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OZET

Bu calismada Arnebia densiflora kék ekstresinin ve aflatoksin
Bi’in kromozomlara, 16kositlere, idrar kompozisyonu ve serum
enzim diizeylerine olan etkileri ayr1 ayri ve birlikte verilerek
arastirildi. Calismada agirliklar1 256.91+2.99 g olan Rattus
norvegicus (Wistar albino) tiirii 42 adet disi sigan kullanildi.
Siganlar 6 gruba ayrildi. Kontrol olarak tutulan ilk ii¢ gruptan l.
Gruba 0.3 ml serum fizyolojik, II. Gruba 0.3 ml ekstreyi
¢oziindiirdigiimiiz sivi yag, III. Gruba 0.3 ml AfB;’i
¢oziindiirdiigiimiiz Dimethyl sulphoxide (DMSO), deney grubu
olarak ayrilan IV. Gruba 2 mg/kg AfB;, V. Gruba 4 mg/kg A.
densiflora, VI. Gruba ise 2 mg/kg AfB; 4 mg/kg A. densiflora tek
doz halinde intraperitoneal (i.p) olarak verildi.

Calisma sonunda V. grupta, kontrol gruplarinda oldugu gibi
onemli diizeyde kromatid tipi kiriga rastlanmadi. IV. ve VI. grupta
ise onemli diizeyde kromatid tipi kirik goézlendi. Boylece A.
densiflora’nin kromatid tipi kirik yapmadig: fakat aflatoksin ile
birlikte verildiginde AfB’in olugturdugu kiriklar: engelleyemedigi
tesbit edildi. Hematokrit degerleri ve monosit yiizdeleri gruplar
arasinda onemli bir farklilik goéstermezken lenfosit ylizdesi kontrol
gruplarina gdére V. grupta Onemli diizeyde artarken ndtrofil
yiizdesinin V. ve VI. gruplarda diigtiigii goriildii. Kreatinin, ire
azotu, fosfor ve iirik asit seviyeleri V. ve VI. grupta, 6nemli diizeyde
artarken, kalsiyum seviyesi ve pH’ta farklilik goriilmedi. Sodyum ve
potasyum seviyeleri ise sadece AfB; verilen IV. grupta artig
gdsterdi. Serum kreatinin seviyesi AfB; ve A. densiflora’nin birlikte
verildigi VI. grupta artarken, kreatinin klerensinde 6nemli bir fark
gortilmedi. Enzimlerden SGOT, SGPT, ALP ve ASP seviyelerinin IV.
ve VI. gruplarda kontrole gore 6nemli diizeyde arttig1 belirlendi.

Sonug¢ olarak A. densiflora’nin kromatid tipi kiriklar:
Onleyemedigi, toksik etkisi oldugu bilinen bu bitkinin 4 mg/kg
dozunun bile toksik etki gosterdigi tesbit edildi.

Anahtar Kelimeler: Arnebia densiflora, Aflatoksin Bi,
Kromozom, Enzim



ii

SUMMARY

In this study, the effects of Arnebia densiflora root extract
and aflatoxin Bj on chromosomes, leukocytes, uric compositions
and serum enzymes, researched seperately and together. In this
research, 42 female rats which are in the class of Rattus norvegicus
(Wistar albino) and which have a weight between 256.91+2.99 gr,
are used. Rats are classified into 6 groups. From the first three
group which are under control, to former group 0.3 ml serum
phsiological, to II. group liquid oil which has a soluble of 0.3 ml
extract, to IIl. group Dimethyl sulphoxide which has a soluble of
0.3 ml AfBj, to IV. group which is an observation group, 2 mg/kg
AfBi, to V. group 4 mg/kg A. densiflora, to VI. group 2 mg/kg
AfB1+4 mg/kg A. densiflora and one dose of intraperitoneal (i.p.)
has given. :

At the end of the research, chromatid typed breakage, which
is quite big amounts in control groups, haven’t seen too much in
the V. group. But in the IV. and VI. group, quite big amounts of
chromatid typed breakage has observed. Therefore, it’s seen that
when A. densiflora is used on its own it doesn’t form chromatid
typed breakage but when its given with AfBj, it cannot stop the
breakage which is formed by AfB;. It has seen that haematocrit
amounts and monocyte percentages haven’t got big differences
between groups but lymphocyte percentage, compared with control
groups, in the V. group it’s increasing more, but neutrophil
percentage is decreasing in the V. and VI. groups. On the other
hand, in the V. and VI. group, while creatinine, urea nitrogen,
phosphorus and uric acid levels increasing, on calcium level and pH
no difference has seen. Sodium and potassium levels increased only
in the group IV.which is given only AfBi. Serum creatinine level
increased in the group VI.which is given AfB; and A. densiflora
together, but in creatinine clearance no change has seen. From
enzymes SGOT, SGPT, ALP and ASP levels in the groups IV.and VI
has understood that there is a noticeable increase.

Finally it’s proved that A. densiflora could not stop
chromatid typed breakage, and this plant which has toxic effects,
even at 4 mg/kg showed its toxic effect.

Key words : Arnebia densiflora, Aflatoxin Bi, Chromosome,
Enzymes
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZINi

Simgeler Aciklama

g Gram

kg Kilogram

) 234 Mikrogram

mg Miligram

ml Mililitre

DMSO Dimethyl sulphoxide

AfB; Aflatoksin B

A. densiflora  Arnebia densiflora

TBAM Tibbi Bitkiler Arastirma Merkezi

ASP Asit fosfataz

SGOT Serum glutamic oxalacetic transaminase
SGPT Serum glutamic pyruvic transaminase
ALP Alkalen fosfataz

i.p. Intraperitoneal

% Yiizde

Sin Sinonim



1. GiRIS

Naftakinonlar, bitki koklerinin kabuk kisimlarinda bol olarak
bulunurlar ve naftakinon tiirevi tagiyan bitkiler boya maddesi
olarak asirlardir kullaniimaktadir. Bu naftakinon tiirevleri, Alkanna
tinctoria’nin koklerinden izole edilen alkanninden dolay:
alkanninler ad1 ile de bilinirler. Naftakinonlara bitkiler aleminde 150
tirde rastlanmaktadir. Bu tiirler Boraginaceae familyasina ait
Echium, Onosma, Alkanna, Cynoglossum, Lithospermum ve Arnebia
cinsine ait tiirlerdir (3, 31, 37).

Boraginaceae koklerinden elde edilen iiriinler birgok lilkede
halk arasinda eczema, kerotodermia, dermatophytosis, corns callus,
acne vulgaris, yaniklar ve tim hemorrhoidlerde kullanilmistir
(Papageorgiou, 1980). Bundan harcket edilerek yiiksek biyolojik
aktiviteleri nedeniyle naftakinonlar antitimdér (29, 48-51, 53),
antibacterial (37-39, 50, 51), antifungal (2, 40, 54, 56) antienflammatuar
(Tanaka et al, 1986), ve yara iyilestirici (31, 37, 40) olarak degisik
arastirmalarda kullanilmigtir. Fakat bu bitkinin ayni zamanda doza
bagli olarak toksik etki gosterdigi yapilan ¢aligmalarda ortaya
konmustur (Wassel et al, 1987, Sankava et al, 1977). Biitiin bu
etkilerinden dolayr Boraginaceae familyasi iiyelerinin farmakolojik
ozellikleri iizerine ¢alismalar halen siirdiiriilmektedir.

Caligsmamizda etkisini inceledigimiz ikinci madde
mikotoksinlerin 6nemli gruplarindan biri olan aflatoksinlerdir.
Aflatoksinler Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus
funguslar: tarafindan ikincil metabolit olarak tiretilmektedir (6-8, 26,

27).



Aflatoksinlerle yapilan caligmalarda bunlarin mutajenik etkiye
sahip olduklari ve kromozomlarda kromatid tipi kiriklara sebep
olduklar: saptanmigtir (Basaran ve ark, 1991).

Aflatoksinler bilinen en 6nemli dogal kanserojenlerdir.
Aflatoksinli gidalarla beslenen kisilerde &zellikle karaciger
kanserine yakalanma riskinin artt1g1 gésterilmigtir (1, 58, 62).

Aflatoksinlerin eritrosit ve 16kosit miktarini doza bagl olarak
azalttig1 bildirilmistir (19, 45, 46).

AfB’in serum enzimlerinden SGOT, SGPT ve ASP
seviyelerini artirdigi, ALP seviyesini ise azalttig1 bildirilmistir (Giines
ve ark, 1991).

Bu calismada A. densiflora’nin antitimodral, AfB’in ise
kanserojen etkilerini gdz oniine alarak, AfB;’in kromozom, ldkosit
tipleri, idrar kompozisyonu ve serum enzimleri ilizerine olan
etkilerini A. densiflora’nin diizeltip diizeltemeyecegini arastirmak

izere planladik.



2. GENEL BILGILER

Bitkilerin tedavi amaciyla kullaniimasi tarih 6ncesi devirlere
kadar gitmektedir. 1960’11 yillardan sonra tibbi bitki kaynakls
ilaglarda biiyiik bir artis goriilmiistiir. Ozellikle tibbi bitkilerdeki
etken maddeler insan saglig1 agisindan 6nemli bulunmustur. Bunlarin
sentetik yolla elde edilen ilaglara gére ¢ok yonlii etkilerinin olmasi
ve bir¢cok sentetik ilaca temel olusturmasi Onemlerini giderek
artirmaktadir.

Etken madde izolasyonu, bunlarin kimyasal yapilarinin
aydinlatilmasi, biyolojik aktivitelerinin incelenmesi ve tedavi igin
hizmete sunulmasindaki arastirmalar da her gecen giin artmaktadir.

Bu da tibbi bitkilere verilen 6nemin bir kanitidir.

2.1. Arnebia densiflora’nin Genel Ozellikleri

Arnebia densifiora, Boraginaceae familyasinin Arnebia
Forssk cinsine dahil bir tiirdiir. Bu familyanin iiyeleri otsu bitkiler
ve ¢alilardan olusmaktadir. 100 kadar cinsi ve 2000 kadar tiiri
vardir. Ulkemizde 30 kadar cinsi ve 150 kadar tiirii bilinmektedir.
Bu familya iiyelerinden Arnebia Forssk cinsi bir yillik ve ¢ok yillik
bitkileri icermektedir (3, 20, 32).

Arnebia cinsinin 4 tiirti vardir.

Cok yillik; 1- A. pulchra (Roemer and Schultes.), Edmondson
2- A. densiflora (Nordm.) Ledeb.
Tek yillik; 3- A. decumbens (Vent.) Cosson and Kralik

4- A. linearifolia (DC.)



Arnebia densiflora (Nordm.) Ledeb., Fl. Ross. 3: 140(1849).
Sin : Lithospermum densiflorum Ledeb.ex Nordm. in Bull.
Acad. Imp. Sci Petersb. 2: 312 (1837).
Arnebia cephalotes DC., Prodr. 10: 96(1846).
Munbya cephalotes (DC.) Boiss., Diagn. Ser. 1(11): 116
(1849).
Munbya densiflora (Nordm.) Boiss., loc. cit (1849).
Munbya conglobata Boiss. loc. cit. (1849).
Macrotomia cephalotes (DC.) Boiss., Fl. Or. 4-212
(1875).
Arnebia macrothyrsa Stapf in Wien. III. Gartenzeit.
128 (1891).

Sekil 2.1. Arnebia densiflora



Arnebia densiflora ¢ok yillik, kalin odunsu goévdelidir.
Go6vde basit 25-40 cm, kadife tiyli ve dikenli, petiol tabaninin
kalintis1 ile taban ortiilmiistiir. Yapraklar yatik-kill1 ve kadife tiiylii,
linear-lanceolattan linear-eliptige degisen, 4 cm’lik petiole dogru
tabanda daralan, lamina 10-15 x 0.8-1.3 cm; govde yapraklar: sapsiz,
dekurentdir. Cigek agma durumu yogun, 6-12 cm ¢apindadir. Kaliks
cicekte 15-20 mm, meyvada 30 mm, tabanda ikiye ayrilmis, kambur
seklinde cikinti yok, loblar kiit. Korolla sari, 35-45 mm, tiip dig
yizde ince tiiyld, 30-40 mm, halka yok, kenar 12-16 mm c¢apinda,
noktasizdir. Stamenler halka seklindedir. Nutletler 4-5 mm, basik
ovoid, yesilimsi-kahverengi, tiiberkiillti-burusuk, ventral omurgalidir

(Davis, 1978).

Tip Ornedi : Nordmann (LE) tarafindan Transkafkasyadan
1836’da toplanmis.

