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1. GIRIS

Aflatoksinler, yem veya besinlerde mantarlar tarafindan sentezlenen
metabolitlerdir. Insan ya da hayvanlar tarafindan bu yem veya besinlerdeki metabolitlerin
alinmasindan sonra akut veya kronik toksikasyon ve kanser olusabilmektedir (Adams,

1983; Robb, 1993).

Aflatoksinlerin insanlarda ve hayvan tiirlerinde akut ve kronik zehirlenmelere
neden olmalar1 ve bilinen en gii¢lii dogal karsinojenlerden biri olmalar1 nedeniyle konu
izerinde ¢ok sayida arastirma yapilmistir (Hamilton, 1982; Miller ve ark., 1984; Ellis ve
ark., 1991; Robb, 1993).

Aflatoksikozis {iilkemiz hayvanciligr agisindan 6Ozellikle kanatli sektoriinde
onemli bir sorundur, ayrica hayvansal iiriinlerdeki rezidiilerinin varligi yaninda cesitli
gidalarda da bulunabilmeleri nedeniyle halk sagligimi ilgilendirmektedir (Demirer ve

ark., 1989).

Giintimiizde ¢esitli medikal bitkiler, destekleyici tibbi yardim olarak yaygin bir
sekilde kullanmilmakta ve “Alternatif Tip” giin gectikgce dnem kazanmaktadir. Diinya
Saglik Teskilati'min (WHO) tahminlerine gore diinya iizerinde 20.000'den fazla bitki tiirii
tibbi maksath kullanilmaktadir (Wagner ve Fransworth, 1990). Medikal bitkilerden olan
corek otuyla ilgili olarak son zamanlarda yapilan klinik ve deneysel calismalarda, bu
bitkinin bir ¢ok terapétik etkilerinin yaninda o6zellikle antikanserojen (Salomi ve ark.,
1992), hepatoprotektif (Turkdogan ve ark., 2001; Turkdogan ve ark., 2003) ve

immunmodiilatér (EL-Kadi1 ve Kandil, 1997) etkilerinin oldugu ortaya konmustur

Bu calismada, ratlarda deneysel olarak olusturulan aflatoksikozis’de 6zellikle
karacigerde meydana gelen lezyonlarin olusumunda c¢orek otunun engelleyici etkisinin
olup olmadigi biyokimyasal, histopatolojik ve immunohistokimyasal yoOntemlerle

arastirildi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Gida ve Yemlerin Kiiflenmesi, Kiiflerin Saghk Bakimmndan Onemi

Gida ve yemlerin kiif mantarlartyla kontaminasyonu yetisme, hasat ve depolama
esnasinda olabilmektedir (Adams, 1983). Kiif mantarlartyla kontamine tahillarin % 13'iin
tizerindeki nem ve 15°C’lik bir sicaklikta kiiflenebildikleri saptanmigtir. Bu nedenle, nem
ve depolama 1s1sinin miimkiin oldugunca diisiik olmas1 gerekmektedir. Kiiflenmis tahillarin
sekil, renk ve kokusu degismektedir (Miller, 1995). Bu degisim, kiif mantarlarinin,
izerinde iiredikleri yem ve gida maddelerindeki seker, protein ve yaglar1 parcalamasi ve
bozmasiyla meydana gelmektedir. Kiiflerle kontamine olmus yem maddelerinin kuru
madde ve su iceriklerinde azalma olmaktadir. En Onemlisi de bu gida maddelerinin
mikotoksin icermesidir (Miller, 1995). Ancak, ¢ogu kez gida ve yem maddelerinin
makroskobik olarak kiiflenme belirtileri gostermeden de diisiik toksik dozlarda
mikotoksinlerle kirlenmis olmalart muhtemeldir, bu da 6nemli saglik riski olusturmaktadir
(Robb, 1993). Kiiflenmis gida ve yemlerdeki mikotoksinlerin cesitli yontemlerle tamamen
uzaklagtirllmalar1 imkansizdir, 1siya ve dezenfektanlara karst dayamikli olan bu
mikotoksinler yillarca par¢alanmadan toksik 6zelliklerini korumaktadirlar (Samarajeewa ve
ark., 1990; Robb, 1993). Bu gida ve yemlerin insan ve hayvan beslenmesinde
kullanilmasiyla mikotoksikozis olusabilmektedir (Hamilton, 1982; Adams, 1983).
Kiimiilatif bir etkiye sahip olan bu mikotoksinlerin, alinan miktarlarina ve siiresine bagl
olarak akut olim veya kronik zehirlenme ya da kanser olusumuna kadar varabilen
etkilerinin oldugu kaydedilmistir (Ellis ve ark., 1991; Robb, 1993). Mikotoksikozisle ilgili
zehirlenmeler evcil hayvanlarda ¢ogunlukla sporadik olarak ortaya ¢ikar, ancak ozellikle

kanathilarda epidemik toksikasyonlar da belirlenmistir (Okoye ve ark., 1988; Robb, 1993).
2.2. Aflatoksinler

Mikotoksinler grubu icinde yer alan aflatoksinler ozellikle A. flavus ve A.
parasiticus olmak {lizere diger baz1 Aspergillus, Penicilium ve Rhizopus tiirleri tarafindan
tiretilen toksik metabolitlerdir. Aflatoksin grubu i¢inde B1, B2, G1, G2, M1 ve M2 olmak
tizere alt1 cesit toksin bulunmaktadir ve aflatoksinler bu toksinlerin ortak adidir. Gida ve
yem maddelerinde en sik karsilasilan ve yiiksek oranlarda bulunan aflatoksin Bl

(AFB1)’dir (Hatch, 1988). Aflatoksinler ancak 300°C’nin iizerindeki 1sida tamamen



yikimlanmakta, 230 °C’de ise 25 dakika bu 1sida hazirlanan karma yemlerde aflatoksin icerigi
yaklasik %60 azalabilmektedir (Adams, 1983; Samarajeewa ve ark., 1990).

2.2.1. Aflatoksinlerin Metabolizmasi

Konatamine yem ve gidalarla alinan aflatoksinler, sindirim kanalindan absorbe
edilerek kan dolasimima geger ve albiiminlere baglanarak tasinirlar. Kandaki aflatoksinin
cogu karacigerde tutulur. Aflatoksinlerin bir kismi hepatositlerde endoplazmik steroidler ve
cesitli enzimler gibi makromolekiillere baglanirken bir kismi da yagda ve suda ¢oziinebilen
metabolitlere cevrilir (Lindsay, 1981; 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 cogunlukla safra ile
atilir (Campbell ve Hayes, 1976). Aflatoksinler karacigerde mikrozomal enzim sistemiyle
metabolize edilerek epoksit tiirevlerine cevrildikten sonra toksik 6zellik kazanirlar. Bu
tirevler toksikasyon ve Kkarsinojenik etkilerden sorumlu olup Oncelikle karaciger
hiicrelerinde niikleoproteinler ve niikleik asitler gibi makromolekiilerle reaksiyona girerler.
Boylece ribozomlarda bozukluk, DNA ve RNA polimeraz enzimleri ile protein sentezinde
inhibisyona neden olurlar (Karenlampi, 1987; Ellis ve ark., 1991). Bu etkileri sonucunda
hiicresel biitiinliigiin bozulmasi, hepatoselliiller nekroz ve tiimoral olusumlar meydana

gelmektedir (Sulman ve ark, 1970).

2.2.2. Aflatoksinlerin Etkileri

Aflatoksinlerin canlilar {izerindeki etkileri; akut ve kronik toksikasyon
(aflatoksikozis), teratojenik, mutajenik, karsinojenik ve immunosupresyon etkisi olmak

tizere 5 ana grupta incelenmektedir (Hamilton, 1982; Miller ve ark., 1984; Robb, 1993).

2.2.2.1. Aflatoksikozis

Aflatoksikozise iligkin akut toksikasyonlara seyrek, kronik zehirlenmelere ise daha
siklikla rastlanilmaktadir (Hamilton, 1982). Diisiik toksik dozlarda ve uzun siire aflatoksin
alimma bagli olarak hayvanlarda canli agirlik artisinda ve yem tiiketiminde azalma,
depresyon, killarda diizensizlik, anemi, sarilik ve 6liim oranlarinda artis (Sahoo ve ark.,
1991; Steward ve Larson, 1998), gebe hayvanlarda yavru atma, sagmal hayvanlarda siit

veriminde azalma (Rajendran ve ark., 1992) ve tavuklarda yumurta veriminde azalma gibi
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belirtiler goriiliir (Sharlin ve ark., 1981). Ancak, bu belirtiler spesifik olmadigindan
aflatoksikozisin klinik teshisi ¢cok zordur (Hamilton, 1982; Miller ve ark., 1984; Robb,
1993).

