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OZET

OKRATOKSIN A TOKSIKASYONUNDA FOLIK ASIT VE ELLAJIK ASIDIN
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Erzurum M. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii

Farmakoloji ve Toksikoloji (Veteriner) Programi Doktora Tezi, Aydin, 2020.

Okratoksin A (OTA) hayvanlarda ve insanlarda akut, subakut ve kronik zehirlenmelere sebep
olan; kuvvetli nefrotoksik, hepatotoksik, teratojenik, karsinojenik vb. etkileri bulunan bir
mikotoksindir. Calismamizda OTA toksikasyonunda folik asit ve ellajik asidin etkileri Wistar
albino siganlarda 28 giin gavaj yoluyla uygulanarak arastirildi. Kontrol, OTA (210
ug/kg/glin), folik asit (20 mg/kg/giin), ellajik asit (10 mg/kg/giin), OTA + folik asit ve OTA +
ellajik asit gruplarinda; canli agirlik degisimleri, karaciger ve bobrek dokusu nispi agirliklari,
karaciger ve bobrek dokusuna ait bazi serum biyokimyasal parametreleri analiz edildi.
Karaciger ve bobrek dokulari ile kanda, siiperoksid dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT)
aktivitesi, glutatyon (GSH) ve malondialdehit (MDA) seviyeleri, lenfositlerde DNA hasar1
(comet) ve serum OTA seviyesi degerlendirildi. Tiim deneysel gruplarda zamana baglh olarak
canli agirhiklarin anlamli arttigi belirlendi. Kontrol grubuna kiyasla karaciger nispi
agirliklarinin OTA + folik asit ve OTA + ellajik asit gruplarinda ve bobrek nispi agirliklarinin
ise OTA + ellajik asit grubunda anlamli azaldig: belirlendi (P<0,001). Alanin aminotransferaz
ve aspartat aminotransferaz degerlerinin kontrole gére OTA ve OTA + ellajik asit
gruplarinda anlamli distiigii (sirasiyla P<0,001, P<0,01) ve OTA + folik asit grubunda
kontrole yaklastig1 bulundu. Ure diizeyinin kontrol ve OTA grubu ile karsilastirildiginda OTA
+ folik asit ve OTA + ellajik asit gruplarinda anlamli (P<0,01) olarak azaldig:r goriildii.
Karacigerde MDA diizeyinin OTA’ya gore OTA + folik asit ve OTA + ellajik asit gruplarinda
anlamli (P<0,01) olarak azaldig1 goriildi. Bobreklerde SOD ve CAT aktivitesinin ve GSH
diizeyinin OTA’ya kiyasla OTA + folik asit ve OTA + ellajik asit gruplarinda anlamli arttig
tespit edildi (sirastyla P<0,01, P<0,05, P<0,001). Bobreklerde MDA diizeyinin OTA’ya
kiyasla OTA + ellajik asit grubunda anlamli azaldigi goriildii (P<0,001). Comet analizi
sonucunda DNA hasarimin kuyruk momenti ve kuyruk yogunlugu acisindan anlamli olarak en

yiiksek OTA ile OTA + folik asit gruplarinda oldugu belirlendi (P<0,001). Calisma bulgular1

Xi



degerlendirildiginde folik asit ve ellajik asitin OTA’nin olumsuz etkilerine kars1 koryucu

olabilecegi belirlendi.

Anahtar kelimeler: Ellajik asit, folik asit, okratoksin A, oksidatif stres, sigan.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF FOLIC ACID AND ELLAGIC ACID IN
OCHRATOXIN A TOXICATION

Erzurum M. Aydin Adnan Menderes University Health Sciences Institute of

Pharmacology and Toxicology (Veterinary) PhD Program, Aydin, 2020.

Ochratoxin A (OTA) causes acute, subacute and chronic poisoning in animals and human.
OTA is a mycotoxin with strong nephrotoxic, hepatotoxic, teratogenic, carcinogenic etc.
effects. In our study, the effects of folic acid and ellagic acid on OTA toxicity were
investigated by gavage for 28 days in Wistar albino rats. In the control, OTA (210 ug/kg/day),
folic acid (20 mg/kg/day), ellagic acid (10 mg/kg/day), OTA + folic acid and OTA + ellagic
acid groups; body weight changes, liver and kidney tissue relative weights, serum some
biochemical parameters of liver and kidney tissues were analyzed. Liver and kidney tissues
and blood, superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) activity, glutathione (GSH) and
malondialdehyde (MDA) levels, DNA damage in lymphocytes (comet) and serum OTA levels
were evaluated. It was determined that body weights increased significantly in all
experimental groups. Compared to the control group, liver relative weights were significantly
reduced in the OTA + folic acid and OTA + ellagic acid groups and renal relative weights in
the OTA + ellagic acid group (P<0,001). Alanin aminotransferaz and aspartat
aminotransferaz values were significantly lower in the OTA and OTA + ellagic acid groups
(P<0,001, P<0,01, respectively) than the control group, and were closer to the control in the
OTA + folic acid group. Urea levels decreased significantly in the OTA + folic acid and OTA
+ ellagic acid groups (P<0.01) compared with the control and OTA groups. Liver MDA levels
were significantly decreased (P<0.01) in OTA + folic acid and OTA + ellagic acid groups
compared to OTA group. SOD and CAT activity and GSH levels in the kidneys were
significantly increased in OTA + folic acid and OTA + ellagic acid groups compared to OTA
group (P<0,01, P<0,05, P<0,001, respectively). MDA levels in the kidneys were significantly
decreased in the OTA + ellagic acid group compared to OTA group (P<0.001). As a result of
the comet analysis, DNA damage was found to be significantly higher in OTA and OTA +
folic acid groups in terms of tail moment and tail density (P<0.001). When the findings of the
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study were evaluated, it was determined that folic acid and ellagic acid could be protective
against the negative effects of OTA.

Keywords: Ellagic acid, folic acid, ochratoxin A, oxidative stress, rat.
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1. GIRIS

Mikotoksinler, halk sagligi, gida giivenligi ve gelismekte olan iilkeler basta olarak
bircok lilkenin ulusal ekonomisi iizerindeki olumsuz etkileri bakimindan en 6nemli gida
Kirleticileri arasinda sayilir (FAO, 2001).

Yemlerin ve gidalarin mikotoksinlerle bulagmasi diinya ¢apinda 6nemli bir problemdir.
Hayvanlar ve insanlar i¢in biiylik tehlike olusturan mikotoksinler, gida endiistrisinde ve
hayvancilikta 6nemli ekonomik kayiplara sebep olmaktadir (Ji ve ark, 2016; Luo ve ark,
2018).

Mikotoksinlerle en ¢ok kontamine olan lriinlerin basinda baharatlar, tarim {irtinleri, et
ve siit driinleri gelir (Darwish ve ark, 2014). Aflatoksinler, okratoksinler, trikotesenler,
zearalenon, fumonisinler, tremorjenik toksinler ve ergot alkaloidler en Onemli
mikotoksinlerdir (Zain, 2011). Bu mikotoksinlerin ekonomik ve sosyal etkileri igerisinde,
insanlarda ve hayvanlarda goriilen hastaliklar ya da oliimler, saglikla ilgili Gistlenilen giderler,
hayvan verimliliklerinin azalmasi, ¢iftgiler i¢in gida ve yemlerin kullanilamamasi yoluyla
olusan maliyetler yer alir (Bankole ve Adebanjo, 2004; Atherstone ve ark, 2014).
Mikotoksinlerden dolay1 olusan olumsuz etkiler bilingli {iriin isleme ve depolama gibi iyi
tarim uygulamalar1 kullanilarak azaltilabilir (Atherstone ve ark, 2014).

Diinyanin her yerinde mikotoksin tiretebilen mantarlar bulunmaktadir. Hem sahada hem
de harmanlama, depolama, tasima ve hazirlama asamalarinda, uygun sicaklik ve rutubette
yem ve gida maddeleri mikotoksin salgilayan mantarlar tarafindan Kirletilebilmektedir. Bu
yiizden yemlerde mikotoksin kaynakli kirlenmeler siklikla goriilebilmektedir. Kirlenmelerden
kaynakli olumsuzluklar hayvanlarda fark edilmeden ilerledigi icin hayvan saghigi ve
ekonomik isletmeler igin istenmeyen etkiler olusturmaktadir. Ayrica kalintilarindan dolay1 da
toplum sagliginda da olumsuz etkilere yol agmaktadir (Kaya, 2002).

Hayvanlarda akut, subakut ve kronik zehirlenmelere neden olan okratoksinlerin
karsinojenik, mutajenik ve teratojenik etkileri de vardir. Okratoksin 6ncelikle bobreklerde ve
daha sonra karacigerde olumsuz etkiler gosterir. Bununla beraber okratoksinler viicudun diger
doku ve organlarinda da az ya da ¢ok etki edebilirler. Okratoksin A (OTA) zehirlenmelerinde
sagaltim i¢in 6zel bir yontemin olmamasi konuyu daha da onemli kilmaktadir. OTA’nin
serbest oksijen radikallerinin iiretimine ve dolayisiyla DNA hasarina neden oldugu

bildirilmistir. Bu ¢alisma ile ilgili antioksidanlarin insan ve veteriner hekimliginde OTA’nin



toksik etkilerine karsi koruyucu alternatif birer farmakolojik ajan olarak kullanilip
kullanilamayacagi, kullanilacaksa da hangisinin daha etkili olabilecegi konusu arastirildi. Bu
arastirmayla, OTA ile mikotoksikozis olusturulmus siganlarda folik asit ve ellajik asidin DNA
hasar1 ile karaciger ve bobrek dokularina yonelik koruyucu etkileri ile oksidan / antioksidan
denge iizerine etkili olup olmadigimnin belirlenmesi agisindan Onemli bir eksikligin

tamamlanmas1 amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mikotoksinler

Mikotoksin kelimesi, Yunanca mantar anlamindaki ‘mykes’ ve Latince zehir
anlamindaki ‘toxicum’ kelimelerinin birlesiminden olusmaktadir (Turner ve ark, 2009).
Mikotoksinler, ¢esitli mantarlar tarafindan iretilen ve maruz kalindiginda insanlar ve
hayvanlarda mikotoksikozis olarak adlandirilan toksik etkilere neden olan diisiik molekiil
agirlikli ikincil metabolitler olarak tanimlanmaktadir (Sweeney ve Dabson, 1999; Zain, 2011,
Luo ve ark, 2018).

Mikotoksinler mantar gelisimi i¢cin gerekli olmadigindan ikincil metabolitler olarak
disiiniiliir ve sadece birincil metabolik siireglerin bir tiriiniidiir. Mikotoksinlerin islevleri
acikca tespit edilmemistir ancak; ayni ortamda yarigsan diger mikroorganizmalarin yok
edilmesinde rol oynadig: diisiiniilmektedir. Ayrica, parazit mantarlarin konak¢1 dokulari istila
etmelerine yardimci olduklarina inanilmaktadir (Brase ve ark, 2009).

Mikotoksin terimi 1962’de Ingiltere’de Londra yakinlarinda yaklastk 100 000 hindi
palazinin 6lmesiyle sonuglanan bir olayla ortaya ¢ikmistir. Bu gizemli ‘hindi X hastaligr’
hindi palazlarinin yemlenmesinde kullanilan yerfistiklarinda kontamine olmus Aspergillus
flavus (A. flavus)’dan izole edilmis ikincil metabolitlere baglandigi zaman, bilim adamlari
diger bilinmeyen kiif metabolitlerinin de &liimciil olabilecegi konusunda hassaslasmistir
(Bennett ve Klich, 2003).

Mikotoksin iireten mantarlar mikotoksijenik olarak bilinir. Bazi mantarlar birden fazla
mikotoksin {iretebilir. Ayrica bazi mikotoksinler de birden fazla mantar tiirii tarafindan
iretilmektedir (Brase ve ark, 2009; Vila-Donat, 2018). Giliniimiizde kanserojenik ya da toksik
etkisi olan, 100’den fazla mantar tarafindan iiretilen yaklasik 400 mikotoksin bilinmektedir
(Steyn, 1995; Hussein ve Brasel, 2001; Zain, 2011; Rocha ve ark, 2014; Luo ve ark, 2018).

Bu mikotoksinlerin ¢ogu Aspergillus, Penisillium, Fusarium, Alternaria ve Claviceps
cinslerine ait tiirler tarafindan tiretilmektedir (Steyn, 1995; Binder, 2007; Luo ve ark, 2018).

Aflatoksinler, okratoksinler, trikotesenler, zearalenon, fumonisinler, patulin, sitrinin ve
ergot alkoloitleri en ¢ok bilinen mikotoksinlerdir. Bu mikotoksinler insan veya hayvanlarda,
akut veya kronik ¢esitli hastaliklara sebep olmaktadirlar (Hussein ve Brasel, 2001; Bennett ve
Klich, 2003; Binder, 2007; Luo ve ark, 2018).



Birgok tahil iiriinii, yagl tohumlar, et ve et tiriinleri, yumurta, kuru yemisler ve kuru
meyveler mantar kontaminasyonu ve mikotoksin iiremesi i¢in uygundur (Steyn, 1995). Bazi

mikotoksinlerle kontamine olmus iirlinlerin bir kism1 Tablo 1°de gosterilmistir (Paterson ve

Lima, 2010).

Tablo 1. Insan veya hayvan tiiketimine sunulan gidalarda bulunabilecek mikotoksinler

(Paterson ve Lima, 2010).

Mikotoksin Uriin
Aflatoksin Fistik, misir, bugday, pamuk tohumu, kurutulmus hindistan cevizi,
findik, siit, yamurta, peynir, incir
Sitrinin Tahil (bugday, arpa, misir, piring)
Siklopiazonik asit Maisir, fistik, peynir
OTA Tahil (bugday, arpa, yulaf, misir), kuru fasulye, fistik, peynir,
domuz, kahve, kuru {iziim, iiziim, kuru meyve, sarap, kakao
Patulin Yem, elma, elma suyu, bugday samani artigi
Penisillik asit Depolanmig misir, tahil taneleri, kuru fasulye, kiiflii tiitiin
Penitrem Krem peynir, ceviz, bira

Sterigmatosistin Yesil kahve, bugday, tahillar, sert peynir, bezelye, pamuk tohumu
Trikotesen Misir, bugday, ticari sigir yemleri, karma yemler, arpa, yulaf

Zearalenon Misir, saman, peletlenmis ticari yem

Mikotoksinler canlilarda meydana getirdikleri etkiye gore hepatotoksik, nefrotoksik,
norotoksik ve immiinotoksik olarak siniflandirilmaktadir. Hiicre bilimcileri bunlar1 genel
olarak terotojen, mutajen, karsinojen ve allerjen diye siniflandirmaktadir. Organik kimyacilar
bu smiflandirmayr kimyasal yapilarmma gore (kumarinler, laktonlar gibi) yaparken, bu
simiflandirmay1 biyokimyacilar biyosentez kokenlerine gore (polipeptidler, amino asit
tiirevleri gibi) yapmaktadirlar. Hekimler sebep olduklari hastaliga gore (St. Anthony hastaligi,
stagibotoksikoz gibi), mantar uzmanlar {retildikleri mantarlara gore (Aspergillus toksini,
Penisillium toksini gibi) siniflandirmaktadirlar (Bennett ve Klich, 2003).

Mikotoksinlerin insanlardaki kanserojenik potansiyellerine gore siniflandirmasi 1993
yilinda Diinya Saghik Orgiitii - Uluslararasi Kanser Arastirma Enstitiisi (WHO — IARC)
tarafindan yapilmistir. Yapilan siniflandirmayla; aflatoksinler insanlar i¢in kanserojenik
mikotoksin (1. Grup) olarak belirlenirken, OTA ve fumonisin insanlar i¢in muhtemel

kanserojenik mikotoksin (2B grup) olarak belirlenmistir. Bununla birlikte, zearalenon ve
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trikotesen mikotoksinlerinin insanlarda kanserojenik aktivitesinin olmadig: (3. Grup) ifade
edilmistir (WHO-IARC, 1993).

Insan ve havan saglig1 igin risk teskil eden bu ikincil metabolitler dogal olarak ortaya
ciktigindan mikotoksinlerin lriinlerden tamamen uzaklastirilmasinin oldukc¢a zor oldugu
goriilmektedir. Bununla birlikte, fungal proliferasyona daha egilimli olan ve tekrarlanan bir
maruz kalma kaynagi olan bazi iiriinlerde grubun en yaygin ve toksik lyeleri icin tiim
diinyada kabul edilebilir azami seviyeler belirlenmistir. Tiiketicilerin korunmasi, iyi tarim,
depolama ve isleme uygulamalarinin ardindan mikotoksin seviyeleri makul 6l¢iide diisiik
tutularak da takip edilmektedir. Mikotoksinler ve tiriinlerdeki izin verilen maksimum diizeyler
tilkeden iilkeye onemli olclide farklilik gdstermektedir. Mikotoksinlerin iilkelere gore bazi

tirtinlerdeki tolere edilebilir miktarlar1 Tablo 2°de gosterilmistir (Anfossi ve ark, 2016).



Tablo 2. Baz1 gida iiriinlerinde bulunabilecek mikotoksinlerin {ilkelere gore degisen tolere

edilebilir seviyeleri (Anfossi ve ark, 2016).

Mikotoksin Uriin Ulke Maksimum tolere
edilebilir seviyeler?
(ng/kg)
Aflatoksinler Yagh AB 4-152(2-12¢2
tohumlar, aflatoksin B1)
findik, kuru Avustralya, Kanada, GCC (15 aflatoksin B1)
meyveler, Nijerya, Yeni Zelanda, Giiney Afrika
tahillar, ABD, Brezilya, MERCOSUR 20
baharatlar Hindistan 30
Aflatoksin M1 Siit ve bebek  AB, Giliney Afrika 0,25-0,05°
formiilii Arjantin, Cin, GCC 0,5
Hindistan, Kenya, Meksika
Uruguay, ABD
Brezilya, MERCOSUR 0,5-52
Deoksivinalenol  Tahillar,unlu  AB 500-1750¢2
mamiiller Brezilya 750 - 30002
Rusya 700 - 1000
Kanada, Cin, Hindistan 1000
Japonya, ABD P
Fumonosinler Misir AB, Norveg, Isvicre, 800 - 40002
ABD?® 2000 - 40002
Brezilya 2000 - 50002
Okratoksin A Tahillar, kuru  AB, Misir 2-10¢%
meyveler, Cin, GCC, Kenya 5
kahve, kakao,  Nijerya, Rusya
sarap, bira, Hindistan 20
iziim suyu, Brezilya 2-30¢
baharat, Uruguay 50
meyankokii
Patulin Meyve suyu, Brezilya, Cin, AB, GCC, Hindistan, 50

elma triinleri

T-2ve HT-2 Tahallar

Zearalenon Tahillar, unlu
mamiiller,
misir yagl

Japonya, Kenya, Nijerya, Rusya
Giliney Afrika, ABD

AB
Rusya

AB
Brezilya
Cin, Rusya, Sili

Izin verilmiyor
50-1002

75-400°?
200 - 10002
2000002

aUriine gore degisir (en diisiik - en yiiksek maksimum tolere edilebilir seviyeler)

® Oneri seviyesi
AB: Avrupa Birligi
ABD: Amerika Birlesik Devleti

GCC: Kérfez Ulkeleri Isbirligi Konseyi (Gulf Cooperation Council)
MERCOSUR: Giiney Amerika Ortak Pazar1 (Mercado Comun del Sur)



2.1.1. Mikotoksin Olusumunu Etkileyen Faktorler

Mantarlar tarafindan iretilen diisiik molekiil agirlikli mikotoksinler gida ve yemleri
kirletmektedir. Insanlarin ve hayvanlarin mikotoksinlere maruz kalmasini en aza indiren
diizenlemeler iiriin sahipleri, iireticiler, isletmeciler ve pazarlamacilar i¢in yiiksek ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Mikotoksin tiikketimi sonucunda ciddi saglik sorunlar1 ve 6lim
meydana gelebilmektedir. Mikotoksin kontaminasyonu ile ilgili iklim ve depolama kosullari
gibi birgok faktér vardir. Olusan mikotoksinlerin insanlar veya hayvanlar tarafindan
tiiketilmesi kagmilmazdir (Paterson ve Lima, 2010). Gida zincirinde mikotoksin olusumunu
etkileyen faktorler Sekil 1°de gosterilmistir (CAST, 2003).

i “» oo

0 Hasat
Biyolojik Faktorler Cevresel Faktorler . 5
’ Hajssas {irlin , Sicaklik _,  Urinolgunlugu

Sicaklik
Toksijenik uyumlu mantar Nem
. Y Mekanik hasar Nem

Bocek / kus hasari Teshis / yonlendirme
Mantarlar

el

Depolama
Sicaklik
Nem
Teshis / yonlendirme

Dagitim — isleme
Teshis / yonlendirme

-

Hayvanlar

Hayvansal tiriinler

insanlar <

Sekil 1. Gida zincirinde mikotoksin olusumunu etkileyen faktorler (CAST, 2003).

Mikotoksin olusumunu etkileyen faktorler fiziksel faktorler, kimyasal faktorler ve
biyolojik faktérler olarak smiflandiriimaktadir (Oksiiztepe ve Erkan, 2016):



v' Nispi nem, ¢evre sicakligi veya gida maddesinin nem miktari fiziksel faktorler
olarak sayilabilir. Sicaklik her bir mikotoksin i¢in farkli degerleri ifade edebilmektedir. A.
flavus ve A. parasiticus tarafindan tiretilen aflatoksinler i¢in uygun sicaklik derecesi 25 - 35
°C, Penicillium expansum tarafindan sentezlenen patulin i¢in uygun ortam 20 - 25 °C,
Penicillium rubrum tarafindan iiretilen rubratoksin igin ise 25 - 30 °C’dir.

v' Kimyasal faktorlerden mikotoksin iiretiminde etkili olanlardan en 6nemlisi
mikotoksin lreten kiiflerin beslendikleri ortamin kimyasal bilesimidir. Mikotoksin {ireten
kiiflerin beslenmesine etki eden faktorler ise gidanin bilesimi, su miktari, pH degeri gibi
kimyasal 6zellikleridir.

v" Mikotoksin sentezine etki eden dnemli biyolojik faktorler arasinda kiif susunun
toksijenik olup olmadigi, toksijenik ise toksin liretme kabiliyeti, ayn1 ortamda toksin iireten
diger kiif tiirleri ile rekabet durumu ve mikrobiyal detoksifikasyon sayilabilir.

Mikotoksin olusumunu etkileyen birgok faktdr bulunmakla beraber bunlarin basinda
cevresel faktorler gelmektedir. Tarim iiriinii veya gidanin nem igerigi, atmosfer bagil
neminden etkilendiginden, sicaklikla birlikte bagil nem oOncelikle mantar sporlarinin
¢imlenmesini ve misellerin gelismesini saglayarak toksin olusumunu etkileyen en 6nemli
faktordiir. Sicaklik ve bagil nem haricinde mikotoksin olusumunu etkileyen baslica faktorler;

v’ Tarim {riniinin veya gidanin ¢esidi, kimyasal kompozisyonu, {iriiniin

yetistirildigi klima zonu,

v" Uriiniin olgunluk durumu, hasat islemleri, depolama kosullar1,

<

Atmosferik oksijen, diger atmosfer gazlari, 151k, siire, pH,

v' Tarimsal irlniin veya gidanin kiif spektrumunda bulunan kiiflerin potansiyel

mikotoksin iireticisi olup olmamasidir.

Uriinlerin mekanik islemlere ve bdceklere maruz kalmasi da bitkilerdeki koruyucu
yapty1 bozarak mikotoksin tiremesine sebep olabilmektedir (Tunali, 2000).

Uygun sicaklik ve nem, mikotoksijenik mantarlarin mikotoksin iiretmesi i¢in en énemli
cevresel faktorlerdir. Genel olarak, iliman ve subtropikal iklimlerde bulunan {ilkelerdeki
mahsuller mikotoksinlere daha kolay maruz kalabilir, oysa tropikal iilkelerdeki kosullar
fungal biiyime ve mikotoksin iiretimi i¢in uygun degildir (FAO, 2001). Uganda'da
aflatoksinle kirlenmis hasat edilmis misir numuneleri nemli bolgede kuru bolgeden ¢ok daha
yiikksek bulunmustur (Kaaya ve ark, 2006). Kuzey Amerika'da, bugdaydaki yiiksek
deoksivinalenon seviyeleri genellikle hasattan 6nce asir1 1slak donemlerle iliskilendirilmistir

(Bianchini ve ark, 2015). Beklenmeyen yagmurlar mikotoksin iiretiminde 6nemli bir rol



oynar. Kenya'da 2004 yilinda goriilen sezon dist yagislar 125 6liim ve 317 klinik aflatoksikoz

vakasinin rapor edildigi misirda aflatoksin salgini ile sonug¢lanmigtir (CDC, 2004).

Mikotoksinler hasattan once, hasattan sonra veya isleme, depolama ve yemleme

sirasinda tarlada olusabilir ve gida kalitesini olumsuz yonde etkileyebilmektedirler (Sforza ve

ark, 2006).

2.1.2. Mikotoksinlerin Etki Sekilleri

Mikotoksinler dogrudan ya da metabolik degisiklikler sonucu olusan metabolitleri

araciliginda Sekil 2°de ana hatlariyla belirtilen etki sekillerinden birisi veya birkagiyla

etkilerini olusturmaktadirlar (Kaya, 2002).

DNA Kalib1

Yazim |RNA polimeraz

v

<+—— Aflatoksinler, sterigmatosistinler, patulin, trikotosenler,
penisillik asit, psoralenler, luteoskirin

<+— Aflatoksinler, sterigmatosistinler, rubratoksinler, patulin,
PR-toksini, sitreoviridin, luteoskirin,
alfa-amantin

RNA (tRNA, mRNA, rRNA)

Ribozomlar
Ceviri

Polizomlar

v

Proteinler

l

Metabolik Olaylar

<«—— Aflatoksinler, trikotosenler, okratoksinler

<+——  Aflatoksinler, trikotosenler, okratoksinler, patulin,
sitreoviridin, moniliformin, sikloklorotin

Sekil 2. Baz1 mikotoksinlerin etki sekilleri (Kaya, 2002).

Mikotoksinler ve DNA kalib1 arasindaki etkilesmeler sonucu DNA’da bilgi aktarim

sirast degigsmektedir; bu durum bilesiklerin mutajenik ve karsinojenik etkilerinin dogmasina



sebep olur. Mikotoksinlerin DNA kalibina (DNA sentezi) olan etkilerinin yaninda yazim
(RNA sentezi) ve ¢eviri (protein sentezi) tizerine etkileri de mevcuttur. Mikotoksinlerin hiicre
zarinin gegirgenligini degistirme, hiicre solunumunu etkileme ve hormonal etkileri de
bulunmaktadir (Kaya, 2002).