Yayilig alanlar1 : A,: Bursa, B,: Manisa, B3: Eskisehir, B5: Kayseri,
Bg: Adana, B7: Erzincan, C4: Konya, Cs: Nigde,
Ce: Maras »

Yetigsme ortami : Sarp kayalik, kayalik ¢tkintilar, kire¢li kayaliklar ve
volkanik yiizeyler, 750-2600 m. (Davis, 1978).

2.2. Naftakinonlar ve Biyolojik Etkileri

Boraginaceae familyasi naftakinonlarca ¢ok zengindir. En
fazla naftakinon ihtiva eden tiirler, bu familyanin Lithospermum,
Echium, Onosma, Alkanna, Cynoglossum ve Arnebia cinslerine aittir
(Baytop 1991, Papageorgiou 1980). Bunlarin iginde naftakinon
yoniinden en zengin olan Lithospermum cinsidir. Naftakinonlar
Alkanna tinctoria’nin koklerinden izole edilen ilk naftakinon olan
alkanninden dolayt alkanninler adi ile de bilinmektedirler

(Papageorgiou, 1980).



Bu zamana kadar Arnebia tiirlerinden elde edilen

~naftakinonlar ise sunlardir (Papageorgiou, 1980).

Alkannan

Arnebin -7

Anhydroalkannin

Alkannin

Shikonin

Acetylalkannin

Acetylshikonin
Isobutylshikonin
Isovalerylalkannin
Isovalerylshikonin

a— Methyl-n-butyl-alkannin

a— Methyl-n-butyl-shikonin
B,p— Dimethylacryl-alkannin
B,B— Dimethylacryl-shikonin
Teracrylshikonin
Angclicalkannin
Angelicshikonin

B- Hidroxy-isovaleryl - shikonin
- Acetoxy-isovaleryl -alkannin
B,Bp— Dimethylacryl-hydroxy-alkannin (Arnebin-2)
Acetly-hydroxy-alkannin (Arnebin-6)
Hydroxy-alkannan (Arnebin-5)

Alkanna tinctoria’dan elde edilen alkanninlerin boya olarak
kullanimlar:t eski Yunan ve Roma medeniyetlerine kadar uzanir.
Alkanninler halk arasinda gida boyast olarak da giiniimiizde hala

bazi yerlerde kullanilmaktadir. 12 Avrupa iilkesinde de gida ve sarap



boyasi olarak kullanilmasina izin verilmektedir (Papageorgiou
1980). Arnebia hispidissima kdklerinden elde edilen pigmentin, gida
boyast olarak kullanilmasina Hindistan hiikiimeti izin vermigtir
(Khan et al, 1983).

Boyama o6zelliklerine ilaveten naftakinonlar yara iyilestirici
(Papageorgiou 1980), antibakteriyel (37, 39, 50), antienflammatuar
(Tanaka et al, 1986), antifungal (2, 39, 51, 53), antitimor (29, 48, 51,
53) gibi ozellikleriyle yiiksek biyolojik aktiviteye sahiptirler. Tiim
iyelerin yara iyilestirme aktiviteleri 6zellikle klinikte dnemlidir.

Boraginaceae koklerinden elde edilen iiriinler bir¢ok lilkede
halk arasinda eczema, kerotodermia, dermatophytosis, corns callus,
acne vulgaris, yaniklar ve tiim hemorrhoidlerde kullaniimaktadir.
Ancak bu etkilerini agiklayacak bilimsel ¢aligmalar giiniimiizde yeni
yeni gelismeye ve destek gérmeye baslamistir (Papageorgiou, 1980).

Dioscorides’in “Greek herbal of Dioscorides” adli kitabinda
Alkanna tinctoria kdéklerinden elde edilen bilesiklerin yara
iyilestirici etkileri oldugu bildirilmigtir, fakat buna ragmen bu
etkileri ancak 1978 yilindan sonra tibbi olarak kéklerden elde edilen
aktif kompanentler lizerindeki caligmalarda gosterilebilmigstir
(Papageorgiou 1980, Tanaka et al 1986).

Alkanna tinctoria’nin koklerinden elde edilen ekstreyle
yapilan bir dizi denemede deri iilserleri laboratuvar hayvanlarinda
(si¢an, kedi, k6pek) deneysel olarak olusturulmus ve sonugta
miikemmel iyilestirici etkilerine isaret edilmistir. Bu nedenle
Alkanna tinctoria kokleri ilizerinde kimyasal ve deney hayvaniyla
yapilan ¢aligsmalar: takiben bir farmasétikal merhem formiile edilmis
ve insan derisinde yiizeysel uygulama ig¢in kullanilmigtir
(Papageorgiou et al, 1980).

Alkannin esterlerinin yara iyilesmesi iizerine etkileri yakin

zamanda Dermatolojik Heidberg Hospital kliniginde (Hamburg,



GERMANY), ayrica Andreas Syngrou Hastanesinde (Atina,
YUNANISTAN) deri hastalarinda da calisilmistir. Heidberg
kliniginde, bacaklarinda iilserlesme (ulcus cruris) goriilen 72
hastada 3 yil boyunca denenmis ve lokal uygulamanin 5. ve 6.
haftasinda timiiyle veya belirgin diizeyde bir iyilegsme goriilmiistiir.
Bununla beraber terapi esnasinda deride enflammation (iltihap)
g6riilmemi§tir. Basart orani %80 olarak kaydedilmigtir
(Papageorgiou 1980, 1978).

Birka¢ yi1l 6nce naftakinon pigmentlerinin antibakteriyel
etkisi iizerine ¢alismalar baslamistir. in vitro shikonin ve tiirevlerinin
icerdikleri anhidroalkannin 10-160 ug/ml’lik doz araliklarinda
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Sarcina lutea,
Bacillus subtilis’in liremesine engel olmaktadir. Ancak, bu etkisi
E. coli ve Psecudomonas aeruginosa’da yoktur. Bazi shikonin
tiirevlerinin az da olsa Saccharomyces cerevisia’nin liremesine
engel olabildigi gdsterilmistir (Papageorgiou, 1980).

Alkanna tinctoria koklerinden hazirlanan ekstredeki aktif
maddeden bir Yunanli arastirict Histoplastin Red® adli bir ilag
hazirlamis ve bu ila¢ ulcus cruris vakalarinda etkili bir tedavinin
yaninda ayrica olaganiistii bir antibiyotik etki sergilemigtir.
Koklerin n-hekzanlt ekstresinin Staphylococcus aureus ve
Staphylococcus epidermidis’e kargi antimicrobial aktivite
sergiledikleri de ispatlanmistir (Papageorgiou et al, 1980).

Shikonin ve enantiyomeri alkanninin ratlarda atesli 6dem ve
kapiller permeabilitenin artmasi iizerine olan etkilerinin farmakolojik
yonden kargilagtirilmasi i¢in pozitif kontrolde phenylbutazone’nin
kullanildig1 bir ¢caligmada, shikoninin 50 pgg’nin histaminle birlikte
giinlik topikal tatbiki, damar permeabilite biiylimesini %40
dnlemigtir (Tanaka et al, 1986). Shikonin, shikalkin ve alkanninin

agriyan bir bolgeye lapa halinde (50 veya 100 pxg) uygulanmasi,



agriyr azaltmasinin yaninda atesli 6demi de ayni derecede
engellemistir. En iyi cevap 50 pug’lik dozda goézlenmistir. Béylece
shikonin ve alkanninin antienflammatuar aktivite yoniinden,
aralarinda 6nemli bir farklilik olmadigi bulunmustur (2, 37, 51).

Boraginaceae familyasinin tiim iliyelerinde tipik olarak
bulunan pyrrolizidine alkaloidlerin memelilerde hepatotoksik
(hepatotoxicity) etkisi oldugu o6zellikle bilinmektedir (Wassel et al,
1987). Ham alkaloid ekstrelerinin sitotoksik aktivitelerinin
belirlenmesi ¢aligmalar: siirmektedir. Lithospermum officinalis var.
erythrorhizon MAX. ve Macrotomia euchroma (ROYLE) PAULS
kéklerinin i¢erdigi bir naftakinon olan shikoninin 5-10 mg/kg/giin
dozu toksisite gostermezken 15 mg/kg/giin’den yiiksek dozu toksik
etki yapmig, 1 mg/kg/giin dozu ise inaktif bir sonu¢ vermistir
(Sankawa et al, 1977). Arnebia hispidissima ekstresinin Ehrlich
ascites carcinoma hiicrelerine karsi in vitro kullaniminin sitotoksik
aktivitesi test edilmigtir. Buna gdére 1000 ug’da %95-100, 100
ug'da %65-94, 10 ug’da %25-49 tiimor hiicrelerinin in vitro yasama
kabiliyetini engellemigtir (Wassel et al, 1987).

Naftakinonlarin biyolojik aktivitelerinde kayiplar 6zellikle
151k, hava ve 1sinin etkisiyle olusan polimerizasyonlarda goriilmiigtiir.
Bu nedenle izolasyon esnasinda farmakolojik aktiviteleri géz
oniinde bulundurularak polimerizasyonu en az diizeye indiren
izolasyon yontemi se¢ilmelidir (Papageorgiou 1980, Papageorgiou
et al, 1980).

Boraginaceae familyas: iiyelerinin sahip oldugu bu &6zellikler
nedeniyle iiyelerinin farmakolojik &6zellikleri arastirilarak tedavi

alanina sunulmasi ¢aligmalari halen siirmektedir.
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2.3. Aflatoksinler ve Etkileri

Gida maddelerinin insan saglig1 agisindan mikroorganizmalarla
bulagmamigs ve kalite yoniinden yiiksek standartlara uygun olmasi
gerekmektedir. Gida maddelerinin liretimi ve saklanmasinda uygun
sicaklik ve nemde birtakim kiifler iireyebilir. Kiiflerin metabolizmas:
sonucu oluéan metabolitlerin bazilari insan sagligini olumlu yonde
etkilerken (antibiyotikler gibi), bazilar1 da olumsuz ydnde
etkilemektedirler. Bunlar mikotoksinlerdir (1,4, 14, 16, 21, 22).

Mikotoksinlerin en 6nemlilerinden aflatoksinler, Aspergillus
flavus ve Aspergillus parasiticus funguslarinin ikincil metabolit
iiriinleridir. Aflatoksinlerin hepsi toksik olup toksisite siddeti ise
B (>B,>G|>G, seklindedir (6-8, 22, 23, 34).

Aflatoksinler insan ve hayvan sagligin: tehdit ettiginden bazi
tilkeler ithal ettikleri gida maddeleri ve yemler i¢in aflatoksin
yoniinden belirli sinir degerler koymuglar ve bu sinirlar1 agan gida
maddeleri veya yemleri iade yoluna gitmislerdir (Detroy, 1971).

Aflatoksinler bilinen en 6nemli dogal kanserojenlerdir. En
biiyiik tehlikesi karaciger kanseri agisindandir. Uzun siire diiglik
dozda gida veya solunum yoluyla alindiklarinda 6zellikle insanlarda
karaciger kanseri riskini artirmaktadirlar (1, 58, 62). Hayvan
deneylerinde, uzun siire, toksik dozun altinda verilen aflatoksinlerin
karacigerde hepatosit hiicreleri tarafindan diger aflatoksinlere
doniistiirdldiigd, bir kisminin idrarla atildig1, bir kisminin da karaciger
hiicre infiltrasyonu, hepatik nekroz, safra kanali proliferasyonu,
parankimal dejenerasyon, bobrek adenomlar1 meydana getirdikleri
saptanmugtir (6, 15, 22, 27, 34).

Yine aflatoksinlerle yapilan ¢aligmalarda, bunlarin mutajenik
etkiye sahip oldugu ve kromozomlarda kromatid tipi kiriklara sebep
oldugu (Bagaran ve ark, 1991), sister chromatid exchange

frekansinda artig yaptig1 ve bu artigin aflatoksin verilmesinden 6 ile
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24 saat arasinda en yiiksek diizeyde oldugu saptanmistir (12, 14, 26,
42, 43, 52, 56). Alt1 ile 12 hafta aflatoksin verilen farelerde % 14
kromatid tipi kirik goriildiigi, aflatoksinle birlikte C vitamini
verildiginde bu oranin diistiigi bildirilmigtir (Bose et al, 1991). Yine
tek doz aflatoksinin olusturdugu kromatid tipi kiriklar: yesil ¢cay (Ito
et al, 1989) ve Ecballium elaterium’un (Bagsaran ve ark, 1991)
azaltt1g1 bildirilmektedir. Ayrica 15 mg/kg A. densiflora kék
ekstresinin kismen kiriklar: 6nledigi bildirilmistir (Cakmak ve ark,
1993). Sarimsaktan elde edilen ve bagisiklik sisteminde rol oynayan
allixin’in aflatoksinin sebep oldugu mutajenezisi azalttifi ve
kanserin dnlenmesinde faydalt olabilecegi bildirilmektedir
(Yamasaki et al, 1991).