Akut ve kronik aflatoksikozise iliskin en 6nemli patolojik degisiklikler karacigerde
olusmaktadir (Slowik ve ark., 1985; Mollenhauer ve ark., 1989). Akut toksikasyonun
baslangicinda karacigerde biiyiime, kenarlarinda kiitlesme, sari-kirmizi mozaik goriiniim
saptanirken, daha sonraki donemlerde karacigerde cam macunu bir goriiniim, safra kesesi
duvarinda kalinlasma, 6dem ve jelatini goriiniis dikkati cekmektedir (Moorthy ve ark.,
1985; Bilgic, 1992; Nizamlioglu ve Goziin, 1996). Diisiik toksik dozlarda ve uzun siire
aflatoksin alimina bagh kronik toksikasyonda ise sadece karacigerde hafif biiyiime
gozlenmektedir. Biiylime hepatositlerde diiz endoplazmik retikulum hipertrofisi ve
yaglanma nedeniyle olugmaktadir (Mollenhauer ve ark., 1989). Ozellikle geng hayvanlarda
ise mitotik inhibisyon nedeniyle karaciger kiiciilebilir (Jubb ve ark., 1993). Yiiksek dozlu
kronik toksikasyonlarda karacigerde biiylime, solgunluk, sarilik, kivamda sertlesme ve
kiiciik nodiiler rejeneratif hiperplazi goriiliirken, daha yiiksek dozlarin alinmasinda ayrica
safra kesesinde 6dem ve karin boslugunda sivi birikimi izlenmektedir (Moorthy ve ark.,
1985; Mahalingam ve ark., 1989; Espada ve ark., 1992). Kronik aflatoksikozisde
mikroskobik olarak hidropik ve yag dejenerasyonu, safra kanali proliferasyonu, fokal
hepatoselliiler nekroz, hepatositlerde ve cekirdeklerinde biiyiime (Richard ve ark., 1983;
Slowik ve ark., 1985) ile intrahepatik kolestazis goriilebilmektedir (Jubb ve ark., 1993).
Aflatoksinin yiiksek dozlarda alinmasi durumunda periasiner hepatositler yikimlanir ve
yerlerinde yangisal hiicreler, fibroblastlar ve primitif vaskiiler olusumlar sekillenir (Jubb ve

ark., 1993; Moorthy ve ark., 1985).
2.2.2.2. Teratojenik Etki

Hamsterlere gebeligin 8. giiniinde 4 mg/kg dozunda intraperitoneal AFB1 verilmis,
gebelik sonunda bu hayvanlarin % 52,9’u normal, % 29,4t malforme yavru dogurmus,
%17,6’s1nda ise Olil veya resorbe fotiis saptanmistir. Bu malforme yavrularda anencephalie,
ectopia cordis, bilyiimede gerilik, mikrosephali ve umblical herni gibi gelisim bozukluklari
belirlenmistir (Ellis ve ark., 1991). Yapilan diger bir calismada da 3-30 ng/yumurta
dozunda aflatoksin verilen yumurtalarda mortalite %33, kalp anomalisi oran1 %12 ve viicut

anomalilerinin siklig1 %0.04 olarak saptanmistir (Jelinek ve Peterka, 1985).
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2.2.2.3. Mutajenik Etki

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 asirt derecede reaktif olan epoksit tiirevler olusmaktadir. Bu epoksit
tirevler DNA ve RNA gibi selliller makromolekiiller ile proteinlerle kovalent baglar
olusturarak DNA ve RNA'da mutasyonlar meydana gelebilmektedir (Haworth ve ark.,
1989).

2.2.2.4. Karsinojenik Etki

Aflatoksinler bilinen en giiglii karaciger karsinojenidirler. Cok sayida hayvan
grubunda bu etkilerini gosterirler. Deney hayvanlarinda aflatoksinlerin karaciger ve
bobreklerde kanser olusumuna sebep olduklart gosterilmistir. Ratlara giinliik olarak 100
ugkg dozda 12-22 ay boyunca aflatoksin verildiginde ratlarin %100’iinde kanser
olusmaktadir (Ellis ve ark., 1991). Insanlarda aflatoksinlerin kansere neden olduklar
dogrudan gosterilememistir. Ancak aflatoksinle kontamine besinlerin tiiketildigi
bolgelerdeki (Afrika, Hindistan, Gilineydogu Asya) insanlarda karaciger tiimorleri
insidensinin yiikksek oldugu saptanmig ve bunun aflatoksinlerle ilgili oldugu ileri
siiriilmiistiir (Hsieh ve ark., 1977). Ulkemizde yapilan calismalarda Dogu ve Orta Anadolu
bolgelerimizde tiiketilen bulgurlarin  ¢ogunlugunda aflatoksinlerle kontaminasyon
belirlenmis, bu bolgelerde goriilen karaciger kanseri insidensisinin Istanbul ve Trakya

bolgesindekinden yaklasik 4 kat daha yiiksek oldugu belirtilmistir (Eser ve ark., 1978).
2.2.2.5. immunosupresif Etki

Aflatoksinler, Bursa fabricius ve timus’da atrofiye neden olarak lenfositlerde sayisal
ve islevsel yonden yetersizlige neden olmaktadir (Ghosh ve ark., 1990). Ayrica
immunojenezisin de cesitli basamaklarini etkileyerek antikor yapimim (6zellikle IgG ve
IgA) ve nonspesifik humoral maddelerin sentezini bozmakla immun sistemi
baskilamaktadirlar (Venkata ve ark., 1988). Humoral ve hiicresel bagisikligin
baskilanmasiyla organizma cesitli enfeksiyonlara kars1 daha duyarli hale gelmektedir (Tras

ve Bas, 1992).
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2.2.3. Aflatoksikozisde Tani

Aflatoksikozisde tani; klinik bulgular, laboratuvar analizleri ve diger bazi
faktorlerin birlikte degerlendirilmesiyle ancak yapilabilir. Hayvanlarn kiiflii yemleri
almalarindan sonra karaciger hasar1 ve kanda pihtilasma bozuklugunu gosteren belirtiler
ortaya ¢ikmasi, aflatoksin zehirlenmelerine isaret sayilabilir. Ancak, hayvanlarin siit ve
diger verimlerinde giderek azalma, yemden faydalanma ve agirlik kazancinda diisme,
bagisiklik sisteminin baskilanmasi sonucu bazi hastaliklarin 6n plana ¢ikmasiyla seyreden
kronik olaylar genellikle g6zden kagabilir. Bu nedenlerle, kronik zehirlenmelerin tanisinda
hayvanlara verilen yem ve yem hammaddelerinin analizi kesin tam icin gereklidir.
Aflatoksikozis, kanin pihtilasmasindaki bozukluktan dolayr pihtilagmay1 engelleyen
maddeler (warfarin, dikumarol), karacigere olan etkilerinden dolay1 karbon tetrakloriir,

pirazolidin alkoloidleri ve komiir katran1 zehirlenmeleriyle karisabilir (Kaya ve ark., 1998).

2.2.4. Aflatoksinlerden Korunma

Aflatoksinler de dahil, mikotoksinlerden ileri gelen zehirlenmelerde etkili bir
sagaltim bilinmemektedir. Aflatoksinlerden ileri gelen zehirlenmelerde vitamin A ve
D’nin, bazi mineraller ile proteinlerin koruyucu etkileri vardir. Yemlerin mineral madde,
vitamin ve diger besin unsurlar1 bakimindan desteklenmesi, 6zellikle kanathilar olmak
tizere, hayvanlann 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 iceren 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., 1994; Raina ve ark., 1985). Vitamin A’nin 6nciil maddeleri olan karotenoitler de
karacigeri aflatoksinlerin kanser yapici etkilerine karsi koruma ozelligine sahiptirler
(Cassand ve ark., 1993). Selenyum ve vitamin E noksanligi durumunda aflatoksinlerin in
vivo olarak zararsizlastirilmalar islemlerinde aksamalar meydana gelmektedir. Bu tiir

vitamin ve mineral noksanliklar1 bir bakima aflatoksinlerin aktivasyonunu tesvik etmekte,
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zararh etkilerinin daha siddetli diizeylerde sonuglanmasina olanak saglamaktadir (Cassand

ve ark., 1993; Chen ve ark., 1982).

2.3. Corek Otu (Nigella sativa)

Modern ilag iiretiminin olmadig1 donemlerde, hastaliklarin tedavisinde bitkilerin ¢esitli
kisimlarindaki etkin maddeler ayristirllmadan biitiin olarak kullaniliyordu. Giiniimiizde
ilag, kozmetik ve gida sektoriinde bitki kaynakli iiriinler, saflastirlarak ve her maddenin
ozellikleri bilinerek kullanilmakta ve hammaddesi bitki olan {iriinlere talep siirekli
artmaktadir. Diinya Saglik Teskilati'nin (WHO) tahminlerine gore diinya {izerinde
20.000'den fazla bitki tiirii tibbi amagh kullanilmaktadir (Wagner ve Fransworth, 1990).
Tibbi amagcla kullanilan bitkilerden biri olan ¢orek otu, Ranunculaceae (Diigiin cigekleri)
familyasindan Nigella sativa tiriidiir. Bitkinin kapsiil igerisindeki tohumu, besin olarak
kullanilir (Baytop, 1984). Bitki, ismini tohumlarinin siyah renginden almistir. ‘Nigella’
kelimesi Latince siyahimsi anlamina gelen ‘nigellus’dan tiiretilmistir. Nigella sativa
bitkisinin Tiirk¢e karsiligi olarak ¢orek otu; kara ¢orek otu ve siyah kimyon isimleri ile de
anilmaktadir (Baytop, 1984). Corek otunun anavatanm1 Dogu Akdeniz iilkeleri, Dogu ve
Giiney Avrupa'dir. Corek otu diger iilkelere buradan yayilmistir. Bu bitkinin ikinci
vataninin Kuzey Afrika, Hindistan ve Tiirkiye oldugu sdylenebilir. Bu bitki, Tiirkiye'de
bilhassa Afyon, Burdur, Isparta, Kiitahya ve Konya yorelerinde iiretilmektedir (Baytop,
1984). Giiniimiizde Giiney Avrupa, Rusya, Kuzey Afrika, Ortadogu iilkeleri ve
Hindistan’da ¢orek otu biiyiik ol¢iide iiretilmekte ve tiiketilmektedir (Tiirker ve ark., 1997).
Corek otu, bu bolgelerde dogal tibbi ilag olarak 2000 yil1 askin bir siiredir tedavi amaciyla
kullanilmaktadir.

