Aflatoksin B,'in tavsan eritrosit, karaciger, bobrek arginaz
aktiviteleri ile serum ALP, AST, ALT diizeylerine etkisi
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Otuz tavsan A,B.C ve kontrol olmak iizere dort gruba avrildi. A.B,C gruplarina ii¢ ay sireyle farkli
dozlarda aflatoksin By (AFB; } verildi. Diger tarafian kontrol grubu normal besinlerle beslendi. Serum
ALPAST ALT diizeyleri AFB; uygulamasindan énce ve sonra tespit edildi. Fritrosit, karaciger, ve héobrek
arginaz aktiviteleri yalmzea AFB;, wvgulamasindan sonra 6l¢iildii. AST ve ALT nin ilk ve son degerleri
arasindaki fark istatiksel olarak onemlivdi fakat ALP diizevleri onemsizdi. AST ve ALT diizevierindeki artiy
dogrudan AFB, dozlary ile ilgkilivdi. A.B ve C gruplarindaki eritrosit, karaciger ve bobrek arginaz
aktiviteleri kontrol grubu ile kivaslandi. Yalnizea karaciger arginaz diizevi istatiksel olarak  onemli
bulundu. Sonug olarak AFB, in ¢ok kiigiik dozlarvun bile etkisini ozellikle karaciger iizerinde gosterdigini
ve hepatoselliiler hasara neden oldugu kamsma vardik. AST ve ALT diizevierindeki artiglar karaciger
arginaz aktivitesivle paralelik arzetmektevdi. [Turgut Ozal Tip Merkezi Dergisi 1(2):88-92,1994]

Anahtar Kelimeler: -flatoksin B;. arginaz aktivitesi, serum ALP. AST ve ALT diizevieri

Effects of aflatoxin B, on the erytrocytes, liver, kidney arginase activities and serum ALP, AST,
ALT levels of rabbits

30 rabbits were seperated into four groups as A B.C and control. Aflatoxin B, (1B, ) had been given
orally in different doses to the groups A.B.C for three mounths. On the other hand the control group were
Jeeded with normal nutrients. The serum levels of ALP, ANT. ALT were determined before and afier
aplication of A1'B, adminstration. The differnces hetween first and last levels of AST and LT were
significant but levels of ALP were wunsignificant. The increasing in AST and ALT values were corvelated
directly with the A1, doses. The arginase activity levels of the ervirevies, liver and kidney in the groupys
A0 B Cowere compared with the control group. Only the liver arginase levels were statistically significant.
As a result, we concluded that even minimum dose of AFI3; shows its effectts particularlv on the liver and
causes the hepatocelluler damage. The increasing in AST and LT levels were correlated with the liver
arginase activity. [Journal of Turgut Ozal \edical Center 1(2):88-92.1994)]
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Temel ve ark.

Aflatoksin B, 'in eritrositkaraciger.bobrek arginaz aktiviteleri ile serum ALT.AST ALT diizeylerine etkisi

Kiifler dogada hemen her iklim kusaginda
yasayan, ozellikle serin ve nemli yerleri seven mantar
tirleridir.  Ihtiyaglan olan organik maddeleri
kendileri sentezleyemediklerinden hazir besinleri
kullamirlar. Urettikleri mikotoksinlerden dolay: da
insan ve hayvan saghgim tehdit edici potansiyele
sahiptirler’.

Giiniimiize kadar 250 dolayinda mikotoksin
varhg saptanmugtir. Bunlar arasinda alti degisik
varyant: ile aflatoksinler, iizerinde en ¢ok galisilan
mikotoksin tirleridir’. Tamami birer dehidrofuran
tirevi olan aflatoksinler Aspergillus flavus ve
Aspergillus parasiticus tiirii kiif mantarlan tarafindan
aretilir. Cogunlukia mutajen, karsinojen, teratojen ve
bagisiklig1  baskilayici  etkilere sahip olduklan
bilinmektedir”.

