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OZET

Bu ¢alismada, siganlarda aflatoksin B1’in (AfB1) neden oldugu kromozom
kiriklart ve 16kosit tipleri iizerine Arnebia densiflora (A.densiflora) kok
ekstresinin etkileri arastirildi.

Calismada, 42 adet Rattus norvegicus (Wistar albino) soyu agirliklar
ortalama 256.91+£2.99 g olan disi si¢can kullanildi. Siganlar esit sayida altx
gruba ayrildi. Kontrol olarak tutulan ilk ii¢ gruptan I.gruba 0.3 ml serum
fizyolojik (SF), Il.gruba 0.3 ml ekstreyi ¢oziindiirdiigiimiiz siv1 yag, IIL
gruba 0.3 ml dimethyl sulphoxide (DMSO), deney grubu olarak, I'V.gruba 2
mg/kg AfB1, V.gruba 4 mg/kg A.densiflora kok ekstresi, VI.gruba ise 2
mg/kg AfB1 ve 4 mg/kg A.densiflora kok ekstresi birlikte tek doz halinde
intraperitoneal (i.p) olarak verildi.

Calisma sonunda V.grupta, kontrol gruplarinda oldugu gibi énemli diizeyde
kromatid tipi kiriga rastlanilmadi. IV. ve VI grupta ise 6nemli diizeyde
kromatid tipi kirik gozlendi. Boylece A.densiflora kok ekstresinin kromatid
tipi kirtk yapmadigi fakat AfB1 ile birlikte verildiginde ise AfB1’in neden
oldugu kirik olusumunu engelleyemedigi tespit edildi. Lenfosit yiizdeleri
kontrol gruplarina gore V.grupta oOnemli diizeyde artarken, nétrofil
ylizdesinin V. ve VI. gruplarda distiigii goriildii. Hematokrit degerleri ve
monosit ylizdeleri ise gruplar arasinda énemli bir farklilik géstermedi.

Sonug olarak, toksik etkisi yaninda antikanserojen etkisi oldugu bilinen
A.densiflora kok ekstresinin 4 mg/kg dozunun tek bagina kromatid tipi kirik
yapmadigi ancak AfB1’in neden oldugu kromatid tipi kiriklar da
Onleyemedigi gorilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Arnebia Densiflora, Aflatoksin Bl, Kromozom,
Lokosit, Sigan.
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EFFECT OF Arnebia densiflora (Nordm.) Ledeb. ROOT EXTRACT ON
AFLATOXIN B1-INDUCED CHROMOSOME BREAKAGE IN RATS

ABSTRACT

In this study, the effect of Arnebia densiflora root extract was investigated
on aflatoxin B1(AfB1) induced chromosome breakage and leucocyte types in
rats.

Fourty-two Rattus norvegicus (Wistar albino) female rats, which have
average weights 256.91+£2.99 g, were used in the study. The rats were divided
into six groups in equal numbers. Group one received 0.3 ml serum
physilogical, group two received 0.3 ml liquid oil that is used to as a solvent
for extract, group three received 0.3 ml dimethyl sulphoxide (DMSO) that is
used as a solvent for AfB1. All of these groups evaluated as a controls. As an
experimental groups, group four received 2 ml/kg AfB1, group five 4 mg/ kg
A.densiflora root extract and group six received at the same doses AfB1 plus
A.densiflora root extract. All groups were introduced a single dose
intraperitoneal injection (1.p).

According to the data obtained, the chromatid type breakage in the group five
was not statistically significant as campared with the control groups.
Chromatid type breakage was statistically significant in the group four and
six. Thus, we have determined that 4.densiflora root extract does not cause
chromatid type breakage, but when A.densiflora root extract given with
AfBI1, it was not prevented chromosome type breakage which is induced by
AfB1. Haemotocrite and monocyte percentages have not different among the
groups but Lymphocyte percentages in the group five have significantly
increased. Neutrophil percentages in the group five and six showed a
significantly decrease whwn campared with controls.

As a result, Arnebia densiflora root extract has an anticancer effect besides
toxic effect. It could not make chromatid type breakage at 4 mg/kg dose. In
addition to this, we determined that it did not prevent chromatid type
breakage induced AfB1.