Bir mikotoksin olan OTA’nin dogrudan veya dolayli birgok etkisinin oldugu iizerinde
durulmaktadir. Bu etkilerden en iyi bilinenleri mitokondrial solunuma, lipit peroksidasyonuna
ve fenilalanin metabolizmasindaki enzimlere olan etkileridir (Girgin ve ark, 2001; Soydz ve
ark, 2004).

OTA toksisitesinin altinda yatan mekanizmalardan birinin fenilalanin ile rekabet ettigi
ve fenilalanine bagimli enzimlerin inhibisyonu oldugu inanilmaktadir (Creppy ve ark, 1979).
Buradaki etki bahsi gegen enzimin sentezine kalip olusturacak mRNA’nin ribozomlarda
okunmasini engellemesiyle iliskilidir (Kaya, 2002). Bu durum protein, DNA ve RNA
sentezinin inhibisyonu ile sonuglanmaktadir (Fung ve Clark, 2004). OTA, fenilanin
hidroksilazin etkinligini fenilalanin-tRNA sentetaz tarafindan katalizlenen reaksiyonda
fenilalaninle ile yarisa girerek engellemektedir. Boylece ortamda bulunan fenilalanin
miktarmin artmast OTA’nin etkisinin azalmasina neden olmaktadir (Dirheimer ve Creppy,
1991, Zanic-Grubisic ve ark, 2000; Ringot ve ark, 2006; Marin ve ark, 2013).

OTA, lipit peroksidasyonunu arttirarak oksidatif hasara yol agmaktadir (Omar ve ark,
1991). Gegis metalleri ve demir iyonlar lipit peroksidasyonunda énemli rol oynamaktadir
(Halliwell, 1991). NADPH-CYP 450 rediiktaz, EDTA, demir iyonlart ve NADPH’1 igeren
mikrozamal bir sistem olusturuldugunda, OTA demir iyonlarin1 halkasal yapisina katar ve
OTA-Fe™ kompleksinin olusmasiyla lipit peroksidasyonu uyarmaktadir. OTA-Fe*® NADPH-
CYP 450 rediiktaz tarafindan OTA-Fe*? kompleksine indirgenmektedir. OTA varliginda
Fe*{in Fe*>ye indirgenmesi artmaktadir (Omar ve ark, 1991). OTA’nin toksik etkisi ile
olusan H-0», ortamda artan Fe*? iyonlar1 araciligiyla Fenton reaksiyonu ile daha potent olan
hidroksil radikaline doniistiiriilmekte, bu da lipit peroksidasyonunu hizlandirmaktadir.
Hiicresel ¢evre icinde ¢oklu doymamis yag asitleri ve oksijenin bulundugu yerde bu siirecin
baslamast kagmilmazdir. Oksijen vasitasiyla, lipitlerin oksidasyonu, MDA ve diger
oksidasyon fiirlinleri gibi, yiiksek oranda indirgenmis bilesikler olusmaktadir. Bu {iriinlerin
¢ogu kimyasal olarak reaktiftir ve yapisal doku hasarlarini olusturmaktadir (Ginkel ve
Sevanian, 1994).

Okratoksinin bir diger etkisi mitokondriyal ATP iiretimi ilizerinedir; OTA mitokondri
zarmin i¢ tarafinda bulunan tasit proteininin etkinligini yarismali sekilde engelleyerek, tiim

mitokondriyal solunumu dnleyebilmektedir. Burada mikotoksin mitokondriyalara etkin tagima
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ile girmektedir. Bu etki mitokondri igindeki ATP’nin tiikkenmesine yol agmakta; ayrica,
mitokondri i¢inde inorganik fosfatin taginmasini da engellemektedir. Bobreklere yonelik
etkide mitokondriyal enerji iiretiminin bozulmasi daha fazla 6nem tasimaktadir (Kaya, 2002).

Onceden tanimlanmus fenilalanin igeren metabolik sistemlere miidahale, mitokondriyal
solunum zincirinin inhibisyonu, membran lipit peroksidasyon mekanizmalar1 diginda;
oksidatif stres yoluyla metabolizmaya bagli toksisite, organik anyon tasiyicilarinin bir
fonksiyonu olarak hiicre i¢i OTA birikimi ve nanomolar konsantrasyonlarda hiicre ici ve

hiicre i¢i sinyal iletimi mekanizmalarindan da s6z edilmektedir (Ringot ve ark, 2006).

2.1.3. Mikotoksinlerin Kontaminasyonu ve Dekontaminasyonu

Mikotoksinlerle kirlenen gida ve yemlerde mikotoksinlerin dekontaminasyonunda ii¢

yoldan sz edilmektedir. Bunlar;

v Kontaminasyonun dnlenmesi,
v Mikotoksin i¢eren gida ve yemlerin detoksifikasyonu,
v Tiiketilen gidalarin mikotoksin igeriginin sindirim sisteminde emilmesinin

engellenmesi olarak siralanmaktadir (Halasz ve ark, 2009).

Uriinlerin mikotoksinden korunmasi igin en fazla 6zen gosterilmesi gereken zaman,
gida ve yemlerde goriilen kontaminasyonlarin daha fazla ortaya ¢ikmasindan dolay:r hasat
veya saklama donemleridir. Detoksifikasyon icin siirekli olarak yeni yOntemler
gelistirilmektedir. Bu amacla fiziksel tekniklerden, dogal veya sentetik kaynakli kimyasal
maddelerden ve biyolojik yontemlerden yararlanilmaktadir. Fiziksel detoksifikasyon igin
uygulanan genel metotlar arindirma, mekanik siralama ve dagilim, yitkama, yogunluk farkinin
gozlenmesi, termal inaktivasyon, mikrodalga uygulamalarini da igeren radyasyon uygulamasi
ve solvan ekstraksiyonu olarak siralanmaktadir. Dogal veya sentetik kimyasal madde
uygulamalarinda ise dogal ve sentetik kaynakli kimyasal maddeler karsimiza ¢ikmaktadir.
Dogal kaynakli kimyasal maddeler vitamin kombinasyonlari, melatonin, likopen, propolis ve
bal, yesil cay, sarimsak, kahve, su yosunu tiirleri, kil mineralleri vb olup; sentetik kaynakli
kimyasal maddeler biitillenmis hidroksi toliien (BHT), biitillenmis hidroksi anisol (BHA),
propil paraben, etoksikuin, N-asetil sistein, aspirin, indometazin, amonyum hidroksit,
kalsiyum hidroksit monometilamin gibi maddelerdir. Biyolojik detoksifikasyon,

mikotoksinlerin deaktivasyonu i¢in secilen yontemlerden biridir ve spesifik mikroorganizma
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veya enzimler tarafindan mikrobiyal inaktivasyonun yani sira adsorptif materyaller tarafindan

baglanmay1 da kapsamaktadir (Sabuncuoglu ve ark, 2008).

2.2. Okratoksinler

Okratoksinler yeni mikotoksin molekiillerini tanimlama amacgh c¢alismalar sirasinda
1965 yilinda A. ochraceus’un bir metaboliti olarak kesfedilmistir (Van der Merwe ve ark,
1965).

Okratoksinler ¢esitli Aspergillus ve Penicillium tiirleri tarafindan, 6zellikle A. ochraceus
ile Penicillium viridicatum (P. viridicatum) ait ondan fazla tiir (A. fresenii, A. melleus, A.
ostianus, P. verricosum, P. cyclopium, P. palitans, P. commune gibi) tarafindan depolama
sirasinda ve ¢esitli iiretim agamalarinda olusan mikotoksinlerdir (Kaya, 2002; Bayman ve
Baker, 2006; Pleadin ve ark, 2015).

Merwe ve ark 1965 yilinda A, B ve C olmak iizere 3 tip okratoksin tanimlamistir.
Gidalarda ve yemlerde yaygin olarak bulunan ve zehirlenmeye neden olan OTA’dir.
Okratoksin B, OTA’dan daha az toksiktir. Okratoksin C’ye dogada nadir olarak
rastlanmaktadir (Van der Merwe ve ark, 1965).

Okratoksin B, OTA’dan daha az toksik oldugundan karaciger hiicrelerinde protein
biyosentezini inhibe etmemektedir. Dihidro-metil-izokumarin halkasindaki C5 tizerindeki Klor
atomuna fenolik OH eklenmesi OTA toksisitesinin fazla olmasimnin nedenidir. Okratoksin
B’de bu klor atomu bulunmadigindan bu metabolit OTA’ya gore daha az toksik etki
gostermektedir. Okratoksinlerde bulunan dihidroizokumarin ve fenilalanin bilesikleri,
birbirlerine amid bag: ile baglandiklarindan, okratoksinler sicakliga ve su ile pargalanmaya
kars1 ¢ok kararl 6zellik gosterirler (Petzinger ve Ziegler, 2000).

Okratoksin tretimi sicaklik, nem miktar1 ve besi yeri igerigi gibi cesitli faktorlere
baghdir (Ringot ve ark, 2006). Tahillar, baklagiller, sarap ve iiziim suyu ile kuru meyve ve
baharatlar siklikla OTA ile kontamine olabilmektedir (EFSA, 2006).

A. ochraceus, hem A. flavus hem de A. parasiticus'dan daha yavas biyiir. A.
ochraceus’un biiyiimesi igin gerekli sicaklik araligr 8 - 37 °C olarak bildirilmistir, optimum
biiylime 25 - 31 °C olarak rapor edilmistir. OTA, 15 - 37 °C sicaklik araliginda iirer, optimal
tireme 25 - 28 °C’de olmaktadir. P. verricosum’un biiyiimesi i¢in gerekli sicaklik araligi O -
31 °C’dir ve minimum su aktivitesi 0,80'dir (FAO, 2001).
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2.2.1. Okratoksin A’nin Fiziksel ve Kimyasal Yapisi

Molekiiler formiilii C20H18CINOs olan OTA’nin CAS (Kimyasal Kuramlar Servisi -
Chemical Abstracts Services) ismi Kayit No’su 303-47-9 dur. OTA’nin IUPAC (International
Union of Pure and Applied Chemistry) ismi (2S)-2-[[(3R)-5-klore-8-hidroksi-3-metil-1-oxo-
3,4-dihidroisokromene-7-karbonil]Jamino]-3-fenilpropanoik  asit  seklindedir. OTA’nin
molekiil agirhigr 403,815 g/mol’diir ve kaynama noktas1 169 °C’dir (WEB_1, 2018). OTA’nin
kimyasal yapis1 Sekil 3’de gosterilmistir (Hussein ve Brasel, 2001).

H OH 0

0
CHy——CH—N—C
| 0
H
H
CH;,
Cl

Sekil 3. Okratoksin A’nin kimyasal yapist (Hussein ve Brasel, 2001).

Zayif asidik ozellikteki OTA, kristalimsi ve renksizdir. Polar organik solventlerde
yiiksek ¢oziiniirliige sahip olan OTA, suda az ¢oziiniirken, sulu sodyum hidrojen karbonatl
cozeltilerde ¢oziinebilmektedir. OTA’nin sodyum tuzu suda ¢oziinebilmektedir (Ringot ve
ark, 2006; WEB_1, 2018).

2.2.2. Okratoksinlerin Etkileri

Hayvanlarda ve insanlarda akut, subakut ve kronik zehirlenmelere neden olan
okratoksinlerin bir liyesi olan OTA, insan saglig1 i¢in dnemli mikotoksinlerden biridir. Bu
bilesik kuvvetli nefrotoksik (major toksik etki) olup, ayni zamanda immiinosiipresif,
teratojenik, norotoksik ve karsinojenik 6zelliktedir (Kaya, 2002; EFSA, 2006).

Lipit peroksidasyonu, mitokondrideki oksidatif fosforilasyonun bozulmasi, kan
pihtilagsmasinin 6nlenmesi, DNA’daki kirilmalar, protein sentez inhibisyonu, glikoneogenezis,

adipogenezin baskilanmasi, kalsiyum homeostazindaki bozulmalar ve apoptik etki OTA’nin
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sebep oldugu molekiiler etkilerinden bazilaridir (Ringot ve ark, 2006; Marin ve ark, 2013;
Tiirel ve Calapoglu, 2017).

Epidemiyolojik ¢alismalar insanlarda uzun donem OTA maruziyetinin Balkan Endemik
Nefropatisi olarak adlandirilan ilerleyici nefropati ve liriner sistem timdrleri ile iliskisini
gostermistir (Bocharova ve ark, 1988; Plestina ve ark, 1990; Nikolov ve ark, 1996; Pfohl-
Leszkowicz ve ark, 2002).

Bulgaristan, Romanya, Ispanya, Cek Cumhuriyeti, Tiirkiye, italya, Misir, Cezayir ve
Tunus'ta yapilan epidemiyoloji ¢alismalarinda, saglikli insanlara gore bazi bobrek
rahatsizliklart olan hastalarda OTA'nin kandaki diizeyi anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(Scott, 2005).

OTA kronik maruziyet sonucunda erkek farelerde ve her iki cins siganlarda bobrek
timoriine neden olmaktadir. OTA siganlarda ve diger hayvanlarda tiibiilo interstistiyel
nefropatiye neden olan giiglii sitotoksik etkili bir bilesiktir (Kamp ve ark, 2005). Erkek
siganlar disi siganlardan daha hassas bulunmustur (EFSA, 2006). OTA erkek siganlarda
potansiyel renal karsinojendir (Vettorazzi ve ark, 2013). Cinsiyete bagli olarak OTA’nin farkli
etki mekanizmasinin olmasinin altinda testosteron hormonu ve buna bagli olarak alfa-2u
globulin proteinlerinin roliiniin olabilecegi ileri siiriilmektedir (Mantle ve Nagy, 2008).

OTA maruziyetinin hayvanlarinda siit ve yumurta iiretiminde azalma, kilo kayb1 ve
O0lim oraninda artis ile ilgili ekonomik etkileri de mevcuttur (Duarte ve ark, 2010).
Ruminantlar tek mideli hayvanlarin aksine OTA’ya daha az duyarhidir ¢linkii rumen
stvisindaki protozoan fraksiyonu OTA’y1 enzimatik degradasyon ile daha az toksik metaboliti
olan okratoksin-o’ya ¢evirir (Martella ve ark, 2006).

OTA’nin kesfi ve giiniimiize kadar OTA ile yapilan aragtirmalara ait genel bakis Tablo

3 ve 4’de gosterilmigtir.
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Tablo 3. 1965 - 2000 yillart arasinda okratoksin A arastirmalarindaki doniim noktalar1 (Malir
ve ark, 2016).

YIL GELISME

1965 OTA’nin kesfi

1967 OTA’nin yapisinin belirlenmesi
1968 OTA’nin LDsg degerinin tespiti
1969 OTA’nin misir unundan izolasyonu

Penicillium verrucusum’un OTA {ireticisi olarak belirlenmesi
1970 Kiiflii tahillarda OTA nin tespit edilmesi

1972 - 1974  Balkan Endemik Nefropatisi (BEN) ve OTA nefrotoksisitesi arasindaki
benzerliklerinin belirlenmesi

1973 OTA’nin arpada ki kesfi ile OTA’nin beslenmede oldugunun fark
edilmesi

OTA ile Okratoksin B ve esterlerinin analizi

1974 OTA’nin hayvanlarda nefropatiye sebep oldugunun belirlenmesi
OTA’nin teratojenik etkisi
1977 - 1984 OTA’nin protein sentezini inhibe etmesinin belirlenmesi
1979- 1990 OTA’nin idrar ve kan biyomarkerlarinin bulunmasi
1987 OTA’nin IARC tarafindan grup 3’de siniflandirilmasi
1988 Sican ve fareler icin OTA’nin karsinogenetik etkisinin kesfi
1990 OTA ile ilgili ilk yasal diizenlemelerin yapilmasi
1991 Fare bobrek, karaciger ve dalaginda OTA - DNA eklentilerinin
belirlenmesi
1993 OTA’nin IARC tarafindan grup 2B’de siniflandirilmasi

Siganlarda DNA eklentilerinin bulunmasi

Bulgaristan’da Balkan Endemik Nefropatisi (BEN) hastalarinda OTA —
DNA eklentilerinin belirlenmesi

1994 Aspergillus niger’in OTA iireticisi olarak belirlenmesi
1995 OTA biyotransformasyonunun genotoksisite ile iligskilendirilmesi
1996 Aspergillus carbonarius’un OTA iireticisi olarak kesfedilmesi

OTA’nin insandaki yarilanma omriiniin 35 giin olarak belirlenmesi
1998 LC — ESI - MS/MS ile OTA analizi

Cinsiyet ve sus duyarliligina gore OTA ile ilgili yeni kanserojenik
caligmalarin yapilmasi

1999 OTA maruziyeti sonrasinda apoptoz goriilmesi

2000 OTA giinliik alim dozunun 5 ng/kg/giin olarak belirlenmesi (EFSA)
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Tablo 4. 2001 - 2015 yillart arasinda okratoksin A arastirmalarindaki doniim noktalart (Malir
ve ark, 2016).

YIL GELISME

2001 Penicillium nordicum’un OTA {ireticisi oldugunun bulunmasi

2002 Oksidatif yolaga bagli OTA nefrotoksisitesinin bulunmasi
2004 — 2005 OTA — DNA eklentilerinin Kimyasal tanimlamasinin yapilmasi

2006 OTA haftalik alim miktarinin 120 ng/kg/hafta olarak belirlenmesi

(EFSA)
2008 OTA gegici tolere edilebilir haftalik alim miktarmin 100 ng/kg/hafta
olarak belirlenmesi (EFSA)
2010 Kiimes hayvanlarinda OTA kanserojenliginin bulunmasi

OTA giinliik alim miktarinin 4 ng/kg/giin olarak belirlenmesi (Kanada)

2012 OTA’nin genotoksik ve genotoksik olmayan etki sekillerinin tespit
edilmesi

2013 OTA ve mikro RNA iliskisinin belirlenmesi

2015 Kanda OTA o amide ve 2'R OTA nin belirlenmesi

2.2.3. Okratoksin A i¢in Belirlenmis Limit Degerler

Diger mikotoksinler gibi OTA’nin da gidalardan tamamen uzaklastirilmasinin oldukca
zor oldugu goriilmektedir. Bundan dolay1 ulusal ve uluslararasi kuruluslar tarafindan gida
maddelerinde OTA’nin bulunabilecegi limit degerler belirlenmistir.

Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA - The European Food Safety Authority), 4
Nisan 2006 tarihinde gidada OTA ile ilgili giincel bilimsel bir diisiinceyi benimsemis ve yeni
bilimsel bilgileri dikkate alarak tolere edilebilir haftalik alimi 120 ng/kg olarak kabul etmistir
(European Commission, 2010).

Kodeks Alimentarius okratoksin i¢in bir takim limit degerler belirlemistir. Okratoksin
terimini A, B, C ve bunlarin esterleri ve metabolitlerini igerecek sekilde kabul etmistir.
Bunlardan en o6nemlisinin OTA oldugunu belirtmistir. Kodeks Alimentarius standartlar
icerisinde gidalarda bulunmasina izin verilen OTA maksimum limitleri bugday, arpa ve
cavdar i¢in 5 pg/kg dir (Kodeks Alimentarius, 2015).

Ulkemizde 29 Aralik 2011 tarihinde yayimlanan 28157 no’lu Resmi Gazete’nin Tiirk
Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeliginde OTA igin belirtilen maksimum limit Tablo 5’de

gosterilmistir.
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Tablo 5. Ulkemizde okratoksin A igin gidalarda bulunmasina izin verilen maksimum limitler
(WEB_2, 2018).

Maksimum

Gida Maddesi limit
: (ng/ke)
Islenmemis tahillar 5,0
Islenmemis tahildan elde edilen tiim iiriinler (dogrudan insan tiikketimine sunulan 3,0
tahillar ve iglenmis tahil {iriinleri dahil)
Kurutulmus asma meyveleri (kusiiziimii, kuru {iziim ve ¢ekirdeksiz {iziim dahil) 10,0
Kavrulmus kahve cekirdegi ve 6giitiilmiis kahve 50
Kahve ekstrakti, ¢oziinebilir kahve ekstrakti veya ¢oziinebilir kahve 10,0
Sarap ve meyve saraplari (kopiiklii sarap / sampanya dahil, likor saraplart ve 2,0
hacmen alkol miktari en az %15 olan saraplar harig)
Aromatize sarap, aromatize sarap bazli icki ve aromatize sarap kokteyli 2,0
Uziim suyu, konsantreden iiretilen iiziim suyu, iiziim nektari, iiziim siras1 ve 2,0
konsantreden tiretilen {iziim sirasi (dogrudan insan tiiketimine sunulan)
Bebek ve kiiciik cocuk ek gidalari 0,5
Bebekler icin 6zel tibbi amacgh diyet gidalar 0,5
Baharatin asagidaki tiirleri igin; 15
Kirmizibiber (Capsicum spp.) (Bunlarin kurutulmus meyveleri, tiim ve 6gutiilmiis
halleri dahil)
Karabiber (Piper spp.) (Bunlarin meyveleri, akbiber ve karabiber dahil)
Hintcevizi/Muskat (Myristica fragrans)
Zencefil (Zingiber officinale)
Zerdegal (Curcuma longa)
Bunlarin bir veya bir kagini i¢eren karigsim baharat
Meyan kokii (Glycyrrhiza glabra, Glycyrrhiza inflate ve diger tiirler) 20
Meyan kokii (bitkisel infiizyon bileseni olarak kullanilanlar)
Meyan kokii ekstrakti (6zellikle alkolsiiz icecek ve sekerleme iiretiminde 80

kullanilan)
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2.2.4. Okratoksin A Metabolizmasi

OTA'nin organizmadaki yolu temel olarak {i¢ adimdan olusmaktadir. Bunlar emilim,
dagilim ve atilimdir. Mide ve gastrointestinal kanalda emilen OTA, serum albiimin
proteinlerine baglanip, portal vendz sistem yoluyla tasinarak, farkli doku ve organlara
dagitilmaktadir. OTA, karaciger ve bobreklerde birikmektedir ve son olarak idrar, digki veya
siit ile atilmaktadir (Kamp ve ark, 2005; Coronel ve ark, 2010).

OTA'nin g¢esitli hayvan tiirlerinde oral alimdan sonra hizla emildigi bildirilmistir.
Sicanlarda, oral uygulama sonrasi emilim siiresi 18 dakikadir. OTA'nin esas olarak mideden,
gastrointestinal kanaldan ve ozellikle proksimal jejunumdan emildigi kabul edilmektedir.
Bununla birlikte jejunumdan absorpsiyon ise doza bagli gergeklesebilir ve jejunumun
mukozal ylizeyindeki pH degerine baglidir (Vettorazzi ve ark, 2014).

OTA emildikten sonra albiimin ve diger makromolekiillere baglanmaktadir.
Baglanmayan kisim, si¢anlarda ve insanlarda %0,02°dir. Bu baglanma, iyonlagsmamis
formdaki pasif emilimini kolaylastirir ve kismen viicuttaki uzun yar1 dmriinii agiklar. Ayrica
OTA'nin plazma proteinlerine baglanma ile toksikokinetigi arasindaki iligki birgok hayvan
tiriinde arastirilmistir ve tiirler arasinda 6nemli farkliliklar bulunmustur (Vettorazzi ve ark,
2014). OTA’nin yarilanma Omrii gevis getiren hayvanlar disindaki memelilerde uzun
siirmektedir. Ornegin yarilanma o&mrii farelerde 24-39 saat, siganlarda 55-120 saat,
domuzlarda 72-120 saat, Giiney Afrika maymunlarinda 19-21 giindiir. Goniillii insanlarda
OTA’nin yarilanma 6mrii ile ilgili yapilan ¢aligmalarda ise bu siire 35 giin olarak bildirilmistir
(Creppy, 2002; Kamp ve ark, 2005). Kolestiramin veya mikronize bugday lifleri gibi bazi
maddelerin, yemde uygulandiginda OTA'nin biyoyararlanimini azalttigi gosterilmistir
(Vettorazzi ve ark, 2014).

Deneysel olarak agizdan alinan OTA'nin yar1 dmri, intraven6z yoldan alinan OTA’dan
daha kisadir ve hepatik bir ilk gecis eliminasyonuna tabi tutularak sistemik kan dolasimina
girmeden Once safra tarafindan ¢ikarilmaktadir. Karaciger klirensi, karaciger hiicre
membraninda bulunan organik anyon transfer eden polipeptit tasiyici adi verilen bir
multispesifik safra asidi tagiyicisina baghdir (Petzinger ve Ziegler, 2000).

Bir diger 6nemli eliminasyon organi ise bobrektir. OTA’nin burada proteine baglanma
orani %100’e yakindir. Bu baglanma orani1 dogal olarak bulunan konsantrasyon araliginda (1-
100 nM) doygunluga ulagamamaktadir. Bu yiizden OTA glomertiler filtrasyonla degil, tiibiiler
sekresyonla idrara gegmektedir. Bu islem de proksimal tiibiil hiicrelerinin bazolateral hiicre

membraninda bulunan bagka bir multispesifik ksenobiyotik tasiyicis1 para-amino-hippiirik-
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asit tasiyict sistemi tarafindan ger¢eklesmektedir. OTA’nin uzun siireli temasi sonucu
proksimal tiibiil kokenli bobrek hiicrelerinde genel hiicre fonksiyonlar1 etkilenmeksizin
organik anyon tasiyici aktivitesinin azaldigi gozlenmistir. OTA’nin kendi itrah1 da azalmastir,
bu yiizden diger ksenobiyotik ve ilaglarin da itrah1 bozulabilir ve OTA dolayli toksik etki
gosterebilir. OTA tiim nefron segmentlerinden reabsorbe olabilir. Bu islem toksinin renal
dokuda birikmesi ve toksisitesinin artmasi (6rnegin renal papilladaki pH homeostazinin
bozulmasi) ile sonuglanabilir (Petzinger ve Ziegler, 2000). Bobrek ve karacigerden elimine
edilen relatif OTA miktar1 hayvanin tiiriine, uygulama doz ve yoluna, enterohepatik dolasima,

toksinin serum makromolekiillerine baglanma diizeyine baghdir (Girgin ve ark, 2001).

