitik olarak; ksenobiyotikleri GSH’daki sisteine ait
—SH grubu ile baglayarak onlarm elektrofilik bolgelerini nétralize ederler ve iiriiniin daha

fazla suda c¢oziiniir hale gelmesini saglar. Olusan bu GSH konjugatlari organizmadan
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atilabilir veya daha ileri metabolize olurlar (Akkus, 1995). Detoksifikasyon merkezinin
karaciger olmasi nedeniyle eritrositlerde boyle bir etkinin olmasi olagan sayilabilir
niteliktedir. Diger yandan karaciger GST aktivite diizeylerinin, ¢izelge 5’de incelenmesinde
tim c¢alisma uygulamalarinda kontrol grubuna gore 6nemli oranda artmadigi gézlendi.
Kontrol grubuna gore, B (AFB;) grubunun eritrosit GST enzim diizeyi yiiksek ¢ikmasina
ragmen aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Bu sonuglara gore; AFB;'in
sitotoksik ve Kkarsinojenik 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
0zgiin aflatoksinlerden sentezlendigi saptandi. Normal olarak epoksit sekilleri gegici ara {iriin
konumundadir, karacigerde GSH-S transferaz enzimince katalizlenen tepkimeler sonunda
glutatyon-S-hidrolaz ile konjuge edilerek veya epoksit hidrataz enzimince aflatoksikole
cevrilerek nispeten zehirsiz metabolitlere gevrilir (Karenlampi, 1987; Hatch, 1988). Ancak
uzun silire veya fazla miktarda aflatoksin alinmasi halinde agiklanan detoksifikasyon
mekanizmas1 yetersiz kalir. Aynmi enzim sistemlerince detoksifiye edilebilen besinsel
kaynakli diger maddelerin fazlaca alinmasi halinde ¢ok yonlii etkilesimlerin gergeklesmesi
ve enzimatik detoksifikasyon esiginin asilmasi nedeniyle epoksit tiirevleri sekillenme orani

ve toksisite riski daha da artar (Hatch, 1988).

Aflatoksinlerin sitotoksik etkilerine bagl olarak ikincil nitelikteki degisiklikler de
ortaya cikar; bu duruma bagl olarak ALT ve AST diizeyleri artar, bu enzimler karaciger
hasarinin diagnostik gostergeleri olarak bilinir. Hepatoselluler dejeneratif ve nekrotik
degisikliklerin bulundugu durumlarda, bu enzimler kan dolagimina salmirlar (Nakae, 1987).
Serum enzimleri ile ilgili elde edilen sonuglarimiz da bu diisiinceyi destekler niteliktedir.
Serum enzimlerinden AST ve ALT diizeylerinin ¢izelge 5°te incelenmesinde kontrol
grubuna gore biitiin uygulama gruplarinda istatistiki agidan 6nemli olan yiiksek serum
ALT diizeyi, AFB; (Grup B) disinda serum AST diizeylerine yakin oldugu goriilmektedir.
AST, karaciger disinda dokularda da bulunmaktadir (kalp ve iskelet kasi). ALT ise
karaciger ve bobreklerde bulunmaktadir. Hafif karaciger hasarinin oldugu ve mitokondrial
membranin saglam kalip, hiicre membran biitiinliglinlin  bozuldugu durumlarda
sitoplazmik ALT ve AST seruma salinir. Agir karaciger hasari yaninda sitoplazmik ve

mitokondrial membran hasar gordiiyse mitokondrial AST de kana gecer. Yaygin doku
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harabiyeti ile bu enzimler kana geger ve kandaki konsantrasyonlari artar (Yagi, 1994). Bu
degerlendirmeden farkli olarak bazi yazarlara (Mehmetoglu ve ark., 2002) gore, serum
AST ve ALT aktivitesindeki azalma karaciger hasar1 ve normal karaciger fonksiyonunun
bozulmasimi gostermektedir. Calismamizda AST ve ALT seviyelerindeki artis AFB;’in
toksik etkileri sonucu karacigerin metabolizma faaliyetinde meydana gelen degismelerin

bir sonucu olabilir.