Keywords: 4.Densiflora, Aflatoxin B1, Chromosome, Leucocyte, Rat.
1. GIRIS

Naftakinonlar, bitki koklerinin ozellikle kabuk kisimlarinda bol olarak
bulunurlar. Naftakinon tiirevlerinin hepsi renkli maddelerdir ve naftakinon
tiirevi tasiyan bitkiler boya maddesi olarak asirlardir kullanilmaktadir. Bu
tirevler, Alkanna tinctoria’nin koklerinden izole edilen alkanninden dolay1
alkanninler adi ile de bilinmektedir. Naftakinonlara bitkiler aleminde 150
tiirde rastlanilmaktadir. Bunlarin ¢ogu Boraginaceae familyasima ait Echium,
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Onosma, Alkanna, Cynoglossum, Lithospermum ve Arnebia cinsine ait
tiirlerdir [1-3].

A.densiflora, Boraginaceae familyasmin Arnebia Forssk cinsine dahil bir
tiirdtir [Resim 1][1]. Boraginaceae koklerinden elde edilen tiriinler birgcok
tilkede halk arasinda ekzema, kerotodermia, dermatophytosis, cons callus,
acne vulgaris, yaniklar ve tiim hemoroidlerde kullanilmistir [3]. Bundan
hareket edilerek yiiksek biyolojik aktiviteleri nedeniyle naftakinonlar
antitimor ~ [4-9],  antibakteriyel  [3,7,8,10,11], antifungal  [12-15],
antienflammatuar  [8] ve yara lyilestirici [2,3,13] olarak degisik
aragtirmalarda kullanilmistir. Fakat bu bitkinin aym zamanda doza baglh
olarak toksik etki gosterdigi yapilan bazi ¢aligmalarla ortaya konulmustur
[6,14]. Biitin bu etkilerinden dolay1 Boraginaceae familyas: iiyelerinin
farmakolojik 6zellikleri iizerine caligmalar halen siirdiiriilmektedir.

Caligmamizda etkisini inceledigimiz ikinci madde mikotoksinlerin nemli
gruplarindan biri olan aflatoksinlerdir. Aflatoksinler Aspergillus flavus ve
Aspergillus  parasiticus funguslari tarafindan ikincil metabolit olarak
uretilmektedir. ~ Aflatoksinlerin  hepsi toksik olup toksisite siddeti
BI>B2>G1>G2  seklindedir  [16-20,28-30].  Aflatoksinlerle  yapilan
caligmalarda bunlarin mutajenik etkiye sahip olduklar1 ve kromozomlarda
kromatid tipi kiriklara sebep olduklari saptanmistir [21]. Aflatoksinler
bilinen en 6nemli dogal kanserojenlerdir. Aflatoksinli gidalarla beslenen
kisilerde ~ ozellikle karaciger kanserine yakalanma riskinin arttig
gosterilmistir [22-24]. Aflatoksinlerin eritrosit ve 16kosit miktarmi doza
bagl olarak azalttig: bildirilmistir [25-27].

Bu ¢alismada A.densiflora kok ekstresinin antitiimoéral, AfB1’in ise
kanserojen etkileri géz oniine alinarak, kromozom ve 16kosit tipleri iizerine
olan  bozucu  etkilerini  d.densiflora  kok  ekstresinin  diizeltip
duzeltemeyecegini aragtirmak {izere planland.

2. MATERYAL VE YONTEM

Bu ¢aligmada. 42 adet Rattus norvegicus (Wistar albino) soyu ortalama
256.9142.99 g disi sigan kullamld1. Siganlar, ad-libidum beslendi ve her giin
taze ¢esme suyu verildi. Her grupta 7 hayvan olacak sekilde 6 grup
olusturuldu. Tim gruplara yapilan uygulamalar Tablo 1’de belirtilen sekilde
yapildi. Tim arastirma materyalleri tek doz halinde intraperitoneal (i.p)
olarak hayvanlara verildi.
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Enjeksiyonu takip eden 18. saat sonunda hayvanlar eter anestezisi altinda
bayiltilarak, karin gogiis bolgesi agilan her bir siganm kalbinin sol
ventrikiiliinden enjektorle aliman kan orneklerinin hematokriti (Niive NT
715) tayin edildi. Lokosit sayimi i¢inde yayma preparatlar yapildi. Bunun
icin yayma yapilan preparatlar metanol (%100) gezdirilerek tespit edildi.
Distile suda yikandi. Giemsa (1 ml Giemsa stok+9 ml distile su) ile boyandi.
Boyanan preparatlar cesme suyundan gegirildi ve oda 1sisinda kurutuldu.
Hazirlanan preparatlar mikroskopta degerlendirilerek, lokosit yiizdeleri
belirlendi.