2.2.5. Okratoksin A Zehirlenmesinde Tani

Klinik taninin okratoksin zehirlenmelerinde genel olarak zor olmasi arastirmacilari
farkli tan1 yollarina yonlendirmistir. Bunlar tiiketilen yemin okratoksinler agisindan analiz
edilmesi, hayvanlarda otopsi yapilmasi ve histopatolojik incelemelerdir. Okratoksin
zehirlenmelerinin  tanisinda  kullanilan bir bagka bilgi de kanathilar gibi protein
metabolizmasinin son {irlinii iirik asit olan hayvanlarin i¢ organ yiizeylerinin {rik asit
kristalleriyle bezenmis olmasidir. Yine serum protein ve albiimin diizeylerindeki azalisla
birlikte idrarla ¢ikarilmasindaki artis okratoksin zehirlenmesi tanisinda kullanilabilmektedir.
Basta domuzlarin ve diger hayvanlarin bobrek fosfoenolpiriivat karboksikinaz enzim etkisinin

azalmasinin belirlenmesi de yol gosterici olabilmektedir (Kaya, 2002).

2.2.6. Okratoksin A Zehirlenmesinde Sagaltim

Okratoksin zehirlenmelerinin sagaltimi i¢in uygulanabilecek 6zel bir yontem yoktur
(Kaya, 2002).

Koruyucu anlamda diger mikotoksinlerde kullanilan bentonit, hidrate sodyum kalsiyum
aluminyum silikat ve Kkolestiramin gibi baglayicilarla okratoksinler baglanamamaktadir.
Diyetle beraber alinan %10’luk aktif komiir, yemlerdeki okratoksini baglayarak kandaki,
safradaki ve dokulardaki okratoksin seviyelerini asagiya cekmektedir (Arslanbas ve Baydan
2010).
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Siganlarda OTA’nin indikledigi nefrotoksisite itizerindeki etkilerin arastirildigi bir
caligmada fenilalaninin zehirlenmelerin sagaltiminda denemeye deger bir aminosit olarak
belirlenmistir (Baudrimont ve ark, 1994).

Yumurtaci tavuk yemlerine katilan 300 ppm askorbik asitin 3 ppm OTA’ya kars1 etkili
olabilecegi bildirilmistir (Kaya, 2002).

2.3. Serbest Radikaller, Antioksidanlar ve Oksidatif Stres

2.3.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslenmemis elektronu dis orbitalinde bulunduran
atom veya molekiillerdir (Valko ve ark, 2007). Serbest radikaller eslenmemis elektronlara
sahip olduklarindan oldukga reaktiflerdir. Eslenmemis elektron, genellikle iist tarafa yazilan
bir nokta araciligiyla gosterilmektedir (Akkus, 1995). Ortaklanmamis elektrona sahip
olduklar1 i¢in serbest radikaller baska maddelerle rahatlikla reaksiyona girebilmektedirler.
Eslenmis elektronlara sahip atomlar veya molekiiller kararli bir yapida bulunduklarindan,
diger molekiillerle reaksiyona girme istekleri serbest radikaller gibi fazla olmamaktadir.
Ortaklanmamig elektronu bulunmayip kararli yapiya sahip olan ve bagka maddelerle
radikallere kiyasla daha az reaksiyonda bulunan molekiiller non-radikaller seklinde
tanimlanmaktadir (Karabulut ve Giilay, 2016).

Serbest radikaller, normal hiicre metabolizmas1 sirasinda, bakterilerin ve fagositoz
tarafindan alinan diger mikroorganizmalarin tahribi, genel bagisiklik sisteminin aktivasyonu,
lipit peroksidasyonu, elektron tasima sistemi ve iskemi gibi birgok farkli biyokimyasal
reaksiyonla tiretilmektedir. Bununla birlikte, radyasyon, ksenobiyotikler, ¢evresel kirleticiler
veya asir1 egzersiz, hipoksi ve tramvaya bagli olarak da serbest radikaller tiretilebilmektedir.
Hiicrelerde asir1 miktarda serbest radikal olusumu hiicre hasarma ve Olime neden
olabilmektedir. Bu hasar antioksidan molekiillerin varligi ile Onlenebilmekte veya
azaltilabilmektedir (Kandemir ve ark, 2013).

Serbest radikaller istenmeyen oksidasyon reaksiyonlart sonucunda protein
modifikasyonlari, lipit peroksidasyonu ve DNA hasarina bagl olarak hiicre 6liimlerine neden
olmaktadir. Serbest radikallerin ayni zamanda yaslanma, kalp - damar rahatsizliklar

(aterosklerozis), katarakt, sepsis, kanser, diyabetik retinopati, gastrointestinal organlarda
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kronik iltihaplar, solunum yolu rahatsizliklar1 ve damar hasarlarina baglh olarak ortaya ¢ikan

iskemi gibi bir¢ok rahatsizligin etkenleri arasinda oldugu belirtilmektedir (Ekici ve Sagdic,

2008).

Serbest radikallerin kaynaklar1 genel olarak biyolojik kaynaklar ve intraselliiler

kaynaklar olarak ikiye ayrilmaktadir. Bunlar Sekil 4’de gosterilmistir.

Serbest Radikal Olusumuna Neden Olan Kaynaklar

/

Biyolojik Kaynaklar

> Aktive olmus fagositler

»  Antineoplastik ajanlar:
Nitrofurantoin
Bleomisin
Doksurobisin
Adriyamisin

> Radyasyon

> Aliskanlik yapan maddeler: Alkol ve
uyusturucular

> Cevresel ajanlar (Hava kirliligi yapan
fotokimyasal maddeler, hiperoksi, pestisitler,
sigara dumani, solventler, anestezikler, aromatik
hidrokarbonlar)

> Stres

~

Intraselliiler Kaynaklar

»  Kii¢iik molekiillerin otooksidasyonu:
Tioller
Hidrokinonlar
Katekolaminler
Flavinler
Tetrahidropterinler
Antibiyotikler
»  Enzimler ve proteinler:
Ksantin oksidaz
Triptofan dioksijenaz
Hemoglobin
»  Mitokondriyal elektron transportu
»  Endoplazmik retikulum ve niikleer
membran elektron transport sistemleri (sitokrom
P-450, sitokrom bs)
»  Peroksizomlar
Oksidazlar
Flavoproteinler
»  Plazma membrani
Lipoksijenazlar
Prostoglandin sentetaz
Fagositlerde NADPH oksidaz
Lipit peroksidasyonu
»  Oksidatif stres yapici durumlar:
Iskemi
Travma
Intoksikasyon

Sekil 4. Serbest radikal olusumuna neden olan kaynaklar (Akkus, 1995).
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2.3.2. Antioksidan Savunma Sistemleri

Canlilardaki en onemli serbest radilkaller oksijen araciligiyla olusur. Oksijen; karbon
(C), hidrojen (H), nitrojen (N) ve kiikiirt (S) ile beraber, organik molekiillerin temel yapisal
atomlarini olusturdugundan ve aerobik canlilarda enerji metabolizmasina katildigindan tiim
canlilarin vazgegilmez bir elementidir (Diplock, 1998). Ortaklanmamis iki elektron
icerdiginden diradikal olarak adlandirilan oksijen, diger serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girebilir. Degisik faktorlerin etkisiyle ya da yiiksek konsantrasyonda bulundugu
yerlerde oksijen, toksik olan reaktif oksijen tiirleri (ROT) denilen serbest radikalleri
olusturabilir. Bunlar siiperoksit (O27) radikali, hidrojen peroksit (H20), hidroksil (OH)
radikali, hipokloréz asit (HOCI), singlet oksijen (*Oz) olabilir. Bu durum organizma igin
tehlikeli sonuglar dogurur (Mandal ve ark, 2009).

ROT’nin olugmasini ve bunlarin sebep oldugu hasar1 6nlemek amaciyla viicut ¢esitli
savunma mekanizmasi olusturmustur. Bu mekanizmalar kisaca antioksidanlar olarak bilinen
antioksidan savunma sistemleridir. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu
engelleyerek ve/veya ROT’yi toplayarak lipit peroksidasyonunu inhibe ederler.
Antioksidanlar, dogal (endojen) ve sentetik (eksojen) kaynakli antioksidanlar olarak
ayrilabilir. Bununla beraber serbest radikallerin olusmasina engel olanlar ve hali hazirdaki
serbest radikalleri etkisiz hale getirenler olarak da smiflandirilabilirler. Enzim olan
antioksidanlar ve enzim olmayan antioksidanlar olarak da siniflandirmak miimkiindiir.
Antioksidanlar hiicrelerin sivilarinda ya da membranlarinda karsimiza ¢ikarlar (Akkus, 1995).

Antioksidanlarin siniflandirilmasi Sekil 5’de gésterilmistir.
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Antiol|<sidan|ar
' }

Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

» Birincil enzimler (SOD, » Mineraller (Cinko, selenyum)
Katalaz, GSH-PX) » Vitaminler (Avitamini, C vitamini, E vitamini, Kvitamini)
> il;il?lcﬁ:aeznzelﬁlgz(?;ﬁ%?n » Karotenoidler (B-karoten, likopen, lutein, zeaksantin)
dehidrogenaz) » Organosiilfiir bilesikler (Allium, allil siilfit, indoller)
» Diisiik molekiil agirlikli antioksidanlar (Glutatyon, iirik asit)
» Antioksidan kofaktoérler (Koenzim Q10)
» Polifenoller
|
Flavonloidler FenoliklAsitIer
» Flavonoller (Kuersetin, kaemferol) » Hidroksisinnamik asit (ferulik, p-kumarik asit)
> Izoflavanoidler (Genistein) » Hidroksibenzoik asitler (gallik asit, ellajik asit)

» Flavanoller (Katesin, epigallokatesin-3-
O-gallat)

» Antosiyanidinler (Siyanidin, delfinidin)

A\

Flavanonlar (Hesperidin)
» Flavonlar (Krisin)

Sekil 5. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Ratnam ve ark, 2006).

2.3.3. Antioksidan Etki Tipleri

Pro-oksidan/antioksidan denge organizmanin Saglikli bir yasam siirdiirebilmesi i¢in
oldukca Onemlidir. Serbest oksijen radikallerinin olugmasimi ve sebep olduklari hasarlari
onlemek amaciyla ve detoksifikasyonu i¢in organizmay: koruyan antioksidan savunma
sistemi dort sekilde etkili olmaktadir (Akkus, 1995; Sener ve Yegen, 2009):

> Toplayict etki: Etkiledikleri serbest oksijen radikallerini tutma ya da ¢ok daha
zayif bir bagska molekiile ¢evirme islemine denir. Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal

mukus ve kiiciitk molekiiller bu tip bir etkiye sahiptirler.
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> Bastirict etki: Serbest oksijen radikalleri ile etkilesip onlara bir hidrojen
aktararak aktivitelerini azaltan veya inaktif sekle doniistiiren etkiye denir. Vitaminler,
flavanoidler, trimetazidin ve antosiyanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.

> Zincir kiricr  etki: Serbest oksijen radikallerini kendilerine baglayarak
zincirlerini kirtp fonksiyonlarin1 engelleyici etkiye zincir kirict etki denir. Hemoglobin,
seruloplazmin ve mineraller zincir kiric1 etki gosterirler.

> Onaric1 etki: Serbest oksijen radikallerinin meydana getirdigi hasarin
antioksidanlar tarafindan onarilmasi onarici etki olarak adlandirilmaktadir.

Cesitli sebeplerle olusan oksidanlara kars1 koruma gorevi olan bazi antioksidanlarin ana

gorevleri Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6. Bazi antioksidanlarin formlar1 ve ana gorevleri (Scicchitanoa ve ark, 2018).

Antioksidanlar Formlar: Ana Gorevi

Stiperoksit dismutaz (SOD) SOD1, SOD2, SOD3 Stiperoksit radikallerine karsit H.O» ve O; olusturmak
i¢in ilk savunma hattini olusturur.

Katalaz (CAT) CAT H202'nin H20 ve Oy'ye ayrilmasini katalize eder.

Glutatyon peroksidaz GPX1 - GPX5 H.O2'nin veya organik hidroperoksidin (ROOH)

(GTPx) sirasiyla H,O ve alkole (ROH) indirgenmesini
katalize eder.

Tioredoksin (TRX) TRX1, TRX2 Protein  oksidasyonunun o6nlenmesi, apoptosisin
kontroli.

Peroksiredoksin (PRX) PRX1-VI Hem hidroperoksitleri  hem de  peroksinitriti

azaltabilen peroksitlerdir.

Glutaredoksin (GRX) GRX1, GRX2, GRX5  Protein ve protein olmayan tiyollerin korunmasi ve
onarimini saglar.

Glutatyon transferaz (GST)  GSH simif: Alfa, Delta, Doymamus aldehitler, epoksitler ve hidroperoksitler
Kappa, Mu, Omega, Pi, gibi sekonder metabolitleri inaktive eder.
Teta, Zeta

2.3.4. Oksidatif Stres

Hiicre aktivitesinin bir sonucu olarak organizmanmn iginde dogal ve siirekli olarak
olusan ROT veya serbest radikaller, en azindan fizyolojik konsantrasyonda biiylime, ¢ogalma,
farklilasma ve adaptasyonun 6nemli diizenleyicileridir. Serbest radikallerin fizyolojik tiretimi
ile hiicrelerin onlar1 siipiirme kabiliyeti arasindaki dengesizlik, oksidatif stres olarak
adlandirilan bir oksidasyon durumuna yol agmaktadir (Ozcan ve ark, 2015; Schoots ve ark,

2018; Scicchitanoa ve ark, 2018). Bir baska deyisle, oksidatif stres mevcut antioksidan
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tamponlama kapasitesini asan aktif oksijen tiirlerinin varligidir. ROT’lerin yapilarini ve
islevlerini degistirerek proteinlere, lipitlere, DNA'ya ve karbonhidratlara zarar verebilirler.
Oksidatif stresin, kanser ve kardiyovaskiiler, nérodejeneratif ve akciger hastaliklar1 gibi
birgok akut ve kronik hastalikla iliskili oldugu bilinmektedir (Skrgat ve ark, 2018). Oksidan —

antioksidan iligkisindeki oksidatif denge durumu Sekil 6°da gosterilmistir.

Oksidatif denge Yaslanma
Inflamasyon

Yiiksek Oz basinci
Kimyasal ajanlar
Radyasyon
iskemi-repefiizyon

Antioksidan lar

S
€rbest Radikaller

Oksidatif hasar

L

= G e, :
A ,u_.."—_‘j‘ ¢ {‘ ‘?

Membrén Ilir.)idleri Proteinler Niikleik asitler
Sekil 6. Oksidatif denge (Ozcan ve ark, 2015).

Antioksidan savunma sistemi ile donatilmis olan hiicreler oksidanlara karsi savunmanin
ilk basamagidir. Elektronlarini oksidanlara eslestirebilen antioksidanlar, kontrollii kosullarda
oksidanlarin reaktivitelerini sondiiriirler ve onlar1 hiicresel makromolekiillere cevirirerek
zararsiz hale donistiirtirler. Antioksidanlar kendiliginden radikallere doniigselerde bunlar ¢ok
daha kararlidirlar. Bu yilizden hiicresel hasar olusturamamaktadirlar (Lykkesfeldt ve
Svendsen, 2007).

Hiicreler, SOD, CAT, peroksidaz ve ROT’nin atilmas1 gibi hiicre i¢i olaylarla ROT
aktivitesine kars1 koymaktadirlar. Bunu da E vitamini, C vitamini, glutatyon gibi diisiik
molekiiler agirlikli antioksidan tiirleri ve ROT’nin hasarli molekiillerinin uzaklastirilmasi ile
yapmaktadirlar. Oksidatif fosforilasyon gibi islemlerle agiga c¢ikan Oz~ once H202’ye
dontistiiriillmektedir ve daha sonra su vermek lizere indirgenmektedir. Bu detoksifikasyon, ilk
adimi katalize eden SOD ve CAT ile baslamakta daha sonra H202’yi gideren g¢esitli

peroksidazlarla olmaktadir (Scicchitanoa ve ark, 2018).
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Bir dizi ¢alisma, timor gelisiminde ROT’nin 6nemli bir rol oynadigini gostermistir.
ROT, dis kaynakli (mitokondri, peroksizomlar ve inflamatuar hiicre aktivasyonu) ve eksojen
kaynakli (¢evresel ajanlar, radyasyon, farmasétikler ve endiistriyel kimyasallar) iiretilebilir.
Kanserojen sonlanim noktalarinda endojen ve ekzojen oksidatif stres kaynaklarmin etkisi
Sekil 7°de gosterilmistir. Genetik ve genetik olmayan onarim yollari, ROT’ne neden olan asir1
oksidatif stresle asmabilir ve bu da DNA'ya zarar verebilir veya gen ekspresyonunu (6zellikle

hiicre biliylime genleri) degistirebilir ve karsinogenez siirecinde aktiviteye neden olur (Klaunig
ve Wang, 2018).
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Oksidatif Stres

Endojen Kaynak Ekzojen Kaynak
e Mitokondri e Radyasyon
o Sitokinler P e Kemoterapdtikler
e Peroksizomlar b e Patojenler
e Inflamasyon e Ksenobiyotikler
Antioksidanlar Tek Niikleotid Polimorfizimleri
e Enzimatik olanlar e DNA tamiri
CAT, SOD, GTPx 1P e Oksidatif enzimler
e Enzimatik olmayanlar D
E vitamini, C vitamini, GSH
v

Reaktif Oksijen Tiirleri

=

Degismis gen ifadesi

|

Hiicre ¢ogalmasi

Karsinogenezis /

Sekil 7. Oksidatif stresin kaynaklari ve karsinogenez son noktalar tizerindeki ekileri (Klaunig
ve Wang, 2018).

DNA hasari

2.3.5. Folik Asit

Folik asit 1930'lu yillarda, Wills maya denilen Wills faktorii adi verilen ve o6liimciil
olabilen megaloblastik anemiyi oOnleyebilecek bir maddenin varhigi bildirdiginde
kesfedilmistir (Wills, 1931). Folik asit teriminin 1941°de yaprak anlamina gelen folium adli
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latince sozciikten liretilmesinin sebebi; folik asitin ¢imleri de igeren yesil yapraklarda bolca
bulunmasidir (Mitchell ve ark, 1941). Pteroilglutamik asit (PteGlu) olarak da adlandirilan
folik asit, B kompleks ailesinin suda ¢6ziiniir bir vitaminidir. En ¢ok vitamin B9 olarak anilir
(Akbar ve ark, 2016; Gazzali ve ark, 2016). Folik asitin IUPAC ismi (2S) -2 - [[4 - [(2-amino-
4-okso-IH-pteridin-6-il) metilamino] benzoil] amino] pentandioik asittir (WEB_3, 2017).
Folik asit molekiiler olarak glutamik asit (Glu), p-aminobenzoik asit (PABA) ve pterin pargasi
olmak iizere iic kisimdan olugmaktadir. Pterin kismi, bir metilen kopriisii ile PABA'ya
baglanir ve buna karsilik PABA, peptidik bir bag ile Glu'ya baglanarak folik asiti olusturur
(Vora ve ark, 2002). Folik asitin kimyasal yapis1 Sekil 8’de gosterilmistir.

; COOH
b y OH
i . B
[ 10 o
HN™3 i H i
2 i
1 i
MNH; M .
Pterin ' P-aminobenzoik L-glutamik asit

Sekil 8. Folik asitin kimyasal yapist (Akbar ve ark, 2016).

Folik asit hem dogal hem de sentetik olarak bulunur. Folat, folik asidin anyonik seklidir.
Fizyolojik pH'da asit - baz formu folattir. Cogu zaman, "folik asit" terimi, diyet takviyelerinde
kullanilan tamamen oksitlenmis sentetik bilesigi belirtirken, "folat" dogal olarak gidalarda
bulunan cesitli tetrahidrofolat tiirevlerine karsilik gelir. Bununla birlikte, "dogal" veya
"sentetik" folik asitte fark yoktur (Gazzali ve ark, 2016).

Folik asit insanlardaki birgok 6nemli fizyolojik ve biyokimyasal siirecte, esas olarak
iyonik formda yer alan Onemli bir bilesiktir. Hiicrenin g¢ogaltilmasi, gen aktivitesinin
diizenlenmesi, kirmizi ve beyaz hiicre iiretimi, cildin yenilenmesi ve bagirsak yiizeyinin yani
sira beyin islevini modiile eden kimyasallarin sentezinde yer alir (Gazzali ve ark, 2016).
Saglikli biiylime ve fetus gelisimi i¢in vazgegilmez bir vitamindir (Pitkin, 2007). Folik asit

normal DNA sentezi i¢in ko-enzim gdrevi goriir ve ayni zamanda amino asit ve c¢ekirdek
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protein sentezinde ko-enzim sisteminin bir pargasi olarak islev gérmektedir (Vora ve ark,
2002).

Folik asit insan viicudunda depolanamaz. Bu nedenle eksikligi en yaygin olan
vitaminlerden biridir. Saglikli yasam igin folik asitin diizenli olarak alimi esastir. Yaprakli
yesil sebzeler, briiksel lahanasi, salgam yesillikleri, patates, maya, kuru fasulye, bakliyat,
portakal ve karaciger gibi gidalar folik asidin dogal kaynaklarindandir (Talaulikar ve
Arulkumaran, 2013). Diisiik tiiketim oranlar1 nedeniyle folik asit eksikligi ortaya ¢ikabilir; bu
durum, megaloblastik anemi ve gelismekte olan fetuslarda noral tiip kusurlari, kanser ve kalp
hastaliklar1 gibi birgok saglik sorununa yol agabilir (Duthie, 1999; Green, 2002). Bu risk
faktorlerinden kagimmak igin, folik asit takviyeli diyet takviyelerinin veya besinlerin kullanim1
hizla artmaktadir (Bailey ve ark, 2003).

B vitaminleri folat ve vitamin B12 bir karbon metabolik yolunda merkezi rol oynar. Bu
karbon yolu, niikleotit biyosentezi i¢in dnciidiir ve metilasyon reaksiyonlari i¢in metil gruplari
olusturur. Metiyonin sentaz ile 5-metil tetrahidrofolattan metil grubu kullanilarak
homosisteinin metiyonine doniistiiriilmesi B12 vitaminine bagli bir reaksiyondur. Ancak
yeterli B12 vitamini olmazsa, 5-metil tetrahidrofolat bu formda sikisip kalir, ¢linkii 5, 10-
metilen tetrahidrofolatin 5-metil tetrahidrofolatin sentezi geri doniisii olmayan bir
reaksiyondur. Bu, hiicre bdoliinmesinden 6nce DNA sentezi i¢in niikleotit Onciillerinin
mevcudiyetini azaltir, bu da B12 vitamini eksikligi ile iligkili klinik sonuglardan biri olan
megaloblastik anemiyle sonuglanir. Yeterli folat mevcut oldugunda, “metil tuzag:” asilir ve
B12 vitamini eksikligi devam etse bile anemi giderilir. Bu, folik asidin zararli aneminin
tedavisi icin uygun hale geldigi 20. ylizyilin baslarinda gozlemlenmistir. Zararli anemide,
hastalar, i¢ faktor olmadigindan B12 vitaminini diyetten alamazlar. Tedavi edilmediginde, bu
durum ndrolojik dejenerasyona neden olabilir. Asir1 kansizli§1 olan hastalar yiiksek dozda
folik asit ile tedavi edilip kansizliklar1 diizelttilebilir, ancak B12 vitamini eksikligi tedavi
edilmeden birakildigindan, subakut kombine omurilik dejenerasyonu gibi durumlarla
sonuglanabilir (Ross ve ark, 1948). Folik asit fazlaligi vitamin B12 eksikligi semptomlarini
maskeleyebileceginden saglik riski de olusturmaktadir. Bu durum, arastirmacilarin dogal
kaynaklarda, zenginlestirilen gidalarda ve ¢oklu vitamin preparatlarinda bulunan folik asit
miktarini dogru bir sekilde 6lgebilecek analitik yontemler gelistirmelerine yol agmustir (Akbar

ve ark, 2016).
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2.3.6. Ellajik Asit

Braconnot tarafindan 1831°de kesfedilen ellajik asit bogiirtlen, ahududu, cilek, kizilcik,
ceviz, findik, nar, kurt tizimii gibi gidalarda bulunan bir polifenolik antioksidandir (Malini ve
ark, 2011).

Molekiil agirligi 302,194 g/mol olan ellajik asitin kimyasal formiilii Ci14HeOg
seklindedir. IUPAC ismi 2,3,7,8-tetrahidroksikromeno[5,4,3-cde]kromene-5,10-dione olup,

kimyasal yapis1 Sekil 9’da gosterilmistir. Ellajik asitin kaynama noktasi1 360 °C’den yiiksektir
(WEB_4, 2017).

OH

OOOH
HOIOO

OH
Sekil 9. Ellajik asitin kimyasal yapis1 (WEB_4, 2017).

Ellajik asidin antiproliferatif ve antioksidan 6zellikleri potansiyel saglik yararlari ile
ilgili 6n arastirmalart hizlandirmistir (Malini ve ark, 2011). Ellajik asit, folikiiler lenfoma
tedavisinde (faz 2 deneme), intrauterin biiyiime kisith bebeklerin beyin hasarina karsi
korunma (faz 1 ve 2 deneme), obez olan ergenlerde kardiyovaskiiler islevin iyilestirilmesi (faz
2 deneme) igin arastirilan bir ilagtir ve giines lentijinlerinin (lekelerinin) topikal tedavisi i¢in
de arastirilmaktadir (WEB_5, 2017).

Ellajik asitin  antimutajenik, antigenotoksik, antiapoptotik, antikarsinojenik,
antibakteriyal, antiviral, antimalaryal, antialerjik, antiinflamatuvar, antiaterojenik,
antidiyabetik, antiepileptik, antidepresan, antianksiyetik, noroprotektif, pndmoprotektif,
nefroprotektif, kardiyoprotektif, hepatoprotektif etkinliklere sahip oldugu bildirilmistir
(Ramsés Garcia-Nino ve Zazueta, 2015). Ellajik asit igerdigi bilinen bitkiler Tablo 7°de

gosterilmistir.
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Tablo 7. Ellajik asit i¢eren bitkiler (Ramsés Garcia-Nino ve Zazueta, 2015).