Karaciger SOD aktivite diizeylerinin, ¢izelge 5°de incelenmesinde; ¢alisma
uygulamalarindan B grubunda (AFB;) kontrol grubuna gére 6nemli oranda azalirken
(P<0.05), eritrosit SOD aktivitesi ise B ve C gruplarinda arttig1 goriilmekte ve fakat SOD
enzim diizeyi farki istatistiksel olarak (p>0.05) anlamli bulunmadi. Siiperoksit dismutaz
aktivitesinde, ilk asamada bu zararli etkileri ortadan kaldirmak amaciyla artis
gerceklesmektedir. Ayrica, stresdrlerin dozlarina ve bundan dolayr oksidatif streslerin
biiyiikliigiine bagl olarak gelisen adaptasyonla birlikte hiicredeki SOD aktivitesi artmaktadir.
Bu caligmada antioksidan savunma enzimlerinden SOD aktivitesinde meydana gelen azalis,
indiiklenmis siiperoksit radikal olusumunun dolayli bir isareti sayilir. SOD aktivitesindeki
artig ise siliperoksit radikalinin asir1 liretiminden dolayr bu enzimin inaktif formlarinin
aktivasyonundan kaynaklandigin1 disiinebiliriz. C grubunda ise antioksidan etkileri

sonucunda siiperoksit radikal olusumunun baskilandig1 sdylenebilir.

Bu biyokimyasal veriler dogrultusunda, sonug olarak, AFB;’in rat karacigerlerinde
meydana getirmis oldugu hasar nedeniyle serum enzimlerinin arttifi ve serbest radikal
dretimi sonucu lipid peroksidasyonun meydana geldigi, fakat uygulanan IOY’ nin
antioksidan etkisi sayesinde lipid peroksidasyonun, dolayisiyla karaciger hasarinin

engellendigi sOylenebilir.

5.3. Makroskobik Bulgular

Deneysel aflatoksikozis olgularinda karacigerde biiylime, kenarlarinda kiitlesme ve
renginde solgunlasma (Marquez ve ark., 1993), yiiksek dozlu toksikasyonlarda ayrica
karacigerde petesiyal ve/veya ekimotik kanamalar bildirilmisticr (Bilgig, 1992).
Bobreklerde ise biliylime ve kesit yiizlerinde kanamalar kaydedilmistir (Sahoo ve ark.,
1991). Organlardaki makroskobik degisimlere sadece AFB; verilen (Grup B) ratlarin ig

organlarindan karacigerlerde hafif olarak lezyonlar saptandi. Nitekim calismamizda ratlara

42



verilen AFB; miktar1 (40 pg/rat/giin) diisiik toksik dozdur. 100-150 pg/kg/giin ratlarda 12
ile 24 ay i¢inde karaciger kanseri olusturulmasi i¢in onerilen AFB; dozudur (Ellis ve ark.,
1991). Grup C (AFB;+I0Y) rat karacigerlerinde makroskobik olarak bir degisikligin
bulunmamasi, ratlara verilen I0Y ekstraktinin koruyucu etkisiyle grup B’deki kadar

karacigerlerde siddetli dejeneratif ve nekrotik degisimlerin engellendigine yorumlanabilir.

5.4. Histopatolojik Bulgular

AFB;’in toksisite ve karsinojenik etkilerinin ortaya ¢ikisinda, o6zellikle hepatik
mikrozomal stokrom P-450’ye bagimli kompleks fonksiyonlu oksijenaz enzim sisteminde
Ozglin aflatoksin molekiillerinin metabolize edilmesiyle olusan epoksit tlirevlerinin ¢ok
onemli rol oynadigi 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 biitiinliigliniin 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 ozellikle grup B (AFB;)’de saptanan bulanik siskinlik,
hidropik dejenerasyon ve fokal nekrozlar gibi patolojik degisikliklerin 6zellikle periasiner
bolgede, daha sonra da intermedier bolgelerde ortaya ciktigi gozlendi. Bu bulgular, yani
aflatoksikozis olgularinda lezyonlarin 6zellikle periasiner ve intermedier agirlikli yerlesim

gostermesi, diger arastiricilar tarafindan da vurgulanmistir (Moorthy ve ark., 1985; Bilgig,
1992).