Kemik iliginden kromozomlar elde edildi. Bunun i¢in, siganlara enjeksiyonu
takip eden 16. saatte mitoz boliinme durumundaki hiicrelerin metafaz
evresinde durmasini saglayan 4 mg/kg colcemid i.p olarak verildi. Iki saat
sonra eter anestezisi altinda bayiltilmis siganlarin tibia ve pelvisi kesilerek
femur kemikleri acida ¢ikarildi. Femurun proksimal ucu, kemik iligi
goriilebilecek sekilde kesildi. Fetal Bovine Serum (37°C), drnek sayist kadar
enjektére 3 ml cekildi ve bu enjektdr ucu kemik iligi kanalma sokularak
miimkiin olan tim kemik iligi ¢ekildi. Kromozomlar sayilarinin ¢oklugu,
hiicrelerin kiiciikliigii nedeni ile olduk¢a sikisik durumdadirlar. Hiicre i¢i
kromozomlar: daha iyi goriiniir duruma getirmek ig¢in hiicre hipotonik
soliisyonlarla sisirilmekte ve kromozomlarn daha biiylik bir diizlemde
dagilmalari saglanmaktadir. Bu amagla kemik iligi+Fetal Bovine Serum
karistmi 10 ml santrifiij tiiplerine aktarildi ve 1200 rpm’de 7 dakika santrifiij
(Niive) edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant atildi. Kalan hiicre peletine 5 ml
0.075 M KCl damla damla vorteks’de ilave edildi ve 20 dakika 37°C etiivde
(Niive EN 400) bekletildi. Siire sonunda 1200 rpm’de 7 dakika santrifijj
edildi. Santriftij sonrasi siipernatant atildi. Taze Carnoy fiksatifi (3 hacim
metanol, 1 hacim asetik asit) 5 ml damla damla vorteks’de ilave edildi.
Tekrar belirtilen rpm’de santrifiij edilip stipernatant atildi. Tekrar Carnoy
fiksatifi ilave edildi. Otuz dakika buzdolabinda bekletildikten sonra santrifiij
edildi iistte biriken siipernatant atildi. Daha once bir gece 5 hacim alkol, 5
hacim eter karisiminda bekleyen lamlar temizlendi kurulandi. Distile su dolu
kavanozda bir gece bekletildi. Bu lamlara her hayvandan 3 preperat olacak
sekilde, steril bir pastor pipeti vasitasi ile hiicre siispansiyonu 25-30 cm
yiikseklikten piiskirtiilerek yayildi. Lamlar kurutulmaya birakildi. Kuruyan
lamlara %35 Giemsa boyasi uygulandi (pH=7). Xylolde bekletilen lamlar
entellan ile kapatildi. Belirtilen sekilde standart harvesting yontemi
uygulanarak kromozom preperatlart elde edildi [31]. Bu preperatlardan
kromatid tipi kirik sayisi karsilagtirilmak tizere her bir 6rnek icin iki yiiz
metafaz plagi sayildi. Kirik tespit edilen metafaz plagi sayis1 belirlendi.
Sonuglar tek yonlii varyans analizi ile degerlendirildi.
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3. BULGULAR

Yapilan bu ¢alisma sonunda kontrol grubu olarak kabul ettigimiz; serum
fizyolojik  verilen  Lgrup, A.demsifloranm  katt kok  ekstresini
¢bzindiirdiigimiiz sivi yag verilen ILgrup ve AfBI’i ¢oziindirdiigimiiz
DMSO verilen IlI. grup i¢in 6lgiilen parametre degerleri istatistiksel olarak
karsilagtinldiginda, gruplar arasinda 6nemli bir farklilik bulunmadi (p>0.05).
Bu nedenle deney gruplarindan elde edilen parametre degerlerinin
kargilastirilmasinda kontrol degeri olarak I.grup goz éniine alind.