Aflatoksinler arasinda insan ve hayvanlara kars:
en kuvvetli toksisiteye sahip olam1 AFB,‘dir. Bu
bilesigin DNA zincirine baglanarak protein sentezini
engelledigi bilinmektedir’.

Uzun siire aflatoksinlerle bulagik gidalar yemek
ve aflatoksinlerle bulagik havay: solumak agir kronik
hastaliklara neden olmaktadir. Bunlarin bashicalar::
Primer karaciger kanseri, hepatitis, siroz, kolon ve

akciger  kanserleri  ile  ¢esiti  hematolojik
bozukluklardir".
Caligmamizda  AFB, ‘in  ¢esitli dokularda

olusturdugu hasan saptamak iizere anahtar enzim
olarak arginaz se¢ilmistir. Arginaz basta karaciger
olmak tizere eritrosit, l6kosit, trombosit, iskelet ve
kalp kasi, beyin, barsak, bobrek, tiroid ve tikrik
bezleri, plasenta, deri ve testislerde az yada ¢ok aktif
olarak bulunan bir enzimdir®.

Arginaz  (L-Arginin  Amidinohidrolaz  EC:
3.5.3.1) oldukca spesifik bir enzim olup dogal
substratt L-Arginindir. Arginini tre ve ornitine
pargalayarak etki eder. Optimal pH'st 9.4 ila 9.8
arasindadir’.

Enzimin maksimum aktiviteye ulasabilmesi igin
kofaktor olarak Mn"" iyonlarina ihtiyag vardir.
Diger iki degerlikli metal iyonlan ile aym diizeyde
aktiviteye erisilmemektedir™’.

Klinik agidan arginaz enzim aktivitesindeki
eksiklik ¢ok nadir goriillen bir hastabk olan
hiperargininemiye yol agmaktadir. Tersine kanser ve
infarktiis gibi bazi hastalik gruplarinda ise serum
arginaz aktivitelerinin normalin birka¢ misli arttif
bildirilmigtir'>"", '

Turgut Ozal Tip Merkezi Dergisi 1(2):1994

MATERYAL VE METOD

Aragtirmada saglikli ve bir yagindan kiigik 30
tavsan kullanildi. Sekizer tavsandan ibaret g
¢ahigma grubu (A,B,C) ve alti tavsandan ibaret bir
kontrol  grubu  (K)  olusturuldu. Kontrol
grubundakilere sirasiyla  0.01; 0.0075., 0.005
mg/kg/gin AFB,; oral olarak, yiyeceklere katilarak
verildi. Doz se¢iminde Clark ve arkadaglarinin
belirledigi subtoksik doz ila bunun 1.5 ve 2 kati
dozlar kullamild:'*.

Ug ay siireyle devam eden bu uygulamanin
basinda ve sonunda tavsanlarin kulak venlerinden
alinan kan orneklerinde serum ALP, AST, ALT
diizeyleri ¢alisildi. Bu amagla Beckman Synchron
CX4 otoanalizor sistemi ve rutin test kitleri
kullanildt.  Ayrica  uygulama  sonunda tiim
tavsanlardan EDTA’l1 kan ornekleri alinarak bunun
kiiciik bir miktari Drabkin yontemiyle Hb tayininde
kullamldi". Geri kalan biiyiik kissm 1000 g'de 10
dakika santrifiij edilerek plazmalan uzaklastirild.

Toplanan eritrositler ii¢ kez serum fizyolojik (SF)
ile yikandiktan sonra 2.5 mM MnCl, ilavesiyle
orjinal hacimlerine tamamlandi. Alt iist edilerek iyice
kanigmalart ve tamamen hemolize olmalar saglandi.
Elde edilen hemolizatlarda ayni giin
thiosemicarbazide diasetii monoxime urea (TDMU)
yontemi ile eritrosit arginaz aktiviteleri ¢calisildi™.