Corek otu tohumlari, ugucu yag (% 0,38-0,49), sabit yag (% 30-40), protein (% 20-30),
saponin, melantin, nigellin ve tanen icermektedir. Corek otu tohumunun kimyasal igerigi,
bitkinin hasat mevsimine, cesidine ve yetistirildigi iklime gore degismektedir. Kahire
yakinlarinda yetistirilen ¢orek otu tohumlaridan elde edilen ugucu yagin, 67 bilesik ihtiva
ettigi ve bu bilesenlerin miktarca en 6nemlilerinin p-simen, timokinon, a-pinen ve B-pinen
oldugu belirlenmistir (Wagner ve Fransworth, 1990). Ulkemizde yapilan bir arastirmada,
corek otu tohumlarinda % 6.4 su, % 4 kiil, % 32 yag, % 20,2 ham protein, % 6,6 ham lif ve
% 37,4 karbonhidrat bulundugu; sabit yagin % 1,2 miristik, % 8,4 palmatik, % 2.9 stearik,
% 17,9 oleik, % 60,8 linoleik, az miktarda arasidik ve % 1,7 eikosadienoik asitlerden
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olustugu bildirilmistir (Nergiz ve Otles, 1993). Corek otu tohumunda ayrica az miktarda
B1, B2 ve B6 vitamini; proteinlerin yapi tasi olan aminoasitler; iz elementler olarak bilinen
ve organizmada pek ¢ok 6nemli metabolik faaliyetlerde rol alan, besin ve su ile digaridan
alinmas1 gereken demir, kalsiyum, magnezyum, c¢inko ve selenyum gibi mineraller de
vardir. Corek otu tohumlarmdaki etkin madde (kristal halinde) nigellon ancak 1959'da izole
edilebilmistir (Mahfouz ve EL-Dakhakhny, 1960).

Son zamanlarda yapilan klinik ve deneysel calismalar; corek otu ekstraktlarinin
insektisid, bronkodilatér, immunomodiilatif, antibakteriyel, hipotensif, koleretik,
antitimoral, antifungal, antelmentik, antiastmatik gibi bir c¢ok terapotik etkilerinin
oldugunu gostermistir (Agel ve Shaheen, 1996; Hanafy ve Hatem, 1991; Mahfouz ve El-
Dakhakhny, 1960; Salomi ve ark., 1992). Cérek otunun etkin maddesi olan Timokinon un
ayn1 zamanda izole rat hepatositlerinde tetr-biitil hidroperoksid ile indiiklenmis oksidatif
hasara kars1 koruyucu bir etkiye sahip oldugu ve intraselliiler glutasyon {iretimini arttirdig
kantitatif olarak saptanmistir (Daba ve Abdel-Rahman, 1998). Yapilan arastirmalarda,
corek otunun cesitli kanser hiicrelerini 6ldiirdiigii ve tiimore 0zel antikorlarin tiretimini
uyardigi, ayrica makrofaj hiicrelerinin sayis1 ve aktivasyonunda da artisa neden oldugu
saptanmistir (Swamy ve Tan, 2000; Medenica ve ark., 1993). Corek otu ekstraktinin kemik
iliginde bagisiklik sistemi ile ilgili hiicrelerin sayilarinda artisa neden oldugu, ayrica
myelopoezisi uyardigr gosterilmistir (Medenica ve ark., 1993). Corek otunun normal
hiicrelere toksik etkisinin olmadigi da belirlenmistir (Medenica ve ark., 1993). Corek otu
tohumunda bulunan B-sitosterol’un viicutta salg1 aktivitesini artirdig1 ve kandaki kolesterol
seviyesini diislirdiigii, prostat biiyiimesinde tedavi edici oOzellikte oldugu belirtilmistir
(Sener ve ark, 1985). Corek otunun ucgucu yag asitlerinin; bakteri, mantar ve halk arasinda
serit olarak bilinen sestodlara karsi etkili oldugu tespit edilmistir (Rathee ve ark., 1982;
Akhtar ve Riffat, 1991). Corek otu tohumunun hastaliga yol acan mikroorganizmalara kars1
etkinliginin aragtirldigi bir calismada, bu bitkinin farkli yogunluklardaki (100, 200, 400
ug/disk) ekstraktlarinin; Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, E. Coli ve Candida albicans gibi hastalik etkeni
mikroorganizmalar iizerinde denenmis ve c¢oOrek otunun Staphylococcus aureus'un
gelisimini durdurdugu, ancak diger mikroorganizmalar iizerinde etkili olmadig1 tespit

edilmistir (Agaoglu ve ark., 1999).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Aflatoksinin Yeme Katilmasi

Aflatoksin bulundurmadig belirlenen ticari yeme AFBI1 karistirilarak pelet yem
hazirland1 ve kurutuldu. Bu amagla hayvanlarin giinliikk yem tiiketimleri belirlendi. Bir
ratin giinlilk olarak yaklasik 20gr yem tiikettigi saptandi. Dolayisiyla projenin calisma
grubunda kullanilan 50 rat giinliik olarak 1kg yem tiiketmektedir. 10 giindeki toplam yem
tilketimi 10kg’dir. AFB1’in yeme karistirilmasi, pelet yem hazirlanmasi ve kurutulmasi
islemlerinin daha kolay gerceklestirilmesi i¢cin 10’ar giin arayla, yan1 bir donemde 10kg
yeme AFB1 katilarak pelet yem hazirlandi. Bu yem tiikendiginde tekrar yem hazirlandi.
Yemlerin tekrar kontamine olmamast icin hazirlanan karisimlar plastik kaplara
doldurularak saklandi. Yeme katilacak aflatoksin miktarinin belirlenmesi ise literatiir
bilgisine gore belirlendi. Soyle ki; ratlarda karaciger kanseri olusmasi icin en az 100-150
mikrogram/kg/giin dozda AFB1 verilmesinin gerektigi belirtilmektedir (Ellis ve ark.,
1991). Dolayisiyla bir ratin giinliik olarak almasi gereken en diisiik toksik doz yaklasik
olarak 30-40 mikrogramdir. Bu nedenle 10kg yeme, bir ratin giinliik olarak yaklasik
20gr yem tiikettigi dikkate alinarak, 20mg AFBI1 katildi. Bitki materyali olarak ¢orek otu
tohumlar1 kullanildi. Tohumlarin ugucu yagi ekstraksiyon cihazinda elde edildi (Akbay
ve ark., 1993).

3.2. Deney Hayvanlari

250-300 gr agirhginda, 5,5-6 aylik, 30 adet saglikli Sprague-Dawley 1rki erkek ratlar
standart plastik rat kafeslerine yerlestirildi. Yapilan ¢alismada parametrelere olumsuz etki
edecek faktorlerin en aza indirilmesi igin gerekli biitiin 6nlemler alindi. Bu amagla kontrol ve

tiim deneme grubundaki denekler aym kosullarda tutuldu.
3.3. Deneme Semasi

Deneme 3 ay olarak uygulandi. 30 adet rat, A, B ve C olmak iizere 10’arh 3
gruba ayrildi. Gruplardan biri kontrol grubu (A) olarak sadece standart rat pelet yemle
beslendi. Diger 2 grup ise calisma grubu olarak belirlendi ve ¢alisma grubundaki biitiin
ratlar, yaklasik olarak 100-150 mikrogram/kg/giin dozda AFB1 alacak sekilde, AFB1

katilarak hazirlanmis pelet yemle beslendiler. Calisma grubundaki ratlardan B grubu
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(AFB1) sadece AFB1’li yem alirken, C grubuna (AFB1+COT) ¢orek otu tohumlarinin
ucucu yag1 2 ml/kg/3 giin dozda intraperitoneal yolla verildi. Caligmaya baglamadan dnce
biitiin gruplardaki ratlarin canli agirliklart belirlendi. Ayrica calisma siiresi boyunca da

30’ar giin arayla ratlarin canh agirliklan saptanarak kaydedildi.
3.4. Yapilan Analiz ve incelemeler
3.4.1. Biyokimyasal Analizler

Denemenin 90. giiniinde ratlardan biyokimyasal analizler i¢in usuliine uygun
olarak tiiplere kan alindi. Kan oOrneklerinde Malondialdehyde (MDA), Glutathione
peroxidase (GSH-px), Glutation-S-transferaz (GST), siiperoksit dismutaz (SOD) ile
Alanine transaminaze (ALT) ve Aspartat transaminaze (AST) enzim aktiviteleri kitlerle
belirlendi. Ayrica MDA, GSH-px, SOD ve GST’lerin karaciger dokusundaki diizeyleri
de belirlendi.