Aflatoksinlerin eritrositlerin ve l6kositlerin miktarin1 doza
bagli olarak azalttigi, 16kositlerden nétrofil, bazofil ve eozinofil
yizdelerini artirdigi, lenfosit ve monosit ylizdelerini ise azalttig:
saptanmistir (14, 19, 44-46). Baska bir ¢alismada aflatoksinli yemle
beslenen domuzlarda eritrosit ve ldkosit ylizdelerinde bir artis
gézlenmigtir (Harvey et al, 1988). '

Aflatoksin verilen deney hayvanlarinda solunum enzimlerinin
azaldi81, oksidasyon olaylarinin yavagladigi, glomerular filtrasyon
hizinin azaldig: buna kargilik elektrolitlerin idrarla atiliminin arttig1
saptanmigtir (Chattopadhyay et al, 1985).

Aflatoksinle yapilan ¢aligmalarda serumda albumin, globulin
ve total protein seviyesinde azalma, serum enzimlerinden ASP,
SGOT, SGPT seviyelerinde artma, ALP seviyesinde ise azalma, yine
piliglerin iskelet kas1 ve karaciger lizozomal enzimlerinin spesifik
aktivitelerinde agir1 bir artma oldugu bildirilmigtir (14, 16, 17, 25, 26,
41).

Aflatoksinlerin organizmada meydana getirdigi bozukluklarin
mekanizmasinda, 5nce DNA’ya baglanarak DNA’nin replikasyonunu
ve transkripsiyonunu engelledigi, dolayisiyla protein sentezini
azaltt131 bildirilmektedir (Tjalve et al, 1992, Yamasaki et al, 1991).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1. Deney hayvanlari

Bu c¢aligsmada Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1 hayvan
laboratuvarimizda iiretilen 42 adet 6 aylik 256.91+2.99 g disi
Rattus norvegicus tiirii albino si¢an kullanildi. Havalandirma ve
diger temizlik kurallarina dikkat edilerek iiretilen siganlara deney
siiresince yeterince standart kapsiil fare yemi ve musluk suyu

verildi.

3.1.2. Kimyasal maddeler

-Arnebia densiflora kat1 ekstre (TBAM’dan temin edildi)
-S1vi yag (Zeytinyag1) (OLIN)
-Aflatoksin B; (Sigma)
-Dimethyl sulphoxide (Merck)
-Colcemid (Sigma)

-Eter (Yerli)

-Giemsa Solusyon (Merck)
-Distile su

-Bouin Calf Serum (Gibco)
-Ksilol (Merck)

-Entellan (Merck)

-Timol (Merck)



-Pikrik asit (Merck)

-Sodyum hidroksit (Merck)
-Hidroklorik asit (Merck)

-Kreatinin (Merck)

-Baryum hidroksit (Merck)

-Cinko siilfat (Merck)

-Ureaz (Merck)

-Gliserin (Merck)

-iyot (Yerli)

-Potasyum iyodiir (Merck)

-Ure (Panreac)

-Civa (Yerli)

-Siilfiirik asit (Merck)

-Sodyum tungstat (Merck)

-Sodyum karbonat (Merck)

-Fosforik asit (Merck)

-Lityum siilfat (Merck)

-Okzalik asit (Merck)

-Amonyum okzalat (Merck)

-Glacial asetik asit (Merck)

-Kalsiyum kloriir (Merck )
-Trikloroasetik asit (Merck)
-Amonyum molibdat (Riedel de Haein)
-Potasyum di hidrojen fosfat (Merck)
-Askorbik asit (Merck)

-Metanol (Merck)

-Alkol (Yerli)

-Serum fizyolojik

-Transaminazlar (SGOT-SGPT) (Chroma test)
-Alkalen Fosfataz (ALP) (Chroma test kit)
-Asit Fosfataz (ASP) (Chroma test Kit)
-Tampon buffer



3.1.3.

Aygitlar

-Spektrofotometre (Spectronic 20, Digital)
-Etiiv (Niive EN 400)

-Ceker ocak

-Hematokrit cihazi (Niive NT 715)
-Buzdolabi

-Su bonyosu (Electro-Mag)
-Santrifiij (Niive)

-Elektrolit analizér (Beckman E 2A)
-Hassas terazi (Mettler PE 3600)
-Mikroskop (Karl Zeis)

-Tiip karigtirict (Whirlimixer) (Restch)
-Manyetik karistirict (Niive)

-pH metre (Schott-Mainz CG 710)
-Distile su cihaz: (Niive NS 212)
-Otomatik pipet (Gilson, Brand)
-Laboratuvar saati

-Hayvan operasyon takimi (makas, pens, bistiiri vs.)
-Hayvan tiretme kafesi

-Idrar toplama kafesi

-10 mI’lik santrifiij tiip
-Spektrofotometre tiipii

-Cesitli boy tiipler

-Cesitli boy kapakli renkli sise
-Cesitli boy beher

-Cam fanus

-Sale

-Lam, lamel

-Otomatik pipet (Gilson Brand)

14
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-Pastor pipeti

-Kilcal pipet

-Pipet (10 ml)

-Enjektor (1 ml, 5 ml, 10 ml)
-Baget

-Tipliik

-Maske, eldiven

-Parafilm
3.2.Yontem
3.2.1. Uygulanan doz miktari

Deneye alinan siganlarin viicut agirliklar: tespit edilerek
verilecek doz miktarlar: saptand: ve tek doz halinde intraperitoneal
olarak;

I. Gruba (Kontrol) 0.3 ml serum fizyolojik,

II. Gruba (Kontrol) 0.3 ml siv1 yag,

ITI. Gruba (Kontrol) 0.3 ml dimethyl sulphoxide,

IV. Gruba 2 mg/kg AfB; (dimethyl sulphoxide/serum
fizyolojik (1/3 : V/V) iginde ¢oziindiiriilerek),

V. Gruba 4 mg/kg Arnebia densiflora kati ekstresi (sivi yag
icinde ¢oziindiiriilerek),

VI. Gruba 2 mg/kg aflatoksin B ile 4mg/kg A. densiflora

ekstresi ayn1 anda verildi.
3.2.2. Kromozom elde etme yontemi

Insan ve diger canlilarin kromozomlarini inceleyebilmek igin

aranan ilk kosul hiicrelerin boliinme doneminde olmasidir. Bu
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Ozellikteki hiicreler;

a) In vivo

b) in vitro
olmak iizere baglica iki yoldan elde edilebilir in vivo yontemde dis
uyarana gerek kalmaksizin siirekli boliinen hiicreler (6rnegin, kemik
iligi hiicreleri) kullanilir. In vitro yéntemde ise viicuttan alinan
hiicreler (6rnegin, lenfositler) dnce yapay uyaricilarla mitoz
boliinmeye sokulur ve ondan sonra kullanilir.

Bu galismada da bu amacgla en ¢ok kullanilan materyallerden

biri olan kemik iligi hiicrelerinden kromozom elde etmek igin

agagidaki iglemler yapildi (Basaran, 1984).
3.2.2.1. Kemik iliginin elde edilmesi

a- Sicanlarda enjeksiyonu takip eden 16. saatte 4 mg/kg
colcemid i.p. olarak verildi.

b- 2 saat sonra eter anestezisi altinda bayiltilan si¢anlarin
tibia ve pelvisi kesilerek femur kemikleri ¢ikarildi. Femurun
proksimal ucu, ilik kanal1 goriilebilecek sekilde kesildi.

c- Daha 6nce 37°C su banyosunda 1sitiimig Bouin Calf Serum
ornek sayisi kadar enjektére 3 ml ¢ekildi.

d- 3 ml Bouin Calf Serum ¢ekili enjektor ucu kemik iligi

kanalina sokularak miimkiin olan tiim kemik iligi ¢ekildi.
3.2.2.2. Hipotonik uygulama ve fiksasyon

a- Ornek sayis1 kadar numaralanmig 10 ml santrifiij tiiplerine
kemik iligi+Bouin Calf Serum karigimi: aktarildr ve 1200 rpm’de 7
dakika santrifiij edildi.
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b- Santrifiij sonras: tiiplerdeki siipernatant bir pastdr pipeti
yardimiyla atildi.

c- Kalan hiicre pelletine, 5 ml 0.075 M KCI (Caligsmadan 6nce
37°C etiivde bekletildi) damla damla yavas ayarli whirlimixerde
ilave edildi ve 20 dakika 37°C etiivde bekletildi.

d- Siire sonunda 1200 rpm’de 7 dakika santrifiij edildi.

e- Santrifiij sonras: tiiplerdeki siipernatant bir pastor pipeti
yardimiyla atildi.

f- Taze hazirlanmis Carnoy fiksatifin (3 hacim metanol, 1
hacim asetik asit) den 5 ml yavag ayarli whirlimixerde damla damla
ilave edildi.

g- 1200 rpm’de 7 dakika santrifiij edildi.

g- Santrifiij sonras: tiiplerde iistte biriken siipernatant bir
pastdr pipeti yardimiyla atild:.

h- Tekrar taze Carnoy fiksatifi (3 hacim, metanol, 1 hacim
asetik asit) 5 ml olacak gekilde tiiplerdeki hiicre pelletine ilave
edildi.

1- 30 dakika buzdolabinda bekletildi.

i- Siire sonunda 1200 rpm’de 7 dakika santrifiij edildi.

j- Santrifiij sonras: tiiplerdeki siipernatant bir pastér pipeti

yardimiyla atild1.

3.2.2.3. Lamlarin ve preparatlarin hazirlanmasi

Daha énce 1 gece 5 hacim alkol, 5 hacim eter karisiminda
bekletilen lamlar temizlendi, kurulandi. Distile su dolu bir kavanoza
yerlestirildi. 1 gece bekleyen bu lamlara, her bir hayvandan 3
preparat olacak sekilde, steril bir pastdr pipeti yardimiyla hiicre
stispansiyonu 25-30 cm yiikseklikten piiskiirtiilerek yayildi. Lamlar

1 gece oda 1sisinda kurutuldu.
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3.2.2.4. Boyama

a- Kromozomlar %5’lik Giemsa (95 ml distile su+5 ml Giemsa
bagetle karistirilarak hazirlandi) ile boyandi. pH 7 olmasina dikkat
edildi.

b- Hazirlanan bu solilsyon bir sale’ye (dikey boyama kabi)
konuldu, pfeparatlar buraya dizilerek 5 dakika boyandi.

c- Boyadan ¢ikan preparatlar distile sudan gegirildi. Oda
1s1sinda kurutuldu.

d- 10 dakika Xylol’de bekletildi.

e- Entellan damlatilarak lamel kapatildi.

f- Hazirlanan preparatlarda tasma oldu ise lamlarin arka yiizi
metanolle temizlendi.

g- Hazirlanan preparatlar etiketlendi.
3.2.2.5. Degerlendirme

Kromatid tip kirik sayisi ydniinden kargilastirilmak ilizere
herbir drnek i¢in hazirlanan 3 preparattan toplam 200 metafaz plag:
sayilds. Kirik tesbit edilen metafaz plag: sayisi belirlendi.

3.2.3. Hematokrit ve l16kosit sayimi

Enjeksiyonu takip eden 18. saat sonunda eter anestezisi
altindayken karin gdgiis bolgesi agilan herbir siganin kalbinin sol
ventrikiilinden enjektdrle alinan kan orneklerinin hematokriti tayin
edildi ve 18kosit sayimi i¢inde yayma preparatlar yapild.

3.2.3.1. HematoKkrit

Heparinli kilcal pipetlere alinan kan hematokrit cihazinda
(Niive NT 715) ol¢iildii.
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3.2.3.2. Lokosit sayim1

Lokosit sayim icin preparatlarin hazirlanmasi
1- Lamlar bir gece alkol / eter (5/5, V/V) karigiminda

bekletildi.

2- Karigimdan ¢ikarilan lamlar temizlendi, kurulandi.

3- Lamin bir yanina konan bir damla kan diger bir lam ile
45° lik a§1 yapacak sekilde bir defada dlizgilince bir ugtan diger
uca dogru itildi.

4- Lamlar daima kenarlarindan tutuldu.