Aflatoksikozis olgularinda hepatosit ¢ekirdeklerinde biiyliime, c¢ekirdek¢igin
belirginlesmesi ve ¢ok sayida olmasi, marjinal hiperkromazi, hepatositlerin ¢ift ¢ekirdekli
olmas1 gibi bulgularin gozlendigi bildirilmistir (Bilgi¢, 1992). Calismada 6zellikle grup
B’de (AFB;) benzer sekilde hepatositlere rastlandi ve bu durum muhtemelen Gabliks ve
ark. (1965) 'nin da belirttigi gibi aflatoksinin hiicre boliinmesini baskilamasi sonucu olusan

RNA ve DNA artisiyla ilgili olabilir.

Yapilan c¢aligmalarda aflatoksikozis sonucu karacigerde safra kanallarinda
proliferasyon ve epitellerinde hiperplazinin goriildiigii (Slowik ve ark., 1985; Yakisik,
1992; Ortatathi ve ark., 2004), bu degisikliklerin verilen AFB;’in dozu ve siiresi ile ilgili
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oldugu, ayrica karacigerdeki nekrotik degisiklikleri takiben gelistigi ve hasara karsi
karacigerin gosterdigi reaksiyonlardan biri oldugu belirtilmektedir (Jubb ve ark., 1993).
Calismada, sadece grup B (AFB;j)’de, 2 olguda safra kanallarinda proliferasyon ve
epitellerinde hiperplazi saptandi.

Aflatoksikozis sonucu karacigerde retikiiler hiicre hiperplazisi ve mezenkimal
hiicreler ile histiyosit aktivasyonlarinin olusturdugu sinsityal yapilarin goriilebildigi (Jubb
ve ark., 1993), ayrica sentrilobuler venlerin bag doku tiremesiyle tikandig1 belirtilmektedir
(Suliman ve ark., 1987). Deneysel aflatoksikozis ¢alismalarinda bobreklerde proksimal
tubulus epitellerinde baslangigta dejeneratif ve daha sonra da nekrotik degisimler (Sahoo
ve ark., 1991; Mayura ve ark., 1998) ile tubulus liimenlerinde hiyalin silindirlerinin
goriildiigi (Bilgi¢ ve Yesildere, 1992), glomeruluslarda ise siskinlik, mezangiyal hiicre
hiperplazisi, glomerulus bazal membranlarinda kalinlasma ve sonugta glomeruluslarin
bowman boslugunu tamamen doldurdugu kaydedilmektedir (Bilgi¢ ve Yesildere, 1992;
Miller ve ark., 1984, Mayura ve ark., 1998). Sunulan ¢alismada grup B (AFB;)’de,
karaciger hari¢ diger organlarin mikroskobik incelenmesinde yukarida belirtilen bulgular
saptanmadi, bunun da deney hayvanlarina verilen AFB;’in dozu ve siiresiyle ilgili

olabilecegi kanisindayiz.

Sunulan bu g¢alismada; AFB; ve 10Y ekstraktinin birlikte verildigi grup C’de,
sadece AFB;’in verildigi grup B’de gozlenen mikroskobik bulgularin bir kisminin hig
olusmadig1 ya da az sekillendigi dikkati ¢ekti. AFB; ile olusturulan karaciger hasarinda
I0Y’nin engelleyici etkisinin gézlendigi, bu hepatoprotektif etki ile ilgili olarak; bitkinin
karaciger hasarmin onlenmesinde daha ¢ok lipid peroksidasyonu engelleme ve immun
sistemi aktive etme Ozelliklerinin etkili olabilecegi, ayrica diger terapotik 6zelliklerinin de
bu hepatoprotektif etkilerine katkida bulunabilecegi diistiniilmektedir. Nitekim bu bitkinin,
bu ozellikleriyle ilgili olarak asagida goriilecegi gibi son yillarda birgok c¢aligmalar

gergeklestirilmistir.