Serum enzimleri diizeylerinin analizi: Deneme sonunda, sicanlar dietil eter
solundurularak bayiltildi ve kan o6rnekleri alindi. Serum enzim analizleri i¢in kan
ornekleri, enjektor kullanilarak kalpten alindi. 3 ml kan santrifiij tiiplerine alind1 ve 3000
rpm 15 dak. +4 °C de santrifiij edilerek serumlar elde edildi. Serum enzim analizleri bu
serumlarda yapildi. Serum enzim seviyeleri kit (DPC; Diagnostic Products Corporation,

CA 90045, USA) kullanilmak suretiyle otoanalizorde (BM/HITACHI-911) ol¢iildii.
3.4.2. Istatistiksel Analizler

Biyokimyasal analiz sonuclari, ortalama ve standart sapma (X + SD) hazir
program (Minitab for Windows) kullanarak standart metotlara gore, grup ortalamalar
arasindaki fark Mann-Whitney U testine, gruplarin canli agirliklart arasindaki farklar ise
Duncan testine gore gergeklestirilmistir. Onem derecesi biitiin testler i¢in p<0.05 olarak
kabul edildi.
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3.4.3. Histopatolojik inceleme

90. giinde tiim ratlarin 6tenazi sonrasi nekropsileri yapilarak karacigerde gozlenen
makroskobik bulgular kaydedildi. Alinan doku 6rnekleri %10’luk tamponlu formalin’de
tespit edildikten sonra parafin bloklara gomiilerek mikrotomla 4pum’lik kesitler alindi.
Kesitler hematoksilen-eozin, Masson’s trichrom ve Sudan black boyalar1 ile boyanarak

arastirma mikroskobunda incelendi.
3.4.4. Iimmunohistokimyasal inceleme

Karaciger dokusundaki fibrotik degisimlerin daha net olarak ortaya konmasi icin,
hazirlanan kesitler alpha-smooth muscle actin (ASMA) antikoruyla, ayrica karaciger
dokusunda kronik aflatoksikasyona iliskin olarak prekanserojen degisimlerin olup
olmadig1 alpha-fetoprotein (AFP), p53 gen proteini ve karsinoembriyonik antijen (CEA)
timor markirlariyle, immunperoksidaz metoduna gore boyanarak arastirma

mikroskobunda incelendi.

Immunperoksidaz inceleme icin parafin bloklardan hazirlanan kesitler adeziv
lamlar iizerine alindiktan sonra, ksilol ve alkol serilerinden gecirildi. Antijen retrieval
sollisyonuna (sitrat buffer) konulup iizeri kapatildiktan sonra 20 dakika siireyle ikiser
kez 1s1tya tabi tutuldu. Firindan c¢ikarldiktan sonra oda sicakligina gelinceye kadar
bekletildi. Kesitler PBS (phosphate buffer solution) ile yikandiktan sonra % 3’lik H,O,
de 10 dakika tutularak endojen peroksidaz inaktive edildi. Yeniden PBS ile yikandiktan
sonra 10 dakika protein bloking ile bloke edildi. Her bir doku kesitine p53, ASMA, AFP
ve CEA serumundan (primer antikorlar) damlatilip 20 dakika inkiibasyona birakildi.
Kesitler PBS ile yikanip biotinize sekonder antikor ile oda sicakliinda 10 dakika
inkiibe edildi. PBS ile tekrar yikanan kesitler, streptavidin-peroksidaz da 10 dakika
bekletildikten sonra PBS ile aymi sekilde yikandi. Yikama isleminden sonra kesitlere
AEC (3-amino-9-etil carbazol) kromojen damlatilarak kromojeni almasina gore 5-10
dakika bekletildi. Zemin boyanmasi i¢cin Mayer’s hematoksilende 1-2 dk bekletilip
zeminin boyayr almasmdan sonra musluk suyunda yikandi. Sulu bir yapistiric

kullanilarak lamelle kapatildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

Deneme sonrasindaki eritrosit GSH ve MDA seviyeleri, GST, SOD enzim
aktiviteleri ile serum ALT ve AST enzim aktiviteleri kitlerle belirlendi. Calisma
sonuclar cizelge 1’de sunuldu. Cizelge 1’de goriilecegi gibi farkli uygulamalar sonrasi,
kan GSH, MDA, GST, SOD ile serum enzim (ALT, AST) aktivite diizeylerinde 6nemli

degisimler saptandi.

Cizelge 1. Alfatoksin ve ¢orek otu tohumu ekstraktinin ratlarin kan ve karaciger

dokusu biyokimyasal parametreler iizerine etkileri

KONTROL AFB1 AFB1 AFB1+COT
Parametreler

X +SD X +SD X +SD
AST U/L Serum 161,5+£39,2 248,5+66,6* 273,5+£78,8*
ALT U/L Serum 43,049,1 115,5£27,7* 102,3+48,5*
GSH mg/ml Eritrosit 39,5+0,84 38,8+1,0 39,2+1,3
MDA nmol/ml Eritrosit ~ 0,39+0,08 0,69+0,2 0,49+0,2
GST U/ml Eritrosit 0,62+0,16 0,75+0,39 0,61+0,19
SOD U/ml Eritrosit 428,6£10,5 443,543,5 428,2+£12.,8
GSH mg/g Doku 27,54£2,1 21,8+0,5% 27,04+1,6
MDA nmol/ g Doku 35,4+3,04 73,7+13,8* 60,249,6
GST U/ g Doku 8,8+1,2 8,7+2,7 9,7£1,1
SOD U/ g Doku 1879,7+36,8 1451,9+275* 1879,7+36,8

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

Kan GSH verilerinin, ¢izelge 1’in incelenmesinde grup B (AFB1)’nin karaciger
dokusu disinda, kontrol grubuna gore tiim uygulama gruplarinda istatistiki acidan Onemli

oranda degismedigi (p>0.05) goriilmektedir. Kan MDA verilerinin, ¢izelge 1’in
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incelenmesinde, kontrol grubuna gére AFB1 (B grubu) uygulanan grupta MDA’ nin hem kan
hem de karaciger dokusunda daha yiiksek diizeye sahip oldugu ve aradaki farkin istatistiksel
olarak p<0,02 diizeyinde ©nemli oldugu goriilmektedir. AFBI1+COT, kontrol grubuyla
karsilastirnllmasinda, kan MDA diizeyi kontrollere gore biraz daha yiliksek olmasina ragmen
istatistiki bakimdan 6nemli bir diizeye (p>0.05) ulasmadi. Kan GST aktivite diizeylerinin,
cizelge 1’in incelenmesinde, tiim calisma uygulamalarinda kontrol grubuna gore Onemli
oranda artmadig1 goriilmektedir. Kontrol grubuna gére AFB1 grubunun kan GST enzim diizeyi
yiikksek c¢ikmasina ragmen aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Serum
enzimlerinden AST ve ALT diizeylerinin ¢izelge 1’in incelenmesinde, kontrol grubuna gore

biitiin uygulama gruplarinda istatistiki agidan onemli yiiksek degisimler goriilmektedir.

4.2. Ratlarin Canh Agirlik Sonuclar

Kontrol ve deneme gruplarinin giinlere gore canli agirlik ortalamalan ile standart

hatalar cizelge 2' de verildi.

Cizelge 2: Gruplarin giinlere gore canli agirlik ortalamalari ile standart hatalar

GRUPLAR 0.Giin 10.Giin 30. Giin 60. Giin 90. Giin

A (KONTROL) | 322429 | 325+2.8 331+£2.7 332+2.0 335+1.8
X +SD ab C

ab BC a AB a AB aA
B (AFB1) 32542.1 | 322+2.5 320+1.6 314+£2.2 312+1.9
ab A
X +SD bc A bc AB d BC cC

C (AFB1+COT) | 330+4.2 | 329+2.4a | 32029 bc | 322+44.0bc | 324+£29Db
X +SD aA AB B AB AB

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

A,B,..: Aymi satirda farkli harf tagiyan degerler arasindaki farklar 6nemlidir (P<0.05).
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4.3. Makroskobik Bulgular

Kontrol ve deneme gruplarinda AFBI1 verilmeye baglanmasindan 90. giine

kadarki siirede ratlarda 6liim goriilmedi.

Caligmada, biitiin gruplardaki ratlarin nekropsisinde, makroskobik degisimlere sadece
grup B (AFB1)’de rastlandi. Bu gruptaki ratlarin nekropsisinde karacigerlerin yer yer hafif

solgun renkli oldugu, diger organlarda ise belirgin bir degisikligin olmadig1 saptandi.
4.4. Histopatolojik Bulgular

4.4.1. Grup A (kontrol): Mikroskobik olarak karacigerin normal histolojik goriiniimii
saptandi (Sekil 1).

4.4.2. Grup B (AFB1): Histopatolojik incelemede, bu gruptaki biitiin ratlarin
karacigerlerinde hemen hemen benzer degisimler go6zlendi. Karaciger lobguklarinin
cogunlugunda olmak iizere, ozellikle periasiner ve intermedier bolgelerde, genis odaklar
halinde hepatositlerin sitoplazmasinin graniiler bir hal almasiyla karakterize bulanik
siskinlik ya da hidropik dejenerasyon belirlendi. Bu hepatositlerin genellikle cekirdekleri
koyu boyanmig ve piknotikti. Cogunlukla ¢evresindeki hepatositlerden belirgin bir sekilde
ayrilan bu dejeneratif odaklarin genisligi lobcugun yarisim1 ya da tiimiinii kapsayacak kadar
yaygindi. Ozellikle dejenerasyonlu hiicre topluluklarinda olmak iizere, kimi hepatositlerin
sitoplazmasinda degisik biiyiikliikklerde vakuollerin olustugu, 6zel yag boyamalar1 ile bu
vakuollerin yaglanma ile ilgili oldugu belirlendi. Kismen normal goriiniimlii hepatositlere
genellikle periportal bolgelerde ve dejeneratif odaklar arasinda kalan parankimde rastlandi,
ancak bu bolgelerde de siklikla fokal nekrozlar sekillenmisti (Sekil 2-3). Bu alanlarda bazi
hiicrelerin cekirdekleri piknotik ya da karyoreksize, sitoplazmalar1 ise koyu eozinofilik
boyanmis ya da lizize olmustu. Genel olarak hepatositlerin ¢ekirdeklerinin farkli
biiyiikliiklerde oldugu ve farkli derecelerde boya aldigi, bazi hepatositlerin cift cekirdekli,
kimi hepatositlerin ise belirgin 2-4 cekirdekcige sahip oldugu dikkati cekti. Ayrica kimi
dejenere hepatositlerin niikleuslarinda marjinal hiperkromazi ve ¢ekirdek i¢inin bos oldugu
goriildii. Ozellikle periportal bolgelerde olmak iizere dejeneratif bazi hepatositlerin hem
sitoplazma hem de cekirdeginin cok biiyilk ve anormal sekilli oldugu (megalositozis)
gozlendi (Sekil 4). Ayrica bazi1 dejeneretif hepatositlerde mitotik figiirlere de rastlandi.