Latince ismi

Farmakolojik Ozellikler

Barringtonia racemosa
Carya illinoinensis
Chrozophora senegalensis
Cistus laurifolius
Cochlospermum angolensis
Decalepis hamiltonii
Delonix elata
Dimocarpus longan
Emblica officinalis, syn
Phyllanthus emblica

Eucalyptus globulus
Euphorbia supina
Ficus glomerata
Gentiana scabra
Geranium carolinianum
Lagerstroemia speciosa

Macrosiphonia longiflora
Mangifera indica
Moringa oleifera
Myrciaria dubia

Polygonum chinense
Psidium friedrichsthalianum
Punica granatum

Rubus parvifolius
Sebastiania chamaelea
Terminalia chebula

Thespesia lampas

Trapa taiwanensis

Vitis rotundifolia
Woodfordia fruticosa

Antioksidan
Antioksidan, antihiperlipidemik
Antimalaryal
Antioksidan, antidiyabetik
Antioksidan, antidepresan
Antioksidan
Antihepatotoksik
Antioksidan, antifungal, antimikrobiyal
Antioksidan, antihepatotoksik,
antiinflamatuvar, antidiyabetik,
antikansirojenik
Antioksidan
Antioksidan
Antioksidan, gastropretiktor
Antihepatotoksik
Antihepatit B viriisii
Antidiyabetik, antihiperiirisemik,
antiimmun yetmezlik viriisti (anti-HIV)
Antiinflamatuvar
Antioksidan
Antioksidan
Antioksidan
Antidiyareik
Antioksidan, antiinflamatuvar
Antioksidan, antiinflamatuvar,
antikarsinojenik, antidiyabetik,
antinosiseptif, antibakteriyal, antifungal,
antihepatit C viriisii
Antihepatotoksik
Antimalaryal
Antioksidan, antikarsinojenik,
antibakteriyal, antihepatit C viriisii
Antioksidan, antihepatotoksik
Antihepatotoksik
Antioksidan, antikarsinojenik
Antioksidan, antiinflamatuvar,
antibakteriyal, antifibrotik, antiastmatik
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Cihazlar, Arac ve Gerecler

Calisma kapsaminda Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dalinda bulunan cihaz ve laboratuvar araglarindan

yararlanildi;

YV V.V VYV V V VYV V V VYV V V VYV VYV V V VYV V V VY VYV V

Buzdolabi / derin dondurucu (Samsung, RL62ZBSW)

Cerrahi eldiven (Beybi)

Cerrahi makas, pens

Degisik hacimlerde otomatik pipetler (Ependorf, Brand, Biohit)
Dijital pH metre (Denver Instrument, Model 225)

Distile su cihazi (Niive, NS 112)

EDTA tiip (BD Vacutainer)

Etiiv (Niive, FN 500)

Farkl1 boyutlarda deney tiipii, beher, petri kab1

Filtre kagidi (WHA 10347510, Sigma-Aldrich)

Floresan mikroskop (Leica, DM 3000) ve kamera (Leica, DC 200 CCD)
Gii¢ kaynagi (Cleaver Scientific, CS 300V)

Hassas terazi (Shimadzu, AX 120)

Heparinli tiip (BD Vacutainer)

Isitmali manyetik karistiric1 (IKA, RH Basic 2)

Inkiibator (Niive, ES 110)

Kesintisiz gii¢ kaynagi (MGE, Evolution 650 ve Tungmatik, Newtech ECO 1-2 kVA)
Kuartz kiivetler (Hellma Analytics, 104 - QS ve 100 - QS, 10 mm)
Lam (Isolab, 24x 24 mm ile 24 x 60 mm)

Lamel (Isolab, 24x 24 mm ile 24 x 60 mm)

Mikrosantrifiij tiipii (Isolab)

Polietilen enjektor (Ayset 2,5, 5, 10 ml)
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YV V.V V V V V V V V V V V

Polietilen insiilin enjektorii (Ayset)

Rotator (P Selecta)

Santrifiij (Niive, NF 800R)

Serum tiipii (BD Vacutainer)

Sican besleme sondasi (16 G Harvard Aparatus)

Sogutmali mikrosantrifiij (Hettich Zentrifugen, Mikro 200 R)
Sogutmali santriflij (Hettich Zentrifugen, Universal 320 R)
Spektrofotometre (Shimadzu, UV-1601)

Su banyosu (Memmert WNB 10)

Teflon baslikli homojenizator (Yellowline, OST basic)
Thoma sayim lam1 (Neubauer)

Vorteks (Niive, NM 110 ve IKA, MS3 Basic)

Yatay elektroforez tanki (Cleaver Scientific, CSL — COM 20) ve bagh sirkiilasyonlu

sogutucu (Julabo, FL 300)

Ayrica elde edilen doku ve kan numunelerinin muhafaza islemi i¢in Aydin Adnan

Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’nda bulunan -80 °C

dolap (Nuaire, NU 9668E), deney hayvanlarinin canli agirliklarin belirlenmesi amaciyla

Fizyoloji Anabilim Dali’na ait terazi (Kern, CB 12KIN) ve serum OTA miktarinin

belirlenmesi i¢in Parazitoloji Anabilim Dali’nda bulunan ELISA okuyucusu (Thermo

Scientific Multi-Scan 60 Spectrophotometer) kullanildi.

3.1.2. Kullamlan Kimyasal Malzemeler

V V V V V V VYV VYV VY

Caligsma siirecinde kullanilan kimyasallar agagida belirtilmistir:
%30’luk hidrojen peroksit (H20.) (Merck 1.08597)
%35°1ik hidroklorik asit (HCI) (Carlo Erba 302626)
2-tiyobarbitiirik asit (TBA) (Sigma Aldrich T5500)
Albumin (Sigma Aldrich A7906)
Amonyum siilfat ((NH4)2SO4) (Merck 1.01216)
Bakir kloriir (CuClz) (Aldrich 222011)
DAPI (4’,6-Diamidino-2-fenilindole dihidroklorid) (Sigma 9542)
Di-sodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4) (Sigma S7907)
Di-sodyum hidrojen fosfat 2-sulu (Na2HPO4-2H20) (Merck 6576)
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Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Sigma D8418)
5,5’-Ditiyobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) (Sigma D8130)
Etilendiamintetraasetik asit disodyum tuzu dihidrat (EDTA) (Sigma E5134)
Ellajik asit (Sigma E2250)

Etanol (Merck 1.11727)

Fotal Bovine Serum (FBS) (Sigma Aldrich A7906)

Folik asit (Sigma F7876)

Glutatyon (GSH) ( Merck 1.04090)

Izotonik sodyum kloriir ¢ozeltisi (Polifarma)

Kloroform (Sigma Aldrich 24216)

Ksantin (Sigma X626)

Ksantin oksidaz (Sigma X1875-25UN)

Diistik erime noktali agaroz (LMPA - Low melting point agarose) (Sigma A9045)
Metafosforik asit (Merck 1.00546)

Muisir 0zl yagi

n-butanol (Sigma Aldrich 24124)

Nitrotetrazoliyum mavi kloriir (NTB) (Sigma Aldrich N6876)
Normal erime noktali agaroz (NMPA - Normal melting point agarose) (Sigma A7174)
Okratoksin A (OTA) (Cayman Chemical 1.800.364.9897)
Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS tablet )(Sigma P4417)

Potasyum ferrosiyantir (KsFe(CN)g) (Sigma Aldrich 244023)
Potasyum fosfat monobazik (KH2PO4) (Sigma Aldrich 04243)
Potasyum siyaniir (KCN) (Merck 1.04965)

Sodyum bikarbonat (NaHCO3) (Sigma S5761)

Sodyum fosfat dibasik dihidrat (NazHPO4:2H20) (Sigma 71643)
Sodyum fosfat dibazik (Na2HPQO4) (Sigma Aldrich S9763)
Sodyum hidroksit (NaOH) (Sigma Aldrich 06203)

Sodyum karbonat (Na.CO3) (Sigma Aldrich S7795)

Sodyum kloriir (NaCl) (Sigma Aldrich S9625)

Sodyum sitrat tribazik dihidrat (Sigma Aldrich S4641)
Trikloroasetik asit (TCA) (Sigma Aldrich 27242)

Triton™x100 (Sigma T8787)

Trizma® base (Sigma T1503)
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3.1.3. Hayvan Materyali

Calismada hayvan materyali olarak agirliklar1 180-207 g arasinda degisen 10-12 haftalik
48 adet Wistar albino sican kullanildi. Kullanilan sicanlar ADU Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Unitesi Arastirma Merkezi’'nden temin edildi. Ilgili sicanlarin siitten kesilme
doneminden hemen sonra her bir kafese dorder tane yerlestirildi. Sicanlarin se¢iminde saglik
durumlarinin iyi olmasina ve daha once herhangi bir arastirmada kullanilmamis olmasina
dikkat edildi. ADU Veteriner Fakiiltesi Dekanligi’ndan alinan izin dogrultusunda ilgili
kurumun Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi’ne getirilen siganlar calisma
odasina yerlestirildi. Calisma odasinin kapisina ve duvarina goriilebilecek sekilde sigan
bakimi, yemleme, temizlik vb islemlerin proje calisanlar1 tarafindan yapilacagi ve proje
calisanlari ile ilgili bilgilendirme yazis1 asildi.

Calismada kullanilan siganlar, nem oran1 % 55-65 araliginda, 22-24 °C oda sicakliginda
12 saat aydinlik 12 saat karanlikta kalacak sekilde polietilen seffaf kafeslerde tutuldu.
Kafeslerin i¢ine altlik olarak talas serildi ve talaslar haftada iki ya da ii¢ kez degistirildi.
Siganlara caligsma siiresince standart sican yemi ve ¢esme suyu ad libitum verildi.

Sicanlar 10 giinliik adaptasyon siiresinin ardindan gruplandirildi. Bu kapsamda siganlar
6 esit deneysel gruba (n = 8) ayrildi. Calisma siiresi 28 giin olarak belirlenerek ilgili maddeler
gavaj yoluyla verildi. Gruplar siganlarin ortalama agirliklar1 birbirine yakin olacak sekilde
ayarlandi.

Sicanlar pikrik asit ile sistematik olarak boyanarak numaralandirildi. Boylece canli
agirhiga gore verilecek miktar i¢in bireysel uygulama tablosu olusturuldu. Uygulanacak
miktara %10’luk sonda kaybi da ilave edildi.

Deneysel calisma ADU “Deney Hayvanlari Yerel Etik Kurulu” (ADU-HADYEK)
tarafindan 14.08.2015 tarih ve 2015/090 say1l1 izni alinarak gerceklestirildi.

Deneysel agsamalara ait goriintiiler Resim1, 2 ve 3’de gdsterilmistir.
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Resim 1. Arastirma kapsaminda kullanilan Wistar albino si¢anlar ve deneysel gruplar (n = 8).

Resim 2. Deney hayvanlari iinitesinde sigan tartimi.
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Resim 3. Deney hayvanlari linitesinde siganlara gavaj yolu ile ilag uygulamas.

3.1.4. Deneysel Asama

Deneysel ¢alismamiz 6 gruptan ve her grupta 8 sigan olacak sekilde asagida belirtildigi
sekilde olusturuldu:

e Grup | (Kontrol grubu): OTA’nin olumsuz etkilerinin ve folik asit ile ellajik asidin
antioksidan etkilerinin karsilagtirilabilmesi i¢in sadece %0,9 NaCl gavaj yoluyla verildi.

e Grup Il (OTA grubu): OTA maruziyeti sonucu ortaya ¢ikacak etkilerin arastirildigi
gruptur. Bu amagla 210 pg/kg/giin dozda OTA gavaj yoluyla verildi (Aydin ve ark, 2013;
Palabiyik ve ark, 2013; Qi ve ark, 2014; Tanai ve ark, 2014).

e Grup Il (Folik asit grubu): Folik asitin etkilerinin arastirildig1 gruptur. Bu amagla 20
mg/kg/giin dozda folik asit gavaj yoluyla verildi (Mohammadi ve ark, 2012).

e Grup IV (Ellajik asit grubu): Ellajik asitin etkilerinin arastirildigi gruptur. Bu amagla
10 mg/kg/giin dozda ellajik asit gavaj yoluyla verildi (Padma ve ark, 2014).
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e Grup V (OTA + Folik asit grubu): OTA maruziyeti sonucunda folik asitin etkilerinin
arastirildig1 grup olarak olusturuldu. Bu amagla 210 pg/kg/giin dozda OTA gavaj yoluyla, 1
saat sonra 20 mg/kg/giin dozda folik asit gavaj yoluyla verildi.

e Grup VI (OTA + Ellajik asit grubu): OTA maruziyeti sonucunda ellajik asidin
etkilerinin arastirildigi grup olarak olusturuldu. Bu amagla 210 pg/kg/giin dozda OTA gavaj
yoluyla, 1 saat sonra 10 mg/kg/giin dozda ellajik asit gavaj yoluyla verildi.

Deneysel asamada kullanilan kimyasallar uygun c¢oziiciiler (OTA — 0,5 mg/ml 1:1
etanol:PBS, folik asit — 6 mg/1 ml distile su, ellajik asit — 10 mg/1 ml misir yag1) igerisinde
¢Ozdiiriildii ve alliminyum folyo sarili siselerde saklandi. Cozeltiler haftalik hazirlandi ve
haftalik canli agirlik 6l¢iimii yapilarak uygulanacak ila¢ miktarlar: revize edildi.

Belirlenmis olan 28 giinliikk ¢alisma siiresi sonunda canli agirliklart dlgiilen siganlar 60
mg/kg ketamin (Alfamine %10, Ata Fen) ve 10 mg/kg ksilazin (Xylazinbio %2, Bioveta)
anestezisine alindi. Anestezi altinda kardiyak punksiyon ile kalpten alinan kanlar tiiplere
aktarildi. Almman kanlar karaciger ve bobrek fonksiyonlarinin tespitinde, serumda bulunan
OTA konsantrasyonun analizinde ve DNA hasarinin belirlenmesinde kullanildi. Kanlarin
tiiplere aktarilmasmin ardindan siganlar servikal dislokasyon ile 6tenazi edildi. Karaciger ve
bobrek dokusu orneklerinde oksidan ve antioksidan parametre analizleri igin siganlar disseke
edildi. Elde edilen doku 6rnekleri kanlarinin uzaklastirilmasi amaci ile distile su ile yikandi,
filtre kagidi ile kurutuldu, terazide tartilarak agirliklar1 6l¢iildii ve ardindan analiz edilecegi

zamana kadar - 80 °C’de muhafaza edildi.

3.2. Yontem

Anestezi sonrasi kardiyak punksiyon ile alinan kanlar, ilgili analizler i¢in hazirlandi. Bu
amagla herbir sigandan alinan 5 ml kan serum tiipiine, 1 ml kan heparinli tiipe ve 2,5 ml kan
EDTA’l1 tiipe aktarildu.

Serum tiipiine alinan 5 ml kan 3500 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Tipiin ist
kisminda kalan serum analiz asamasinda kullanilmak iizere otamatik pipetler aracilig ile tizeri
etiketli mikrosantrifiij tiiplerine aktarilarak - 80 °C’de muhafaza edildi. Heparinli tiipler
icerisine alinan kanlar comet analizi i¢in ve EDTA’l tiipler igerisine alinan kanlar CAT ve

GSH analizi i¢in kullanildi.
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3.2.1. Karaciger Fonksiyonlarinin Tespiti

Karaciger fonksiyonlarmin tespiti amaciyla siganlardan elde edilen serum 6rneklerinden
alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST) ve alkalin fosfataz (ALP)

enzim analizleri spektrofotometrede yapilda.

3.2.1.1. Serum alanin aminotransferaz (ALT) analizi

Serum ALT miktarinin belirlenmesinde ticari test kiti (A2222, Archem Diagnostik Ind.
Ltd., Tiirkiye) kullanild1.

Prensip:

ALT enzimi, L-alanin ile 2-okzoglutarat arasindaki transaminaz reaksiyonunu
katalizler. Olusan piruvat LDH varhiginda laktati indirger. Reaksiyon ilerlerken NADH
NAD’a yiikseltgenir. Birim zamanda azalan NADH miktar1 340 nm’de absorbanstaki
azalmanin 6lgiilmesi ile takip edilir.

Yontem:

Calismalar 340 nm’de 37 °C’de gergeklestirildi. Test kiti igerisinden ¢ikan reaktif 1’in 4
birimi ile reaktif 2’nin 1 birimi karistirildi. Elde edilen karisimdan 1 ml alinarak tizerine 100
ul ornek ilave edildi. Tiipler vortekslendi ve ilk okuma 90 sn sonra yapildi. Ardindan tiipler
37 °C’de inkiibe edildi ve 60 sn ara ile 3 okuma yapilarak degerler kaydedildi. Sonuglar U/L
olarak ifade edildi.

3.2.1.2. Serum aspartat aminotransferaz (AST) analizi

Serum AST miktarinin belirlenmesinde ticari test kiti (A2212, Archem Diagnostik Ind.
Ltd., Tiirkiye) kullanildu.

Prensip:

AST enzimi, L-aspartat ile 2-okzoglutarat arasindaki transaminaz reaksiyonunu
katalizler. Malat dehidrojenaz varliginda 2-okzaloasetat malati indirger. Reaksiyon ilerlerken
NADH NAD’a yiikseltgenir. Birim zamanda azalan NADH miktar1 340 nm’de absorbanstaki

azalmanin Slgiilmesi ile takip edilir.
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Yontem:

Analiz 340 nm’de 37 °C’de gergeklestirildi. Test kiti igerisinden ¢ikan reaktif 1’in 4
birimi ile reaktif 2’nin 1 birimi karistirildi. Elde edilen karisimdan 1 ml alinarak tizerine 100
ul o6rnek ilave edildi. Tiipler vortekslendi ve ilk okuma 90 sn sonra yapildi. Ardindan tiipler
37 °C’de 30 sn inkiibe edildi ve 60 sn ara ile 3 okuma yapilarak degerler kaydedildi. Sonuglar
U/L olarak ifade edildi.

3.2.1.3. Serum alkalin fosfataz (ALP) analizi

Serum ALP miktarmin belirlenmesinde ticari test Kiti (A2022, Archem Diagnostik Ind.
Ltd., Tirkiye) kullanildi.

Prensip:

ALP enzimi, 4-NPP’i alkali sartlarda 4-nitrofenol salinimi i¢in hidrolizler. Numunedeki
ALP aktivitesini 6lgmek i¢in 4-nitrofenol formu 405 nm dalga boyunda tespit edilir.

Yontem:

Analiz 405 nm’de 37 °C’de gergeklestirildi. Test kiti igerisinden ¢ikan reaktif 1’in 4
birimi ile reaktif 2’nin 1 birimi karistirildi. Elde edilen karisimdan 1 ml alinarak tizerine 20 ul
ornek ilave edildi. Tiipler vortekslendi ve 60 sn sonra baslangi¢ absorbansi okundu. Ardindan

60 sn ara ile 3 okuma yapilarak, degerler U/L olarak kaydedildi.

3.2.2. Bobrek Fonksiyonlarimin Tespiti

Bobrek fonksiyonlarinin tespiti amaciyla sicanlardan elde edilen serum 6rneklerinden

kreatinin, gama glutamil transferaz (GGT) ve iire analizleri spektrofotometrede yapildi.

3.2.2.1. Serum kreatinin konsantrasyonu analizi

Serum kreatinin konsantrasyonunun belirlenmesinde ticari test kiti (A2162, Archem
Diagnostik Ind. Ltd., Tirkiye) kullanildi.
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Prensip:

Kreatin alkali ortamda renk kompleksi olusturmak igin pikrik asitle reaksiyona girer.
Kirmizi rengin gelisimi 500-520 nm’de fotometrik yolla takip edilebilir. Siirfaktanla sodyum
tetraboratin birlesimi enterferans1 minumumda tutar.

Yontem:

Caligsmalar 510 nm’de 37 °C’de gergeklestirildi. Test kiti igerisinden ¢ikan reaktif 1’in 1
birimi ile reaktif 2’nin 1 birimi karistirildi. Elde edilen karisimdan 1 ml alinarak kor olarak
kullanild1 ve cihaz sifirland1. Karisimdan 1 ml alinarak tizerine 100 pl 6rnek ilave edildi. Yine
karisimdan 1 ml alinarak iizerine 100 pul standart ilave edildi. Tiipler vortekslendi ve 37 °C’de
60 sn yapilan inkiibasyonun ardindan absorbans 1 degeri okundu. Ardindan tiipler 60 sn 37
°C’de inkiibe edildi ve absorbans 2 degeri i¢in okuma yapildi. Elde edilen degerler mg/dL

olarak ifade edildi.

3.2.2.2. Serum gama glutamil transferaz (GGT) aktivite analizi

Serum GGT aktivitesinin belirlenmesinde ticari test kiti (A2172, Archem Diagnostik
Ind. Ltd., Tiirkiye) kullanildi.

Prensip:

GGT enzimi, p-nitroanilin salinimi igin GLUPA-C’yi hidroliz eder. p-nitroanilin 405
nm’de spektrofotometrik olarak numunedeki GGT aktivitesini tespit etmek i¢in tespit edilir.

Yontem:

Analizler 340 nm’de 37 °C’de gergeklestirildi. Test kiti i¢erisinden ¢ikan reaktif 1’in 4
birimi ile reaktif 2°’nin 1 birimi karistirildi. Elde edilen karisimdan 1 ml alinarak tizerine 100
ul ornek ilave edildi. Tiipler vortekslendi ve ilk okuma 60 sn sonra yapildi. Ardindan tiipler
37 °C’de inkiibe edildi ve 60 sn ara ile 3 okuma yapilarak degerler kaydedildi. Sonuglar U/L
olarak ifade edildi.

3.2.2.3. Serum iire konsantrasyonu analizi

Serum tirenin kantitatif tayininde ticari test kiti (A2332, Archem Diagnostik Ind. Ltd.,
Tiirkiye) kullanildi.
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Prensip:

Ureaz, numunedeki iireyi glutamat ve NAD" olusturmak icin glutamat dehidrogenaz
varliginda 2-oksoglutarat ve NADH ile reaksiyona giren amonyum iyonlarini agiga ¢ikarmak
i¢in hidroliz eder. Absorbans diisiisii 340 nm’de Sl¢iiliir.

Yontem:

Analiz 340 nm’de 37 °C’de gergeklestirildi. Test kiti igerisinden ¢ikan reaktif 1’in 4
birimi ile reaktif 2’nin 1 birimi karistirildi. Elde edilen karisimdan 1 ml alinarak kor olarak
kullanild1 ve cihaz sifirlandi. Karisimdan 1 ml alinarak iizerine 10 pl 6rnek ilave edildi. Yine
karisimdan 1 ml alinarak tizerine 10 pl standart ilave edildi. Tiipler vortekslendi ve 37 °C’de
30 sn inkiibe edildi. Yapilan inkiibasyonun ardindan absorbans 1 degeri okundu. Ardindan
tiipler 60 sn 37 °C’de inkiibe edildi ve absorbans 2 degeri i¢cin okuma yapildi. Elde edilen
degerler kaydedildi. Sonuglar mg/dL olarak ifade edildi.

3.2.3. Karaciger ve Bobrek Dokularinda Oksidan ve Antioksidan Parametre Analizi

Karaciger ve bobrek dokularinda oksidan ve antioksidan parametre analizlerinde ilk
olarak doku homojenizasyonu yapildi. Ardindan karaciger ve bobrek dokularinda SOD, CAT,
GSH ve MDA analizleri gergeklestirildi.

3.2.3.1. Dokularm homojenizasyonu

Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi:

Soliisyon 1: 1000 ml distile su igerisinde 21,29 g Na2HPO4 ve 8,76 g NaCl ¢ozdiiriildii.

Soliisyon 2: 1000 ml distile su igerisinde 20,42 g KH2POg4 ve 8,76 g NaCl ¢ozdiirildii.

Soliisyon 1 den bir miktar alinarak soliisyon 2 yardimi ile pH 7,4’e ayarlandi ve boylece
150 mM fosfat tamponu elde edildi.

Yontem:

Otenazi isleminden sonra - 80 °C’ye kaldirilan karaciger ve bobrek dokularindan 0,5er
g tartildi. Tartilan kisim 150 mM fosfat tamponu (pH 7,4) ile yikandi. Kurutma islemi sonrasi
doku 6rnegi 5 ml fosfat tamponla 2000 devir ve 1 dakika siireyle buzlu su dolu kap igerisinde

teflon baglikli homojenizatdrde homojenize edildi. Homojenazatlar + 4 °C’de 12 000 rpm’de
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10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlar total protein, SOD, CAT, GSH ve MDA

analizinde kullanilana kadar - 80 °C’de mikrosantrifiij tiipleri igerisinde saklandi.

3.2.3.2. Total protein analizi

Oksidan / antioksidan parametrelerin hesaplanmasinda ara parametre olarak total
protein analizi Biiiret metoduna gore ticari total protein kiti (A2301, Archem Diagnostik Ind.
Ltd., Tirkiye) kullanilarak gerceklestirildi.

Prensip:

Protein peptid baglari, absorbanst 520 — 560 nm’de oSl¢iilebilen mavi — mor kompleksi
olusturmak i¢in alkali soliisyondaki Cu(Il) ile etkilesime girer. Her Cu(Il) 6 peptik bag ile
kompleks olusturabilmektedir. Tartarat tuzu stabilizasyonu saglar, iyot molekiilleri ise alkali
bakir kompleksinin kendi kendine azalmasini engellemek i¢in kullanilir.

Biiiret ayiracinin icerigi:

Bakir stilfat 6 mM, sodyum potasyum tartarat 21 mM, potasyum iyodiir 6 mM, NaOH
0,75 M olacak selilde soliisyon hazirlandi.

Yontem:

Kor, standart ve 6rnek i¢in kullanilacak her bir mikrosantrifiij tiipiine total protein Kiti
icerisindeki biliret ayiwracindan 1 ml eklendi. Siipernatantlar vortekslenerek Grnek
mikrosantrifiij tiiplerinin igerisine 10 pl ilave edildi. Spektrofotometrede okumak iizere 2 adet
kor ve 1 adet standart hazirlandi. Kor igin 10 pl distile su kullanildi. Standart i¢in kit
icerisinde bulunan standart ¢ozeltisinden 10 pl mikrosantrifiij tiipiine ilave edildi. Tiipler
vortekslendikten sonra 10 dakika siireyle 30 °C’de inkiibatorde inkiibe edildi. Daha sonra
spektrofotometrede kuartz kiivetlerde kore karsi 546 nm dalga boyunda okuma yapildi.
Sonuglar g/dl olarak ifade edildi. Yontem Sekil 10°da gosterilmistir.
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1 ml total protein soliisyonu 1 ml total protein soliisyonu 1 ml biiiret ayiraci
10 pl stipernatant 10 pl standart ¢ozelti 10 pl distile su

4 4 4

Ornek Standart Kor

vorteks

10 dakika 30 °C’de inkiibatorde inkiibasyon ardindan spektrofotometrede 546 nm dalga

boyunda okuma

Sekil 10. Total protein analizi test asamalari.