Isirgan otu’nun “thiocyanate” metoduyla in vitro olarak antioksidan 6zelliklerinin
arastirlldigr calismada; Isirgan otu’nun yaprak ve saplarindan elde edilen ekstraktinin
(250png) lipid peroksidasyonu %98 gibi giiclii bir sekilde onledigi kaydedilmis, bu bitkinin
dogal antioksidan ve gida suplementi olarak veya farmasdtikal endiistride kullanilabilecegi

belirtilmistir (Giilgin ve ark., 2002). Ratlarda CCly ile olusturulan karaciger fibrozisinde,
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¢orek otu ve 1sirgan otu tohum ekstraktlarinin fibrozisi engelledigini, antifibrotik etkinin bu
bitkilerin antioksidan ve immunomadulatér 6zellikleriyle ilgili olabilecegi belirtilmistir
(Tirkdogan ve ark., 2003). Yine ratlarda CCly ile olusturulan fibrozisde, ¢orek otu ve
1sirgan otu tohum ekstraktlarinin lipid peroksidasyonu ve karaciger enzimlerini (AST,
ALT) azalttig1, antioksidan savunma sistemi aktivitesini ise arttirdig1 kaydedilmis ve bu
bitkilerin hepatoprotektif etkiye sahip olduklar1 belirtilmistir (Kanter ve ark., 2005).
Tiirkdogan ve ark. (2003), rat karacigerlerinde CCly ile olusturulan fibrozisde ¢orek otu ve
1sirgan otunun perisiniizoidal hiicrelerde artisa neden oldugunu bildirmislerdir. Sunulan
calismada da ozellikle bitki ekstraktinin verildigi grupta perisiniizoidal hiicrelerde belirgin
bir proliferasyon gozlendi. Bu hiicrelerin bir kismmin makrofaj aktivasyonu (Kupffer
hiicreleri) olabilecegi diislinlilmiis, ancak bunun desteklenmesi i¢in daha ayrintili

caligmaya ihtiyag¢ vardir.

5.5. Iimmunohistokimyasal Bulgular

Alpha-smooth muscle actin (ASMA): 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 myofibroblastic transformasyonlu
stellate hiicreleri oldugu immunohistokimyasal olarak gosterilmistir (Enzan ve ark., 1994).
Tiirkdogan ve ark. (2003), rat karacigerlerinde CCly ile olusturulan fibrozisde nekrotik ve
fibrotik alanlarda ASMA-pozitif hiicrelerin ¢ok belirgin olarak arttigin1 saptamiglar ve
karaciger dokusundaki fibrotik degisimlerin immunohistokimyasal boyama ile daha net
olarak ortaya konabildigini belirtmislerdir. Sunulan ¢alismada, grup B (AFB;)’de diger
gruplara gore biraz daha belirgin olan perisiniizoidal hiicrelerde boyanma saptandi, ancak
bu dikkat cekici bir artis olarak degerlendirilmedi. Bu da, perisiniizoidal bdlgeden orijin
alan belirgin bir fibrozisin meydana gelmedigini, diger bir ifadeyle myofibroblastic
transformasyonlu Ito hiicrelerinde proliferasyon sekillenmedigini gostermektedir. Sonug
olarak, ¢alismada uygulanan AFB; dozunun kanserojen doz olmasi nedeniyle, deneme
stiresince uygulanan dozun ancak dejenerasyon ve nekroza neden olabildigi, denemenin