Siddetli dejenerasyonlar sonucu remark kordonlarinin diziligi bozulmus, ayrica bazi siddetli
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dejeneratif hiicre odaklarinin ¢evresindeki parankimde de kompressif atrofi sekillenmisti. Bazi
venalarda ve sinuzoidlerde hiperemi, perisiniizoidal hiicrelerde artig ve intrahepatik kolestazis
gozlendi. 2 olguda baz1 portal bolgelerde safra kanallar1 sayisinda artis (Sekil 5) ve
epitellerinde hiperplazi ile portal bolgelerde fokal mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 goriildii.
Portal araliklarda bagdoku artis1 gdzlenmekle birlikte, bu bolgelerden parankime dogru yayilan

bagdoku proliferasyonu saptanmadi.

4.4.3. Grub C (AFB1+COT): Bu gruptaki histopatolojik bulgular, AFBI
verilen grup B ile benzerlik gostermekteydi, ancak lezyonlarin siddeti ve yaygimlhigi
belirgin olarak daha azdi. SOyle ki, gruptaki hemen biitiin ratlarin karacigerlerinde, fakat
bu karacigerlerin ¢ok daha az sayidaki lobguklarinda dejenerasyonlu hiicre topluluklarina
rastlandi. Ayrica bu odaklarm genisligi grup B’de oldugu gibi lobgugun timiint
kapsayacak kadar yaygin degildi. Bu dejeneratif odaklar bazen lobgugun yarisini
etkileyecek kadar yaygin olmakla birlikte, ¢ogunlukla 10-15 ya da 20-30 hiicreli
dejeneratif hepatosit gruplarindan olugmaktaydi. Bu hiicre gruplarinda graniiler
dejenerasyon ya da siddetli hidropik dejenerasyon olusmustu. Bu dejeneratif hepatosit
gruplar1 daha cok inetrmedier ve periportal bolgelerde lokalize olmustu. Bu odaklar
arasinda yer alan kismen normal goriiniimlii hepatositlerle birlikte bazen tek tiikk koyu
eozinofilik sitoplazmali ve piknotik ¢ekirdekli nekrotik hepatositler ya da ince graniiler
dejenerasyonlu acgik renkli dejeneratif hepatositler de gozlendi (Sekil 6). Ayrica,
cekirdekleri farkli biiyiikliiklerde ve marjinal hiperkromazi gosteren hepatositlerin
varligiyla birlikte, hem c¢ekirdegi hem de sitoplazmasi biiyiilk olan hepatositlere
(megalositozis) de rastlandi. Ancak bu hiicrelerin varligi grup B (AFBI1) ile
kiyaslandiginda sayisal olarak belirgin bir sekilde daha azdi. Perisiniizoidal hiicrelerde

belirgin bir proliferasyon ve hipertrofi dikkati ¢ekti.
4.5. Immunohistokimyasal Bulgular

4.5.1. Alpha-smooth Muscle Actin (ASMA): Ozellikle calisma gruplarinda
perisiniizoidal hiicrelerde tek tiikk boyanmalar saptandi. Ancak bu hiicrelerin sayisi

ozellikle grup B (AFB1)’de biraz daha belirgindi.

4.5.2. Alpha-fetoprotein (AFP): Fokal olarak, hepatositlerin sitoplazmasinda,
genellikle ince graniiller seklinde boyanma sadece grup B (AFB1)’de saptandi.

22



Boyanmalar 6zellike periasiner bolgedeki normal goriiniimlii hepatositlerde, bazen de
hidropik dejenerasyonlu hiicre topluluklarinin igindeki hepatositlerde gozlendi. Ancak

dejeneratif hiicrelerdeki boyanmalar daha zayifti (Sekil 7).

4.5.3. p53 Gen Proteini: Biitiin gruplarda boyanma saptanmadi.

4.5.4. Karsinoembriyonik Antijen (CEA): Biitiin gruplarda boyanma saptanmadi.
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4.5.5. Mikroskobik Sekiller

i, H.E. X 100.

Oriinimii

n normal histolojik g

Karacigeri

Sekil 1. Grup A (Kontrol)

ejenerasyon ve

daklar halinde hepatositlerde d

nig o

Ge

Sekil 2. Grup B (AFB1)

nekroz. H.E. x 50.
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Sekil 4. Grup B (AFB1): Hepatositlerde dejenerasyon ve megalositik hepatositler.
H.E. x 400.
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Sekil 5. Grup B (AFB1): Portal bolgede normal safra kanallar (bitisik oklar) ve
prolifere safra kanallan (kiigiik oklar). H.E. x 320.

Sekil 6. Grup C (AFB1+COT): Lobguklarda dejeneratif hiicre topluluklar ile
parankimde bazi hepatositlerde nekroz ya da dejenerasyon. H.E. x 200.
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Sekil 7. Grup B (AFB1): Hepatositlerin sitoplazmasinda alpha-fetoprotein

antijenleri. Immunoperoksidaz-Hematoksilen x 320.
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S. TARTISMA VE SONUC

5.1. Biyokimyasal Sonuclar

Cesitli faktorlerin etkisi (Radyasyon, ila¢ toksikasyonlari, kimyasal maddeler)
veya cesitli hastaliklarin olusumu ile birlikte serbest radikal tiretiminde artig, buna bagl
olarak hiicresel bilesiklerde cesitli zararli etkiler olugsmaktadir (Halliwell ve Gutteridge,
1989). Serbest radikaller, hiicre savunma sisteminin koruyucu etkisini asacak sekilde
fazla meydana gelmeleri sonucunda metabolizmada zararh etkilerini en hassas bilesikler
olan lipitler iizerinde gosterirler. Hiicresel membranlarin yapisinda yer alan doymamais
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
onemli role sahip olduklar1 bilinmektedir (Yagi, 1994). Bu nedenlerle aktif oksijen ve
serbest radikaller tarafindan olusturulan doku hasarim1 azaltmak amaciyla antioksidant
supplementler ve antioksidantlar bakimindan zengin gidalarin alinmasi gerektigi

belirtilmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1989).

Aflatoksinlerin etki mekanizmasi konusunda yapilan in vitro caligmalarda,
AFB1’in, reaktif oksijen tiirleri icinde bulunan serbest radikallerin salinimin1 uyardig,
bu serbest radikallerin kromozomlarda hasara neden oldugu saptandi (Amstad ve ark.,
1984). Aflatoksikozise iliskin olarak hiicre ve dokularda goriilen hasara bagli olarak
biyokimyasal degisikliklerden ALT, AST ve lipit peroksidasyon diizeyleri artarken; SOD
ve glutatyon rediiktaz enzim aktivitelerinde azalma meydana gelmektedir (Nixon ve ark.,
1981). Nakae ve ark (1987) siiperoksit dismutaz, katalaz ve deforaximin’in, AFB1’in rat
karaciger hiicreleri tizerindeki oldiiriicii etkisini engellediklerini saptamiglardir. Bu bilgi,
reaktif oksijen tiirlerinin AFB1 tarafindan olusturulan hiicre toksikasyonunda 6nemli bir
role sahip olduklarimi 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.

AFB1 iligkili hepatotoksisitede enzimatik olmayan lipid peroksidasyonunun yiiksek
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diizeyde gerceklesmesi hiicre membranlarinda hassasiyet artisina ve hasara neden
olmaktadir (Ravi ve ark., 2001; Shen ve ark., 1994). Aflatoksinler, canlilarda enzimatik
reaksiyonlari ve safra salgisini inhibe ederek yaglarin sindirimini engellemekte,
dolayisiyla rasyondaki yagdan yararlanma oram1 diismekte ve viicudun enerji
metabolizmasini 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 olusmaktadir
(Glahn ve ark., 1991; Schell ve ark., 1993).

Serbest radikallerin detoksifikasyonunda 6nemli gorevleri bulunan glutatyonun
asil kaynag kiikiirt iceren aminoasitler, ozellikle sistein ve metiyonindir. Glutatyon,
serbest radikal artisina ve lipid peroksidasyon olugmasina bagli olarak meydana gelen
tiriinlerle kolayca reaksiyona girerek metabolizma icin zararli olan bu iiriinlerin ortamdan
uzaklastirilmasi i¢in gorev alan giiclii bir antioksidandir. Oksidatif hasardan kaynaklanan
lipit peroksidasyon {iriinleriyle reaksiyona girerek okside glutatyona doniisiir. Cesitli
arastirmalarda serbest radikal hasar1 ve lipid peroksidasyon ile glutatyon diizeylerinin
arastinlldigi calismalarda lipid peroksidasyon iiriinlerinde artig, glutatyon diizeylerinde

azalmalar bulunmustur (Yagi, 1994).