Hematokrit ve [8kosit tiplerinin kontrol ve deney gruplarina ait degerleri
Tablo 2’de goriilmektedir. Hematokrit degerleri istatistiksel olarak yapilan
kargilagtirmada kontrol ve deney gruplar1 arasmnda 6nemli bir farklilik
bulunmadi (p>0.05). Lenfosit yiizde degerleri igin IV. ve VI. grup kontrol ile
kargilastirldiginda onemli bir farklilik bulunmadi (p>0.05). Ancak V. grupta
goriilen artis kontrol ve diger gruplara gére anlamli bulundu (p<0.05).
Monosit yiizde degerleri istatistiksel olarak yapilan karsilastirmada kontrole
gore gruplar arasmnda 6nemli bir farklilik bulunmadi (p>0.05). Nétrofil
ylizde degerleri kontrole gore karsilastirildiginda IV. ve VI. grupta énemli
bir farklilik bulunmadi (p>0.05). Ancak V. grupta goriilen diisiis kontrol ve
diger gruplara gére anlamli bulundu (p<0.05).

Kromozomlari  kromatid tipi kirik yoniinden degerlendirdigimiz bu
caligmada kontrol ve deney gruplarinda kromatid tipi kirik gériilen metafaz
plagi sayisi ve ytizde degerleri Tablo 3’de goriilmektedir. Kromatid tipi kirik
goriilen metafaz plagi ytizde degerleri I. grupta (kontrol) ile V. grup arasinda
istatistiksel agidan 6nemli bir farklilik gézlenmezken (p>0.05), IV.grup ile
Vl.grupta goriilen kirik yiizdesindeki artig kontrol grubuna gore oldukca
6nemliydi (p<0.05) [Sekil 1,2].

4. TARTISMA VE SONUC

Hematokrit ve 16kosit tiplerine ait degerler Tablo 2°de goriildiigii gibidir.
Kontrol ve deney gruplari arasinda 6nemli bir farkhilik goriilmemistir.
Yapilan bir calismada AfB1’in farelerde doza bagl olarak hematokrit
diizeyini distirdtigiinti bildirmislerdir [26]. AfB1 verilen IV.grupta kontrole
gore lenfosit ve monosit yiizde degerleri biraz azalmis, nétrofil yiizdesi ise
biraz artmistir. Fakat bu azalma ve artma 6nemsizdir [32]. Siganlarla yapilan
bir ¢alismada aflatoksin’in (500 pg/kg ve 1000 ug/kg AfG1 tek doz) 6.saatte
lenfosit ve monosit yiizdelerini azalttigini bildirilmektedir. Yine 0.145
mg/kg ve 0.7 mg/kg AfB1 2 hafta her giin verdikleri bir calismada bu siire
sonunda siganlarda doza bagli olarak hematokrit, lenfosit ve monosit
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yiizdelerinin azaldigini, nétrofil yiizdesinin ise arttigini bulmuslardir. Bizim
bulgularimizda aflatoksin’in bu etkilerini dogrulamaktadir. Ancak farklilik
dnemsiz de olsa lenfositlerdeki azalma ve notrofil yiizdesinde goriilen artis
aflatoksin’in akut toksik etkisi oldugunu desteklemektedir. 4.densiflora kok
ckstresi verilen V.grupta lenfosit yiizde degerleri tiim gruplara nazaran
onemli diizeyde artarken monosit ve nétrofil yiizde degerleri azalmigtir.
Notrofildeki azalma onemli bulunmustur. Biitiin bunlardan AfB1 ve
A.densiflora kok ekstresinin verilen dozlarmin toksik etkiye sahip olduklart
goriilmistiir.