3.2.3.3. Siiperoksit dismutaz (SOD) analizi

SOD aktivitesi Sun ve ark’nin (1988) yontemine gore 6lgiildii.

Prensip:

Reaksiyon ortaminda enzimatik bir reaksiyon ile tretilen siiperoksit radikallerinin,
ortamda bulunan nitrotetrazoliyum mavi kloriir (NTB) indirgemesinin, numunede bulunan
SOD tarafindan engellenmesi prensibine dayanir. Yontemde siiperoksit radikali tiretimi
ksantin- ksantin oksidaz enzimatik reaksiyonu ile saglanir. Ksantin, ksantin oksidaz enzimi
vasitastyla lirik aside dontstiiriilirken meydana gelen siiperoksit radikalleri NTB varliginda
reaksiyona girerek bu maddeyi indirgemesi sonucunda, maksimum absorbanst 560 nm’de
veren formazon boyasi olustururlar. Ortama ilave edilen enzimin, iiretilen radikalleri
dismutasyona ugratmasi nisbetinde, NTB rediiksiyon reaksiyonu yavaslar ve sonugta
spektrofotometrede okunan absorbans degerleri diiser. Dolayisiyla, formazon olusumunun

inhibisyonunun tayin edilmesiyle SOD miktar1 indirekt olarak saptanmaktadir.
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Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi:

Reaktif karigimi: 1225 pl X numune sayisi kadar ¢ozelti

Ksantin oksidaz ¢ozeltisi: 25 ul x numune sayis1 kadar ¢ozelti

CuCl; ¢ozeltisi: 0,5 ml x numune sayisi kadar ¢ozelti

Reaktif karigimi i¢in hazirlanan ¢ozelti icerisinde; 20 ml 10 kat sulandirilmig ksantin
stok ¢ozeltisi, 10 ml EDTA, 10 ml NTB, 6 ml Na2COs, 3 ml sigir albliimini bulunacak sekilde
49 ml reaktif karisimi elde edildi. Cozeltiler bu toplam miktar géz oniinde bulundurulacak
sekilde hazirlanda.

Ksantin stok ¢6zeltisi hazirlanirken 23 mg ksantin lizerine 5 ml 0,1 N NaOH ve 45 ml
distile su ilave edildi ve analiz giinii 10 kat sulandirilarak kullanildi. EDTA’nin 0,249 g’1
1000 ml distile suda, NTB’nin 12,3 mg’1 100 ml distile suda, Na2COz’iin 4,2 g’1 100 ml
distile suda, sigir albiiminin 100 mg’t 100 ml distile suda, ksantin oksidaz ¢ozeltisi 20 U
olacak sekilde hazirlandi ve 2 ml 2 M amonyum siilfat i¢erisinde ¢6zdiiriildii. CuCl, ise 10,7
mg’1 100 ml distile su icerisinde hazirlandi.

Yontem:

Mikrosantrifiij tiiplerinin igerisine vortekslenen siipernatantlardan 0,5 ml aktarildi.
Uzerine 250 pl etanol ve 150 ul kloroform eklenerek + 4 °C’de 12 000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Cam tiiplere 1225 pl reaktif karisimi ve 250 ul 6rnek ilave edildi.
Spektrofotometrede kor olarak kullanmak amact ile 1225 pl reaktif karisimi {izerine 250 pl
distile su ilave edildi. Numune ve kor olarak kullanilacak tiiplerin iizerine 25 pl ksantin
oksidaz ilave edilerek tiipler vortekslendi. Vortekslenen tiipler + 25 °C’deki su banyosunda 20
dakika bekletildi. Ardindan 0,5 ml CuCl, ilave edilerek vortekslenen tiipler
spektrofotometrede kuartz kiivetlerde kore karst 560 nm dalga boyunda okunarak hesaplama

yapildi. Sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi. Yontem Sekil 11°de gosterilmistir.
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0,5 ml siipernatatnt 1225 pl reaktif karigimi

250 pl etanol 250 pl 6rnek (kor icin distile su)
150 pl kloroform 25 pl ksantin oksidaz 0,5 ml CuCl,
4 ! )’
- 12000 rpm vorteks,
; 10 dakika 20 dakika vorteks,
= = +4°C +25°C’de 560 nm de
‘ santrifiij su banyosu kuartz
 —— ———— m— kiivetlerde
\ kore karst
\_/ \_/ okuma

Sekil 11. SOD analizi test agamalari.

3.2.3.4. Katalaz (CAT) analizi

Katalaz aktivitesi Luck (1965) tarafindan tarif edilen yontem ile 6l¢iildii.

Prensip:

CAT enzim aktivitesi, 151k spektrumunda H>O2’nin 240 nm’de H>O’ya doéniisiimii
sirasinda absorbans azalmasinin Olglilmesi esasina dayanmaktadir. Absorbansta gdzlenen
azalma hiz1 CAT enzim aktivitesi ile dogru orantilidir.

Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmast:

Fosfat tamponu (1/15 mmol/l; pH=7,0): 3,522 g KH2PO4 ve 7,268 g NaoHPO4.2H,O
distile suda ¢ozdiiriildii ve bir litreye tamamlandi. Daha sonra HCl ile pH 7,0’a ayarlandi.

H202’li fosfat tamponu: %30’luk H20: ¢ozeltisinden 0,16 ml alinarak, daha once
hazirlanmis olan fosfat tamponunun 100 ml’sinde seyreltildi. Bu karigimin 240 nm’deki
absorbansimin 0,5 olmasina dikkat edildi.

Yontem:

Spektroftometre 240 nm dalga boyuna ayarlandi ve kuartz kiivetlerde okuma
gerceklestirildi. Test kiiveti igerisine 2,95 ml H2O>’li fosfat tamponu iizerine 50 pl numune,
kor olarak kullanilan kiivet igerisine 2,95 ml fosfat tamponu ve 50 ul numune ilave edildi.
Kuartz kiivetlerin kapaklar1 kapatilarak alt-list edilerek karistirildi ve spektrofotometre
igerisindeki kuyucuklara yerlestirildi. Spektrofotometredeki absorbans degeri kaydedildi ve
15 saniyede bir bu deger tekrar kaydedildi. Kiivetler distile su ile yikanarak diger numunelerin

okumasi gerceklestirildi. Sonuglar k/mg protein olarak ifade edildi.
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3.2.3.5. Indirgenmis glutasyon (GSH) analizi

GSH seviyesi spektrofotometrik olarak Tietze (1969)’e gore analiz edildi.

Prensip:

GSH, olgtim ortamindaki disiilfit bir kromojen olan DTNB (5,5'-ditiyobis, 2-
nitrobenzoik asit) ve stlfidril gruplu bilesikler tarafindan kolayca indirgenir. GSH bu
kompleks olusumunu katalizledigi i¢in olusan rengin siddeti ile GSH aktivitesi arasinda dogru
orant1 vardir.

Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi:

Reaktif 1 (presipitasyon soliisyonu): 100 ml distile su igerisinde 1,67 g glasiyel
metafosforik asit, 0,2 g disodyum EDTA ve 30 g NaCl ¢6zdiiriildii. Ardindan + 4 °C’de
muhafaza edildi.

Reaktif 2 (fosfat tamponu): 1000 ml distile su igerisinde 42,59 g NaoHPO4 ¢6zdiiriildii.
Boylece 0,3 M’lik Na2HPO4 elde edildi. Elde edilen ¢ozelti + 4 °C’de muhafaza edildi.

Reaktif 3 (DTNB): 100 ml distile su igerisinde 40 mg DTNB ¢6zdiiriildii ve tizerine
1g/dl olacak sekilde sodyum sitrat ilave edildi.

Reaktif 4 (standart): GSH (glutatyon)’mn 100 mg’1 tartilarak tizerine 100 ml distile su
ilave edildi.

Yontem:

Ornek, standart ve kor igin 5 ml’lik cam tiipler hazirlandi. Her bir tiip igerisine sirayla
200’er ul homojenizat, standart ve distile su ilave edildi. Ardindan biitiin tiiplere 1,8 ml distile
su ve 3 ml presipitasyon soliisyonu ilave edildi. Hazirlanan karigimlar vortekslenerek 5 dakika
bekletildi ve ardindan filtre kagidi ile siizme islemi gerceklestirildi. Stizme islemi sonrasi cam
tip icerisine 2 ml siizlintii, 8 ml fosfat tamponu ve 1 ml DTNB ilave edildi ve tiipler
vortekslendi. Spektrofotometrede 4 dk igerisinde 412 nm’de kuartz kiivetlerde okuma

gerceklestirildi. Sonuglar mg/g protein olarak ifade edildi. Yontem Sekil 12°de gésterilmistir.
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200 ul hemojenizat 200 ul standart ¢ozeltisi 200 pl distile su
1,8 ml distile su 1,8 ml distile su 1,8 ml distile su
3 ml presipitasyon soliisyonu 3 ml presipitasyon soliisyonu 3 ml presipitasyon soliisyonu

iy U 1y

Ornek Standart Kor
Vorteks, 5 dakika bekle, siiz
2 ml siiziintii 2 ml siiziintii 2 ml siiziintii
8 ml fosfat tamponu 8 ml fosfat tamponu 8 ml fosfat tamponu
1 ml DTNB 1 mI DTNB 1 mlI DTNB

U

Vorteks

Spektrofotometrede 4 dk igerisinde 412 nm dalga boyunda spektrofotometrede okuma

Sekil 12. GSH analizi test asamalari.

3.2.3.6. Malondialdehit (MDA) analizi

MDA analizi Ohkawa (1979) ve arkadaslarinin metoduna gore yapildu.

Prensip:

MDA analizi, serbest radikallerin hiicre zarinda olusturdugu lipit peroksidasyonunun
son friinlerinden biri olan MDA diizeyini belirlemek i¢in kullanilan bir yontemdir.
Yontemlerin ¢ogu MDA’nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile verdigi reaksiyonu temel alir. Bu
metod MDA’nin asidik ortamda TBA ile olusturdugu rengin 532 nm’de optik dansitesinin

Olciilmesi prensibine dayanarak yapildi.
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Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi:

Stok soliisyonu: 100 ml distile suda 2,07 ml %30’luk HCI, 0,37 g TBA, 15 g TCA
¢Ozduriildii.

Yontem:

Kapakli cam tiip icerisine vortekslenen siipernatanttan 750 ul aktarildi ve tizerine 1,5 ml
stok soliisyondan eklendi. Vortekslenen cam tiipler 20 dakika + 100 °C’de kaynatildi. Tiipler
buzlu su igerisinde sogutulduktan sonra 3000 rpm’de 10 dakika santrifij edildi.
Spektrofotometrede kuartz kiivetlerde 532 nm’de havaya karsi okuma yapildi. Sonuglar

nmol/mg protein olarak ifade edildi. Yontem Sekil 13’de gosterildi.

750 pl siipernatant
1,5 ml stok soliisyon

vorteks,
20 dakika
+100 °C’de buzlu suda sogut, 532 nm dalga
%ﬂt 3000 rpm’de — boyunda
10 dakika santrifiij spektrofotometrede
havaya kars1
okuma

Sekil 13. MDA analizi test asamalari.

3.2.4. Kanda Oksidan ve Antioksidan Parametre Analizi

Siganlardan alinan  kanlarda oksidan ve antioksidan parametre analizleri
gerceklestirilirken GSH seviyesi ve CAT aktivitesi Olgiilmeden once ara parametre olarak

kullanilacak olan hemoglobin miktar1 hesaplandi.

3.2.4.1. Hemoglobin tayini

Prensip:
Drabkin soliisyonunda bulunan potasyum siyanit ve potasyum ferri siyanit ile
hemoglobinin  siyanomethemoglobine doniismesi ve olusan rengin 540 nm’de

spektrofotometrede ol¢iilmesi esasina dayanir.
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Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi:

Drabkin ¢ozeltisi: Balon joje igerisine koyulan 0,198 g KsFe(CN)s, 0,052 g KCN ve 1 g
NaHCO:s lizerine distile su ilave edilerek 1 litreye tamamlandi.

PBS (fosfat tampon soliisyon): 200 ml distile suya 1 tablet atilarak hazirlandi.

Yontem:

Hemolizat hazirlanmasi ve 6rneklerin muhafaza edilmesi: EDTA’l tiiplere alinan 1 ml
kan 6rnegi 3000 rpm’de 15 dakika siireyle santrifiij edildi. Tiipiin dibindeki eritrositlerin
baska tiipe aktarilmasinin ardindan pastor pipeti yardimiyla PBS ile 3 kez yikandi. Her bir
yikama isleminden sonra tiipler 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Son yikama ve santrifiij
sonrasinda dipte bulunan eritrositlerden 0,4 ml alinarak mikrosantrifiij tiiplerine aktarildu.
Uzerine 0,4 ml PBS ilave edilerek analizin gerceklesecegi giine kadar - 80 °C’de muhafaza
edildi.

Analiz giinii igerisine 5 ml drabkin ¢ozeltisi koyulan cam tiip igerisine vortekslenen
hemolizattan 20 ul eklendi. Vortekslenen tiipler 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten
sonra drabkin ¢6zeltisi kor olarak kullanilarak spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda
okuma yapildi. Sonuglar CAT aktivitesinin hesaplanmasi i¢in g Hb/100 ml kan olarak ifade
edildi. GSH seviyesinin hesaplanmasinda ise ayn1 yontem ile EDTA’I1 tiiplerdeki tam kan
kullanildi. Yontem Sekil 14°de gosterilmistir.

50



0,4 ml dipteki
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.  —
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Analiz edilene kadar - 80 °C’de muhafaza edilir
5 ml drabkin

¢oOzeltisi +
20 pl vortekslenen

hemolizat
vorteks
10 dakika oda
sicakliginda bekle Drabkin ¢ozeltisini kor olarak kullanarak
 —
540 nm dalga boyunda spektrofotometrede
okuma

_/

Sekil 14. Hemoglobin tayini analizi test asamalart.

3.2.4.2. Siiperoksit dismutaz (SOD) analizi

Kanda yapilan SOD analizi prensip ve yontem olarak karaciger ve bobrek dokularinda

yapilan SOD analizi ile benzer olup aralarindaki fark doku 6rnegi yerine serum kullanilmis
olmasidir.
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3.2.4.3. Katalaz (CAT) analizi

Eritrosit hemolizatta CAT analizi Acbi (1984) tarafindan belirtilen yonteme gore
gergeklestirildi ve EDTA’1 kandan 6tenaziden hemen sonra yani ayni giin yapildi.

Prensip:

CAT enzim aktivitesi, 151k spektrumunda H2O2’nin 240 nm’de H20’ya doniisiimii
sirasinda absorbans azalmasinin Olgiilmesi esasina dayanmaktadir. Absorbansta gdzlenen
azalma hiz1 CAT enzim aktivitesi ile dogru orantilidir.

Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi:

Tampon A: 1000 ml distile su igerisinde 6,81 g KH2PO4 ¢ozdiiriildii.

Tampon B: 1000 ml distile su igerisinde 8,90 g NaoHPO4.2H,0 ¢ozdiiriildii.

Tampon A + B=1: 1,5 olacak sekilde karistirildi.

H20. tamponu; 25 ml Tampon A + B karisimi {izerine 85 ul %30’luk H20, ilave
edilerek hazirlandu.

Yontem:

EDTA’1 kandan 1 ml alind1 ve dibi konik cam tiipe aktarildi. Tiip {izerine 1 ml soguk
serum fizyolojik ilave edildi ve 5 — 10 sn pastor pipeti yardimiyla pipetlenerek hiicreler
yikandr. Tiipler sogutmali santrifiij ile + 4 °C’de 2300 rpm de 10 dakika santrifiij edildi. Ust
kisimdaki soguk serum fizyokojik dokiildii. Bu asama 3 kez tekrarlanarak analiz agamasina
gecildi. Tiiplin dibindeki eritrositlerden 200 pl alinarak tizerine 800 pl distile su ilave edilerek
bir hemolizat elde edildi. Cam tiip icerisine konulan 10 ml tampon A + B {izerine 10 pl
hemolizat ilave edildi ve vortekslendi. Numune i¢in bu cam tiipten 2 ml alinip iizerine 1 ml
H202 tamponu ilave edildi. Kor i¢in ise ayni1 cam tiipten yine 2 ml alinip ve {izerine 1 ml
tampon A + B ilave edildi. Spektrofotometrede kore karst 240 nm dalga boyunda kuartz
kiivetlerde 15 sn’de bir toplamda 5 okuma yapilarak kaydedildi. Sonuglar U/g Hb olarak ifade
edildi. Yontem Sekil 15°de gosterilmistir.
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Sekil 15. Kanda CAT analizi test asamalart.
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3.2.4.4. Indirgenmis glutasyon (GSH) analizi

Kanda yapilan GSH analizi prensip olarak karaciger — bobrek dokularinda yapilan GSH
analizi ile benzer olup Beuther ve ark (1963)’nin bildirdigi yonteme goére EDTA’l taze
kandan yapildi.

Yontem:

EDTA’l1 tiip igerisinden alinan 50 pl kan mikrosantrifiij tlipiine aktarilip tizerine 450 pl
distile su ve 750 pl Reaktif 1 ilave edildi. Tipler vortekslendi ve ardindan 3000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanttan 500 pl alinarak ayri bir tiipe aktarildi.
Stipernatant tizerine 2 ml Reaktif 2 ve ardindan 250 pl Reaktif 3 ilave edilerek tiipler
vortekslendi. Vorteks isleminin ardindan 412 nm dalga boyunda spektrofotometrede suya

karsi okundu. Sonuglar pM/g Hb olarak ifade edildi. Yontem Sekil 16°da gdsterilmistir.

500 pl siipernatant

50 pl 6rnek 2 ml Reaktif 2
450 pl distile su 250 pl Reaktif 3
750 pl Reaktif 1 Vorteks

' '
‘ e vorteks =
’M s 3000 rpm ,

m =~ 10 da'_‘f'.‘f?‘ =~ Spektrofotometrede
o ‘ santrifiij ‘ —.  412nm
, I:> I:> dalga boyunda
';1, \ \ suya kars1 okuma
!
il

Sekil 16. Kanda GSH analizi test asamalari.

3.2.4.5. Malondialdehit (MDA) analizi

Serumda MDA analizi Ohkawa ve ark (1979)’ye gore gerceklestirildi. Serumda yapilan
MDA analizinin prensibi karaciger ve bobrek dokularinda yapilan MDA analizi ile aynidir.
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Yontem:

Kapakli cam tiip icerisine koyulan 500 pl TBA ve 1250 ul TCA iizerine 250 ul serum
aktarildi. Cam tiipler + 95 °C’de 30 dakika boyunca kaynatildi. Tiipler buz dolu kapta
sogutuldu. Sogutma islemi sonrasi 2 ml n-butanol ilave edilerek tiipler vortekslendi ve
ardindan 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan kisimlar kullanilarak
spektrofotometrede kuartz kiivetlerde 535 nm dalga boyunda havaya karsi okuma yapildi.

Sonuglar nmol/mg protein olarak ifade edildi. Yontem Sekil 17°de gosterilmistir.

500 ul TBA
1250 ul TCA
250 pul numune

+95°C  Buzlu suda sogut,

| 30 dakika 2 ml n-butanol spektrofotometrede
kaynat ekle, kuartz kiivetlerde
tiipleri vorteksle, ——— 535 nm dalga boyunda
3000 rpm’de 10 havaya kars1 okuma

dakika santrifiij

Sekil 17. Kanda MDA analizi test asamalari.

3.2.5. DNA Hasarmin Belirlenmesi

DNA hasarinin belirlenmesinde alkali comet yontemi (Tek Hiicre Jel Elektroforezi,
Single Cell Gel Electrophoresis, SCGE) kullanild:.

Prensip:

Rydberg ve Johanson (1978) tarafindan DNA’daki sarmal kiriklarin Slgiimii igin
olusturulmus olan comet yontemi Ostling ve Johanson (1984) tarafindan gelistirilmistir.
Notral pH’daki lizing ve elektroforez sartlari kullanilmistir. Sing ve ark (1988) yapmis
olduklar1 protokol degisiklikleriyle yontemi alkali lizing kosullarina uyarlamislardir. Yntem,
izole edilen DNA iceren tek hiicrelerin DNA’larinin lam {izerinde hazirlanan agar jel
icerisinde elektroforotik ortamda yiiriitiilmesi ve hasar seviyesine gore go¢ eden farkli yiik ve

molekiil agirliklarina sahip DNA pargalarinin DNA spesifik floresan boya ile boyandiktan
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sonra, floresan mikroskop altinda degerlendirilmesi esasina dayanmaktadir (Dikilitas ve
Kogyigit, 2010).

Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi:

Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik Cozeltisi (PBS): PBS tableti 200 ml distile suda
¢ozdiiriildi ve pH: 7,4 olarak ayarlandi. Hazirlanan ¢ozelti daha sonra + 4 °C’de saklandi.

LMPA (Low melting point agarose — diisiik erime noktali agaroz) Cozeltisi: LMPA
%0,5 veya %0,75’lik olarak hazirlanmaktadir. LMPA’nin 250 mg’it 50 ml PBS’de
mikrodalgada eritildi. Tipler igerisine 5’er ml’lik kii¢iik hacimlere boliinerek konuldu.
Hazirlanan ¢6zelti kullanilana kadar buzdolabinda saklandi. Kullanilacagi zaman 37 °C’ye
getirilerek kullanildu.

NMPA (Normal melting point agarose — diisiik erime noktali agaroz) Cozeltisi: NMPA
%1 veya %1,5’lik olarak hazirlanmaktadir. NMPA’nin 500 mg’it 50 ml PBS’de
mikkrodalgada eritildi. Tiipler igerisine konularak 60 °C’de lam kaplamasinda kullanildi.

Lizing Stok Cozeltisi: Karistirici altinda 2,5 M NaCl (146,1 gr), 100 mM EDTA (37,2
gr), 10 mM Trisma baz (1,2 gr) ve 8 gr NaOH 700 ml distile su ile eritildi. Ardindan pH 10
olacak sekilde ayarlandi ve hacim 1000 ml’ye tamamlandi. Cozelti manyetik karistiric altinda
1-2 giin boyunca karistirildi ve oda sicakliginda saklandi. Lizing soliisyonu kullanilacagi
zaman taze olarak %1 Tritonx100 ilave edildi. Ayrica eritrositlere iliskin kontaminasyonu
onlemek i¢in %10 DMSO ilave edildi (DMSO ilavesi, eritrositlerde hemoglobinin etkisini
engellemektedir). Lamlar lizing soliisyonuna daldirilmadan en az 30 dakika once soliisyon
sogutularak + 4 °C’ye getirildi.

Elektroforez Tamponu Cozeltisi: Stok olarak 10 N NaOH ve 200 mM EDTA hazirland.
Hazirlanan stok soliisyonu igerisinden 30 ml NaOH ve 5 ml EDTA alinarak distile su ile 1000
ml’ye tamamlandi. Tampon hazirlandiktan sonra buzdolabinda sogutularak kullanildi.
Kullanimdan 6nce pH’nin 13°den yiiksek olmasina dikkat edildi.

Notralizasyon Tampon Cozeltisi: Sise igerisine 0,4 M Trisma (48,5 gr Trisma Base)
konularak 800 ml suda ¢ozdiiriildii. pH 7,5 olacak sekilde ayarlandi ve 1000 ml’ye distile su
ile tamamlanarak oda sicakliginda saklandi. Kullanilmadan 6nce sogutularak + 4 °C’ye
getirildi.

Boyama soliisyonu: DAPI (4°,6-Diamidino-2-fenilindole  dihidroklorid)  stok
soliisyonundan 70 pl alind1 ve tizerine 450 pl distile su ilave edildi.

10 N Sodyum Hidroksit (NaOH) Cozeltisi: 200 gr NaOH 500 ml distile suda

¢Ozdirildii.
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200 mM EDTA Cozeltisi: 14,89 g EDTA disodyum tuzu 200 ml distile suda ¢oziilerek
pH 10’a ayarlandi ve oda sicakliginda saklandi.

DAPI Cozeltisi: 1 mg DAPI 100 ml distile suda ¢oziildiikten sonra mikrosantrifiij
tiiplerine birer ml olarak aktarildi ve 10 ul/ml’lik ¢ozeltiler elde edildi. Elde edilen ¢ozeltiler
daha sonra kullanilmak iizere - 20 °C’de saklandh.

Freezing Soliisyonu: PBS’den 75 ml, DMSO’dan 15 ml ve son olarak da 10 ml FBS
(fotal bovine serum) sirayla konularak hazirlandi.

Yontem:

Lenfosit Izolasyonu:

Sicanlardan alinarak heparinli tiiplere akratilan kanlar rotatorda siirekli dondiiriilerek
pihtilasmasi1 engellendi ve 2 saat igerisinde islendi. Dibi kiit konik cam tiipler igerisinde
bulunan 1 ml PBS iizerine 1 ml heparinli kan ilave edilmesinin ardindan pipetle 4-5 defa
cekip birakilarak homojenize edildi. Homojenizat iizerine 1 ml histopak tiipiin dibinden
yavasga ilave edildi. Histopakli karisim 2100 devirde + 4 °C’de 25 dakika santrifiij edildi.
Pastor pipeti ile igerisinde lenfositleri barindiran aradaki bulutsu yap1 alinarak dibi daha genis
konik cam tiiplere aktarildi. Bulutsu yap1 iizerine 2 ml PBS ilave edilerek hiicreler yikand1 ve
ardindan tiipler tek tek 5 — 10 sn pipetlendi. Pipetleme isleminden sonra 2300 devirde + 4
°C’de 10 dakika santrijfiij edildi ve iistteki faz atildi. Tiiplere 1 ml freezing soliisyonu ilave
edildi. Tiipiin dibinde lenfosit kalmayacak sekilde otomatik pipetle basing uyguland: ve daha
sonra degerlendirilmek iizere kademeli olarak sogutularak — 80 °C’ye mikrosantrifiij tiipler
igerisinde kaldirildi.

Lam kaplama:

Temizlenmis rodajli lamlar igerisinde %]1°lik NMPA bulunan beher igerisine
daldirilarak kaplandi. Lamlar ¢ikartildiktan sonra alt yiizeyi silinerek kurumaya birakildi.
Kaplanan lamlar kullanilincaya kadar saklanmak {izere buzdolabina kaldirildi.