Sunulan calismada, kan GSH verilerinin, ¢izelge 1’in incelenmesinde B (AFB1)
grubunun karaciger dokusu disinda, kontrol grubuna gore tiim uygulama gruplarinda
istatistiki agidan (p>0.05) onemli oranda degismedigi goriildii. Bu sonuclara gore AFB1
karaciger toksisitesi meydana getirdigi, katki maddelerinin ise bu toksisiteyi engelledigi
sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Ciinkii GSH diisiisii kronik toksisitenin 6nemli bir gostergesi

olarak kabul edilmektedir (Yagi, 1994).

Kan MDA verilerinin, cizelge 1’in incelenmesinde kontrol grubuna gore AFB1 (B
grubu) uygulanan grubun, hem kan hem de karaciger dokusunda daha yiiksek MDA
diizeyine sahip oldugu ve aradaki farkin istatistiksel olarak p<0,02 diizeyinde onemli
oldugu saptandi. C grubu’nun (AFB1+COT), kontrol grubuyla karsilastirilmasinda, kan
MDA diizeyi kontrollere gore biraz daha yiiksek olmasina ragmen istatistiki bakimdan

onemli bir diizeye (p>0.05) ulasmadi. Aflatoksikozis’de, COT nun etkisinin arastirildigi
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caligmada, kan ve karaciger MDA diizeylerinde artisa bagh olarak glutatyon diizeyindeki
artis 6nemli bir diizeyde (p>0.05) olmad.

Kan GST aktivite diizeylerinin, ¢izelge 1’in incelenmesinde, tiim ¢alisma
gruplarinda kontrol grubuna gore 6nemli oranda artmadig1 gozlendi. Kontrol grubuna gore
B (AFBI1) grubunun kan GST enzim diizeyi yiiksek ¢ikmasma ragmen aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. GST’lar hem detoksifikasyon yaparlar hem de hiicre
ici baglayici ve tasiyict rolleri vardir. Katalitik olarak; ksenobiyotikleri GSH’daki sisteine
ait —SH grubu ile baglayarak onlarin elektrofilik bolgelerini notralize ederler ve iiriiniin
daha fazla suda ¢oziiniir hale gelmesini saglar. Olusan bu GSH konjugatlar1 organizmadan
atilabilir veya daha ileri metabolize olurlar (Akkus, 1995). Detoksifikasyon merkezinin
karaciger olmasi nedeniyle eritrositlerde boyle bir etkinin olmasi olagan sayilabilir
niteliktedir. Diger yandan karaciger GST aktivite diizeylerinin, ¢izelge 1’in incelenmesinde
tim c¢alisma uygulamalarinda kontrol grubuna gore onemli oranda artmadigi gozlendi.
Kontrol grubuna gore, B (AFB1) grubunun kan GST enzim diizeyi yiiksek c¢cikmasina
ragmen aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Bu sonuglara gore; AFB1'in
sitotoksik ve karsinojenik etkilerinin ©6zgiin molekiilden degil, 2-3 epoksit sekli ile
muhtemelen de aflatoksin Q1, P1, M1 ve aflatoksikolun 2-3 epoksit metabolitlerinden
kaynaklandigi soylenebilir (Karenlampi, 1987). Epoksit seklindeki etkin metabolitlerin
hepatik mikrozomal sitokrom P450’ye bagimli karisik islevli oksijenaz sistemi etkinligi ile
Ozgiin 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 cevrilir (Karenlampi, 1987; Hatch
ve ark., 1988). Ancak uzun siire veya fazla miktarda aflatoksin alinmasi halinde aciklanan
detoksifikasyon mekanizmasi yetersiz kalir. Aym enzim sistemlerince detoksifiye
edilebilen besinsel kaynakli diger maddelerin fazlaca alinmasi halinde ¢ok yonli
etkilesimlerin gerceklesmesi ve enzimatik detoksifikasyon esiginin asilmasi nedeniyle

epoksit tiirevleri sekillenme oranmi ve toksisite riski daha da artar (Hatch ve ark., 1988).
Aflatoksinlerin sitotoksik etkilerine bagh olarak ikincil nitelikteki degisiklikler de

ortaya c¢ikar; bu duruma bagli olarak ALT ve AST diizeyleri artar, bu enzimler karaciger

hasarinin diagnostik gostergeleri olarak bilinir. Hepatoselluler dejeneratif ve nekrotik
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degisikliklerin bulundugu durumlarda, bu enzimler kan dolagimina salmirlar (Nakae,
1987). Serum enzimleri ile ilgili elde edilen sonuglarimiz da bu diisiinceyi destekler
niteliktedir. Diger yandan; bir kisim arastiricilar (Karenlampi, 1987; Hatch, 1988; Oguz,
1997) tarafindan aflatoksinlerin karacigerde GSH-S transferaz enzimince katalizlenen
tepkimeler sonunda GSH ile konjuge edilerek veya epoksit hidrataz enzimince
aflatoksikole cevrilerek nispeten zehirsiz metabolitlere donustiiriildiigli, fakat uzun siire
veya fazla miktarda aflatoksin alinmasi halinde agiklanan detoksifikasyon mekanizmasinin
yetersiz kaldig1 ve enzimatik detoksifikasyon esiginin asilmasi sonucu detoksifiye

edilemeyen aflatoksin metabolitlerinin toksikasyonu olusturdugu kaydedilmektedir.

Karaciger SOD aktivite diizeylerinin, cizelge 1’in incelenmesinde; ¢aligsma
uygulamalarindan B grubu (AFB1) kontrol grubuna gore 6nemli oranda azalirken P<0.05),
kan SOD aktivitesi ise B ve C gruplarinda arttig1 goriilmekte ve fakat SOD enzim diizeyi
farki istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Siiperoksit dismutaz aktivitesinde, ilk asamada
bu zararh etkileri ortadan kaldirmak amaciyla artis gerceklesmektedir. Ayrica, stresorlerin
dozlarima ve bundan dolayr oksidatif streslerin biiyiikliigiine baglhh olarak gelisen
adaptasyonla birlikte hiicredeki SOD aktivitesi artmaktadir. Bu ¢alismada antioksidan
savunma enzimlerinden SOD aktivitesinde meydana gelen azalig, indiiklenmis siiperoksit
radikal olusumunun dolayl bir isareti sayilabilir. SOD aktivitesindeki artis ise siiperoksit
radikalinin asin1 iiretiminden dolayr bu enzimin inaktif formlarmin aktivasyonundan
kaynaklandigim1 diisiinebiliriz. Diger gruplarda ise antioksidant etkileri sonucunda

stiperoksit radikal olusumunun baskilandig1 s6ylenebilir.

Serum enzimlerinden AST ve ALT diizeylerinin ¢izelge 1’de incelenmesinde
kontrol grubuna gore biitiin uygulama gruplarinda istatistiki agidan onemli olan yiiksek
serum ALT diizeyi, AFB1 (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 biitiinliigiiniin bozuldugu
durumlarda sitoplazmik ALT ve AST seruma salimir. Agir karaciger hasart yaninda
sitoplazmik ve mitokondrial membran hasar gordilyse mitokondrial AST de kana gecer.
Yaygin doku harabiyeti ile bu enzimler kana gecer ve kandaki konsantrasyonlar artar

(Yagi, 1994). Bu degerlendirmeden farkli olarak bazi yazarlara (Mehmetoglu ve ark.,
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2002) gore, serum AST ve ALT aktivitesindeki azalma karaciger hasar1 ve normal
karaciger fonksiyonunun bozulmasim gostermektedir. Caligmamizda AST ve ALT
seviyelerindeki artis ise AFB1’in toksik etkileri sonucu karacigerin metabolizma

faaliyetinde meydana gelen degismelerin bir sonucu olabilir.

Bu biyokimyasal verilerin dogrultusunda, sonu¢ olarak, AFB1’in rat
karacigerlerinde meydana getirmis oldugu hasara bagl olarak serum enzimlerinin arttig
ve serbest radikal iiretimi sonucu lipid peroksidasyonun meydana geldigi, fakat
uygulanan COT’nun antioksidant etkisi sayesinde lipid peroksidasyonun, dolayisiyla

karaciger hasarinin kismen de olsa engellendigi soylenebilir.