5- Boyama tepsisine alinan lamlar, 5 dakika oda 1si1sinda
kurutuldu.

6- Uzerlerine metanol (%100) gezdirilerek (1-5 dk) tespit
yapildi.

7- Sonra bu lamlar distile suda yikandi.

8- 1 ml Giemsa stok soliisyonu ile 9 ml distile su karigtirilarak
bhazirlanan boya, lamlarin izerine ddkiilerek 30 dakika boyanmasi
sagland..

9- Boyanan lamlar, ¢cesme suyu ile yikanarak oda isisinda
kurutuldu.

10- Hazirlanan preparatlar mikroskopta degerlendirildi.

3.2.4. idrarda yapilan islemler
3.2.4.1. idrarin toplanmas

Enjeksiyonlar: yapilan siganlar gruplarina gore etiketlenen,
idrar toplama kafeslerine alind1 ve 18 saatlik idrarlar1 toplandi. idrar
toplama iglemi siiresince siganlara yem verilmedi, fakat yeterince su

igmeleri saglandi.
3.2.4.2. idrarin saklanmasi

18 saat sonra etiketli kiigiik renkli siselerde toplanan
idrarlarin her biri ayr1 ayr1 santrifiij tiiplerine aktarilarak 2000 rpm
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de 5 dakika santrifiij edildi. Tortusu giderilen idrarlarin hacimleri
Slciildii. pH metre ile her drnegin pH’s1 belirlendi. Herbir siseye
koruyucu olarak birkag¢ timol kristali atild:.

3.2.4.3. Spektrofotometrik dl¢ciimler

Caligmada kullanilan tiim cam malzemelerin temizligine dikkat
edildi. Ozellikle spektrofotometreye ait tiipler 6zenle yikanip distile
sudan gecirildi, ters ¢evrilerek tiipliikte kurutuldu.

Spektrofotometre kullanimdan 30 dakika Once agilarak

1sinmast saglandi.
Hassas ol¢iimler i¢in otomatik ayarli pipetler kullanildi.

Ure azotu:

Ureaz-Nesslerizasyon yontemi ile ilirenin iireaz enzimiyle
par¢alanarak amonyum karbonata g¢evrilmesi ve bunun da Nessler
ayiraci ile olusturdugu sari renkli kompleksin kolorimetrik olarak
6lciimii esas alindi (Ozkan ve Tiirkvan 1977, Yenson 1982).

a. Cdzeltiler

1- 0.3 N Baryum hidroksit ¢6zeltisi: 1 litrelik behere 600
ml distile su konup 5 dak. kaynatildi. 45 g Ba(OH), eklenip
¢Oziinlinceye kadar yine kaynatildi. Distile su ile 1000 ml ye
tamamlandi.

2- %5 lik ¢inko siilfat ¢ozeltisi: 5 g cinko siilfat distile su
ile 100 ml ye tamamlandai.

3- Ureaz ¢6zeltisi: 67 ml gliserin, 2 g iireaz ve 37 ml distile
su iyice karigtirildi. Kullanmadan hemen 6nce gise ¢alkaland..

4- lyot ¢oézeltisi: 3 g potasyum iyodiir ile 2 g iyot, distile
su ile 100 mi ye tamamlandi.

5- Ure azotu standart ¢dzelti: 50 mg iire distile su ile 100

ml ye tamamland:.
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6- Nessler ¢ozeltisi: 30 g potasyum iyodiir 20 ml distile
suda ¢oziindiirildii. I¢ine 22.5 g iyot eklendi. Sonra 30 g civa
eklenip iyice calkalandi. Arada musluk altinda sogutuldu. Yesilimsi
renk olustuktan sonra distile su ile 200 ml ye tamamlandi. 975 ml
%10 NaOH c¢ozeltisi eklendi, kendi haline birakildi, ¢okelek

olustuktan sonra iistteki berrak sivi kullanildi.

b. Spektrofotometrede okuma

1- Yeterli sayida santrifiij tiipii blank, standart ve 6rnekler
seklinde isaretlendi, tiipliige yerlestirildi.

2- Blank tiipiine 3 ml distile su, standart tiipiine 2.8 ml
distile su ile 0.2 ml standart ¢ozelti, 6érnek tiiplerine de 2.8 ml distile
su ile 0.2 ml 1/10 dilue idrar 6rnekleri pipetlendi.

3- Tiiplerin hepsine 0.2 ml iireaz eklenip karistiriidi (Ureaz
¢Ozeltisi viskoz oldugu i¢in genis agizli pipet ucu kullanildi).

4- Tiipler 56°C su banyosunda 1 dakika inkiibe edildi.

5- Su banyosundan c¢ikarilan tiiplere sirayla 0.4 ml
Ba(OH), ve 0.4 ml ¢inko siilfat ¢ozeltisi pipetlendi.

6- Tiipler karistirilds.

7- 5000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi.

8- Santrifiij tiiplerindeki siipernatanlardan sirayla | ml
alinarak numaralandirilmig spektro tiiplerine pipetlendi.

9- Tiiplerin hepsine 4 ml distile su eklendi.

10- Uzerlerine bir damla iyot ¢6zeltisi damlatilip 0.5 ml
Nessler ¢ozeltisi pipetlendi.

11- Tiipler whirlimixerde karigtirilip, oda 1sisinda 10 dakika
inkiibe edildi.

12- Spektrofotometre 480 nm d'alga boyunda blank tiipii
ile sifirlandi, standart ve ornek tiiplerinin absorbanslari okundu.

Okuma iki kez yapildi.
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c. Sonucun degerlendirilmesi

A Omek

x 20 = ..... mg/dl lire azotu
Bstandart

formiiliine gore elde edilen sonug 10 ile ¢arpildi.

Kalsivum:
Kalsiyum iyonlarinin okzalat iyonuyla birleserek kalsiyum

okzalat halinde ¢6kmesi sonucu olugan bulanikligin turbidimetrik

olarak ol¢iimii esas alind1 (36, 60, 61).

a. Cozeltiler
1- Sulkowitch ¢dzeltisi: 2.5 g okzalik asit ile 2.5 g
amonyum okzalat, 100 ml distile suda ¢oziindiiriildd, 5 ml glacial
asetik asit eklendi. Distile su ile 150 ml ye tamamlandi.
2- Kalsiyum standart ¢o6zelti: 54.5 mg kalsiyum Kkloriir

distile su ile 100 ml ye tamamlandi.

b. Spektrofotometrede okuma

I- Blank tiipiine 7 ml, standart tiipline 3 ml, ornek
tiiplerine 4 ml distile su pipetlendi.

2- Ornek tiiplerine 1 ml idrar eklendi.

3- Standart tiipiine 2 ml standart eklendi.

4- Standart ve ornek tiiplerine 2 ml Sulkowitch ¢dzeltisi
pipetlendi.

5- Tiipler arada karistirilarak oda 1sisinda 30 dak. inkiibe
edildi.

6- Spektrofotometre 520 nm dalga boyunda blank tiipii ile

sifirlandi. Standart ve Ornek tiiplerinin absorbanslari okundu.



c. Sonucun degerlendirilmesi

A Brmek

x20= ... mg/dl kalsiyum
AStandart

formiiliine gore hesaplandi.

Fosfor:

Trikloroasetik asitin (TCA) plazmadaki fosfor molibdik asitle
sar1 renkli fosfomolibdik asiti olusturur. Bu da indirgeyici askorbik
asit ile molibden mavisine indirgenir. Olusan mavi rengin

kolorimetrik ol¢iimii esas alind1 (36, 60, 61).

a. Cozeltiler

I- %20 TCA ¢ozeltisi: 20 g TCA distile su ile 100 ml ye
tamamlandi.

2- Molibdik asit ¢ozeltisi: 1.25 g amonyum molibdat 2.5 N
siilfiirik asit (H2SOy4) soliisyonu (7 ml H,SOy4 distile su 100 ml ye
tamamlanir) ile 100 ml ye tamamland:.

3- Fosfor standart ¢ozelti: 0.219 g Potasyum dihidrojen
fosfat (KH,POy) distile su ile 1000 ml ye tamamlandi.

4- %1 askorbik asit ¢ozeltisi: 0.25 g askorbik asit distile

su ile 25 ml ye tamamlandi (Taze hazirlanir).

b. Spektrofotometrede okuma
1- Numaralandirilmts santrifiij tiiplerine 1/10 dilue idrar
orneklerinden 0.5 ml pipetlendi.
2- Tiiplere sirayla 2.5 ml distile su ve 2 ml TCA c¢é6zeltisi
eklendi.

3- Tiipler whirlimixerde karistirtlip oda 1sisinda 10 dak.
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inkiibe edildi.

4- 5000 rpm de 5 dak. santrifiij edildi.

5-Santrifiij tiiplerindeki siipernatanlardan 2 ml
numaralandirilmis Srnek tiiplerine pipetlendi. Blank ve standart
tiiplerine ise 2 ml TCA ¢o6zeltisi pipetlendi.

6- Blank ve Ornek tiiplerine 3 ml distile su, standart
tiiptine ise 2.5 ml distile su ve 0.5 ml standart pipetlendi.

7- Biitiin tiiplere sirayla 1 ml molibdik asit ¢dzeltisi ve
0.25 m] askorbik asit ¢dzeltisi eklendi.

8- Tiipler whirlimixerde karigtirilip oda i1sisinda 10 dak.
inkiibe edildi.

9- Spektrofotometre 660 nm dalga boyunda blank tiipii ile

sifirlandi, standart ve ornek tiiplerinin absorbanslari okundu.

c. Sonucun degerlendirilmesi

A Ormek

XS=" mg/dl fosfor
AsStandart

Formiiliine gore hesaplanarak sonuglar 10 ile ¢arpildi.

Modifiye Caraway yontemi ile iirik asidin hafif asidik ve
sodyum karbonatli ortamda fosfotungstik asidi indirgeyerek

olugturdugu mavi rengin kolorimetrik olarak dl¢limiine gore yapildi
(Ozkan ve Tiirkvan 1977, Yenson 1971).

a. Cozeltiler
1- 0.66 N HySOy4 soliisyonu: 33.68 ml H,SO4 distile su ile

1000 ml ye tamamlandi.
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2- %10 sodyum tungstat ¢ézeltisi: 10 g sodyum tungstat
distile su ile 100 ml ye tamamlandi.

3- %14 sodyum karbonat ¢ézeltisi: 14 g sodyum karbonat
distile su ile 100 ml ye tamamland:.

4- Fosfotungstat ¢ézeltisi: 30 g sodyum tungstat, 32 ml
%85 fosforik asit ve 300 ml distile su, dik sogutucuda iki saat
kaynatildi. :indirip sogutuldu, 350 ml distile su eklendi. Bu arada
100 ml distile suda ¢o6ziindiiriilen 16 g lityum siilfat, dnceki karigima
eklendi. Tiim karigim distile su ile 1000 ml ye tamamlandi. Filtre
kagidindan siiziildi.

b. Spektrofotometrede okuma

1- Numaralandirilmis santrifij tiiplerine 1/10 dilue idrar
6rneklerinden sirayla 0.5 ml pipetlendi.

2- Biitiin tiiplere sirayla 8.5 ml distile su, 0.5 ml HSO4
soliisyonu ve 0.5 ml sodyum tungstat ¢ozeltisi eklendi.

3- Tipler whirlimixerde karigtirilip oda 1sisinda 10 dak.
inkiibe edildi.

4- 5000 rpm de 5 dak. santrifiij edildi.

5- Blank tiipiine 4 ml distile su, O6rnek sayisinca
numaralanan tiiplere santrifiij tiiplerindeki siipernatanlardan 4 ml
pipetlendi.

6- Biitiin tiiplere sirayla 1.5 ml sodyum karbonat ¢ozeltisi
ve 1 ml fosfotungstat ¢ozeltisi eklendi.

7- Tiipler whirlimixerde karistirilip oda 1sisinda 15 dak.
inkiibe edildi.

8- Spektrofotometre 700 nm dalga boyunda blank tiipii ile
sifirlandi, 6rnek tiiplerinin transmitanslari okundu.

9- Transmitans cetveline karsilik gelen %mg deger

bulundu. Sonug 10 ile ¢arpildt (Cizelge 3.1.).
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Cizelge 3.1. Urik asit standardina g&re hesaplanan
transmitans degerleri
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
40 | 145 14 13.5 113|132 (12512 |11.5 |113 | 119
50 | 11 106 {102 | 98 | 93 | 95|89 | 83 | 77| 7.7
60 751 76} 72 68 |67 | 62| 6 57 | 561 55
70 55| 52| 5 48 | 46 | 45| 41 | 3.7 | 3.7} 3.2
80 3 26| 241} 2 1.6 | 121 1.1 | 09 | 08| 07
90 05| 03] 01009 007 0.05] 0.04| 0.02] 0.01
Sodyum:

Elektrolit analizdér (Beckman E 2A) ile 6lgiildi. Sonuglar
mEq/L olarak kaydedildi.