Hiicre sayimu ve lizing:

Mikrosantrifiij tiipler icerisinde — 80 °C’ye kaldirilan 6rnekler 37 °C’de 1 dakika
tutularak ¢ozdiiriildi. Numuneler pipetaj yontemiyle homojen hale getirildi. Mikrosantrifiij
tiiplerin igerisine 90 ul tiirk eriyigi (boya) koyuldu ve tizerine 10 pl hiicre siispansiyonu
eklendi. Bu asamada yine pipetaj yontemiyle homojenizasyon saglandi. Thoma lamu ile 151k
mikroskobunda hiicre sayimi yapildi. Sayim sonucunda lenfositler bir jelde 15000 hiicre
olacak sekilde hesaplanarak PBS ile sulandirildi. Elde edilen PBS-lenfosit karisimindan
alinan 40 pl hiicre siispansiyonu bos bir mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. LMPA ile karistirilan

stispansiyon hemen NMPA ile kaplanmis lamlarin {izerine mikropipetle yayilarak iizeri
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lamelle kapatildi. Lam hemen buz iizerine koyularak agarin donmasi saglandi. Dondurma
isleminden sonra lam iizerindeki lamel siyrildi ve lamlar salelere dizildi. Taze haziranmis
lizing ¢ozeltisi sale igerisine ilave edildi ve saleler buzdolabinda + 4 °C’de bir gece bekletildi.
Bu asamada kullanilan lizing soliisyonu ile hiicre ve ¢ekirdek zarmin lize edilip DNA
sarmalinin agaroz i¢inde serbest kalmasini saglamak amaglanmaktadir.

Elektroforez tamponu, elektroforezde yiiriitme ve nétralizasyon:

Belirtilen siire sonunda saleden ¢ikartilan lamlar + 4 °C’ye ayarlanmis sirkiilasyonlu
sogutucu ile sogutulan elektroforez tankina yerlestirildi ve tank igerisine alkali elektroforez
solisyonu ilave edildi. Bu alkali ortam igerisinde lamlar 40 dakika bekletilerek
elektroforezden 6nce DNA zincirlerinin ayrilmasi saglandi. Alkali elektroforez tamponunda
inkiibasyon tamamlandiktan sonra bu tampon ¢ozelti igerisinde 20 dakika boyunca 20 volt ve
300 mA’de hiicrelerin yiiriitiilmesi islemi gerceklestirildi. Yiriitme isleminin ardindan alkali
tampon ¢Ozeltisini slaytlardan uzaklastirmak ic¢in lamlar igerisinde soguk ndtralizasyon
tamponu bulunan sale igerisine alindi ve burada 10 dakika bekletildi. Ayni islem 2 kere
tekrarlandi. Lamlar sirasiyla % 50, %70 ve %90°lik alkolde 5’er dakika bekletilerek hiicreler
sabitlendi. Lamlar, degerlendirme asamasina kadar karanlik ortamda kurutularak kapakli ve
151k almayan kutularda sakland.

Boyama ve degerlendirme:

Degerlendirme asamasinda hazirlanan fléresanli boyama soliisyonundan (DAPI) her bir
lama 70 pl damlatilarak hiicreler boyand1 ve lamlarin {izeri lamelle kapatildi. Boyanin
hiicreye etki edebilmesi amaci ile 5 dakika beklendi. Lamlar 20 x 10 biiyiitmeli floresan
mikroskop altinda degerlendirmeye alindi ve 100 adet hiicre goriintiisi Comet Assay

Perceptive Instruments v4,3 programi ile degerlendirildi.

3.2.6. Serum Okratoksin A Analizi

Serum OTA miktarinin belirlenmesinde ve buna ait hesaplamalarda Helica Biosystem
Inc. (9910CHO01MS-96, ABD) marka ticari test kitinde belirtilen yontem dikkate alindi.

Prensip:

Test kiti insan veya hayvan siit/serum 6rneklerinde OTA’ nin 6l¢limii i¢in tasarlanmis
immiinulojik testtir. OTA’ya yiiksek affiniteli olan bir antikor polisitiren mikrokuyucuklarin
istline kaplanmistir. Standart veya 6rnek uygun kuyucuga eklenir ve eger OTA mevcutsa

kaplanmis antikor ile baglanir. Sonra okratokasin A bagli HRP (horseradish peroksidaz)
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eklenir ve daha Once standart veya Ornekteki OTA tarafindan isgal edilmeyen antikora
baglanir. Bu inkiibasyon periyodundan sonra, kuyucuk icerikleri bosaltilir, yikanir ve mevcut
enzim ile mavi renk gelistiren HRP substrati eklenir. Bu rengin yogunlugu bagli konjugatin
miktari ile diiz orantil1 ve standart veya ornekteki OTA miktar ile ters orantilidir. Onun igin,
ornek ya da standarttaki OTA konsantrasyonu arttikca, mavi rengin yogunlugu azalir.
Reaksiyon mavi rengin sartya donmesine sebep olan asit soliisyonunun eklenmesiyle sonlanir.

Yontem:

Tim ¢ozeltiler kullanilmadan 6nce oda sicakligina getirildi. PBS-tween paketinin
icerigi distile su ile 1 litreye tamamlandi ve kullanilmadigi silire boyunca buzdolabinda
saklandi. Mikrokuyucuk tutucusuna, test edilecek her bir standart ve numune igin bir
karistirma kuyucugu yerlestirildi. Yine baska bir mikrokuyucuk tutucusuna esit sayida antikor
kapli mikrotitre kuyucugu yerlestirildi. Karistirma kuyucuklar icerisine 200 pl seyreltici
eklendi. Her standart ve numuneden, Onceden belirlenen ve seyreltici igeren karistirma
kuyucuklarina 100 ul koyuldu ve otomatik pipetle en az 3 kere ¢ekilip birakilarak seyreltici
ile karigmasi saglandi. Her bir karistirma kuyucugundan 100 pl icerik, ona karsilik gelen
antikor kapli mikrotitre kuyucuguna aktarildi. Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.
Mikrokuyucuklardaki igerik bir atik kabina bosaltildi. Mikrokuyucuklar, herbirine PBS-
Tween yikama tamponu doldurarak yikandi. Sonra kuyucuklardaki yikama tamponu da atik
kabina bosaltildi. Yikama islemi toplamda 3 kere olacak sekilde tekrarlandi. Kuyucuklarda
kalan fazla sudan kurtulmak i¢in mikrokuyucuklar ist yiizii asagiya bakacak sekilde bir
absorban havlu (kagit havlu) tabakasi tizerine vuruldu. Her bir antikor kapli kuyucuga 100 pl
konjugat eklenerek oda sicakliginda 30 dakika boyunca inkiibe edildi. Daha 6nce yapildigi
gibi mikrokuyucuklardaki igerik bir atik kabina bosaltildi. Mikrokuyucuklar, herbirine PBS-
tween yikama tamponu doldurarak yikandi. Sonra kuyucuklardaki yikama tamponu da atik
kabina bosaltildi. Yikama islemi toplamda 3 kere olacak sekilde tekrarlandi. Kuyucuklarda
kalan fazla sudan kurtulmak i¢in mikrokuyucuklar st yiizii asagiya bakacak sekilde bir
absorban havlu tabakasi iizerine vuruldu. Gerekli substrat reajan1 miktar1 dlgiilerek (1 ml/strip
veya 120 pl/kuyucuk) bagka kaba aktarildi. Biitin kuyucuklara 100 pl eklenerek oda
sicakliginda 10 dakika inkiibasyonu saglandi. Isiktan korumak igin tizeri kapatildi. Gerekli
durdurma ¢6zeltisi (stop solution) miktar1 6l¢iildii (1 ml/strip veya 120 ul/kuyucuk) ve ayri bir
kaba aktarildi. Substrat reajan1 nasil koyulduysa, ayni sirayla ve ayni hizda her kuyucuga 100
pl durdurma ¢ozeltisinden eklendi. Mikrotitre plak okuyucusu ile her bir mikrokuyucugun
optik dansitesi 450 nm filtre kullanarak okutuldu. Her bir mikrokuyucugun optik dansitesi

kaydedildi. OTA igerigine kars1 optik dansite doz - cevap standart egrisi olusturuldu.
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Bilinmeyen numune miktarlar1 standart egriden yola ¢ikarak (interpolasyon ile) olgiildii.

Serumdaki OTA miktar1 ng/ml olarak ifade edildi.

3.3. Istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi i¢in SPSS (Statistical Packag for Social
Sciences) 22.00 paket programi kullanildi. Shapiro-Wilk testi kullanilarak verilerin normal
dagilima uygunlugu belirlendi. Normal dagilim gostermeyen gruplar arasi farklilik Kruskall
Wallis varyans analizi ile degerlendirildi. Tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile normal
dagilim gosteren gruplar arasi farklilik testi yapilirken, post hoc Duncan testi ile farklarin
onem kontrolii yapildi. Farkin hangi grup veya gruplardan kaynaklandigini belirlemek i¢in
Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi yapildi. Deneysel gruplarin zamana bagh
ortalama canli agirhik degisimleri karisik Olgiimler icin iki faktorli ANOVA ile
degerlendirildi. istatistiksel analizlerden elde edilen sonuglardan p<0,05 olan degerler dnemli
kabul edildi. Tiim veriler ortalama ve + standart hata olarak verildi. Gruplar arasi farkin

onemliligi *; P<0,05, **; P<0,01 ve ***; P<0,001 seklinde verildi (Conover, 1980).
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4. BULGULAR

4.1. Canh Agirhk

Adaptasyon siirecini tamamlayan siganlarin calisma Oncesinde tartimlar1 yapilarak
deneysel gruplarin baslangic canli agirliklar1 belirlendi ve yine her hafta tartimlar
gerceklestirilerek istatistiksel degerlendirilmesi yapildi. Yapilan degerlendirme sonucunda
baslangic, birinci ve ikinci hafta sonu agirliklari arasinda anlamli farkin olmadigi belirlendi.
Ugiincii  hafta (P<0,05) ve dérdiincii hafta (P<0,01) sonunda ise canli agirliklar
karsilagtirlldiginda gruplar arasinda anlamli fark oldugu belirlendi. Ugiincii ve dordiincii
haftada canli agirliklarin en yiiksek folik asit ve en diigiikk ise OTA + ellajik asit grubunda
oldugu goriildii (Tablo 8).

Baslangi¢ canli agirliklarinda gruplar arasinda istatistiksel olarak fark bulunamadi.
Ikinci hafta sonunda da gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamasina
ragmen OTA ile OTA + ellajik asit (P=0,039) ve folik asit ile OTA + ellajik asit (P=0,006)
gruplar arasinda fark bulundu. Ugiincii hafta sonunda gériilen anlamli farklilik ise kontrol ile
folik asit (P=0,027), OTA ile OTA + ellajik asit (P=0,004), folik asit ile ellajik asit (P=0,015),
folik asit ile OTA + folik asit (P=0,034) ve folik asit ile OTA + ellajik asit (P=0,000) gruplari
arasinda goriildii. Dordiincii hafta sonunda goriilen anlamli farkliligin ise kontrol ile folik asit
(P=0,011), OTA ile OTA + ellajik asit (P=0,006), folik asit ile ellajik asit (P=0,014), folik asit
ile OTA + folik asit (P=0,002) ve folik asit ile OTA + ellajik asit (P=0,000) gruplar1 arasinda
oldugu belirlendi.

Deneysel gruplarin zamana bagli ortalama canli agirlik degisimlerinin degerlendirilmesi
sonucunda tiim gruplarda anlaml artisin oldugu belirlendi. Bu anlamli artisin folik asit ve
OTA + ellajik asit gruplarinda P<0,05 diizeyinde, diger gruplarda ise P<0,001 diizeyinde
oldugu belirlendi. OTA + folik asit grubunda zamana bagli olarak anlamli artis (P<0,001)
olmasina ragmen ikinci ile ig¢iincii hafta arasinda ve igiincii ile dordiincii hafta arasinda

anlamli farklihgin olmadigi gézlendi (Tablo 9).
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Tablo 8. Deneysel gruplara ait ¢alisma Oncesi ve haftalik ortalama canli agirliklar (g).

Gruplar (n = 8) Baslangic Birinci hafta Ikinci hafta Uciincii hafta Dérdiincii hafta
Kontrol 200 + 13,23 238 + 11,61 276 + 11,35 293 + 10,81 °¢ 312 +9,59 b¢
OTA 201 +7,10 242 + 6,73 279 + 5,62 306 + 5,38 &P 322 + 5,44 2P
Folik asit 196 + 7,88 244 +9.72 291 +9.33 321+8,62°2 341 + 6,932
Ellajik asit 182 + 5,32 231 + 6,46 269 + 7,36 289 & 7,85 be 313 + 8,99 b¢
OTA+ Folik asit 207 +9,92 240 + 9,41 271+ 11,30 288 + 13,49 bC 299 + 12,77 °C
OTA+ Ellajik asit 180 + 6,37 225 +9.25 251 +£9.28 269 + 8,98 290 + 8,02 ©
P AD AD AD * ok

OTA: Okratoksin A
AD: Anlamli Degil
ab.¢; Ayns siitunda bulunan farkli harfler istatistiksel olarak farkliligi gostermektedir.
*: P<0,05 **:P<0,01

Tablo 9. Deneysel gruplarin zamana bagli ortalama canli agirlik degisimleri (g).

Gruplar (n = 8) Baslangi¢ Birinci hafta Ikinci hafta Uciincii hafta Dérdiincii hafta P
Kontrol 200+ 13,23 ¢ 238+ 11,611 276 £11,35°¢ 293 +10,81° 312+£9,59°2 el
OTA 201 +£7,10° 242+ 6,73 ¢ 279 +5,62°¢ 306 5,38 " 322+5,44°2 ok

Folik asit 196 + 7,88 244 +9,72 ¢ 291+£9,33°¢ 321+8,62° 341+6,93 2 *
Ellajik asit 182+£532°¢ 231+ 6,46 ¢ 269 7,36 ° 289 +7,85° 313+8,992 ok
OTA+ Folik asit ~ 207+9,92¢ 240 £9,41° 271+£11,30° 288 +13,49 20 299 + 12,77 2 ok

OTA+ Ellajik asit 180 +6,37 ¢ 225+9,25¢ 251+£9,28°¢ 269 + 8,98 ° 290 +8,02° *

OTA: Okratoksin A
ab.c.d e Aym satirda bulunan farkli harfler istatistiksel olarak farkliligi gostermektedir.
*: P<0,05 ***: P<0,001
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4.2. Karaciger ve Bobrek Dokusu Nispi Agirhiklar:

Her gruptaki siganin karaciger ve bobrek (sag ve sol bobrek) agirliklarr diseksiyon
sonrasi tartilarak, bu organlarin nispi agirliklar: istatistiksel yonden degerlendirildi. Hem
karaciger hem de bobrek nispi agirliklart agisindan gruplar arasinda anlamli fark oldugu

belirlendi (P<0,001) (Tablo 10).

Tablo 10. Deneysel gruplara ait nispi doku agirliklar1 (g).

Dokular

Gruplar (n=8) Karaciger Bobrek (sag) Bobrek (sol)
Kontrol 0,039 + 0,000 2 0,004 + 0,000 0,004 + 0,000 &P
OTA 0,039 + 0,000 2 0,003+ 0,000%9 0,003 =+ 0,000 ¢

Folik asit 0,038 + 0,000 P 0,004 + 0,000 @ 0,004 + 0,000 2
Ellajik asit 0,036 + 0,000 P © 0,004 + 0,000 >¢ 0,003 + 0,000 ¢

OTA+ Folik asit 0,034+ 0,001 ¢ 0,004 +0,000>¢ 0,004 + 0,000 P ¢
OTA+ Ellajik asit 0,035 + 0,000 © 0,003 + 0,000 ¢ 0,003 + 0,000 ¢
P PUSTST *KhKk * kK

OTA: Okratoksin A
ab.c.d: Ayns siitunda bulunan farkl harfler istatistiksel olarak farklilig1 gostermektedir.
*ax: P<0,001

Deneysel gruplara ait karaciger nispi agirliklar: istatistiksel yonden karsilastirildiginda
kontrol ve OTA grubunda en yiiksek; OTA + folik asit ve OTA + ellajik asit grubunda ise en
diisiik oldugu belirlendi. Karaciger dokusunda goriilen farkliliklar kontrol ile ellajik asit
(P=0,009), kontrol ile OTA + folik asit (P=0,000), kontrol ile OTA + ellajik asit (P=0,000),
OTA ile ellajik asit (P=0,004), OTA ile OTA + folik asit (P=0,000), OTA ile OTA + ellajik
asit (P=0,000), folik asit ile OTA + folik asit (P=0,008), folik asit ile OTA + ellajik asit
(P=0,005) gruplar1 arasinda goriildii.

Deneysel gruplara ait sag ve sol bobrek nispi agirliklart incelendiginde en diisiik
agirligin OTA + ellajik asit grubunda oldugu goriildii.

Sag bobrekte goriilen farkliliklar kontol ile OTA (P=0,022), kontrol ile OTA + ellajik
asit (P=0,001), OTA ile folik asit (P=0,001), folik asit ile ellajik asit (P=0,037), folik asit ile
OTA + ellajik asit (P=0,000), ellajik asit ile OTA + ellajik asit (P=0,010) gruplar1 arasinda
oldugu belirlendi.
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Sol bobrekteki farkliliklar kontol ile OTA (P=0,025), kontrol ile OTA + ellajik asit
(P=0,000), OTA ile folik asit (P=0,002), folik asit ile ellajik asit (P=0,038), folik asit ile OTA
+ ellajik asit (P=0,000), ellajik asit ile OTA + ellajik asit (P=0,010) gruplari arasinda goriildii.

4.3. Karaciger ve Bobrek Dokularina ait Biyokimyasal Parametreler

4.3.1. Karaciger Dokusuna ait Biyokimyasal Parametreler

Deneysel olarak OTA toksikasyonu olusturulmus si¢anlarin karaciger enzim
parametrelerinden ALT, AST ve ALP diizeyleri 6lgiildii ve elde edilen sonuglarin istatistiksel
degerlendirmesi yapildi. Yapilan degerlendirme sonucunda ALT (P<0,001), AST (P<0,01) ve
ALP (P<0,001) diizeylerinde gruplar arasinda anlamli fark oldugu goriildi (Tablo 11).

Tablo 11. Karaciger dokusuna ait Serum biyokimyasal parametreler.

Parametreler

Gruplar (n=8) ALT (U/L) AST (U/L) ALP (U/L)
Kontrol 38,68 + 0,97 2 2496+1,112 2535,13 + 27,44
OTA 35,35+1,02b¢ 17,00+ 0,30 2497,07 + 15,62 °
Folik asit 36,50 + 0,95 &P 2590+1,302 2556,42 + 33,77°
Ellajik asit 29,88 + 0,80 ¢ 18,39 +0,31° 2764,81 + 33,012
OTA+ Folik asit 38,70+ 0,822 25,00+1,942 2536,32 + 32,64 °
OTA+ Ellajik asit 32,71 +1,134¢ 21,40 +3,99° 2631,32 + 83,48 °

P ERETR ** *kk

OTA: Okratoksin A
ALT: Alanin aminotransferaz, AST: Aspartat aminotransferaz, ALP: Alkalin fosfataz

ab.¢.d: Ay siitunda bulunan farkl harfler istatistiksel olarak farkliligi gostermektedir.
**: P<0,01 ***: P<0,001

Karaciger dokusu ALT ve AST yoniinden degerlendirildiginde, istatistiksel olarak en
yiiksek enzim aktivitesinin kontrol, folik asit ve OTA + folik asit gruplarinda, en diisiik enzim
aktivitesinin ise OTA (ALT harig), ellajik asit ve OTA + ellajik asit gruplarinda oldugu
belirlendi.

ALT diizeyinde goriilen farkliliklar kontol ile OTA (P=0,010), kontrol ile ellajik asit
(P=0,000), kontrol ile OTA + ellajik asit (P=0,000), OTA ile ellajik asit (P=0,001), OTA ile
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OTA + folik asit (P=0,016), OTA ile OTA + ellajik asit (P=0,045), folik asit ile ellajik asit
(P=0,000), folik asit ile OTA + ellajik asit (P=0,004), ellajik asit ile OTA + folik asit
(P=0,000) ve OTA + folik asit ile OTA + ellajik asit (P=0,000) gruplar1 arasinda
bulunmaktadir.

AST diizeyinde goriilen farkliliklar kontol ile OTA (P=0,000), kontrol ile ellajik asit
(P=0,000), kontrol ile OTA + ellajik asit (P=0,000), OTA ile folik asit (P=0,000), OTA ile
OTA + folik asit (P=0,000), folik asit ile ellajik asit (P=0,000), folik asit ile OTA + ellajik asit
(P=0,000), ellajik asit ile OTA + folik asit (P=0,001) ve OTA + folik asit ile OTA + ellajik
asit (P=0,000) gruplar1 arasinda oldugu belirlendi.

Karaciger enzim parametrelerinde ALP’nin ise istatistiksel olarak en yiiksek ellajik asit
grubunda oldugu, diger deneysel gruplar arasinda ise anlamli fark olmadig: belirlendi. ALP
diizeyinde goriilen farkliliklarin ise kontrol ile ellajik asit (P=0,000), OTA ile ellajik asit
(P=0,000), OTA ile OTA + ellajik asit (P=0,045), folik asit ile ellajik asit (P=0,001), ellajik
asit ile OTA + folik asit (P=0,000) ve ellajik asit ile OTA + ellajik asit (P=0,009) gruplari

arasinda oldugu tespit edildi.

4.3.2. Bobrek Dokusuna ait Biyokimyasal Parametreler

Deneysel olarak OTA toksikasyonu olusturulmus siganlarin  bobrek enzim
parametrelerinden kreatinin, GGT aktivitesi ve iire diizeyleri 6l¢iilerek elde edilen sonuglarin
istatistiksel degerlendirmesi yapildi. Yapilan degerlendirme sonucunda kreatinin ve GGT
aktivitesi diizeylerinde anlamli fark bulunamazken; iire diizeyinde anlamli (P<0,01) farklilik
gortldi (Tablo 12).
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Tablo 12. Bobrek dokusuna ait serum biyokimyasal parametreler.

Parametreler

Gruplar (n=8) Kreatinin (mg/dl) GGT (U/L) Ure (mg/dl)
Kontrol 0,24 +£0,01 1,76 £ 0,28 1,45+0,002
OTA 0,23+ 0,00 2,23+0,17 1,44 +0,01 2P
Folik asit 0,23 + 0,00 1,57 £ 0,23 1,43+0,01 2P
Ellajik asit 0,24 + 0,01 1,73 £ 0,83 1,37+0,01°¢
OTA+ Folik asit 0,21+ 0,00 1,61+0,14 1,40 + 0,01 ¢
OTA+ Ellajik asit 0,23 + 0,01 1,48 £ 0,27 1,40 +0,01°
P AD AD x*

OTA: Okratoksin A

GGT: Gama glutamil transferaz

AD: Anlamli Degil

ab.¢; Ayns siitunda bulunan farkli harfler istatistiksel olarak farklilig1 gostermektedir.

**: P<0,01

Kreatinin diizeyinde gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmamasina ragmen
kontrol ile OTA + folik asit (P=0,027) ve OTA ile OTA + folik asit (P=0,035) gruplari
arasinda anlamli fark bulundu.

GGT aktivite diizeyinde de gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmamasina
ragmen OTA ile ellajik asit (P=0,010) ve OTA ile OTA + ellajik asit (P=0,042) gruplari
arasinda anlamli fark tespit edildi.

Ure diizeyinde goriilen farkliliklar ise kontrol ile ellajik asit (P=0,000), kontrol ile OTA
+ folik asit (P=0,005), kontrol ile OTA + ellajik asit (P=0,002), OTA ile ellajik asit (P=0,002),
OTA ile OTA + ellajik asit (P=0,037) ve folik asit ile ellajik asit (P=0,006) gruplar1 arasinda
goriildii. Burada kontrol, OTA ve folik asit gruplarinda iire diizeyi anlamli olarak en yiiksek
seviyede iken, ellajik asit ve OTA + ellajik asit gruplarinda ise anlamli olarak en diisiik

seviyede oldugu belirlendi.
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4.4. Oksidan ve Antioksidan Parametre Analizleri

4.4.1. Karaciger Dokusu Oksidan ve Antioksidan Parametre Analizleri

Deneysel olarak OTA toksikasyonu olusturulmus sican karaciger dokusunda oksidan /
antioksidan parametreler agisindan SOD ve CAT aktiviteleri ile GSH ve MDA diizeyleri
degerlendirildi. Elde edilen sonuglarin istatistiksel degerlendirmesi yapildi. Yapilan
degerlendirme sonucunda CAT aktivitesi ve GSH diizeyinde P<0,01 seviyesinde anlamli
farklilik bulunurken; SOD aktivitesi ve MDA diizeyinde P<0,001 olarak anlamli farklilik
bulundu (Tablo 13).

SOD aktivitesi kontrol grubunda en yiiksek olmasina ragmen kontrol, OTA ve folik asit
gruplar1 arasinda anlamli fark bulunamadi. Buna karsilik SOD aktivitesinin OTA + folik asit
ve OTA + ellajik asit gruplarinda istatistiksel olarak diisiik oldugu goriildii. SOD aktivitesinde
goriilen farkliliklarin kontrol ile ellajik asit (P=0,002), kontrol ile OTA + folik asit (P=0,000),
kontrol ile OTA + ellajik asit (P=0,000), OTA ile ellajik asit (P=0,004), OTA ile OTA + folik
asit (P=0,000), OTA ile OTA + ellajik asit (P=0,000), folik asit ile OTA + folik asit
(P=0,000), folik asit ile OTA + ellajik asit (P=0,000), ellajik asit ile OTA + folik asit
(P=0,005) ve ellajik asit ile OTA + ellajik asit (P=0,012) gruplar1 arasinda oldugu belirlendi.

Karaciger dokusu CAT aktivitesinin OTA grubunda anlamli olarak en yiiksek degerde
oldugu, buna karsilik ellajik asit, OTA + folik asit ve OTA + ellajik asit gruplarinda anlaml
olarak diisiikk oldugu belirlendi. CAT aktivitesinde goriilen farkliliklar kontrol ile OTA +
ellajik asit (P=0,030), OTA ile ellajik asit (P=0,004), OTA ile OTA + folik asit (P=0,002),
OTA ile OTA + ellajik asit (P=0,000) ve folik asit ile OTA + ellajik asit (P=0,041) gruplari
arasinda goriildii.