5.2. Canh Agirhik Artislar

Aflatoksinlerin canli agirhk artislari iizerine olan olumsuz etkileri konusundaki
arastirmalara Ozellikle kanathilarda, az olarak da farelerde rastlanmistir. Bu caligmalarda
AFBI’li yemle beslenen broiler civcivlerin canli agirliklarinda %12-57 arasinda
azalmalarin meydana geldigi (Glahn ve ark., 1991), farelerde de doz ve siireye bagli olarak
% 37-55 arasinda canl agirliklarda azalmanin gozlendigi belirtilmektedir (Tuzcu, 1999).
Bu calismada da, cizelge 2°de gozlendigi gibi, 0.giin ile 90. giinlerdeki canli agirlik
ortalamalar1 dikkate alindiginda, kontrol grup A’da canli agirlik artis1 goriiliirken (P<0.05),
diger deneme gruplarindan grup B (AFB1)’de canhi agirlikta azalmanin gerceklestigi
(P<0.05), Grup C (AFB1+COT)’de ise baslangica gore anlamli bir degisikligin olmadigi
(P>0.05) belirlendi. Cizelge 2’deki canli agirlik ortalamalart dikkate alindiginda,
aflatoksikozis sonucu grup B’deki (AFB1) ratlarin karacigerlerinde histopatolojik olarak
saptanan siddetli dejenerasyon ve nekroz nedeniyle canli agirlik kaybinin sekillendigi; grup
C (AFB1+COT)’de ise uygulanan bitki ekstraktinin karaciger hasarin1 kismen de olsa
Onlemesine bagli olarak, baslangic canli agirliklarii muhafaza ettikleri soylenebilir.
Deneme baglangicinda canli agirliklant genelde birbirine yakin olan gruplarin deneme
stiresince yapilan farkli uygulamalara bagli olarak canli agirliklarmin farklhilastigi ve
deneme sonunda ¢orek otu ekstrakti verilen grup C’'nin grup A (kontrol) ve grup B (AFB1)
arasinda bir aralikta yer aldigi belirlendi. Ancak grup C (AFB1+COT)’ye ait deneme basi
canli agirhk degerinin diisiik olusu, deneme sonu agirhiklarini da etkilemis olma

ihtimalinden dolay1 bu sonug¢ daha dikkatli bir sekilde yorumlanmasi gerekmektedir.
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5.3. Makroskobik Bulgular

Deneysel aflatoksikozis olgularinda karacigerde bilyiime, kenarlarinda kiitlesme ve
renginde solgunlagsma (Marquez ve ark., 1993), yiiksek dozlu toksikasyonlarda ayrica
karacigerde petesiyal ve/veya ekimotik kanamalar bildirilmistir (Bilgi¢, 1992). Bobreklerde
ise bilyiime ve kesit yiizlerinde kanamalar kaydedilmistir (Sahoo ve ark., 1991). Caligmada
sadece AFB1 verilen (Grup B) ratlarda makroskobik lezyonlarin hafif olarak sadece
karacigerlerde saptanmasi, diger organlarda herhangi bir makroskobik lezyonun
goriilmemesi uygulanan AFB1’in dozu ve siiresiyle ilgili olabilecegi kanisindayiz. Nitekim
calismamizda ratlara verilen AFB1 miktar1 (100-150 mikrogram/kg/giin) diisiik toksik
dozdur. Bu doz ratlarda 12 ile 24 ay icinde karaciger kanseri olusturulmasi icin Onerilen
AFB1 dozudur (Ellis ve ark., 1991). Grup C (AFB1+COT) rat karacigerlerinde
makroskobik olarak bir degisikligin bulunmamasi, ratlara verilen COT ekstraktinin
koruyucu etkisiyle grup B’deki kadar karacigerlerde siddetli dejeneratif ve nekrotik

degisimlerin olusmadigina yorumlanabilir.

5.4. Mikroskobik Bulgular

AFBI’in toksisite ve karsinojenik etkilerinin ortaya ¢ikisinda, 6zellikle hepatik
mikrozomal stokrom P450’ye bagimli kompleks fonksiyonlu oksijenaz enzim sisteminde
Ozgiin aflatoksin molekiillerinin metabolize edilmesiyle olusan epoksit tiirevlerinin ¢ok
onemli rol oynadigi belirtilmektedir (Zachary ve ark., 1980). Bu epoksit metabolitlerin
hiicresel niikleoproteinler ve niikleik asitler gibi makromolekiillere baglanarak RNA, enzim
ve protein sentezinin inhibe edilmesi, ve sonucta hiicre biitiinliigliniin bozulmasinin
gerceklestigi  kaydedilmektedir (Zachary ve ark., 1980; Hatch, 1988). Bu enzim
sistemlerinin (hepatik mikrozomal stokrom P450) karacigerde en yiiksek konsantrasyonda
periasiner bolgedeki hepatositlerde lokalize oldugu belirtilmistir (Jubb ve ark., 1993).
Calismada deneme gruplarindan o6zellikle grup B (AFB1)’de saptanan bulanik sigkinlik,
hidropik dejenerasyon ve fokal nekrozlar gibi patolojik degisikliklerin Ozellikle
sentrilobiiler bolgede, daha sonra da intermedier bolgelerde ortaya ¢iktigi gbzlendi. Bu
bulgular, yani aflatoksikozis olgularinda lezyonlarin 6zellikle sentrilobiiler ve intermedier
agirlikl yerlesim gostermesi, diger arastiricilar tarafindan da vurgulanmistir (Moorthy ve

ark., 1985; Bilgig, 1992).
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Aflatoksikozis olgularinda hepatosit ¢ekirdeklerinde biiyiime, c¢ekirdekgigin
belirginlesmesi ve ¢ok sayida olmasi, marjinal hiperkromazi, hepatositlerin ¢ift ¢ekirdekli
olmasi gibi bulgularn gozlendigi bildirilmistir (Bilgi¢, 1992). Calismada ozellikle grup
B’de (AFB1) benzer sekilde hepatositlere rastlandi ve bu durum muhtemelen Gabliks ve
ark (1965) min da belirttigi gibi aflatoksinin hiicre boliinmesini baskilamasi sonucu olusan

RNA ve DNA artisiyla ilgili olabilir.

Yapilan calismalarda aflatoksikozis sonucu karacigerde safra kanallarinda
proliferasyon ve epitellerinde hiperplazinin goriildiigii (Slowik ve ark., 1985; Yakisik,
1992), bu degisikliklerin verilen AFB1’in dozu ve siiresi ile ilgili oldugu, ayrica
karacigerdeki nekrotik degisiklikleri takiben gelistigi ve hasara kars1 karacigerin
gosterdigi reaksiyonlardan biri oldugu belirtilmektedir (Tuzcu, 1999; Jubb ve ark.,
1993). Calismada, sadece grup B (AFB1)’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), ve ayrica sentrilobuler venlerin bag doku iiremesiyle tikandigi
belirtilmektedir (Suliman ve ark., 1987). Deneysel aflatoksikozis caligmalarinda
bobreklerde proksimal tubulus epitellerinde baslangicta dejeneratif ve daha sonra da
nekrotik degisimler (Sahoo ve ark., 1991; Mayura ve ark., 1998) ile tubulus liimenlerinde
hiyalin silindirlerinin goriildiigii (Bilgic ve Yesildere, 1992), glomeruluslarda ise
siskinlik, mezangiyal hiicre hiperplazisi, glomerulus bazal membranlarinda kalinlagsma
ve sonugta glomeruluslarin Bowman boslugunu tamamen doldurdugu kaydedilmektedir
(Bilgi¢ ve Yesildere, 1992; Miller ve ark., 1984; Mayura ve ark.,1998). Sunulan
calismada grup B (AFB1)’de, karaciger ve bobreklerin mikroskobik incelenmesinde
yukarida belirtilen bulgular saptanmadi, bunun da deney hayvanlarina verilen AFB1’in

dozu ve siiresiyle ilgili olabilecegi kanisinday1z.

Sunulan bu c¢alismada; AFB1 ve COT ekstraktinin birlikte verildigi grup C’de,
sadece AFB1’in verildigi grup B’de gozlenen mikroskobik bulgularin bir kisminin hig
olusmadig1 ya da az sekillendigi dikkati ¢cekti. AFB1 ile olusturulan karaciger hasarinda

COT’nun engelleyici etkisinin gozlendigi, bu hepatoprotektif etki ile ilgili olarak;
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bitkinin karaciger hasarinin 6énlenmesinde daha c¢ok lipid peroksidasyonu engelleme ve
immun sistemi aktive etme Ozelliklerinin etkili olabilecegi, ayrica diger terapotik
ozelliklerinin de bu hepatoprotektif etkilerine katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir.
Nitekim bu bitkinin, bu 6zellikleriyle ilgili olarak asagida goriilecegi gibi son yillarda
bir¢ok ¢alismalar gergeklestirilmistir.

Incelenebildigi kadariyla, ratlarda aflatoksikozisle olusturulan karaciger hasarinin
engellenmesine iligkin ¢orek otu’nun koruyucu etkinligi sadece bir ¢aligmada (Abdel-
Wahhab ve Aly, 2005) ve biyokimyasal olarak arastirilmistir. S6z konusu ¢alismada
arastiricilar, aflatoksikozisle olusan serbest radikalleri, ¢orek otu’nun antioksidant

ozelligiyle temizleyerek karaciger hasarin1 engelledigini belirtmislerdir.