Sonraki asamada tavsanlar "Pentothal, Ether"
anestezisi ile uyutularak batin ve gogiis kafesleri
agildi. Karaciger ve bobrekleri ¢ikarildi. SF ile
perfiize edilip yikandiktan sonra uygun kaplara
konularak -200C de korumaya alindi. Sonraki
giinlerde doku g¢aligmalarina baglamadan bir gece
once ornekler derin dondurucudan ¢ikarilarak
buzdolabina yerlestirildi ve yavag yavas ¢oziinmeleri
saglandi. Tekrar SF ile yikandiktan sonra kiigiik
pargaciklar seklinde kesilen doku orneklerinden
tkiger gram tartilarak buz igerisine oturtulmug
beherlere aktarildi. Beherlere 20 ml 2.5 mM MnCl,
ilave edilerek  dokular tamamen pargalanincaya
kadar homojenize edildi. Homojenatlar 00C de
15.000 g'de 20 dakika siireyle santrifiy edilerek
siipernatantlan ayri ayn tiiplerde toplandi.

En son asamada siipernatantlardan Lowry
yontemi ile doku protein analizleri ve TDMU
yontemi ile arginaz aktiviteleri tayin edildi'®.

Elde edilen bulgular denek sayisina uygun diisen
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Temel ve ark.

Aflatoksin B; 'in eritrosit.karaciger.bibrek arginaz aktiviteleri tle serum ALT ST ALY diizevierine ctkisi

non parametrik istatiksel analiz yontemleri ile

degerlendirildi.

BULGULAR

Serum ALP. AST. ALT diizeylerinin ilk ve son
degerleri arasindaki fark "Wilcoxon eslestirilnus iki
ornek testi” kullamtarak anahz edildi, ALP
diizeylerindeki fark tium gruplarda énemsiz bulundu.
AST ve ALT diizeylerindeki fark sadece C grubunda
onemsiz bulunurken A ve B gruplanindaki farkta
anlamh artislar goriildi (Tablo I). Doku arginaz
aktivite dizeylerindeki degisimi ortaya koymak igin
gruplar arasi varyans analizi uygulandi, sonuglar
Tablo 11°de gosterildi. Bu maksatia yapilan "Kruskal
Wallis Varyans Analizi" sonucu sadece karaciger
arginaz aktivite dizeyindeki degisimler onemh
bulundu (p<0.05).

Karaciger arginaz aktiviteler1 arasindaki anlaml
farkin hangi grup yada gruplardan kaynaklandigini
saptamak ig¢in "Mann Whitney U Testi" uygulandi,
sonuglar Tablo I[ll'de gosterilmistir. Bu tabloda
kontrol grubu ile A grubu; kontrol grubu ile B grubu;
ve A grubu ile C grubu arasindaki degisimlerin
anlamli oldugu gorilirken (p<0.05) diger gruplar
arasindaki farkin onemli olmadig: saptand.

Serum AST, ALT diizeyleri tle karaciger arginaz
aktiviteleri arasindaki  iligkiyi incelemek iizere
korelasyon analizi uygulandi, sonuglar Tablo 1V'de
gosterildi. Bu sonuglara gore karaciger arginazinin
hem AST hemde ALT artiglariyla orta derecede
pozinf  bir korelasyona sahip oldugunu
gostermektedir. ALT ile olan korelasyon AST
korelasyonundan daha kuvvetli goriilmektedir.

TARTISMA VE SONUC

Bu caltsmada AFB, in serum ALP, AST. ALT
dizeylerine etkisi, AFB; uygulamasindan sonra elde
edilen degerlerin uygulama oncesi bulunanlarla
kiyaslanarak agiklanmaya galisilmistir. Doku arginaz
aktiviteleri lizerine etkisi ise; AFB, wverilen ve
verilmeyen  gruplardan elde edilen sonuglarin
birbiriyle  kiyaslanmasiyla  ortaya  konulmaga
calistlmustir,

Deneysel bulgularin istatiksel analizlerinden
ortaya ¢tkan sonug: AFB, in ¢ok kiiciik dozlarda bile
karaciger iizerinde hasar olusturdugu yoniindedir,
Serum AST, ALT diizeylerindeki anlamli artislar ve
doku arginaz aktivitelerinden yalmzca karaciger
arginazinda anlamhi artig bulunmasi da bu kanaati
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dogrulayict niteliktedir.