daha uzun siire siirdiiriilmesi durumunda fibrozisin gelisebilecegi kanisinday1z.
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Alpha-fetoprotein (AFP): AFP, normal olarak sadece fotal karacigerlerin
sitoplazmasinda bulunan, olgunlasmis ve normal dokularda bulunmayan onkof6tal bir
proteindir (Mulas ve ark., 1995). Hepatokarsinogenezis siirecinde AFP sentezi gibi fotal
karacigerin bazi tipik 6zelliklerinin saptanabilecegi rapor edilmistir (Bettini ve Marcato,
1992). Bu proteinin hepatoselliiler karsinomlar, germ hiicre tliimorii, nadiren de metastatik
karaciger timorleri ve hepatitislerde gortildiigii (Mulas ve ark., 1995), ancak, kan
serumunda Yyiiksek seviyeye (5000ng/ml) ulastiginda immunohistokimyasal olarak
belirlenebildigi  kaydedilmistir  (Brumm, 1989). Sunulan c¢alismada, yapilan
immunhistokimyasal boyamalarda, sadece grup B (AFB;)’deki ratlarin karacigerlerinde
baz1 hepatositlerin sitoplazmasinda boyanma saptandi. Boyanmalar ozellike periasiner,
bazen de hidropik dejenerasyonlu hiicre topluluklarinin i¢indeki hepatositlerdeydi. Bu
bulgular olduk¢a anlamli bulundu. Soéyle ki; grup C (AFB;1+10Y) ratlarin karacigerlerinde
de, daha az olmakla birlikte, degisen oranlarda nekroz ve dejenarasyon gozlenmesine
ragmen AFP immunohistokimyasal olarak saptanmadi. Bu sonuglar dogrultusunda; AFB;
uygulamasinin grup B (AFB;) rat karaciger hepatositlerinde kismen de olsa AFP sentezini
indiikledigi, AFB;+10Y ekstrakti verilen grupta ise bu degisimin engellendigi diistiniildii.

p53 gen proteini: p53, hiicre siklusunun kontroliinde 6nemli rol oynayan niiklear
nonhiston bir proteindir. Bu protein DNA yikimlanmast durumlarinda, DNA tamir
aktivitesini kolaylastirir. Tiimorlerde anormal hiicre siklusu DNA tamirine zarar verip,
potansiyel mutasyonlar1 arttirarak karsinogenezise yol agmaktadir (Taylor ve Cote, 1994).
p53 (wild tip) gerek normal, gerekse tiimor (mutant) hiicrelerinde bulunmaktadir. Ancak
normal hiicrelerde bulunan p53 wild tipinin yarilanma 6mrii ¢ok kisadir (6-30 dk), bu
nedenle immunhistokimyasal olarak saptanabilecek kadar protein birikiminin olmadigi
belirtilmektedir. Mutant p53 proteinin ise yarilanma dmrii uzundur ve daha fazla birikir, bu
nedenle hiicre ¢ekirdeginde kolaylikla saptanabilmektedir (Taylor ve Cote, 1994). Mutant
p53 proteininin hiicrede birikimine p53 gen alterasyonlart neden olmaktadir (Davidoff ve
ark., 1991). Bu proteinin hiicrelerde birikmesi, hiicre proliferasyonunun diizenlenmesinde,
cesitli organlarin karsinogenezisinde ve programli hiicre Oliimiinde Onemli rol
oynamaktadir (Yonish-Rouach ve ark.,, 1991). Sunulan c¢aligmada biitiin gruplarda

immunhistokimyasal olarak bu protein saptanamadi.
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Karsinoembriyonik antijen (CEA): CEA, fotiisiin gelismesi sirasinda normal
olarak tiretilen ve viicudun yeni hiicreler yapmasi i¢in ihtiya¢ duyulan bir glikoproteindir. Bu
protein fotiiste bir ¢cok hiicre tipinde bulunmaktadir. CEA iiretimi dogumdan hemen once
durmaktadir. Bu nedenle, genellikle saglikli eriskin insanlarda bulunmaz. CEA 6nemli bir
kanser markirt olup, 6zellikle gastrointestinal, karaciger, akciger ve pankreas karsinomlarinin
tanisinda kullanilmaktadir (Christensen ve ark., 1989). Sunulan ¢alismada biitiin gruplarda

immunhistokimyasal olarak bu onkof6tal antijen saptanmadi.