Ratlarda CCly ile olusturulan fibrozisde, ¢orek otu ve 1sirgan otu tohum
ekstraktlarinin fibrozisi engelledigini, antifibrotik etkinin bu bitkilerin antioksidant ve
immunomadulatdr ozellikleriyle ilgili olabilecegi belirtilmistir (Tiirkdogan ve ark.,
2003). Yine ratlarda CCly ile olusturulan fibrozisde, ¢orek otu ve 1sirgan otu tohum
ekstraktlarinin lipid peroksidasyonu ve karaciger enzimlerini (AST, ALT) azalttigi,
antioksidant savunma sistemi aktivitesini ise arttirdigr kaydedilmis ve bu bitkilerin
hepatoprotektif etkiye sahip olduklan belirtilmistir (Kanter ve ark., 2005). Meral ve ark.
(2001) deneysel olarak tavsanlarda olusturduklar1 diabette, ¢orek otu uygulamasinin,
antioksidant savunma sistemi aktivitesini arttirarak ve lipid peroksidasyonu ise azaltarak,
karaciger hasarim engelledigini kaydetmislerdir. Yapilan diger bir calismada da, izole rat
hepatositlerinde corek otu’nun oksidatif hasara karst koruyucu ozellige sahip oldugu
gosterilmistir (Daba ve Abdel-Rahman, 1998). Houghton ve ark (1995) c¢orek otu
tohumu ekstraktinin lipid peroksidasyonu ve lokositlerde eicosanoid (yanginin bir lipid
mediatOrii) generasyonu inhibe ettigini, dolayisiyla bu bitkinin yangisal ve romatizmal
hastaliklarda etkili olabilecegini kaydetmislerdir. Corek otunun antikanserojen
ozellikleriyle ilgili olarak yapilan caligmalarda da; ratlarda deneysel olarak 1,2-
dimethylhydrazine ile indiiklenen kolon kanseri i¢in preneoplastik lezyonlarm, ¢orek otu
tohumu ekstraktinin oral olarak verilmesiyle engellendigi (EL-Sayed ve Salim, 2003),
corek otu tohumlarinin ugucu yaginda bulunan ve Onemli aktif kompenent olan
“Thymogquinone” kolon kanseri hiicreleri tizerinde kemoterapotik etkinliginin oldugu

(Norwood ve ark., 2006), ayrica ratlarda 7,12-di-methylbenz(a)anthracene (DMBA) ile
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indiikklenen meme karsinomunda, DMBA’nin karsinogenezis etkisini azalttifi ve

koruyucu bir réle sahip oldugu (El-Aziz ve ark., 2005) kaydedilmistir.

Corek otunun immun sistemi aktive etmesiyle ilgili yapilmis bir arastirmada,
insanlarda giinde 2g ¢orek otu aliminin natural killer (NK) hiicre aktivitesini ortalama
%74 oraninda artirdig1 ve T helper (T4) hiicrelerin T suppressor (Tg) hiicrelere oranini da
%72 oraninda artirdig1 bildirilmistir (Elkadi ve Kandil, 1987). 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 ekstraktlarinin verildigi gruplarda perisiniizoidal hiicrelerde belirgin bir
proliferasyon gozlendi. Bu hiicrelerin bir kisminin makrofaj aktivasyonu (Kupffer
hiicreleri) olabilecegi diisiiniilmiis, ancak bunun desteklenmesi i¢in daha ayrintili

caligmaya ihtiya¢ vardir.

5.5. immunohistokimyasal Bulgular

5.5.1. 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 saptamislar ve karaciger
dokusundaki fibrotik degisimlerin immunohistokimyasal boyama ile daha net olarak
ortaya konabildigini belirtmislerdir. Sunulan ¢alismada, Grup (AFB1)’de diger gruplara
gore biraz daha belirgin olan perisiniizoidal hiicrelerde boyanma saptandi, ancak bu
dikkat cekici bir artis olarak degerlendirilmedi. Bu da, perisiniizoidal bolgeden orijin
alan belirgin bir fibrozisin meydana gelmedigini, diger bir ifadeyle myofibroblastic
transformasyonlu Ito hiicrelerinde proliferasyon sekillenmedigini gostermektedir. Sonug
olarak, calismada uygulanan AFB1 dozunun kanserojen doz olmasi nedeniyle, deneme
siiresince uygulanan dozun ancak dejenerasyon ve nekroza neden olabildigi, denemenin

daha uzun siire siirdiiriilmesi durumunda fibrozisin gelisebilecegi kanisindayiz.
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5.5.2. Alpha-fetoprotein (AFP)

AFP, normal olarak sadece fotal karacigerlerin sitoplazmasinda bulunan, olgunlagmis
ve normal dokularda bulunmayan bir onkofttal 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 tiimorii, nadiren de metastatik karaciger tiimorleri ve hepatitislerde
goriildigii (Mulas ve ark., 1995), ancak, kan serumunda yiiksek seviyeye (5000ng/ml)
ulastiginda immunohistokimyasal olarak belirlenebildigi kaydedilmistir (Brumm, 1989).
Sunulan ¢aligmada, yapilan immunhistokimyasal boyamalarda, sadece Grup B (AFB1)’deki
ratlarin karacigerlerinde bazi hepatositlerin sitoplazmasinda boyanma saptandi. Boyanmalar
ozellike periasiner, bazen de hidropik dejenerasyonlu hiicre topluluklarmin igindeki
hepatositlerdeydi. Bu bulgular olduk¢a anlamli bulundu. $Soyle ki; Grup B (AFB1) disindaki
calisma gruplarin karacigerlerinde de, daha az olmakla birlikte, degisen oranlarda nekroz ve
dejenarasyon gozlenmesine ragmen AFP immunohistokimyasal olarak saptanmadi. Bu
sonuglar dogrultusunda; AFB1 uygulamasinin Grup B (AFB1) rat karaciger hepatositlerinde
kismen de olsa AFP sentezini indiikledigi, AFB1+COT ekstrakti verilen grupta ise bu
degisimin engellendigi sOylenebilir, ancak daha saglikli bir sonuca ulagsmak i¢in bu konu

tizerinde daha kapsaml ¢alismalara ihtiyac vardir.

5.5.3. p53 Gen Proteini

pS3, hiicre siklusunun kontroliinde onemli rol oynayan niiklear nonhiston bir
proteindir. Bu protein DNA yikimlanmasi durumlarinda, DNA tamir aktivitesini
kolaylastirir. Tiimorlerde anormal hiicre siklusu DNA tamirine zarar verip, potansiyel
mutasyonlar arttirarak karsinogenezise yol agmaktadir (Taylor ve Cote, 1994). pS3 (wild
tip) gerek normal, gerekse tiimor (mutant) hiicrelerinde bulunmaktadir. Ancak normal
hiicrelerde bulunan p53 wild tipinin yarilanma Omrii ¢ok kisadir (6-30 dk), bu nedenle
immunhistokimyasal olarak saptanabilecek kadar protein birikiminin olmadig
belirtilmektedir. Mutant p53 proteinin ise yarilanma émrii uzundur ve daha fazla birikir, bu
nedenle hiicre cekirdeginde kolaylikla saptanabilmektedir (Taylor ve Cote, 1994). Mutant
pS3 proteininin hiicrede birikimine p53 gen alterasyonlari neden olmaktadir (Davidoff ve

ark., 1991). Bu proteinin hiicrelerde birikmesi, hiicre proliferasyonunun diizenlenmesinde,
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cesitli organlarin karsinogenezisinde ve programli hiicre Oliimiinde O6nemli rol
oynamaktadir (Yonish-Rouach ve ark.,, 1991). Sunulan calismada biitiin gruplarda

immunhistokimyasal olarak bu protein saptanamadi.

5.5.4. Karsinoembriyonik Antijen (CEA)

CEA, fotiisiin gelismesi sirasinda normal olarak iiretilen ve viicudun yeni hiicreler
yapmasi i¢in ihtiya¢c duyulan bir glikoproteindir. Bu protein f6tiiste bir¢ok hiicre tipinde
bulunmaktadir. CEA {iiretimi dogumdan hemen 6nce durmaktadir. Bu nedenle, genellikle
saglikli erigkin insanlarda bulunmaz. CEA 6nemli bir kanser markirt olup, o6zellikle
gastrointestinal, karaciger, akciger ve pankreas karsinomlarinin tanisinda kullanilmaktadir.
(Christensen ve ark., 1989). Sunulan g¢alismada biitiin gruplarda immunhistokimyasal

olarak bu onkof6tal antijen saptanmadi.

Sunulan c¢aligmada, incelenen rat karacigerlerinde p53 gen proteini ve CEA
antijenlerinin saptanamamasi, denemede uygulanan AFB1 dozu ile deneme siiresi i¢inde,
hepatositlerde immunhistokimyasal diizeyde bu antijenlerin tiretiminin heniiz olmayisiyla

ya da boyamada kullanilan primer serumlarla ilgili olabilir.

Sonu¢ olarak; AFBI1 ile deneysel olarak olusturulan karaciger hasarinda, COT
ekstraktinin  hepatoprotektif ~etkisinin arastinnldigi bu c¢alismada; biyokimyasal ve
histopatolojik bulgular dogrultusunda, COT’nun antioksidant etkisi sayesinde lipid
peroksidasyonun, dolayisiyla karaciger hasarinin kismen de olsa engellendigi gozlendi.
Ayrica immunohistokimyasal olarak AFP’nin, COT ekstrakti1 verilen grupta belirlenememesi,
fakat sadece AFBI1 verilen grupta saptanmasi olduk¢a anlamli bulunmus ve bu bitkinin
antikanserojen etkisi konusunda bir fikir olusturmustur. Ancak, gerceklestirilen bu
calismanin, bir 6n ¢alisma olarak kabul edilmesi, ayni ¢alismanin deneme siiresini, ratlarda
100-150 mikrogram/kg/giin AFB1 doz ile kanser olusturma siiresi olarak bildirilen 12-24 ay
kadar genis planlayarak ve bitki ekstraktlarinin farkli dozlar kullanmilarak yapilmasinin, s6z
konusu bitkinin antikanserojen etkisinin varligi daha net bir sekilde ortaya konabilecegi
kanisindayiz. Bu nedenlerle, bu caligmanin, bu konuda daha sonraki yapilacak calismalara

biiyiik katkisinin olacag: ve temel olusturacag diistincesindeyiz.
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