Potasyum:

Elektrolit analizér (Beckman E 2A) ile 6l¢ilildii. Sonuglar
mEq/L olarak kaydedildi.

Kreatinin:

Alkalin pikrat yontemi ile kreatinin’in alkalik ortamda pikrik

asiti pikramik aside ¢evirmesi (Jaffe reaksiyonu) sonucu olusan

turuncu rengin kolorimetrik olarak 6l¢iimi esas alind: (Yenson

1982).
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a. Cozeltiler

- Pikrik asit ¢ozeltisi: 9.16 g pikrik asit distile su ile 1000
ml’ye tamamlanip hafif 1sitip karistirarak ¢oziindiiriildii. Filtre edildi.

2- Sodyum hidroksit (NaOH) ¢o6zeltisi: 3 g NaOH distile su
ile 100 ml ye tamamlandi. Filtre edildi.

3- Hidroklorik asit (HCI) soliisyonu: 18 ml HCI distile su
ile 2000 ml ye tamamland;i.

4- Stok kreatinin standart ¢oézeltisi: 1.131 g kreatinin 3.
maddedeki HCI soliisyonunun 1000 ml’sinde ¢6ziindirildii (4°C’de

saklanir).

b. Spektrofotometrede okuma
1- Stok kreatinin standart ¢ézeltisinin 1 ml’si 100 ml ye
tamamlanir (dilue standart).
2- Idrar &rneklerinin 0.5 ml’si distile su ile 50 ml ye
tamamlandi (dilue idrar 1/10).
3- Blank tiipiine 3 ml distile su, standart tiipiine 3 ml dilue
standart ¢6zelti, numaralandirilmig 6rnek tiiplerine 3 ml dilue idrar

ornekleri pipetlendi.

4- Biitiin tiiplere sirayla 1 ml pikrik asit ¢ozeltisi
pipetlendi.

5- Yine biitiin tiiplere sirayla 1 ml NaOH g¢ozeltisi
pipetlendi.

6- Tiipler whirlimixerde karigtirildiktan sonra oda 1sisinda
15 dakika inkiibe edildi.

7- Spektrofotometre 500 nm dalga boyunda, blank tiipi
ile sifirlandiktan sonra biitiin tiiplerin absorbanslari okundu. Okuma

islemi iki kez yapildi.
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c. Sonucun degerlendirilmesi

A - A
_Ornek Blank x 10 = ... mmol/l kreatinin

A Standart - ABlank

..... mmol/l x 113.2
10

= ... mg/dl kreatinin

A = Absorbans

formiiliine gore yapildi, daha sonra mg/dl cinsinden sonug

hesapland:.

Serum Kreatinin:

Idrarda oldugu gibi burada da kreatinin alkalik ortamda
pikrik asidi pikramik aside ¢evirmesi sonucu olusan turuncu rengin

kolorimetrik 6lgiimii esas alindi (Yenson, 1982).

a. Cozeltiler
1- % 1.4 Pikrik asit ¢6zeltisi: 1.4 g pikrik asit distile su ile
100 ml’ye tamamlandi. Hafif isitilarak ¢oziindiirildi. pH:3.8’e‘
ayarland: (pH metre NaOH ile ayarlandi).
2- 2.5 N NaOH ¢ozeltisi: 10 g NaOH distile su ile 100

ml’ye tamamland..
b. Spektrofotometrede okuma
1- Numaralanmig santrifiij tiiplerine serum 6rneklerinden

1 ml pipetlendi. Uzerlerine 3 ml pikrik asit ¢dzeltisi eklendi.
2- 5000 rpm dc 5 dakika santrifiij edildi.
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3- Blank tiipiine 0.5 ml distile su ve 1.5 ml pikrik asit
¢cozeltisi pipetlendi.

4- Ornek tiiplerine santrifiij tiiplerindeki siipernataniardan
2 ml pipetlendi.

5- Blank ve O6rnek tiiplerine 0.2 ml NaOH ¢dzeltisi
pipetlendi.

6- Biitiin tiipler whirlimixerde karistirilip oda 1sisinda 20
dakika bekletildi.

7- Spektrofotometre 520 nm dalga boyunda blank tiipii ile
sifirlandi, 6rnek tiiplerinin transmitanslart okundu.

8- Okunan degerler ¢izelge 3.2.den bulundu.

Cizelge 3.2. Serum kreatinin transmitans degerleri

10 74172 {70 |69 |68 (67 | 66 | 65 | 64 |63

20 62162 [60 |58 |565|55 | 53|52 49 |48

30 46| 45 |44 |[435| 415|405 395| 3.8 | 3.7 |3.65

40 35| 345133533 |32 [31 | 30| 295{285] 275

50 27| 2651(255|245] 24 |[235| 225 2.2 | 2.1 | 205

60 20119518 |18 | 175|117 | 1.6 | 1.85| L5 | 145

70 | 14| 13513 |125|12 | 115| 1.1 | 1.05| 0.9 | 095

80 09/ 085]080]075]07 |065| 06 | 0.55| 0.5 | 045

025|020 02} 0.15| 0.1{0.05

W
vy
e
W

90 | 041 035 |o0.
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Kreatinin Klerensi:

Idrar kreatinin ve scrum kreatinin deZerlerinin
hesaplanmasindan sonra herbir 6rnek i¢in asagidaki formiile gore

hesaplandi.

Ux V
Kreatinin klerensi = = mg/dk

U : Idrar kreatinini(mg/dl)

V : 24 saatlik idrarin dakikadaki hacmi (ml)
(Herbir o6rnek idrarin, dakikadaki hacmi ig¢in, 6nce 24
saatlik hacmi hesaplandi. 24x60=1440 bu da idrar
hacmi/1440=24 saatlik idrarin dakikadaki hacmi olarak
bulundu).

P : Serum kreatinin (mg/dl)

3.2.5. Serumda yapilan islemler

Enjeksiyonu takip eden 18. saat sonunda eter anestezisi
altinda gogiis bolgesi agilan siganin, kalbinin sol ventrikiiliinden
enjektorle miimkiin olan tiim kan c¢ekilerek santrifiij tiipiine
aktarildi. Herbir si¢an icin ayni iglem tekrarlandi. Santrifiij edilen
kandan ayrilan serumda kreatinin, enzimlerden Transaminazlar
(SGOT-SGPT), ALP ve ASP olgiimleri yapildi.

Transaminazlar (SGOT-SGPT):

1- Ornek sayisi kadar biiyiik boy SGOT tiipii numaralanarak
tipliige yerlestirildi.
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2- SGOT tiiplerine 0.5 ml (500x1) SGOT reaktifinden konuldu
ve 37°C su banyosunda 5 dakika bekletildi.

3-SGOT tiiplerine 100ul serum ilave edildi. Tiipler
karigtirildiktan sonra 37°C su banyosuna 1| saat bekletilmek iizere
yerlestirildi.

4- SGOT tiiplerini su banyosuna yerlestirdikten 30 dakika
sonra SGPT tilipleri numaralanarak hazirlandi. Bu tiiplere de SGPT
reaktifinden 0.5 ml (500xl1) konularak 37°C su banyosunda 5
dakika bekletildi.

5- Sonra SGPT tiiplerine de 100ul serum ilave ederek SGOT
tiipleriyle arka arkaya gelecek sekilde su banyosuna yerlestirildi.

6- 30 dakika sonra SGOT ve SGPT tiipleri tiipliikle beraber
su banyosundan ¢ikarildi. Béylece SGOT tiipleri 1 saat SGPT tiipleri
30 dakika su banyosunda kaldi.

7- Su banyosundan ¢ikan tiiplere 500ul (color reagent)
(DNPH) renk reaktifinden SGOT ve SGPT tiiplerine konuldu. Tiipler
iyice karigtirildi.

8- Karistirilan tiipler 20 dakika oda 1si1sinda bekletildi.

9- Spektrofotometre 505 nm’ye ayarlandi.

10- Sonra biitiin tiiplere 5 ml 0.4 N NaOH konuldu (8 g
NaOH alinir 500 ml distile su ile tamamlanir buzdolabinda 1 yil
bekleyebilir).

11- Karistirilan tiipler 15 dakika oda isisinda bekletildi.

12- Distile su ile 100 ayart yapilan 505 nm’ye ayarh
spektroda Orneklerin % transmitanslar1 okundu.

13- Spektrofotometrede 6nce SGOT sonra SGPT okundu.

14- Okunan degerler asagidaki Cizelge 3.3. ve 3.4.’den

bulundu.
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Cizelge 3.3 Serum SGOT transmitans degerleri.

10 | 140 | 122 | 116 | 93 85

20 | 76 69| 63 58 | 53 50 46| 42| 39 37

30 | 34 311 29 27 1 25 231 20| 18| 16 14

50 3 2 1 0

10 1081 93| 8| 75| 70

20 | 67 60 55 52 | 48 45| 42| 39 36( 33

30 | 31 29 27 26 | 24 23 22 | 20 18| 16

40 15 14 13 12 | 11 10 9 8 7 6

50 5 351 3 2 1 0

Alkalen Fosfataz (ALP):
1- ALP chromatest kitinden kullanildi.
2- Substrat i¢in kitin i¢inden 1 kapsiil alind1. Kapsiil i¢indeki

toz 10.5 ml glycine buffer (glycocola) ile ¢oziindiirildii (1 kapsiil
20 teste yeter ve 2 ay saklanabilir).



33

3- 20 mmol / 1 NaOH ¢o6zeltisi i¢in 2 mol/1 NaOH sisesinden 5
ml alindi. Distile su ile 500 ml’ye tamamlandi.

4-Hazir standart kullanildi.

5-Tiipler Blank, Standart ve Ornek tiipleri olarak
numaralandirildi.

6- Blank tiiptine 500 gl, standart tipiine 500 gl ve her bir
ornek tiiptine de 500 ul olmak ilizere hazirlanan substrattan
konuldu. Tiipler 37°C su banyosunda 5 dakika bekletildi.

7- Her bir 6rnek tiipiine 50 gl serum konuldu.

8- Standart tiipiine 50 pl standart konuldu.

9- Biitiin tiipler 20 dakika oda isisinda bekletildi.

10- Biitiin tiiplere 20 mmol / It NaOH’den 5 ml ilave edildi.

11- Spektrofotometre 405 nm’ye ayarlandi.

12- Blank ile spektrofotometre 0’ra ayarlandi.

13- Tiiplerin absorbanslari okundu.

Omek (Spektroda okunan)

14- Hesaplama x 50 = ... U/L
Standart (Spektroda okunan)

olarak yapild.

Asit Fosfataz (ASP):

1- Chroma test hazir kiti kullanildi.

2- Buffer (1) soliisyonu igin kitten 3 ml buffer soliisyonu
alind1 ve distile su ile 30 ml’ye tamamlandi.

3- Buffer (2) soliisyonu i¢in buffer (1) soliisyonuna kitten 3
tablet atarak ¢6zinmesi sagland: (buzdolabinda 1 hafta
saklanabilir).

4- 0.02 N NaOH ig¢in kitte hazir konsantre NaOH
solisyonunun 10 ml’si 1000 ml redistile suya tamamlandi

(buzdolabinda 1 yil saklanabilir).
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5- Olgiim igin drnek sayis1 kadar tiip yine ayni1 sayida kér
tiipii hazirlanarak numaralandirildi.

6- Biitiin tiiplere buffer (2) soliisyonundan 1 ml konuldu.

7- Biitiin tiipler 37°C su banyosunda 5 dakika bekletildi.

8- Ornek tiiplerine 200 yl serum pipetlendi. Korlere birsey
konulmadi.

9- Tupler karigtirildi.

10- 37°C su banyosunda 30 dakika bekletildi.

11- Su banyosundan ¢ikarilan 6rnek ve koér tiiplerine 0.02 N
NaOH den 10 ml ilave edildi.

12- Kor tiiplerine 200 ul serum pipetlendi.

13- Biitiin tiipler 10 dakika karigtirild.

14- Spektrofotometre 405 nm’ye ayarlands.

15- Orneklerin absorbanslar1 okundu.

16- Her bir 8rnek okunmadan &nce o Srnegin kor tiipli ile
spektro sifira ayarlandi ve hemen 8rnek konularak okundu.