Karaciger GSH aktivitesi kontrol, folik asit ve ellajik asit uygulanan gruplarda
istatistiksel olarak en yiiksek diizeyde iken, OTA uygulanan deneysel gruplarda ise
istatistiksel olarak en diigiik oldugu belirlendi. GSH diizeyinde goriilen farkliliklar kontol ile
OTA (P=0,028), kontrol ile OTA + folik asit (P=0,006), kontrol ile OTA + ellajik asit
(P=0,005), OTA ile folik asit (P=0,024), OTA ile ellajik asit (P=0,005), folik asit ile OTA +
folik asit (P=0,005), folik asit ile OTA + ellajik asit (P=0,004), ellajik asit ile OTA + folik asit
(P=0,001) ve ellajik asit ile OTA + ellajik asit (P=0,001) gruplar1 arasinda bulundu.

Karaciger dokusu MDA seviyesinin OTA grubunda anlamli olarak en yiiksek OTA +

folik asit ile OTA + ellajik asit gruplarinda ise anlamli olarak en diisiik seviyede oldugu ve bu
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gruplar arasinda anlamli fark olmadigi goriildii. MDA diizeyinde goriilen farkliliklarin ise
kontol ile OTA (P=0,014), kontrol ile ellajik asit (P=0,001), kontrol ile OTA + folik asit
(P=0,000), kontrol ile OTA + ellajik asit (P=0,000), OTA ile folik asit (P=0,000), OTA ile
ellajik asit (P=0,000), OTA ile OTA + folik asit (P=0,000), OTA ile OTA + ellajik asit
(P=0,000), folik asit ile ellajik asit (P=0,043), folik asit ile OTA + folik asit (P=0,000), folik
asit ile OTA + ellajik asit (P=0,000), ellajik asit ile OTA + folik asit (P=0,001) ve ellajik asit
ile OTA + ellajik asit (P=0,000) gruplar1 arasinda oldugu tespit edildi.

4.4.2. Bobrek Dokusu Oksidan ve Antioksidan Parametre Analizleri

Deneysel olarak OTA toksikasyonu olusturulmus sigan bobrek dokusunda oksidan /
antioksidan parametreler agisindan SOD ve CAT aktiviteleri ile GSH ve MDA diizeyleri
incelenerek elde edilan sonuglarin istatistiksel degerlendirmesi yapildi. Yapilan degerlendirme
sonucunda SOD aktivitesinde (P<0,01), CAT aktivitesinde (P<0,05), GSH diizeyinde
(P<0,001) ve MDA diizeyinde (P<0,001) anlaml1 farklilik goriildii (Tablo 14).

Bobrek dokusu SOD aktivitesinin OTA grubunda anlamli olarak diigiik oldugu, diger
deneysel gruplarda ise folik asit hari¢, anlamli olarak yiiksek oldugu ve bu gruplar arasinda
anlamli fark olmadigi saptandi. SOD aktivitesinde goriilen farkliliklar kontol ile OTA
(P=0,011), OTA ile ellajik asit (P=0,000), OTA ile OTA + folik asit (P=0,008), OTA ile OTA
+ ellajik asit (P=0,003), folik asit ile ellajik asit (P=0,002) ve folik asit ile OTA + ellajik asit
(P=0,037) gruplar1 arasinda goriildii.

Ayni sekilde CAT aktivitesinin de ellajik asit, OTA + folik asit ve OTA + ellajik asit
gruplarinda anlamli olarak OTA grubuna gore yiiksek seviyede oldugu belirlendi. CAT
aktivitesinde goriilen farkliliklarin kontrol ile OTA + folik asit (P=0,008), OTA ile ellajik asit
(P=0,014), OTA ile OTA + folik asit (P=0,000), OTA ile OTA + ellajik asit (P=0,003), folik
asit ile ellajik asit (P=0,047), folik asit ile OTA + folik asit (P=0,001) ve folik asit ile OTA +
ellajik asit (P=0,013) gruplari arasinda oldugu belirlendi.

Diger deneysel gruplarla karsilastirildiginda GSH seviyesinin OTA grubunda anlamli
olarak diisiik oldugu, buna karsilik OTA + folik asit ve OTA + ellajik asit gruplarinda ise
istatistiksel olarak yiiksek oldugu belirlendi. GSH diizeyinde goriilen farkliliklar kontol ile
OTA (P=0,002), kontrol ile ellajik asit (P=0,000), kontrol ile OTA + folik asit (P=0,000),
kontrol ile OTA + ellajik asit (P=0,000), OTA ile folik asit (P=0,013), OTA ile ellajik asit
(P=0,000), OTA ile OTA + folik asit (P=0,000), OTA ile OTA + ellajik asit (P=0,000), folik
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asit ile ellajik asit (P=0,000), folik asit ile OTA + folik asit (P=0,000), folik asit ile OTA +
ellajik asit (P=0,000) ve ellajik asit ile OTA + folik asit (P=0,017) gruplari arasinda bulundu.

Antioksidan parametrelerden farkli olarak OTA grubunda MDA seviyesinin diger
gruplarla karsilastirildiginda anlamli olarak yiiksek oldugu (OTA + folik asit grubu harig)
belirlendi. MDA diizeyinde goriilen farkliliklarin ise kontol ile OTA (P=0,003), kontrol ile
folik asit (P=0,000), OTA ile folik asit (P=0,000), OTA ile ellajik asit (P=0,017), OTA ile
OTA + ellajik asit (P=0,000), folik asit ile ellajik asit (P=0,000), folik asit ile OTA + folik asit
(P=0,000), folik asit ile OTA + ellajik asit (P=0,006), OTA + folik asit ile OTA + ellajik asit
(P=0,011) gruplar1 arasinda goriildiigi belirlendi.

4.4.3. Kanda Oksidan ve Antioksidan Parametre Analizleri

Deneysel olarak OTA toksikasyonu olusturulmus serum / plazma ornekleri SOD ve
CAT aktiviteleri ile GSH ve MDA diizeyleri agisindan incelendi ve elde edilen sonuglarin
istatistiksel degerlendirmesi yapildi. Yapilan degerlendirme sonucunda SOD (P<0,001) ve
CAT (P<0,05) aktiviteleri ile GSH ve MDA diizeylerinde (P<0,01) anlamli farklilik gortildi
(Tablo 15).

Serum SOD aktivitesinde goriilen farkliliklar kontol ile OTA (P=0,015), kontrol ile
ellajik asit (P=0,000), kontrol ile OTA + folik asit (P=0,000), kontrol ile OTA + ellajik asit
(P=0,000), OTA ile folik asit (P=0,002), OTA ile ellajik asit (P=0,000), OTA ile OTA + folik
asit (P=0,000), OTA ile OTA + ellajik asit (P=0,000), folik asit ile ellajik asit (P=0,000), folik
asit ile OTA + folik asit (P=0,000) ve folik asit ile OTA + ellajik asit (P=0,000) gruplar
arasinda goriildii. Serum SOD aktivitesinin OTA grubunda anlamli olarak en diisiik seviyede
oldugu, ellajik asit, OTA + folik asit ve OTA + ellajik asit grubunda ise en yiiksek oldugu ve
bu gruplar arasinda anlamli fark olmadig belirlendi.

Plazma CAT aktivitesinde goriilen farkliliklar kontrol ile folik asit (P=0,019), OTA ile
folik asit (P=0,001), folik asit ile ellajik asit (P=0,037), folik asit ile OTA + folik asit
(P=0,019) ve folik asit ile OTA + ellajik asit (P=0,049) gruplar1 arasinda goriildii. Buradaki
anlaml artisin folik asit grubunda oldugu saptanirken, diger deneysel gruplar arasinda
herhangi bir farkliligin olmadigi gozlendi.

Plazma GSH diizeyinde goriilen farkliliklar kontrol ile ellajik asit (P=0,003), kontrol ile
OTA + ellajik asit (P=0,006), OTA ile ellajik asit (P=0,021), OTA ile OTA + ellajik asit
(P=0,045), folik asit ile ellajik asit (P=0,020), folik asit ile OTA + ellajik asit (P=0,043),
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ellajik asit ile OTA + folik asit (P=0,021), OTA + folik asit ile OTA + ellajik asit (P=0,046)
arasindadir. GSH aktivitesinin ellajik asit uygulanan gruplarda anlamli olarak yiikseldigi
bulundu.

Serum MDA diizeyinde goriilen farkliliklar kontol ile OTA (P=0,034), OTA ile folik
asit (P=0,017) ve OTA ile ellajik asit (P=0,018) gruplari arasinda goézlendi. Buradaki anlamli
artisin OTA grubunda oldugu ve OTA, OTA + folik asit ve OTA + ellajik asit gruplar

arasinda herhangi bir anlamli farkliligin olmadigi belirlendi.
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Tablo 13. Deneysel okratoksin A toksikasyonu sonucunda karaciger dokusu oksidan ve antioksidan parametre sonuglart.

Parametreler

Gruplar (n =8) SOD CAT GSH MDA

(U/mg protein) (k/mg protein) (mg/g protein) (nmol/ g protein)

Kontrol 6,75+ 1,402  6,35+1,10%P 26,42 +2.91 2 25,36 +2.,66°

OTA 575+ 1,112 10,07+1,19°2 17,81 £1,26° 42,65 + 5,50 2

Folik asit 3,60+0,38%¢  6,18+1,14° 28,58 + 4,95 2 21,65+£2,20°

Ellajik asit 3,12+0,51 ¢ 4,40+ 1,06°¢ 32,09 +4,79 2 18,01 £3,25¢

OTA+ Folik asit 1,81 +0,21 ¢ 4,21 +1295¢ 16,90 £2,21 P 9,93 + 1,07 ¢

OTA+ Ellajik asit ~ 1,94+0,16¢ 3,07+1,08°¢ 16,77 £2,07 " 9,46 + 1,06 ¢

P

*kk

**

**

*kxk

OTA: Okratoksin A

SOD (Siiperoksid dismutaz), CAT (Katalaz), GSH (Indirgenmis glutatyon), MDA (Malondialdehit)
ab.¢.d: Ayny siitunda bulunan farkl harfler istatistiksel olarak farklilig1 gostermektedir.

**: P<0,01 ***: P<0,001
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Tablo 14. Deneysel okratoksin A toksikasyonu sonucunda bobrek dokusu oksidan ve antioksidan parametre sonuglari.

Parametreler

Gruplar (n =8) SOD CAT GSH MDA
(U/mg protein)  (k/mg protein) (mg/g protein) (nmol/ g protein)
Kontrol 3,40+ 0,462  446+0,97%¢ 21,17+ 1,69°¢ 21,77 £3,01 B¢
OTA 1,97 +0,13°¢ 2,94+0,19°¢ 15,40 + 1,08 ¢ 33,48 + 4,60 2
Folik asit 2,41+0,16%¢ 328+0,36°¢ 19,75+ 0,75 ¢ 10,18 £ 1,23 ¢
Ellajik asit 447+0,45%  4,70+0,63 2 29,56 + 1,54 P 22,96+ 0,78 ¢
OTA+ Folik asit 3,65+0,78%"  6,34+0,78 2 39,73 £ 3,342 26,87 +3,42 2D
OTA+ Ellajik asit 3,95+0,58 2 5,19 +0,88 &P 35,14 +5,09 2P 19,73 £ 2,16 ¢

P

**

*

*kxk

*kxk

OTA: Okratoksin A

SOD (Siiperoksid dismutaz), CAT (Katalaz), GSH (Indirgenmis glutatyon), MDA (Malondialdehit)

ab.¢.d: Ayns siitunda bulunan farkl harfler istatistiksel olarak farklilig1 gostermektedir.

*: P<0,05 **: P<0,01 ***: P<0,001
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Tablo 15. Deneysel gruplara ait serum SOD ve plazma CAT aktiviteleri ile plazma GSH ve serum MDA seviyeleri.

Parametreler

Gruplar (n =8) SOD CAT GSH MDA

(U/mg protein) (U/g Hb) (uM/g Hb) (nmol/g protein)

Kontrol 0,50 0,07 ° 0,52 +0,07° 1,79+0,11° 5,57 £0,72°

OTA 0,26 + 0,05 © 0,43 £0,01° 1,87 £ 0,08 ° 8,88+ 1,302

Folik asit 0,55+ 0,04 ° 0,67 + 0,07 @ 1,84 +0,07° 5,13+032°

Ellajik asit 1,05 + 0,09 2 0,46 + 0,02 ° 2,36+0,182 5,09 + 0,67 °
OTA+ Folik asit 1,15+0,052 0,48 + 0,03 ° 1,84 +0,04° 5,60+ 0,41 P
OTA+ Ellajik asit 1,23 + 0,062 0,50 + 0,04 b 2,12+0,102 6,29 + 0,35 &P

P

*kk

*

*

**

OTA: Okratoksin A

SOD (Siiperoksid dismutaz), CAT (Katalaz), GSH (Indirgenmis glutatyon), MDA (Malondialdehit)

ab.¢; Ayns siitunda bulunan farkli harfler istatistiksel olarak farklilig1 gostermektedir.

*: P<0,05 **:P<0,01 ***: P<0,001
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4.5. DNA Hasarmin Degerlendirilmesi

Sigcanlardan alinan lenfosit 6rneklerinde yapilan comet analiz yontemi ile DNA hasar1
incelendi ve genetik hasarin saptanmasinda kuyruk momenti (%) ve kuyruk yogunlugu
parametreleri istatistiksel yonden degerlendirildi. Hem kuyruk momenti (%) hem de kuyruk

yogunlugu agisindan gruplar arasinda anlamli fark oldugu belirlendi (P<0,001) (Tablo 16).

Tablo 16. Deneysel okratoksin A toksikasyonu sonucunda lenfositlerde olusan DNA hasari

sonugclart.
Parametreler
Gruplar (n=8) Kuyruk momenti (%0) Kuyruk yogunlugu
Kontrol 0,05+ 0,01 ¢ 10,64 + 1,61 ¢
OTA 0,25+0,022 24,59 +2,14 2
Folik asit 0,12+0,01P°¢ 13,01 £1,27°¢
Ellajik asit 0,10+0,01 ¢4 11,34 +1,98°¢
OTA+ Folik asit 0,17 +0,012" 17,69 £ 1,57 P
OTA+ Ellajik asit 0,11+0,02 ¢4 9,97 £1,40°¢
P *hk *kk

OTA: Okratoksin A

a b ¢ d: Ayn siitunda bulunan farkli harfler istatistiksel olarak farklilig:
gostermektedir.

***: P<0,001

Comet analizi sonucunda DNA hasarinin kuyruk momenti ve kuyruk yogunlugu
acisindan anlamli olarak en yiiksek OTA ile OTA + folik asit gruplarinda oldugu belirlendi.
Kuyruk momenti acisindan degerlendirildiginde hasarin en diisiik kontrol grubunda, kuyruk
yogunlugu degerlendirildiginde ise hasarin kontol, ellajik asit ve OTA + ellajik asit
gruplarinda diistik oldugu goriildii.

Kuyruk momentinde goriilen farkliliklarin kontol ile OTA (P=0,000), kontrol ile folik
asit (P=0,005), kontrol ile OTA + folik asit (P=0,000), OTA ile folik asit (P=0,001), OTA ile
ellajik asit (P=0,000), OTA ile OTA + ellajik asit (P=0,000), ellajik asit ile OTA + folik asit
(P=0,006) ve OTA + folik asit ile OTA + ellajik asit (P=0,007) gruplar1 arasinda oldugu
belirlendi.

Kuyruk yogunlugunda goriilen farkliliklar ise kontol ile OTA (P=0,000), kontrol ile
OTA + folik asit (P=0,005), OTA ile folik asit (P=0,001), OTA ile ellajik asit (P=0,000),
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OTA ile OTA + ellajik asit (P=0,000), ellajik asit ile OTA + folik asit (P=0,006) ve OTA +
folik asit ile OTA + ellajik asit (P=0,001) gruplar1 arasinda bulundu.

Izole edilen lenfositlere ait floresan mikroskop goriintiisii Resim 4’de verilmistir.

A. Kontrol grubu B. OTA grubu C. Folik asit grubu D. Ellajik asit grubu E. OTA + folik asit grubu
F. OTA + ellgjik asit grubu

Beyaz oklar: Lenfositlerin basi

Beyaz yildizlar: Lenfositlerin kuyruk gocii

OTA: Okratoksin A

Resim 4. Siganlardan izole edilen lenfositlere ait floresan mikroskop goriintiileri.
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4.6. Serum Okratoksin A Seviyesi
Sicanlardan alinan kan 6rneklerinden elde edilen serumlarda OTA seviyesi ticari test
kiti ile belirlendi. Istatistiksel yonden degerlendirme sonucunda gruplar arasinda anlamli fark

oldugu belirlendi (P<0,001) (Tablo 17).

Tablo 17. Deneysel okratoksin A toksikasyonu sonucunda serumda OTA seviyesi.

Gruplar (n=8) Serum OTA Seviyesi (ng/ml)
Kontrol 0,58 £ 0,01 °
OTA 0,79 +0,002
Folik asit 0,40 +£0,03°¢
Ellajik asit 0,50 + 0,03 ¢
OTA+ Folik asit 0,79 +0,01°2
OTA+ Ellajik asit 0,81 +0,01°2
P **k*

OTA: Okratoksin A
ab.¢; Ayns siitunda bulunan farkli harfler istatistiksel olarak farklilig

gostermektedir.
**%: P<0,001

Okratoksin uygulanan gruplarda serum OTA seviyesinin diger deneysel gruplara gore
anlamli olarak yiiksek oldugu belirlendi. Serum OTA seviyesinde goriilen farkliliklarin kontol
ile OTA (P=0,000), kontrol ile folik asit (P=0,000), kontrol ile OTA + folik asit (P=0,000),
kontrol ile OTA + ellajik asit (P=0,000), OTA ile folik asit (P=0,000), OTA ile ellajik asit
(P=0,000), folik asit ile OTA + folik asit (P=0,000), folik asit ile OTA + ellajik asit
(P=0,000), ellajik asit ile OTA + folik asit (P=0,000) ve ellajik asit ile OTA + ellajik asit
(P=0,000) gruplar1 arasinda oldugu belirlendi.
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5. TARTISMA

Kiiflii gidalar insan ve hayvan sagligini tehdit eden sorunlardandir. Dogada oldukca
yaygin bulunan kiifler, tarimsal iiriinlerin yani sira islenmis, islenmemis ve yar1 islenmis gida
maddelerinde de sorunlara yol agabilen énemli kontaminantlardandir. Kiiflerin ekonomi ve
saglik problemlerine sebep olan metabolitleri ise mikotoksinlerdir. Mikotoksinler, insanlar ve
hayvanlarda toksik etkilere sebep olan sekonder metabolitlerdir. Mikotoksinleri ihtiva eden
gidalarin tiiketilmesiyle insan ve hayvanlarda goriilen saglik problemleri mikotoksikozis
seklinde adlandirilmaktadir (Oksiiztepe ve Erkan, 2016).

Kanserojenik, teratojenik, mutajenik, hepatotoksik, dermatoksik, nérotoksik, dstrojenik
gibi ¢esitli etkileri bulunan mikotoksinlerin toksik etki mekanizmalari incelendiginde serbest
radikaller ve reaktif oksijen iiretimine aracilik etmesinin olduk¢a dnemli oldugu ve olusan
liriinlerin sitotoksisitede ve hepatokarsinojenitede rol aldig: bildirilmektedir. Insan ya da
hayvanlarda mikotoksinlerin yol acabilecegi hasarin Oniine gegilmesinde antioksidan
kullaniminin énemi biiyiiktiir (Sabuncuoglu ve ark, 2008; Oksiiztepe ve Erkan, 2016).

OTA, diinyadaki en 6nemli gida ve yem kirleticilerinden biri olarak kabul edilmektedir.
OTA insanlar, evcil hayvanlar ve laboratuvar hayvanlarinda ¢esitli toksikolojik etkilere neden
olabilmektedir (Tao ve ark, 2018).

Organizmada herhangi bir patolojik olay veya fizyolojik sartlarda olusan serbest
radikaller ile bunlarin siipiiriiciisii olan antioksidan savunma sistemi arasinda bir denge
bulunmaktadir. Bu dengenin serbest radikaller lehine kaymasi oksidatif stresi gostermektedir.
Canlilar oksidatif hasara kars1 antioksidan sistem ve molekiillerle korunmaktadir. Antioksidan
sistemi kuvvetlendiren en 6nemli faktorlerden birisini tiikettigimiz besinler olusturmaktadir.
Zengin antioksidan igerikli besinleri tiiketmenin viicudumuzun oksidanlara karsi olan
direncine biiyiik katkis1 vardir (Ogiit, 2014).

OTA ile yapilan akut toksisite ¢aligmalarinda tiirlere ve uygulama yoluna bagl farkli
LDso degerleri elde edilmistir. Ornegin kdpekler ve domuzlar sirasiyla 0,2 ve 1,0 mg/kg/giin
(oral) LDso degeri ile ¢ok duyarli goriinmektedir. Tavuklar i¢in LDsg 3,3 mg/kg/giin’diir. Bu
deger sicanlar ve farelerde 20-58 mg/kg/giin’e yiikselmektedir. Bu degerler periton igi veya
damar i¢i uygulamada daha diistiktiir (WHO, 2001).

Alvarez ve ark (2004) 12 haftalik erkek Wistar albino sicanlara OTA’nin 0, 50, 150 ve
450 pg/kg/giin dozunda haftanin 5 gilinii gavaj yolu ile 28 giin uygulamislardir. Sigcanlarin
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canlt agirlik artisgt calisma sonunda degerlendirildiginde kontrol grubu ile OTA gruplari
arasinda anlamli farklili§in olmadig1 ifade edilmistir. Yiiksek doz OTA grubunda (450
ug/kg/giin) canli agirlik artisinin ikinci hafta itibari ile daha diisiik oldugu ama bunun kontrole
gore istatistiksel olarak anlamli olmadig1 ifade edilmistir. Karaciger, bobrek ve dalak
agirliklarinin OTA uygulamasindan etkilenmedigi ve elde edilen sonuglara gore AST, fire,
kreatinin ve total protein degerlerinde hem 7. giin hem de 28. giinde yapilan testlerde anlaml
bir farkliligin olmadigi ifade edilmistir.

Gagliano ve ark (2006) yapmis olduklar1 ¢alismada Wistar albino siganlara 90 giin
boyunca 289 upg/kg/giin boyunca gastrik gavaj yolu ile OTA uygulamislardir. Caligsma
sonunda siganlarin canli agirlik artisi kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir farkliligin
olmadig1 goriilmiistiir. Yine ayn1 ¢alismada karaciger agirliklar1 incelendiginde kontrol grubu
ile OTA grubu kiyaslandiginda anlamli bir farkliligin olusmadig: bildirilmistir.

Rached ve ark (2007) 6 - 7 haftalik erkek F344/N si¢anlarina OTA’nin 0, 21, 70 ve 210
ug/kg/giin dozunda haftanin 5 giinii gavaj yolu ile 14, 28 ve 90 giin uygulamislardir. Bu
calisma sonucunda canli agirhigr ve karaciger agirliklar incelendiginde anlamli farkliligin
olmadig1 gézlenmistir. Buna karsilik, bobrek agirliginin zamanla ve doza bagiml bir sekilde
anlamli olarak azaldigr ifade edilmistir. Caligmada 90 giinliik OTA uygulamasi sonucunda
idrar GGT aktivitesinde azalmanin (70 ve 210 pg/kg/gin dozlarinda) ortaya c¢iktigi
bildirilmistir. Kreatinin konsantrasyonuna bakildiginda 28. giinde yapilan degerlendirmelerde
herhangi bir artis gozlenmezken; 90. giinde yapilan degerlendirmede sadece 210 pg/kg/giin
dozda anlamli bir artis oldugu bildirilmistir. Ure diizeyleri incelendiginde ise herhangi bir
anlamli farkliligin olmadig belirtilmistir.

Abbas ve ark (2012) yapmis olduklari ¢aligmada 150 - 200 g’lik 20 erkek Wistar albino
sicanlar1 dort gruba ayirmiglardir. Kontrol grubuna distile su uygulanirken diger gruplara
OTA’nin 70, 140 ve 210 pg/kg/glin dozlar1 20 giin uygulanmistir. Biyokimyasal testler i¢in
0., 10. ve 20. giinlerde si¢anlardan kan ornekleri toplanmistir. Biyokimyasal sonuglar
incelendiginde, ALT ve AST aktivitesinde yiikselme ve ALP enzim aktivitesinde azalma
tespit edilmistir.

Soyo6z (2002), yapmis oldugu calismada, si¢anlarda okratoksikozis olusturarak serum ve
doku enzim diizeylerini belirlemis ve bir antioksidan olan melatoninin bu enzim diizeylerine
etkisini arastirmistir. Bu amagla her grupta 8 erkek Wistar albino sigan olmak tizere; kontrol,
OTA (289 ng/kg/giin) ve OTA + melatonin (289 pg/kg/gin + 10 mg/kg/giin) gruplarini
olusturmus, OTA ve melatonini 1 ay boyunca oral olarak uygulamigtir. OTA grubunda,
karacigerde ALT seviyesinde kontrole gore anlamli artis bulmusken (P<0,01), AST
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seviyesindeki artig1 anlamli bulmamistir. Calismada LDH aktivitesi ise kontrole gore anlamli
bir azalma gostermistir (P<0,03). Serumda kontrollere gore, ALT (P<0,008), AST (P<0,004)
ve LDH (P<0,002) seviyeleri, OTA'l1 grupta anlamli bir sekilde diisiik bulunmustur.

Calismamizda haftalik canli agirliklar1 kiyaslandiginda tigiincii (P<0,05) ve dordiincii
(P<0,01) haftalarda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklarin oldugu goriildii.
Bu anlamli farkliligin folik asit grubunda en yiiksek oldugu belirlendi. Tiim deneysel
gruplarda zamana bagli anlamli canli agirlik artisinin oldugu goriildii. Gruplarin karaciger
nispi agirliklart incelendiginde kontrol grubu ile OTA grubu arasinda anlamli farkliligin
olmadigi belirlenirken, bu gruplarla karsilastirildiginda OTA + folik asit ve OTA + ellajik asit
gruplarinda anlamli bir azalma oldugu belirlendi (P<0,001). Sag ve sol bobrek nispi agirliklar
degerlendirildiginde kontrol grubu ile OTA ve OTA + ellajik asit gruplar1 arasinda P<0,001
diizeyinde anlamli azalma tespit edilmistir.

Calisma sonucunda yapilan degerlendirmede ALT ve AST degerlerinin kontrol grubuna
gore OTA, ellajik asit ve OTA + ellajik asit gruplarinda anlamli bir azalma oldugu tespit
edildi (P<0,001). ALP degerinin ise kontrol grubuna kiyasla yalnizca ellajik asit grubunda
yiikseldigi belirlendi (P<0,001). Calismamizda kreatinin diizeyi ve GGT aktivitesinde gruplar
arasinda anlamli farkliligin olmadig goriildii. Ure diizeyinin ise kontrol ve OTA gruplarina
kiyasla OTA + folik asit ve OTA + ellajik asit gruplarinda anlamli bir azalma oldugu tespit
edildi (P<0,001).