Sunulan c¢alismada, incelenen rat karacigerlerinde p53 gen proteini ve CEA
antijenlerinin saptanamamasi, denemede uygulanan AFB; dozu ile deneme siiresi i¢inde,
hepatositlerde immunhistokimyasal diizeyde bu antijenlerin iiretiminin heniiz olmayisiyla

ya da boyamada kullanilan primer serumlarla ilgili olabilir.

Sonu¢ olarak; AFB; ile deneysel olarak olusturulan karaciger hasarinda, 10Y
hepatoprotektif etkisinin arastirildigi bu ¢alismada; histopatolojik, immunohistokimyasal
ve biyokimyasal bulgular dogrultusunda, IOY’nin antioksidan etkisi sayesinde lipid
peroksidasyonun, dolayisiyla karaciger hasarinin engellendigi gozlendi. Ayrica
immunohistokimyasal olarak AFP’nin, IOY verilen grupta belirlenememesi, fakat sadece
AFB; verilen grupta saptanmasi olduk¢a anlamli bulunmus ve bu bitkinin antikanserojen
etkisiyle ilgili olabilecegi diistiniilmiistiir. Ancak, gergeklestirilen bu ¢aligmanin, bir 6n
calisma olarak kabul edilmesi, ayni g¢alismanin deneme siiresini, ratlarda 100-150
mikrogram/kg/giin AFB; doz ile kanser olusturma siiresi olarak bildirilen 12-24 ay kadar
genis planlayarak ve bitki ekstraktlarinin farkli dozlar1 kullanilarak yapilmasinin, s6z
konusu bitkinin antikanserojen etkisini daha net bir sekilde ortaya konabilecegi
kanisindayiz. Bu nedenlerle, bu ¢alismanin, bu konuda daha sonraki yapilacak caligmalara

biiyiik katkisinin olacagi ve temel olusturacag diisiincesindeyiz.
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OZET

Yildirim S, Ratlarda Deneysel Olarak Olusturulan Aflatoksikozisde Isirgan Otu Yaprag: (Urtica dioica
L) Ekstraktinin Karaciger Lezyonlarim1 Engelleyici Etkisinin Histopatolojik, Immunohistokimyasal ve
Biyokimyasal Olarak Arastirllmasi, Y.Y.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii Patoloji Anabilim Dah Doktora
Tezi, Van, 2011. Aflatoksikozis, insan ve hayvanlarda aflatoksinler tarafindan olusturulan akut veya kronik
seyirli bir mikotoksikozisdir. Hayvanlarda 6nemli ekonomik kayiplara neden olan ve insan saghigini tehdit
eden toksikasyon o6zellikle geri kalmig ve gelismekte olan iilkelerde yaygin olarak goriilmektedir. Karaciger
aflatoksinlerden etkilenen asil organdir ve histopatolojik olarak nekroz, fibrozis ve hepatokarsinogenezis
goriilmektedir. Aflatoksinlerden ileri gelen toksikasyonlarda etkili bir korunma bilinmemektedir. Ancak bazi
vitamin ve mineraller ile proteinlerin koruyucu etkilerinin oldugu belirtilmektedir. Yapilan son ¢aligmalardan
1sirgan otunun immunomodiilator, antioksidan ve antikanserojenik gibi bircok farmakolojik etkilerinin
oldugu bilinmektedir. Ancak, 1sirgan otu yapragi eksraktinin aflatoksikozise karsi hepatoprotektif etkisi
konusunda calisma bulunmamaktadir. Gergeklestirilen bu ¢aligmada, ratlarda deneysel olarak olusturulan
aflatoksikozis’de karacigerde meydana gelen lezyonlarin olusumunda, isirgan otu yapragi ektraktinin
engelleyici etkisi; biyokimyasal, histopatolojik ve immunohistokimyasal olarak aragtirildi. Bu amagla, toplam
30 rat, her biri 10’arli 3 grub’a ayrildi. Deneme gruplarindan; A (kontrol) grubuna normal rat yemi, B (AFB)
grubuna 25 pg AF/rat/giin yem verildi, C (AFB;+10Y) grubuna ise 25 pg AF/rat/giin yem ile birlikte ayrica
2ml/rat/giin dozda 1sirgan otu yaprag: ekstresi oral olarak verildi. Ug aylik deneme sonunda, nekropsileri
yapilan ratlardan histopatolojik, immunohistokimyasal ve biyokimyasal analizler i¢in kan ve doku drnekleri
alindi. Sonug olarak; histopatolojik ve biyokimyasal bulgulara gére sadece AFB; verilen ratlarin kan ve
karacigerlerinde lipid peroksidasyonun ve serum enzimlerinin artisinin meydana geldigi ve 6nemli ol¢iide
doku hasarinin olustugu, IOY ekstraksiyonu verilen deneme grubunda ise lipid pereksidasyonun ve karaciger
enzimlerinin azaldigi, antioksidan sistem aktivitesinin ise arttig1, dolayisiyla karaciger hasarmin engellendigi
gozlendi.