17- Hesaplama: Ornek (spektroda okunan) x 101 = ... U/L
olarak yapildi.

Calismalar sonucu elde edilen tim degerlere tek yénlii
varyans analizi uygulandi ve belirlenen ortak varyans kullanilarak
gruplarin 6nemliligini belirlemede Fisher LSD testi uyguland: ve
onemlilik i¢in p<0.05 diizeyi kullanildi (Ozdamar, 1989).



35

4. BULGULAR

Yapitan bu calisma sonunda kontrol grubu olarak kabul
ettigimiz; serum fizyolojik verilen I. grup, A. densiflora’nin kati
ekstresini ¢oziindirdigimiz sivi yag verilen II. grup ve AfB;’i
¢oziindirdiigiimiiz DMSO verilen III. grup ig¢in Olgiilen tim
parametre degerleri istatistiksel olarak kargilagtirildiginda
beklenildigi gibi gruplar arasinda o6nemli bir farklilik
gorilmedi(p>0.05). Bu nedenle deney gruplarindan elde edilen
parametre degerlerinin kargtlastirtlmasinda kontrol degerleri olarak I.

grup goz Oniine alind1.

4.1. Kromozomlar

Kromozomlart kromatid tipi kirtk yodnilinden
degerlendirdigimiz bu c¢aligsmada kontrol ve deney gruplarinda
kromatid tipi kirtk goriilen metafaz plag: sayis: ve yiizde degerleri
Cizelge 4.1. ve Sekil 4.3.°de goriilmektedir.

Kromatid tipi kirtk goriilen metafaz plag: yiizde degerleri 1.
grupta (Kontrol) % 0.64+0.18, AfB; verilen IV. grupta %
20.50+1.56, A. densiflora verilen V. grupta % 1.64+0.68, Af B; +
A. densiflora verilen VI. gfupta ise % 23.50+1.99 olarak bulundu.
Kontrol grubu ile V. grup arasinda istatistiksel agidan 6nemli bir
farklilik goriilmezken (p>0.05), IV. grup ile VI. grupta goriilen kirik
yiizdesindeki artig kontrol grubuna gore olduk¢a Onemliydi
(p<D.05) (Sekil 4.1., Sekil 4.2.).
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Cizelge 4.1. Kontrol ve deney gruplarinin kromatid tipi kirik goriilen
metafaz plagi oranlar: ve istatistiksel degerlendirmeleri.

Kirik Goriilen Kirik Goriilen
Gruplar Metafaz Plagi Metafaz Plag:
Sayisi Y iizdesi (%)
L. Grup
E (Serum fizyolojik) 1.29+0.36 0.64+0.18
o
g | 1.Grup
Z | (Siviyag) 1.14+0.26 0.57+0.18
o
M1 Grup
(DMSO) 1.14+0.40 0.57+0.20
IV. Grup
AfB 41.00+3.12 20.50+1.56
(2 mg/k(g)
¥ | V.Grup
A A. densiflora 3.29+1.36 1.64+0.68
E (4 mg/kg)
VI. Grup
Af B+ A. dens. 47.00+3.98 23.50+1.99
(ayn1 oranda)
Kirik Goriilen Kirtk Goriilen
Gruplar Metafaz Plagi Metafaz Plag:
Sayist Y iizdesi
I. - II. Grup 1S ns
[. - I11. Grup n.s ns
L -1V. Grup % *
- V. Grup n.s n.s
I.- VL. Grup * *
IV.- V. Grup * *
IV.-VL Grup LS ns
V.-VI Grup * *

n.s p>0.05 Gruplar aras1 onemlilik yok
* p<0.05 Gruplar arasi 6nemlilik var



37

Ve ™ B
1&?§4@ﬂ ':‘g L34
gﬁ @%-@ ©

Sekil 4.2. IV. grupta kromatid tipi kirik goriilen metafaz plag:
( —> kromatid tipi kirik).
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Sekil 4.3. Kontrol ve deney gruplarinin kromatid tipi kirik goriilen

metafaz plag: yiizdeleri.

4.2. Hematokrit ve Lokosit Tipleri Yiizdeleri

Kontrol ve deney gruplarina ait hematokrit ve [6kosit yiizde
degerleri Cizelge 4.2. ve Sekil 4.4.’de gériilmektedir.

Hematokrit degeri 1. grupta (Kontrol) % 50.43+0.84, Af B,
verilen IV. grupta % 53.14+1.16, A. densiflora verilen V. grupta %
51.57+1.45, AfB; + A. densiflora verilen VI. grupta ise %
51.57+1.19 olarak bulundu. Istatistiksel olarak yapilan
karsilagtirmada kontrole gére ve gruplar arasinda 6nemli bir farklilik

goriilmedi (p>0.05).
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Cizelge 4.2. Kontrol ve deney gruplarinin hematokrit, [6kosit
tiplerinin
degerlendirmeleri.

yiizde

degerleri

ve

istatistiksel

LOKOSIT TiPLERI
Gruplar n
Hematokrit Lenfosit Monosit Nétrofil
% % % %
L. Grup
A (Serum fizyolojik) | 7 | 50.43+0.84 | 64.06+3.16 | 4.44+1.12 | 30.93+2.42
Qo
B | IL Grup
= (Swv1 yag) 7 14943+1.09 | 61.51+2.85 ] 4.70+0.89 | 33.27+2.63
o
. Grup
(DMSO) 7 | 48.29+0.89 | 62.14x2.64 | 3.56+0.62 | 33.57+2.66
IV. Grup
AfB 7 | 53.14+1.16 | 60.44+3.28 | 3.33+0.71 | 35.84+3.10
2 mghg)
= | V.Grup
= A. densiflora 7 1 51.57£1.45 | 79.46+2.20 | 2.60+£0.22 | 17.70x2.13
A | (4mgkg)
VI. Grup
Af B+ A. dens. 7 | 51.57+1.19 | 66.56x4.13 | 3.16£0.86 | 27.21+3.03
(ayn1 oranda)
LOKOSIT TIPLERI
Gruplar Hematokrit| Lenfosit | Monosit Neotrofil
% % % %
L. - Il Grup n.s n.s n.s n.s
L. - H1. Grup n.s n.s n.s n.s
I -IV. Grup n.s n.s n.s n.s
I.-V. Grup n.s * n.s *
I- VL. Grup n.s n.s n.s n.s
IV.- V. Grup n.s * n.s *
IV.-VL. Grup n.s n.s n.s *
V.-VI Grup n.s * n.s *

n.s p>0.05 Gruplar arasi 6nemlilik yok
* p<0.05 Gruplar arasi énemlilik var
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Lenfosit yiizde degerleri I. grupta (kontrol) % 64.06+3.16,
AfB verilen IV. grupta % 60.44+3.28, A. densiflora verilen V.
grupta % 79.46x2.20, AfB; + A. densiflora verilen VI. grupta ise %
66.56+4.13 olarak bulundu. I. grup (kontrol) ile IV. ve VI. gruplar
arasinda istatistiksel a¢cidan 6nemli bir farklilik goriilmezken, V.
grubun lenfosit yiizde degerinde gorilen artis kontrol ve diger
gruplara gére anlamlt bulundu (p<0.05).

Monosit yiizde degerleri 1. grupta (kontrol) % 4.44+1.12,
AfB; verilen IV. grupta % 3.33x0.71, A. densiflora verilen V.
grupta % 2.60+0.22, AfB; + A. densiflora verilen VI. grupta %
3.16+0.86 olarak bulundu. Istatistiksel olarak yapilan
karsilastirmada kontrole gére gruplar arasinda 6nemli farklilik
gériilmedi (p>0.05).

Nétrofil yiizde degerleri 1. grupta (kontrol) % 30.93x2.42, Af
B; verilen IV. grupta % 35.84+3.10, A. densiflora verilen V. grupta
%17.70+2.13, AfB; + A. densiflora verilen VI. grupta ise
%27.21+3.03 olarak bulundu. Istatistiksel olarak yapilan
karsilastirmada kontrole gore IV. grup ve VI. grup arasinda énemli
farklilik goriilmedi (p>0.05). Ancak A. densiflora verilen V. gruptaki
notrofil yiizde degerlerindeki diigme kontrole ve diger deney

gruplarina gore istatistiksel olarak onemliydi (p<0.05).
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Sekil 4.4. Kontrol ve deney gruplarinin hematokrit ve l16kosit

tiplerinin yiizde degerleri.

4.3. Idrar Kompozisyonlar: Degerleri

Kontrol ve deney gruplarina ait 18 saatlik idrar hacmi, pH,
iire azotu, kalsiyum, fosfor, iirik asit, sodyum, potasyum ve kreatinin

ol¢iimine ait degerler ile serum kreatinin ve kreatinin klerensi

degerleri Cizelge 4.3.’de goriilmektedir.

Idrar hacmi yapilan &6lciimler sonunda 1. grupta (kontrol)
9.14+1.37 ml, AfB verilen IV. grupta 6.71+0.43 ml, A. densiflora
verilen V. grupta 1.93+£0.13 ml, AfB;+A. densiflora verilen VI
grupta ise 6.00+0.62 olarak bulundu. Kontrol ile 1V veVIl. grup
arasinda istatistiksel ac¢idan Snemli bir farklilik gériilmezken

(p>0.05) V. grubun idrar hacmindecki azalma kontrol ve diger dency

gruplarima goére énemliydi (p<0.05) (Sckil 4.5).
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pH, I.grupta (kontrol) 7.99+0.34, AfB, verilen IV. grupta
7.10+0.29, A. densiflora verilen V. grupta 7.44+0.16 AfB;+A.
densiflora verilen VI. grupta 7.74+0.38 olarak bulundu. Istatistiksel
olarak yapilan karsilagtirmada gruplar arasinda anlaml: bir farklilik
goriilmedi (p>0.05) (Sekil 4.5.).

10—-A
8 — B4 I Grup
1 7 11. Grup
. L B8l 11 Grup
N H E V.G
2 SR VI. Grup
% ]
S [ S
4 - T o ::/
/ S
% i
21
2 L S
SH
% S
7 S
0 A N inn / -
Idrar Hacmi (ml) pH

Sekil 4.5. Kontrol ve deney gruplarinin idrar hacmi ve pH

degerleri.

Ure azotu I. grupta (kontrol) 1572.5x152.0 mg/dl, AfB;
verilen 1V. grupta 1376.4+110.6 mg/dl, A. densiflora verilen V.
grupta 2554.2+85.2 mg/dl, AfB;+A. densiflora VI. grupta ise
2096.1+120.8 mg/dl olarak bulundu. Kontrol ile IV. grup arasinda
istatistiksel agidan 6nemli farklilik goriilmezken (p>0.05) diger
deney gruplarinda kontrole gére ve kendi aralarinda 6nemli farklilik
gorildi (p<0.05)(Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. Kontrol ve deney gruplarinin iire azotu degerleri.

Kalsiyum I. grupta (kontrol) 13.98+1.23 mg/dl, AfB; verilen
IV. grupta 11.27+1.66 mg/dl, A. densiflora verilen V. grupta
14.57+1.92 mg/dl, AfB;+A. densiflora verilen VI. grupta 8.53+0.60
mg/dl olarak bulundu. Istatistiksel olarak yapilan karsilastirmada
kontrole gore IV ve V. grup degerleri arasinda anlamli bir farklilik
gorilmedi (p>0.05). Ancak VI. grupta goriilen azalma kontrole ve
V. gruba gore dnemliydi (p<0.05) (Sekil 4.7).

Fosfor I. grupta (kontrol) 67.87+7.2 mg/dl, AfB, verilen IV.
grupta 71.30+4.8 mg/dl, A. densiflora verilen V. grupta 182.69+5.4
mg/dl, AfB;+A. densiflora verilen VI. grupta ise 143.24+8.4 mg/dl
olarak bulundu. Kontrol ve deney gruplari arasinda yapilan
karsilastirmada kontrol ile IV. grup arasinda istatistiksel ag¢idan

onemli farklilik goriilmezken (p>0.05), kontrole gore diger iki deney
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grubunda ve bu iki deney grubu arasinda onemli farklilik gériildi

(p<0.05) (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. Kontrol ve deney gruplarinin kalsiyum ve fosfor

degerleri.

Urik asit 1. grupta (kontrol) 9.00+0.53 mg/dl, AfB; verilen
IV. grupta 13.29+1.60 mg/dl, A. densiflora verilen V. grupta

AfB|+A. densiflora verilen VI. grupta

55.57+6.89 mg/dl olarak bulundu. Kontrol ve IV. grup arasinda

anlamlr bir farklilik goriilmedi (p>0.05). Ancak V. ve VI. gruplarda

goériilen artma kontrol ve IV. gruba goére anlamli (p<0.05), kendi

aralarinda ise anlamsiz bulundu (Sekil 4.8.).