“Serum ALP dizeylerindeki artis, beklenenin
aksine anlamsiz bulunmugtur. Bu konuda tavsanlarin
gogunun hentiz kenuk gelisim siirecini
tamamlamadiginin etkili oldugunu sanmaktayiz

Benzer calismalarda Ugarte ve ark'’lan CCL,
vererek akut  karaciger hasan  olusturduklan

kopeklerde karaciger arginaz aktiviteler1 ve serum

AST dizeylerinde onemli artislar saptanuslardir.
Tiirkoglu' ' nun ¢ahsmasinda CCL, enjekte edilerek
siroz olusturulan sicanlanin  karaciger arginaz
aktivitelerinde onemli azalmalar bulunmustur. Ayni
calismada serum AST ve ALT diizeylerinde anlamh
artiglar oldugu tespit edilmigtir.

Fasciola hepatica enfeksiyonu sonucu siroz olusan
sigir karaciger dokularinda galisan Ozan' arginaz
aktivitelerinde onemli azalmalar bulmustur. Plazma
AST diizeylerinde azalma, ALT diizeylerinde ise artis
saptamigdir.

Burada vurgulanmasi gereken onemli bir nokta:
gerek Turkoglu gerekse Ozan arastirmalarini sirozlu
doku orneklerinde gerceklestirmislerdir. Oysa Ugarte
ve bizim ¢ahsmalarimizda hepatoselliller hasar
olusturulan ornekler kullantlmigtir. Ayrica
¢alismanmizda kullanmilan dozlar ve uygulama sekli de
kisa  surede siroz  olusturmaya  yetmeyecek
durumdadir.

Bulgulannuzda  kontrol  grubu  tavsanlarda
istatiksel olarak anlamh olmasa da AST ve ALT
diizeylerinde bir miktar artis mevcuttur. Bunun
kontrol grubu igindeki tavsanlardan bazilarinin asirt
yiiksek sonuglarindan kaynaklandigini ve ortalamay!
yukselttigim sanmaktayiz. -

Tavsanlarin tamami ayr kafeslerde
beslenmelerine ragmen aym odayr paylasmalan
nedentyle kontrol grubu tavsanlann da havaya
karnisan  AFB,  partiikillerinden  etkilendigini
sanmaktayiz. Hayes ve ark'”larmim aflatoksinli
havayr soluyan kigilerde karaciger ve solunum yolu
kanserlerinin goruldiigiini belirten arastirmalan da
bu disiincemizi desteklemektedir.

Gruplarin  eritrosit -ve  bobrek  arginaz
aktivitelerinin  irdelenmesinden ¢ikarilan  sonug:
kullanilan AFB, dozlarimin ve suresimin karaciger
dis1 dokularda hasar olusturacak dizeye ulagmadig:
yoniindedir  (Tablo  II). Karaciger  arginaz
aktivitelerinde ise. uygulanan doza bagh olarak
kontrol grubu ile A grubu | kontrol grubu ile B grubu
ve A grubu ile C grubu arasinda istatiksel olarak
anlamhi farklar bulunmustur (Tablo I11). Biribirine
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Tablo 1. AFB, uygulamasindan énce ve sonra serum ALP, AST, ALT diizeyleri

Test | Gruplar | n [ Once (X+SD) Sonra (X+SD) Fark (X£SD) t p

A 8 | 103.5+24.17 119.25+17.51 15.75+18.15 13 >0.05
ALP | B 8 | 90.38+14.83 88.38+9.87 2.00+11.47 17 > 0.05
U/L C 8 | 133.38421.79 120.25+16.35 13.13+12.38 12 > 0.05