Anahtar Sozciikler: Aflatoksikozis, Isirgan otu yapragi ekstresi, Karaciger lezyonlari, Rat.
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SUMMARY

Yildirnm S, Histopathological, Immunhistochemical and Biochemical Investigation of the Preventive
Effects of Urtica Dioica Leaf Ekstracts on Liver Lesions induced by Experimental Aflatoxicosis in
Rats. Yuzuncu Y1l University, Institute of Health Sciences MVS Thesis in Department of pathology,
Van, 2011. Aflatoxicosis is a mycotoxicosis developing acute or chronic, caused by aflatoxins in animals and
humans. Aflatoxicosis causes important economic losses in animals and threat human healt are seen
especially in underdeveloped and developing countries. Liver is the main organ affected by aflatoxins and
necrosis, fibrosis and hepatocarcinogenesis are absorved histopatologically. Aflatoxins are known especially
with their hepatotoxic and hepatocarcinogenic effects, An affective protection in aflatoxin-caused toxications
is not known well. But it’s reported that some of vitamins, minerals and proteins have protective effects.
According to studies it’s known that Urtica dioica L has many pharmacologic effects including antioxidant,
immunomodulatory and anticancerogenic. However there isn’t any study about hepatoprotective effects of
Urtica dioica leaf extrakt (UDLE) on aflatoxicosis. In this study, the effects of UDLE on prevention of
aflatoxin-induced liver lesions in rats in terms of biochemical, histopathological and immunohistochemical
were investingated. For this purpose; a total of 30 rats were alloted into 3 groups which have 10 rats in each
group. Rats in control group were fed with a diet without AF. Rats in AF-treated group and AF+UDLE-
treated group received approximately 25 pgr of AF/rat/day. AF+UDLE groups also received 2 ml of UDLE
extract/rat/day by gavage for 90 days. Experimental groups; group A (control group) was given normal rat
food, group B (AFB;) 1.5 mg/kg AF and group C (AFB; + UDLE) 1.5 mg/kg AF also received 2 ml of
UDLE/rat/day by gavage for 90 days. At the end of 3 months of experiment period; blood and tissue samples
were taken from rats applied necropsis for histopathologic, immunohistochemical and biochemical analysis.
Administration of UDLE extract restored the AF-induced imbalance between MDA and antioxidant system
towards near normal particularly in liver. Hepatoprotection by UDLE is substantiated by the histologic
findingsin AF+UDLE -treated group as against degenerative changes in the AF-treated rats. It is concluded
that UDLE has a hepatoprotective effect in rats with aflatoxicosis, probably acting by promoting the
antioxidative defense systems.

Key Words: Aflatoxicosis, Liver lesions, Rat, Urtica dioica leaf extraction
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