46

Urik a3it {mgidl)
&
|

At

30 —

15 4

0 o -
I I {1 1\ A% V1  Gruplar

Sekil 4.8. Kontrol ve deney gruplarinin iirik asit degerleri.

Sodyum I. grupta (kontrol) 23.33+2.35 mEq/L, AfB verilen
IV. grupta 32.37+3.63 mEq/L, A. densiflora verilen V. grupta
27.36+0.97 mEq/L, AfB;+A. densiflora verilen VI. grupta
18.31£1.63 mEq/L olarak bulundu. Kontrol ve deney gruplari
arasinda yapilan karsilastirmada kontrole goére V. ve VI. gruplar
anlamlr bir fark géstermedi (p>0.05), fakat kendi aralarindaki fark
anlamlr idi. IV. grupta ise kontrol gruba ve VI. gruba gére anlamh
bir artma goriildi (p<0.05) (Sekil 4.9).

Potasyum 1. grupta (kontrol) 47.71+4.28 mEq/L, AfB;
verilen IV. grupta 64.30+3.96 mEq/L, A. densiflora verilen V.
grupta 54.93+1.99 mEq/L AfB|+A. densiflora verilen VI. grupta
59.80+£2.90 mEq/L olarak bulundu. Gruplar arasinda yapilan
karsilagtirmada kontrole goére V. grupta anlaml: bir farklilik

goriilmedi (p>0.05). Ancak IV. ve VI. grupta goriilen artis kontrole
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gore anlamh (p<0.05), kendi aralarinda ise anlamsiz bulundu (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Kontrol ve deney gruplarinin sodyum ve potasyum

degerleri.

Kreatinin 1. grupta (kontrol) 48.72+5.46 mg/dl, AfB; verilen
IV. grupta 60.10+10.84 mg/dl, A. densiflora verilen V. grupta
92.43+0.91 mg/dl, AfB;+A. densiflora verilen VI. grupta ise
97.73+5.90 mg/dl olarak bulundu. Kontrole gére ve IV. grup
arasinda anlamlt bir farklilik goriilmezken (p>0.05), V ve VI
gruplardaki artig kontrole gore O6nemli (p<0.05), fakat kendi
aralarinda onemsizdi (p>0.05) (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Kontrol ve deney gruplarinin idrar kreatinin

degerleri.

Serum kreatinin 1. grupta (kontrol) 3.70£0.25 mg/dl, AfB;
verilen IV. grupta 3.89+0.42 mg/dl, A. densiflora verilen V. grupta“
3.93+0.15 mg/dl, AfB| + A. densiflora verilen VI. grupta 6.21+£0.55
mg/dl olarak bulundu. Istatistiksel agidan kontrole gére ve kendi
aralarinda VI. grup hari¢ 6nemli bir farklilik gériillmezken (p>0.05)
VI. gruptaki artig tim gruplarla karsilagtirildiginda 6nemli bulundu
(p<0.05) (Sekil 4.11).

Kreatinin klerensi, 1. grupta (kotrol) 0.08+0.01, AfB; verilen
IV. grupta 0.07+£0.01, A. densiflora verilen V. grupta 0.04+0.01,
AfB;+A. densiflora verilen VI. grupta ise 0.08+0.02 olarak bulundu.
Istatistiksel olarak kontrol ve deney gruplari arasinda yapilan

kargilastirmada anlamly bir farklilik bulunmadi (p>0.05)(Sekil 4.11).
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Sekil 4.11.Kontrol ve dency gruplarinin serum kreatinin ve

kreatinin klerensi degerleri.

4.4. Serum Enzim Degerleri

Deney sonunda kandan elde edilen serumda 6lgiilen SGOT,
SGPT, ALP ve ASP degerleri Cizeclge 4.4."de goriildigii gibidir.

SGOT, I. grupta (kontrol) 304.29+49.99 U/L, AfB| verilen
IV. grupta 544.29+38.66 U/L, A. densiflora verilen V. grupta
121.43+6.70U/L, AfB;+A. densiflora verilen VI. grupta
625.71£81.73 U/L olarak bulundu. Istatistiksel a¢idan kontrole
gore deney gruplar: arasinda 6nemli farkliliklar goriildi (p<0.05).
Bu farkliliklar IV ve VI. gruplarda artma, V. grupta ise azalma
seklinde idi (Sekil 4.12).

SGPT, I. grupta (kontrol) 125.00+8.24 U/L, AfB; verilen IV.
grupta 274.29x61.95 U/L, A. densiflora verilen V. grupta
122.86+7.14 U/L, AfB|+A. densiflora verilen VI. grupta ise
174.29+£46.64 U/L olarak bulundu. Istatistiksel agidan kontrole
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gére V. ve VI. grup arasinda farklilik 6nemsiz (p>0.05) iken, IV.

gruptaki artis kontrol ve diger deney gruplarina goére Onemli
bulundu (p<0.05) (Sckil 4.12).

Cizelge 4.4. Kontrol ve dency gruplarinin serum enzim degerleri.

n.s p>0.05 Gruplar arasi 6nemlilik yok
* p<0.05 Gruplar aras: 6nemlilik var

n
Grupl SGOT SGPT ALP ASP
o (U/L) (U/L) L | )
I.G
1 (Se?s?n fizyolojik)| 7 |304.29+49.99 125.00+£8.24 | 104.3943.16 | 47.86+4.68
O A
L
3 RN 7 |301.14249.41 | 125002854 | 103.5743.35 | 45.7043.60
E 1. Gru ;
(D'MS(‘))) 7 1293.14+55.81 | 123.43+5.13 | 104.29+3.82 | 44.2943.52
IV. Grup
AfB; 7 | 544.29+38.66 {274.29+61.95| 270.59+38.99 | 62.75+4.32
(2 mglkg)
E V. Grup
Z. 1 A. densiflora 7 | 121.4346.70 | 122.86+7.14 | 192.61+35.41] 40.43+1.56
A | (4 mg/kg)
VL. Grup
AT B+ A dens. | 7 | 6257118173 |174.29:46.64| 397.73:8.11 | 89.25+7.76
(ayn1 oranda)
Gruplar SGOT SGPT ALP ASP
(U/L) (U/L) U/Ly (U/L)
I. - . Grup n.s n.s n.s n.s
I. - 1lI. Grup n.s n.s n.s n.s
I. - IV. Grup * * * *
I.- V. Grup * n.s * n.s
I- VI. Grup * n.s * *
IV.- V. Grup * * * *
IV.-VIL. Grup n.s * * *
V.-VI Grup * n.s * *
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Sekil 4.12. Kontrol ve deney gruplarinin SGOT ve SGPT

degerleri.

ALP . grupta (kontrol) 104.39+£3.16 U/L, AfB verilen IV.
grupta 270.59+38.99 U/L., A. decnsiflora verilen V. grupta
192.61+35.41 U/L AfB;+A. densiflora verilen VI. grupta
397.73+8.11 U/L olarak bulundu. Kontrol grubu ile diger gruplar
karsilagtirildiginda tiim deney gruplarindaki artis kontrole gére ve
ayrica kendi aralarinda 6nemli bulundu (p<0.05) (Sekil 4.13.).

ASP, 1. grupta (kontrol) 47.86+4.68 U/L AfB;| verilen IV.
grupta 62.75+4.32 U/L, A. densifiora verilen V. grupta 40.43+1.56
U/L , AfB+A. densiflora verilen V1. grupta 89.25+7.76 U/L olarak
bulundu. istatistiksel acidan kontrol ile V. grup arasinda 6nemli bir
farklilik bulunmazken (p>0.05), diger deney gruplar: kontrole gore
ve kendi aralarinda 6nemli artis gosterdi (p<0.05) (Sekil 4.13).
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5. TARTISMA

Bu boéliimde, kanserojen dzelligi bilinen AfB,’in (1, 41, 58,
62) kromozom, ldkosit tipleri, idrar kompozisyonlari ve serum
enzimleri iizerine olan etkilcrini, antikanserojen 6zelligi bilinen A.
densiflora kok ekstresinin (29, 40, 48-51) nasil etkiledigi bulgular

boliimiinde verilen siraya gore tartistlacaktir.

5.1. Kromozomlara Etkisi

Daha 6nceki ¢alismalarda da (10, 13, 26) bildirildigi gibi
bizim caligmamizda da aflatoksin B; doza bagli olarak 6nemli
diizeyde kromatid tipi kirtk olusturmaktadir. Kontrol ve deney
gruplarina ait kromatid tipi kirik ytizde degerleri Cizelge 4.1.7de
gorilldigi gibidir. AfB| uyguladigimiz grupta kontrol gruplarina
gore kirik yiizde degerleri ¢ok artmistir. Kontrol grubunda %0.64
iken AfB; grubunda %20.50 olarak gozlenmistir. VI. grup
degerleride I'V. grupla uygunluk géstermektedir. V. grupta ise kirik
orant %1.64°dir. Buradan A. densiflora kék ektsresinin 4 mg/kg
dozunun kromatid tipi kirt§a neden olmadi§r ilaveten AfB;’in neden
oldugu kromatid tipi kiriklart da Onleyemedigi gorilmiigtir.
Arnebia’nin kromozomlara ectkisiyle ilgili fazla bir ¢aligmaya
rastlanilmamigtir. Sadece Cakmak ve arkadaglarinin yaptigr bir
caligmada AfB; ile birlikte verilen 15 mg/kg A. densiflora dozunun
(1993) kirtk olugmasini bir derecede 6nledigi fakat 4 mg/kg dozun
higbir onleyici etkisi olmadigi gosterilmistir. Bu sonug¢ bizim

sonuglarimizla uyumludur.
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5.2. Hematokrit ve Likosit Tiplerine EtKkisi

Hematokrit yitizde dcgerleri Cizelge 4.2.°de goriildiigi
gibidir. Kontrol ve dency gruplari arasinda 6nemli farklilik
goriilmemigtir. Ancak Campbell ve arkadaglari (3 hafta boyunca giin
agir1 verdikleri 2.5 ug/g AfB| dozunun) (1983) pili¢lerde, Reddy ve
arkadaglari (2 hafta giin asir1 0.03, 0.145 mg/kg ve 4 hafta giin asirt
0.7 mg/kg AfB; dozunun) (1987, 1989) farclerde doza bagli olarak
hematokrit diizeyini diislirdiigiinii bildirmislerdir. A. densiflora’nin
hematokrit lizerine etkisi konulu bir literatiire rastlanilmadigi igin
karsilagtirma yaptlamamistir.

Lenfosit, monosit ve notrofil yiizde degerleri Cizelge 4.2.°de
gorildiigi gibidir. AfB; verilen 1V. grupta kontrole gore lenfosit ve
monosit yiizde degerleri biraz azalmig, notrofil yiizdesi ise biraz
artmigtir. Fakat bu azalma ve artma Onemsizdir (Campbell et al,
1983). Cakmak ve Bagsaran (500 ug/kg ve 1000 pg/kg AfGy tek
doz) (1991) siganlarda yaptikiari bir ¢alismada aflatoksinin 6. saatte
lenfosit ve monosit yiizdelerini azalttigint bildirmektedir. Yine
Bagaran ve Cakmak (0.145 mg/kg ve 0.7 mg/kg AfB;’i 2 hafta
hergiin) (1993) verdikleri bir ¢caligmada bu silire sonunda sicanlarda
doza bagli olarak hematokrit, lenfosit ve monosit yiizdelerinin
azaldigini, ndétrofil yiizdesinin ise arttigini bulmuslardir. Bizim
bulgularimiz da aflatoksinin bu ectkilerini dogrulamaktadir. Ancak
istatistiksel olarak yapilan karsilagtirmada kontrol ve deney
gruplar: arasinda onemli farklilik goriilmemigstir. Ancak farklilik
onemsiz de olsa lenfositlerdeki azalma ve no6trofil ylizdesinde
goriilen artig aflatoksinin akut toksik etkisi oldugunu
desteklemektedir. A. densiflora verilen V. grupta lenfosit yiizde
dégerleri tim gruplara nazaran 6nemli diizeyde artarken monosit ve

notrofil yiizde degerleri azalmistir. Notrofildeki azalma Onemli
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bulunmugtur. Biitiin bunlardan AfB| ve A. densiflora'nin verilen
dozlarinin toksik etkiye sahip olduklari goriilmiistiir. Yapilan
literatiir taramasinda A. densiflora’nin l6kosit tiplerine etkisi konulu

bir caligmaya rastlaniimadig: i¢in kargifagtirma yapilamamistir.