Kontrol 6 | 101.17£14.16 114.83+14.13 13.67+6.72 3 > 0.05

A 8 | 36.63+4.89 66.63+£17.70 30.00+15.69 3 <0.05
AST | B 8 | 31.50+4.20 42.75+5.19 11.25+3.63 1 < 0.05
U/L C 8 28.38+2.16 43.13+£8.62 14.75+7 48 3 < (.05

Kontrol 6 | 60.17+£19.38 68.17+£25.11 8.00+£18.25 7 > (.05

A 8 | 52.38+5.98 88.63+14 .45 36.25+12.89 2 <0.05
ALT | B 8 | 53.0049.65 85.38+10.99 32.38+7.02 0 <0.05
u/L C 8 | 48.00+£5.40 68.50+7.09 20.50+4.77 1 < 0.05

Kontrol 6 57.00+8.83 86.33+21.16 29.33+17.24 4 > 0.05
Tablo I1. Doku arginaz aktivitelerinin gruplar arast degisimi

A grubu B grubu C grubu Kontrol Kw p
Doku XxSD X+SD X+SD X+SD
n=8 n=8 n=8§ n=0
EA 36.65+1.43 | 36.75+1.53 | 37.58+1.28 | 38.02+1.09 | 0.999 > (.05
KA 1.91+0.08 1.86+0.13 1.64+0.08 1.46+0.07 9.563 < 0.05
BA 0.17+0.18 0.15+0.13 0.15+0.11 0.14+0.19 0.050 > 0.05
EA : Eritrosit arginaz aktivitesi= Unite/gr. Hb.dakika
KA : Karaciger arginaz aktivitesi= Unite/mg,_protein dakika
BA : Bobrek arginaz aktivitesi= Unite/mg.protein dakika
Tablo II1. Karaciger arginaz aktivitelerinin gruplar arasi degisimi
Birinci grup : X+SD Ikinci grup : X+SD U p

Kontrol (n=6) : 1.46+0.07 A grubu (n=8) : 1.91£0.08 45.00 < 0.05
Kontrol (n=6) : 1.46+0.07 B grubu (n=8) : 1.8610.13 42.00 <0.05
Kontrol (n=6) : 1.46+0.07 C grubu (n=8) : 1.64+0.08 34.00 > 0.05
A grubu (n=8) : 1.91+0.08 B grubu (n=8) : 1.86+0.13 36.00 >0.05
A grubu (n=8) : 1.91+0.08 C grubu (n=8) : 1.64+0.08 50.50 <0.05
B grubu (n=8) : 1.86+0.13 C grubu (n=8) : 1.64+0.08 41.00 > 0.05
Tabloe IV Karaciger arginaz aktivitesi ile AST, ALT iligkisi
Parametreler n r Sr (:0.05) iligkinin yénii
Arginaz - AST 30 0.545 + 0.306 +
Arginaz - ALT 30 0.699 + 0.306 +

yakin dozda AFB, alan gruplar arasindaki farklar
istatiksel olarak anlamli bulunmamigtir. Karacigerin
arginaz aktivitesi yoniinden en zengin doku olmasi
ve AFB, in karacigerde detoksifiye edilmesi 6zellikle

bu dokunun

etkilenmesini

saglayan

sebeplerin
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baslicalandir.

Caligmanuzda serum AST ve ALT diizeylerindeki
artig ile karaciger arginaz aktivitelerindeki artig
kiyaslandiginda  aralannda pozitif bir  iligkinin
oldugu gériilmektedir (Tablo V).
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Bu ¢alismada parametrik test varsayimlari yerine
getirildigi halde, uygulanan doza bagh olarak
gruplara diigen denek sayisinin az olmasi nedeniyle
"Nonparametrik  Istatiksel ~ Analiz  Yontemleri"
kullamlmistir™.

Sonug¢ olarak diyebiliriz ki: AFB, ¢ok kiigiik
dozlarda dahi ozellikle karaciger iizerinde hasar
olusturucu etkiye sahiptir. Kullanilan doz ve
kullanma siiresine bagh olarak bu etki artmaktadir.
Besinlerimizin bu tir maddelerle kirlenmesinin
onlenmesi gerekir.
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