Daha dnceki calismalarda da bildirildigi [19,21,33] gibi bizim ¢aligmamizda
da AfBl1 doza bagh olarak ©nemli diizeyde kromatid tipi kirik
olusturmaktadir. Kontrol ve deney gruplarna ait kromatid tipi kirik ytizde
degerleri tablo 3°de goriildigii gibidir. AfB1 uyguladigimz grupta kontrol
gruplarma gore kirik yiizde degerleri gok artmistir. VI.grup degerleri de
IV.grupla uygunluk géstermektedir. V. grupta ise A.densiflora kok
ekstresinin 4 mg/kg dozunun kromatid tipi kiriga neden olmadigi ilaveten
AFB1’in neden oldugu kromatid tipi kiriklar: da énleyemedigi gorillmistiir.

Tablo 1. Kontrol ve deney gruplarina uygulanan madde uygulama dozu, siiresi ve sekli

Gruplar n | Uygulanan madde Uygulama dozu, siiresi ve sekli
L. grup 7 |SF 0.3ml tekdoz (i.p)
Kont | IL. grup 7 |Siviyag 0.3ml tekdoz (ip)
rol I11. grup 7 | DMSO 0.3 ml tek doz (i.p)
IV. grup 7 | AfB1 2mg/kg * (DMSO/SF  1/3:V/V
Dene coziindiiriildi) tek doz (i.p)
y V. grup 7 | A.densiflora 4 mg/kg (Sivt yagda
coziindiiriildi) tek doz  (i.p)
V1. grup 7 | AfBl+A.densiflora 2 mg/kg+4 mg/kg tek doz (i.p)

Tablo 2. Kontrol ve deney gruplarinin hematokrit ve ldkosit tiplerinin ylizde
degerleri ve istatistiksel degerlendirmeleri

Gruplar n LOKOSIT TiPLERI
Hematokrit %
Lenfosit % Monosit % Notrofil %

I |7 [5043+084 |64.06+3.16 444+ 1.12 30.93 +2.42
Kont | II. 7 149.43+1.09 61.51 £2.85 4,70 £ 0.89 33.27+2.63
rol L. |7 |48.29+0.89 62.14 £2.64 3.56+0.62 33.57 +2.66

IV, |7 |53.14+1.16 60.44 + 3.28 3.33+0.71 3584 +3.10
Dene |V, 7 151.57+1.45 79.46 +£2.20 2.60+0.22 17.70 £2.13
Yy VI. |7 |51.57+1.19 66.56 £4.13 3.16+0.86 27.21 +£3.03
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Gruplar LOKOSIT TiPLERI

Hematokrit

%, Lenfosit % Monosit % Notrofil %
I-11. n.s n.s n.s n.s
I -1 n.s n.s n.s n.s
1-1V. n.s n.s n.s n.s
I-V. n.s * n.s *
I-VIL n.s n.s n.s n.s
1V-V. n.s * n.s *
1V-VI. n.s n.s n.s
V-VI. n.s * n.s

ns:p>0.05 Gruplar aras1 6nemlilik yok *: p<0.05 Gruplar aras1 onemlilik

var

Tablo 3. Kontrol ve deney gruplarinin karomatid tipi kirik gériilen metafaz
lag: oranlar ve istatistiksel degerlendirmeleri

Gruplar n | Kirik Goriilen Metafaz Plagi Sayisi Kirik Gériilen
Metafaz Plagi
Yiizdesi (%)
L. 7 11.29£0.36 0.64+ 0.18
Kontrol | IL. 7 11144026 0.57+0.18
111 7 |1.14+£0.40 0.57 £0.20
V. 7 |41.00+3.12 20.50 £ 1.56
Deney | V. 7 1329+1.36 1.64 £ 0.68
VL 7 147.00 £3.98 23.50 £ 1.99
Gruplar Kirik Goriilen Metafaz Plag | Kirtk Goriilen Metafaz Plag
Sayisi Yiizdesi (%)
I-II. n.s n.s
I-111. n.s n.s
I-IV. * *
I-V. n.s n.s
I-VL * *
IV-V. * *
1V-VL n.s n.s
V-VI. * *

ns:p>0.05 Gruplar aras1 énemlilik yok *:p<0.05 Gruplar aras1 6nemlilik var.
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Resim 1. Arnebia densiflora

Sekil 1. Kontrol grubu metafaz plag:
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Sekil 2. IV.Grupta kromatid tipi kirik gérillen metafaz plagi (— kromatid tipi kirik)
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