5.3. iIdrar Kompozisyonlarina Etkisi

Idrar kompozisyonlarina ait degerlerin istatistiksel
degerlendirilmeleri Cizelge 4.3.7de goriildiigi gibidir.

Idrar hacmi bakimindan gruplar aras: yapilan karsilastirmada
kontrol ve IV. grup degerleri birbirine ¢ok yakin bulunmustur. Bu
Basaran ve arkadaslarinin (2 mg/kg AfB,, tek doz) (1992) yapt1g:
caltsma ile uyumludur. Yine Basaran ve arkadaslarinin (10 ay
boyunca hergiin verdikleri 30 pg/kg AfB,) (1990) yaptig1 bir
caligsmada idrar hacmi 5.aydan itibaren 6nemli diizeyde artmigsa da
kontrollerle karsilastirtldiginda 6nemli bir farkin olmadig:
goriilmiistiir.IV. ve VI. grup degerleri arasinda anlamli bir farklilik
goritlmemis ancak V. grupta idrar hacminin kontrol ve diger deney
gruplarina gore azaldigr goriilmiistiir. Bu da A. densiflora’nin
antidiiiretik etkisi oldugunu gostermektedir. A. densiflora’nin idrar
hacmini nasil etkiledigi konulu bir literatiire rastlaniimadigi igin
karsilagtirma yapilamamistir.

pH degeri tiim gruplarda alkali bir karekterde olup kendi
aralarinda yapilan karsilagtirmada istatistiksel ac¢idan farklilik
Onemsiz bulunmustur. AfB| ve A. densiflara’nin idrar pH’sina
etkisiyle ilgili literatiire rastlanilmadig: i¢in karsilastirma
yapilamamistir,

Ure azotu degeri bakrmindan kontrol ve 1V. grup arasinda
anlamli bir farklilik bulunmamistir. Bu sonug literatiir bilgileriyle

uyumludur (Basaran ve ark., 1990, 1992). V. grupta tlire azotu
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degerleri 6nemli diizeyde artmistir. V1. grupta her ne kadar V. gruba
gore bir diigme varsa da bu deger kontrole gore yine de Onemli
diizeyde yiiksektir. Yapilan literatiir taramasinda A. densiflora’nin
iire azotuna etkisi konulu literatiire rastlanilmadigi i¢in kargilastirma
yapilamamistr.

Kalsiyum seviyesi bakimindan IV. grup kontrolle uyumludur.
AfB;’in kalsiyum seviyesine etkisiyle ilgili ¢alismalarin sonucu
(Bagaran ve ark., 1990, 1992) bizim sonuglarimizla uyumludur.
A. densiflora verilen V. grupta kalsiyum seviyesi kontrol degerlere
yakindir. VI. grupta isec Onemli diizeyde diisme gOriilmiigtir.
A. densiflora’nin kalsiyum seviyesi iizerine etkisiyle ilgili literatiire
rastlanilmadigi igin karsilagtirma yapilamamigtir.

idrar fosfor seviyesi bakimindan kontrole yakin bulunan IV.
grup degerleri yapilan galismalarla (Bagsaran ve ark., 1990, 1992)
uyumlu bulunmustur. A. densiflora verilen V. grupta fosfor seviyesi
onemli diizeyde artmistir. AfB; ve A. densiflora birlikte verilen
Vl.grupta V. gruba gdre bir azalma varsa da bu kontrole gére dnemli
diizeyde yiiksektir. Yapilan literatiir taramasinda A. densiflora’nin
fosfor seviyesi iizerine etkisi konulu literatiire rastlaniimadig1 igin
kar§lla§t1rma yapilamamigtir.

Urik asit seviyesi bakimindan IV. grupta kontrole goére
anlamli bir farklilik bulunmamistir. Bu sonug¢ Bagaran ve
‘arkadaglarinin (1992) yaptigi ¢alisma ile uyumludur. V. ve VI. grupta
iirik asit seviyesi énemli diizeyde artmigtir. A. densiflora’nin irik
asit seviyesine etkisi konulu bir literatiire rastlanilmadigi igin
kargilagtirma yapilamamigtir.

Sodyum seviyesi bakimindan IV. grup kontrole gére dnemli
diizeyde artis gostermistir. Yapilan bir ¢aligmada da AfB; verilen
siganlarda sodyum atiliminin arttig: bildirilmistir (Grosman et al.,

1984). Diger yandan V. grupta, kontrole gore, sodyum diizeyi biraz
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artmis, VI. grupta ise biraz diigmistiir. Fakat bu farkliliklar
istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur. A. densiflora’nin sodyum
izerine etkisi konusunda bir literatiire rastlayamadigimiz igin
karsilagtirma yapilamadi.

Potasyum seviyesi I'V. grupta kontrole gére anlaml: bir artig
gdstermisgtir. Bu sonu¢ AfB[’in potasyum seviyesini artirdigini
gosteren bir caligsma ile uyumludur (Grosman et al., 1984). V. grup
potasyum seviyesi bakimindan kontrolle uyumlu bulunmugtur, fakat
Arnebia ile AFB’in birlikte verildigi VI. grupta kontrole gore
potasyum seviyesinde anlamli bir artis bulunmustur. A.
densiflora’nin potasyum seviyesi lizerine etkisi konulu bir literatiire
rastlanilmadig: i¢in karsilastirma yapilamamistir.

Idrar kreatinin seviyesi bakimindan kontrole gére IV. grup
farklt bulunmamistir. Bu sonug¢ literatiir bilgileriyle uyumludur
(Basaran ve ark., 1990, 1992). Ancak V. VI. gruplarda kreatinin
seviyesinin kontrol ve IV. gruba gére arttigr goriilmiistiir (Sekil
4.10.). Yapilan literatiir taramasinda A. densiflora’nin kreatinin
seviyesi ilizerine etkisi konulu henhangi bir literatiire rastlanmadi§:
icin karsilagtirma yapilamamistir.

Yapilan bu calismada serum kreatinin seviyesi, IV. ve V.
grupta kontrol grubu ile uyumlu, VI. grupta ise kontrol ve diger
deney gruplarina gore yiiksek bulunmugtur (p<0.05). AfB;| ve A.
densiflora’nin serum kreatinin seviyesine etkisi konulu bir literatiire
rastlanilmadigr i¢in kargilastirma yaptlamamigtir.

Kreatinin klerensi seviyeleri arasindaki farklilik tiim
gruplarda 6nemsiz bulunmug olup AfB; ve A. densiflora’nin
kreatinin klerensi iizerine etkisini go6sterir bir ¢aligmaya

rastlanilmamisgtir.
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5.4. Serum Enzimlerine Etkisi

Serumda olgiilen SGOT, SGPT, ALP ve ASP degerleri ve
istatistiksel karsilastirmalari Cizelge 4.4.”de goriildiigii gibidir.

SGOT seviyesi, bakimindan I'V. grup degerindeki artig kontrol
grubuna goére Snemli bulunmustur. Bu sonug¢ Bagaran ve ark.’nin
(1992) yaptiklari ¢aligmayla uyumluluk gostermigtir. Yine bu sonug
Chattopadhyay ve arkadaslarinin (1985) bulgulariyla ters, Brownie
ve Brownie’nin (1988) bulgulariyla ise uyumlu idi. A. densiflora
verilen V. grup SGOT degerleri diigmiig, VI. grupda ise yiikselmigtir.
Bu degerler kontrole gdre onemli bulunmustur. Arnebia
densiflora’nin SGOT seviyesine etkisi ile ilgili literatiire
rastlaniimadi g i¢in kargilastirma yaptlamamistir.

SGPT seviyesi bakimindan IV. grup degerindeki artig kontrol
grubuna gore 6nemli bulunmustur. Bu sonug literatiir bulgulariyla
uyumludur (Brownie and Brownie, 1988). V. ve VI. grup degerleri
ise kontrolle uyumlu sonug vermistir. Bu bulgular ile ilgili literatiire
rastlanilmadig: igin tartisilamamistir.

ALP seviyesi IV. grupta kontrole gére 6nemli diizeyde artis
géstermistir. Bagaran ve arkadaslarinin yaptig: bir ¢calismada (9) ALP
seviyesini kontrol ve deney gruplarina gore arturmistir. Yine
Chattopadhyay ve arkadaslart AfB,’in (0.5 pug/kg ve 2.5 pg/kg 10
hafta boyunca yemle birlikte verilen AfB;) (1985) ALP seviyesini
artirdigini bildirmiglerdir. Brownie ve Brownie 5 giin siireyle verilen
AfB’in (50 pug/kg) (1988) ALP seviyesini diiglirdiiglini
bildirmiglerdir. Bu sonuglar bizim ¢aligmamizla uyumludur. Fakat
Giines ve arkadaglar1 (500 ug/kg ve 1000 pg/kg AfB; tek doz
halinde) (1991) yaptiklar: bir ¢calismada ALP seviyesi 5. saatte
kontrole gore diisiik iken, 5. giinde kontrolle uyumlu sonug

vermigtir. Bu sonuclar ise bizim ¢aligmamizla uyumlu degildir. Bu
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farklilikta uygulanan doz miktari, verilis sekli ve siirenin etkili
olabilecegi diigliniilmektedir. V. ve VI. gruplarda da ALP seviyesi
kontrole gore yiiksek bulunmustur. A. densiflora ile ilgili literatiire
rastlanilmadig i¢in tartigilamamigtir.

ASP seviyesi, IV. grupta onemli diizeyde yiiksek
bulunmustur. Bu sonug literatiir bilgileriyle uyumludur (Giines ve
ark, 1991). A. densiflora verilen V. grup degerleri kontrol degerlerle
uyumlu iken A. densiflora ile AfB’i birlikte verdigimiz VI. grupta
ise kontrole gore yiiksek bulunmustur. A. densiflora’nin enzimler
izerine etkisi konulu bir literatiire rastlantlmadig: i¢in karsilagtirma

yapilamamigtir.
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6. SONUC

Naftakinon tiirevlerini iceren bitkiler eskiden beri boya
maddesi olarak kullanilmaktadir. Genellikle alkanninler adi1 ile de
bilinen kirmizi renkli maddelerdir. Bunlara Boraginaceae
familyasinin Lithospermum, Echium, Onosma, Alkanna, Cynoglossum
ve Arnebia cinslerine ait tiirlerde rastlanmaktadir (3, 31, 37).

Toksik etkileri yaninda antikanserojen etkisi oldugu da
bildirilen naftakinon tiirevlerini ihtiva eden Boraginaceae
familyasinin bir iiyesi olan Arnebia densiflora’nin kék ekstresinin;
kromozomlara, 16kosit tiplerine, idrar kompozisyonu ve serum enzim
diizeylerine etkileri yaninda, toksik ve kanserojen etkisi bilinen
AfB;’in bu sayilan parametrelere olan etkisini ne derece
degistirebilecegini gézlemek amaciyla diizenledigimiz bu ¢aligmada
su sonuglara vardik :

1. A. densiflora’nin 4 mg/kg dozunun kontrole gére 6nemli
diizeyde kromatid tipi kirik yapmadigi, fakat AfB;’in sebep oldugu
kromatid tipi kiriklar1 da énleyemedigi belirlendi.

2. AfBy, lenfosit tipleri iizerine 6nemli bir etki yapmazken, A.
densiflora lenfosit yilizdesini 6nemli diizeyde yiikseltmis, nétrofil
yiizdesini azaltmis monosit yiizdesini ise degistirmemistir. Buradan
A. densiflora’nin toksik etki yapabilecegi belirlenmistir.

3. A. densiflora idrar kompozisyonlar: tlizerine AfB;’in
yapmis oldugu etkiyi diizeltemedigi gibi bazi idrar bilesenleri
tizerine kendiside 6nemli diizeyde bozucu etki yapmistir.

4. A. densiflora serum enzimlerinden SGOT aktivitesini
6nemli dizeyde, SGPT ve ASP aktivitelerini Snemsiz diizeyde
azaltmig, ALP aktivitesini ise 6nemli diizeyde artirmistir. Dolayisiyla

AfB; in yapt1g1 bozucu etkileri de diizeltememistir.

Biitiin bu nedenlerle, A. densiflora’nin toksik etkileri goz
Oniine alinarak degisik dozlar1 ile daha fazla arastirma yapilmali,
rastgele kullanilmamal1 ve ilag olarak kullanirken doz ayarlamasina
¢ok dikkat edilmelidir.
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