Calismamiz sonucunda elde edilen verilere ve daha onceki c¢alisma sonuglarina
baktigimizda OTA uygulamasmin canli agirliga etkisinin olmadigini sdyleyebiliriz. Tek
basima OTA uygulamasit sonucunda karaciger dokusu nispi agirligi etkilenmedi. OTA
uygulamasi bobrek dokusu nispi agirliginda anlamli azalmaya (P<0,001) sebep oldu. OTA ile
birlikte folik asit ve ellajik asit uygulamasi karaciger nispi agirhigi tizerinde etkili olmustur.
OTA ile birlikte ellajik asit uygulamasi ise bobrek nispi agirliklarini etkilemistir. Bu durum
bize kullanilan her kimyasalin ¢ok yonlii degerlendirilmesi gerektigini gostermektedir.
Karaciger ve bobrek dokularina ait biyokimyasal parametreler degerlendirildiginde
calismamiz ile daha Onceki ¢alismalarda goriilen farkliliklar OTA’nin uygulama siiresi,
uygulama dozu ve bireysel farkliliklardan ileri gelebilir.

Meki ve Hussein (2001), yapmis olduklari ¢alismada, antioksidan ve serbest radikal
temizleyici 6zelliklerine sahip melatoninin siganlarda OTA uygulamas: tarafindan indiiklenen
oksidatif stres tizerindeki etkilerini arastirmislardir. Bu amacla her biri 15 erkek Sprague
Dawley tiirii sigandan olusan dort grup kullanilmistir. Gruplar kontrol, melatonin (5 mg/kg)

uygulanan si¢anlar, OTA (250 pg/kg) uygulanan sigcanlar, OTA + melatonin uygulanan
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sicanlar olarak diizenlenmis ve 4 haftalik uygulamadan sonra, bir lipit peroksidasyon tirlinii
olan MDA seviyeleri, serum ile karaciger ve bobrek homojenatlarinda 6l¢iilmiistiir. Ayrica,
karaciger ve bobreklerde GSH seviyeleri ve glutatyon rediiktaz (GR), GSPx, SOD, CAT ve
GST aktiviteleri belirlenmistir. OTA uygulanan siganlarda serum, karaciger ve bobrekteki
lipit peroksidaz seviyeleri, kontrollerdeki seviyelere kiyasla anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. Istatistiksel analiz sonucunda OTA + melatonin uygulanan grup ile yalmizca
OTA uygulanan grup karsilastirildiginda serum ve dokulardaki lipit peroksidasyon
seviyelerinin 6nemli Ol¢lide azaldigi goriilmiistiir. Bu grupta serum ve dokulardaki lipit
peroksidasyon seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli olarak degismemistir. Bununla
birlikte, hem karaciger hem de bobrek dokularindaki GSPx, GR ve GST aktivitelerinin
seviyeleri, kontrole kiyasla anlaml sekilde yiiksek bulunmustur. Calismada oksidatif stresin
OTA toksisitesi i¢in dnemli bir mekanizma olabilecegi bildirilmis ve melatoninin oksidatif
hasarin inhibe edilmesi ve GST aktivitelerinin uyarilmasi yoluyla OTA toksisitesine karsi
koruyucu bir etkiye sahip olacagi bildirilmistir. Bu nedenle, okratoksikoz vakalarinda
melatoninin tedavi amaciyla klinik olarak uygulanmasi 6nerilmistir.

Soy6z (2002), OTA (289 pg/kg/giin) uygulanan siganlarda, lipit peroksidasyon
rtinlerinin ve GSH-px seviyesinin, karaciger ve serumda anlamli sekilde arttigini tespit
etmistir. Serumda ise CAT seviyesinin anlamli derecede arttigini (P<0,01), SOD seviyesinin
ise anlamli derecede azaldigini (P<0,004) bulmustur. OTA + melatonin (289 pg/kg/giin + 10
mg/kg/giin) verilen deney grubunda, yalmiz OTA wuygulanan siganlara gore, lipit
peroksidasyon Tlriinlerinin karacigerde azaldigi ve serumda arttigi gosterilmistir. OTA ve
OTA + melatonin gruplarn karsilastirildiginda, OTA + melatonin grubunda karacigerde ve
serumda SOD, CAT, GSH-Px seviyeleri diisiik bulunmus, fakat sadece serumdaki SOD
azalmasi istatiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0,001). Sonu¢ta OTA'nin karacigerde
yapisal doku hasarina yol acgtigini, melatoninin ise antioksidan savunma sistemini
destekleyerek ve / veya radikal siipiiriicii etkisi ile hasar olusumunu en aza indirgedigini
bildirmislerdir.

Abbas ve ark (2012) OTA’nin 70, 140 ve 210 pg/kg/giin dozlarin1 20 giin uyguladiklart
calismada OTA’ya maruz kalan gruplarin GSH serum konsantrasyonunun OTA'ya maruz
kalmasindan 10 ve 20 giin sonra arttirmasiyla, artan OTA dozlariyla orantili oldugunu
bildirmislerdir.

Palabiyik ve ark (2013) yapmis olduklar1 ¢alismada likopenin OTA'nin renal toksik
etkilerine kars1 olasi koruyucu etkisini arastirmak igin Sprague Dawley cinsi erkek siganlara

(<200 g, n=6) 14 giin boyunca sonda ile OTA (0.5 mg/kg/giin) ve / veya likopen (5
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mg/kg/gin)  uygulamislardir.  Biyokimyasal parametreler ve renal antioksidan
selenoenzimlerin [glutation peroksidaz 1 (GPx1), tioredoksin rediiktaz (TrxR)], CAT, SOD
aktivitelerini; GSH ve MDA seviyelerini 6lgmiislerdir. OTA uygulamasi sonucunda, sigan
bobreklerinde oksidatif stresin  indiiklendigini, CAT aktivitesinde (%35) ve GSH
seviyelerinde (%44) belirgin azalmalarin oldugunu ve SOD aktivitesinde (%?22) kontrol
grubuna gore artis oldugunu tespit etmislerdir. OTA ile yapilan likopen takviyesinin GPx1
aktivitesini ve GSH seviyelerini arttirdigin1 gézlemlemislerdir. OTA'nin renal toksisitesinin
altinda yatan mekanizmalardan en az birinin oksidatif stres oldugunu bildirmislerdir. Sonugcta,
dogal antioksidan likopenin sicanlarda OTA kaynakli nefrotoksisite ve oksidatif strese karsi
kismen koruyucu olabilecegini belirtmislerdir.

Qi ve ark (2014), yapmis olduklar1 ¢alismada oksidatif stres ile OTA'nin indiikledigi
renal kanserojenite arasindaki iliskiyi netlestirmek i¢in 6 - 7 haftalik erkek F344 sicanlarina 4
- 13 hafta boyunca 70 ve 210 pg/kg dozda OTA uygulamiglar. OTA memelilerde
nefrotoksisite ve renal kanserojenlik gostermis, ancak oksidatif stres ile bu toksisiteler
arasindaki iligkiyi detaylandiran agik mekanizmalar tanimlanamamistir. OTA’nin 13 hafta
boyunca uygulandigi sicanlarda bobrek dokusunun ciddi sekilde hasar gordiigii, fakat
karacigerdeki ve bobrekteki oksidatif stres seviyesini Onemli Ol¢iide degistirmedigi
bildirilmistir. Sonug olarak OTA'nin 13 hafta i¢inde belirgin bobrek hasarina neden oldugu,
ancak oksidatif stres parametrelerini sinirl bir sekilde etkiledigi belirtilmistir.

Yilmaz ve ark (2018) yapmis olduklar1 calismada, sicanlarda antioksidan savunma
sistemlerini ve lipit peroksidasyonunu degerlendirerek, bobrek ve kalpte likopenin aflatoksin
B1'in toksik etkilerine kars1 koruyucu etkilerini aragtirmay1 amaglamislardir. Bu kapsamda 42
saglikli ii¢ aylik erkek Wistar albino sican (n=7) kullanilmistir. Calismada gruplar su sekilde
diizenlenmistir: kontrol grubu, likopen (5 mg/kg/giin, 15 giin oral) grubu, aflatoksin B1 (0,5
mg/kg/giin, 7 giin oral) grubu, aflatoksin B1 (1.5 mg/kg/giin 3 giin oral) grubu, aflatoksin B1
(0,5 mg/kg/giin, 7 giin oral) + likopen (5 mg/kg/giin, 15 giin oral) grubu ve aflatoksin B1 (1,5
mg/kg/giin, 3 giin oral) + likopen (5 mg/kg/giin, 15 giin oral) grubu. Aflatoksine maruz kalan
sicanlarda, antioksidan enzimlerin ve enzimatik olmayan antioksidan sistemin aktivitelerinde,
kontrol grubuna kiyasla anlamli azalmanin, aflatoksin kaynakli bobrek ve kalp hasari
sirasinda gézlenen MDA seviyelerinin artmasindan sorumlu olabilecegi belirtilmistir. Elde
edilen sonuclara gore likopenin, aflatoksin kaynakli nefrotoksisiteye karsi koruma gosterdigi
bildirilmistir.

ROT’ne kars1 ilk savunma hattin1 olusturan, O~ radikalini H20, ve O.’ye katalizleyen

SOD, bakir ve ¢inko igeren enzimatik bir antioksidandir. H,O2 daha sonra, CAT ya da GPx ile
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ortamdan uzaklastinllir (Young ve Woodside, 2001). Calismamizin sonuglari
degerlendirildiginde karaciger dokusu SOD diizeyinde kontrol grubuna kiyasla OTA
grubunda anlamli bir degisiklik bulunmadi. Bununla beraber kontrol ve OTA gruplari ile
karsilastirildiginda OTA + folik asit ve OTA + ellajik asit gruplarinda anlamli bir azalma
gozlendi (P<0,001). Buna karsilik bobrek SOD diizeyinde kontrol grubuna kiyasla OTA
grubunda anlamli bir azalma bulunmasina ragmen kontrol grubu ile karsilastirildiginda OTA
+ folik asit ve OTA + ellajik asit gruplarinda anlaml1 bir fark bulunamadi. Bu anlamli artisin
kontrol grubu seviyesinde ve hatta istiinde oldugu gozlendi. Serum SOD diizeyine
bakildiginda kontrol grubuna kiyasla OTA grubunda anlamli bir azalma tespit edildi. OTA +
folik asit ve OTA + ellajik asit gruplarinda ise SOD diizeyinin kontrol ve OTA grubuna
kiyasla anlamli olarak yiikseldigi belirlendi (P<0,001). SOD aktivitesindeki bu anlamli artiglar
OTA’ya bagli oksidatif strese bagli ortaya ¢ikan O2” *nin agir1 liretimi olabilir. OTA'nin SOD
molekiillerinde bakir ve ¢inko ile etkilesime girip ve enzim aktivitesinin inhibisyon
yaratmasinin miimkiin olabilecegi bildirilmistir (Meki ve Hussein, 2001). SOD aktivitesi
acisindan yapilan degerlendirmede folik asit ve ellajik asidin bobrekler ve serum kan degerleri
tizerinde olumlu bir sonug gosterdigi sdylenebilir.

CAT, SOD aktivitesi sonucunda olusmus olan H2Oz’nin H2O ve Oz’ye ayrilmasini
katalize eder (Scicchitanoa ve ark, 2018). Karaciger dokusu CAT aktivitesine bakildiginda
kontrole kiyasla OTA + ellajik asit grubunda ve OTA grubu ile karsilastirildiginda OTA +
folik asit ve OTA + ellajik asit gruplarinda anlamli azalis tespit edildi (P<0,01). Bobrek
dokusunda ise CAT aktivitesinde OTA grubuna kiyasla OTA + folik asit ve OTA + ellajik
asit gruplarinda anlamli artis bulundu (P<0,05). Plazma CAT aktivitesi incelendiginde
bulunan anlamh farkliligin (P<0,05) folik asit grubundan ileri geldigi goriilmektedir. OTA
uygulamasi ile CAT aktivitesindeki azalma, bu enzimin aktivitesi i¢in gerekli olan temel
elementin emilimindeki azalmay1 yansitabilecegi ileri siiriilmistiir (Meki ve Hussein, 2001).
CAT aktivitesi degerlendirildiginde kullanilan antioksidan maddelerin bdbrek dokusunda
olumlu sonuglara neden oldugu ifade edilebilir.

Antioksidan enzim aktivitelerindeki ve doku GSH konsantrasyonlarindaki belirgin
degisiklikler dokularin oksidatif hasarlarina neden olmaktadir. Karaciger dokusu GSH
seviyesinde kontrol grubuna kiyasla OTA, OTA + folik asit ve OTA + ellajik asit gruplarinda
anlamli azalma tespit edildi (P<0,01). Bobrek dokusu GSH diizeylerine bakildiginda kontrol
grubuna gore ozellikle OTA grubunda anlamli bir azalma goriildi. OTA + folik asit grubu ile
OTA + ellajik asit grubunda kontrol ve OTA grubuna kiyasla anlamli bir atrig goriildii
(P<0,001). Plazma GSH aktivitesinde kontrol ve OTA gruplarina kiyasla OTA + folik asit ve
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OTA + ellajik asit grubunda anlamli artig bulundu. OTA uygulamasinin GSH oranini 6nemli
Ol¢iide azalttigt ve GSH seviyelerindeki azalmanin, toksinin, biyotransformasyona girdikten
ve reaktif bir ara madde olusturduktan sonra GSH ile kovalent reaksiyona girme
kabiliyetinden kaynaklanabilecegi ileri siiriilmiistir (Dai ve ark, 2002). GSHpx
aktivitesindeki bu diisiis, OTA'nin kofaktdr olan selenyum emilimiyle etkilesimi nedeniyle
selenyum seviyelerinin diismesine bagli olabilecegi bildirilmistir (Meki ve Hussein, 2001).
GSH diizeyleri incelendiginde kullanilan folik asit ve ellajik asitin bobrek dokusu iizerinde
olumlu etkilere yol agtig1 sOylenebilir. Ayrica ellajik asitin plazma GSH seviyesini olumlu
yonde etkiledigi goriilmiistiir.

Lipit peroksidasyonu, olusan serbest radikal varligi ile membrandaki poliansatiire yag
asitleri zincirinden bir hidrojen atomunun uzaklastirilmasi ve bu yag asidi zincirinin lipit
radikal (L) 6zelligi kazanmasi ile baslamaktadir. Dayaniksiz ve bir dizi degisiklige ugrayan
lipit radikalinin molekiiler oksijenle reaksiyonundan lipit peroksit radikali olugmaktadir
(LOO). Lipit peroksit radikalinin membrandaki poliansatiire yag asitleriyle yeni lipit
radikalleri olusturarak bir yandan kendileri de agiga c¢ikan hidrojen atomlariyla lipit
hidroperoksitlerine (LOOH) doniistirler. Bu sekilde reaksiyonlar kendi kendini katalizleyerek
devam eder (Lobo ve ark, 2010). Gegis metalleri LOOH’ni yiktiginda ¢ogu aktif olan
aldehitler olusmakta ve bu olusan aldehitler ya hiicrede metabolize olmakta ya da hiicre
hasarina sebep olmaktadirlar. Lipit peroksidasyonu sonucu agiga ¢ikan MDA {i¢ veya daha
fazla cift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonu olmakla birlikte lipit peroksitlerinin
Olgiilmesinde ¢ogunlukla kullanilmaktadir (Akkus, 1995). Otokatalitik islemlerle hiicre
hasarma ve oliime neden olun lipit peroksidasyonu; kanser ve iltihaplanma gibi alanlarda
peroksidatif doku hasarina neden olabilmektedir (Bartsch ve Nair, 2006). MDA, serbest
radikallerin hiicre zarinda olusturdugu lipit peroksidasyonunun son {iriinlerinden biridir ve
lipit peroksidasyonunun derecesini tahmin etmek i¢in yaygin olarak kullanilan analizlerden
biridir (Tsikas, 2017; Yilmaz ve ark, 2018). OTA ile muamele edilmis hiicrelerde artan MDA
igerigi, proteinler ve lipitler gibi biyolojik makromolekiillere zarar verebilir. Bu nedenle,
artmis ROT ve lipit peroksidasyonu ile azalmis GSH’in, OTA'nin oksidatif strese neden
oldugunun gostergesi olabilecegi bildirilmistir (Lee ve ark, 2018). Bir oksidan parametre olan
MDA diizeylerine bakildiginda karaciger dokusunda kontrol grubuna kiyasla OTA grubunda
anlaml artig goriildii. OTA + folik asit grubu ile OTA + ellajik asit grubunda kontrol ve OTA
gruplarina kiyasla anlamli azalma tespit edildi (P<0,001). Bobrek dokusunda da MDA diizeyi
OTA uygulanan grupta kontrole gore anlamli olarak yiiksek bulundu. Fakat OTA + folik asit
uygulanan grupta MDA diizeyi kontrol ve OTA gruplarina gore anlamli farklilik
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gostermezken, OTA + ellajik asit uygulanan grupta OTA uygulanan gruba gore anlamli bir
azalma goriildi. Hatta bu azalmanin kontrol grubu seviyelerinde oldugu belirlendi. Serum
MDA seviyesi incelendiginde OTA uygulanan grubun MDA seviyesinin kontrol grubuna
kiyasla anlamli olarak yiiksek oldugu bulundu ancak; OTA + folik asit ve OTA + ellajik asit
gruplarinda gozlenen diisiisiin kontrol ve OTA gruplarina goére anlamli olmadig1 belirlendi.
Karaciger ve bobrek dokusu ile serum MDA seviyelerine gore folik asitin karaciger dokusu
tizerinde, ellajik asitin ise hem karaciger hem de bobrek dokusu iizerinde etkili oldugunu
sOyleyebiliriz.

Calismada elde edilen oksidan / antioksidan parametre sonugclart folik asit ve ellajik
asitin Ozellikle nefrotoksik oldugu bilinen OTA’nin olumsuz oksidatif etkilerine kars1 etkili
oldugunu gostermektedir.

Grosse ve ark (1997) 7 haftalik erkek farelere gavaj yolu ile 2 mg/kg OTA
uygulamasindan 6nce 7 giin boyunca siiperoksit anyon temizleyicileri oldugu bilinen retinol
(A), askorbik asit (C) ve a-tokoferol (E) uygulayarak verilmis ve bu vitaminlerin OTA
genotoksisitesi lizerindeki etkilerini incelemis ve farelerde E vitamininin bobreklerde DNA
eklentilerini % 80, A vitamininin % 70 ve C vitamininin % 90 azalttigin1 belirtilmislerdir.

Aydin ve ark (2013) yapmis olduklar1 ¢aligmada likopenin sican dokularinda OTA'nin
genotoksisitesine karsi alkali comet yontemi kullanilarak olasi koruyucu etkilerini erkek
Sprague Dawley siganlarin1 kullanarak arastirmislardir. OTA (0,5 mg/kg/giin) 14 giin
boyunca gavajla uygulanirken, son 7 giin ve 14 giin boyunca OTA ile beraber likopen (5
mg/kg/giin) uygulanmistir. OTA kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve kuyruk yogunlugunda,
bobrek ve karaciger hiicrelerinde kontrole gore belirgin bir anlamli artisa neden olmus, ancak
lenfositlerde ilgili parametreler agisindan herhangi bir degisime neden olmamustir. Tek bagina
likopen uygulamasi, lenfositler ile bobrek ve karaciger hiicrelerinin DNA’larinda bir
degisiklik saglamamistir. Bununla birlikte, renal ve hepatik hiicrelerde OTA'ya maruz kalma
ile 7 ve 14 giin boyunca likopen uygulanmasi kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve kuyruk
yogunlugunda yalnizca OTA uygulanan gruba kiyasla anlamli azalmaya yol a¢mustir.
Likopenin 14 giinliikk takviyesinin, 6zellikle hepatik hiicrelere karsi daha koruyucu oldugu
belirlenmistir. Elde ettikleri sonuglara gore, likopenin karaciger ve bobrek dokusunu OTA'nin
neden oldugu DNA hasarindan koruyabilecegini belirtmislerdir.

Rasic ve ark (2018) DNA ve lipidlerin oksidatif hasar1 ile GSH konsantrasyonunun yani
sira resveratroliin olas1 antioksidan etkilerini in vivo olarak incelemek amaci ile yapmis
olduklar1 ¢alismada erkek yetiskin Wistar albino si¢anlara, 21 giin boyunca OTA (0,125 ve
0,250 mg/kg/giin), resveratrol (20 mg/kg/giin), 2 giin sitrinin (20 mg/kg/giin) ve bunlarin
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kombinasyonlarini oral olarak uygulamislardir. Bobrek ve karacigerde resveratrol tarafindan
tersine ¢evrilemeyen oksidatif DNA hasarint OTA + sitrinin uygulanmis ve OGG1 (8-
oksoguanin  DNA N-glikosilaz 1) ile modifiye edilmis hayvanlarda comet yontemini
kullanarak bulmuslardir. OTA’nin, bobrekteki GSH'yi diisiirdiigilinii ve bobrek ve karaciger
dokularindaki MDA'y1 arttirdigint  bulmuglardir. Resveratroliin  tiim dokularda GSH
konsantrasyonlarint arttirdigin1 ve sadece karacierde MDA konsantrasyonunu azalttigini
bulmusglardir. Oksidatif stresin OTA toksisitesinde rol oynadigini bildirmislerdir.
Resveratroliin, tiiketilen GSH'yi tiim dokularda restore etmede etkili oldugu, ancak MDA
konsantrasyonu ve DNA hasari {izerinde etkisinin olmadigini bildirmislerdir.

ROT asir1 iiretimi lipitleri, proteinleri ve niikleik asitleri etkiler, ancak hiicreler buna
kars1 gesitli enzimatik ve enzimatik olmayan savunma big¢imleri gelistirir. ROT ve DNA
arasindaki etkilesim, 8-hidroksideoksiguanozinin (8-OHdG) en sik oldugu piirin ve pirimidin
bazlarinin oksidasyonuyla sonug¢lanir (Rose ve ark, 2012; Rasic ve ark, 2018). Bu ¢alisma ile
alkali comet yontemi kullanilarak folik asit ve ellajik asitin sigcan lenfositlerinde OTA’nin
genotoksisitesine karsi etkili olup olmadiklari arastirildi. Yapmis oldugumuz ¢aligmadan elde
edilen sonuglar degerlendirildiginde OTA uygulanan gruplarda kuyruk momenti ve kuyruk
yogunlugu parametrelerinde kontrol grubuna gére anlamli artis oldugu goriildi. OTA + folik
asit uygulanan grupta bu iki parametrenin sonuglart OTA grubuna kiyasla anlaml
bulunmazken, OTA + ellajik asit uygulanan gruplarda kuyruk momenti ve kuyruk yogunlugu
degerleri anlamli olarak diisiik (P<0,001) bulundu. Bu durum bize OTA’nin DNA iizerindeki
zararh etkilerine kars1 ellajik asitin etkili olabilecegini gdsterdi.

Mally ve ark (2005) yapmis olduklari ¢alismada OTA'nin 0, 0,25, 0,5, 1 ve 2 mg/kg/giin
dozda haftanin 5 giinii erkek F344 sicanlarina (n = 3), 2 hafta siireyle oral gavaj yoluyla
uygulamislardir. Hem plazmada hem de karaciger ve bobrek dokularinda doza bagl olarak
OTA yogunlugunda artis oldugunu belirtmislerdir. Plazma OTA konsantrasyon degerlerini
artan doz sirasina gére 0,008 nmol/ml, 9,29 nmol/ml, 16,08 nmol/ml, 41,61 nmol/ml, 101,78
nmol/ml seklinde belirtmislerdir.

Caligmamizda plazma OTA konsantrasyon degerine bakmamizdaki amag, uygulanan
dozlarda OTA toksikasyonu olusturup olusturamadigimizi degerlendirebilmekti. Caligsma
sonucunda serum OTA seviyesinin OTA uygulanan gruplarda uygulanmayan gruplara kiyasla
anlamli bir sekilde yiikseldigi fakat OTA uygulanan diger deneysel gruplar arasinda anlaml
farkliligin olmadig belirlendi. Yapilan degerlendirme sonucunda OTA uygulamasinin serum
konsantrasyon seviyesini arttirdigi goriildii. Burada bizim i¢in diislindiiriicii olan durum OTA

uygulanmayan gruplarda da OTA’ya rastlanmasidir. Ancak Mally ve ark (2005) da OTA
85



uygulanmayan grupta, plazmada OTA varligina rastlamislardir. OTA uygulanmamis olan
hayvanlarin kan 6rneklerinde OTA’nin bulunmasi hava yolu ile bulasabilecegi konusunun g6z
oniinde bulundurulmasi gerektigini gostermektedir. Yine verilerin daha saglikli elde
edilebilmesi i¢in, siganlarin beslenmesinde kullanilan yemlerin de OTA veya diger

mikotoksinler agisindan degerlendirilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Mikotoksinler, ¢ok ¢esitli gidalar ve yemlerde ortaya ¢ikarak insan ve hayvanlarda
cesitli hastaliklara neden olurlar. Mikotoksinlere maruziyet merkezi sinir sistemi,
kardiyovaskiiler sistem, pulmoner sistem ve beslenme sistemi {izerinde gesitli zararh
etkilerden oliime kadar degisen hem akut hem de kronik toksisiteye sebep olabilir.
Mikotoksinler ayrica kanserojen, mutajeni, teratojen veya immiinosupresif olabilir. Bazi
mikotoksinlerin immiin yanit1 tehlikeye atmasi ve sonucta bulasici hastaliga karsi direnci
azaltmasi, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde, mikotoksinlerin en onemli etkisi olarak kabul
edilmektedir (FAO, 2001).

OTA toksisitesi ¢esitli mekanizmalara dayanmaktadir. Bunlar icerisinde protein
sentezinin inhibe edilmesi, lipit peroksidasyonu, mitokondriyal solunumun engellenmesi,
kalsiyum homeostazinin bozulmasi ve DNA hasarinin bozulmasi yer almaktadir. Yapilmis
olan birgok in vivo ve in vitro ¢alismada OTA toksisitesinin yol agtigi hasarda oksidatif
stresin etkisiyle ilgili kanitlar bulunmustur. OTA maruziyeti sonucunda olusan serbest
radikallerin olumsuz etkilerini 6nlemek amaciyla farkli farkli antioksidanlarin kullanildig
calismalar mevcuttur. Bu calismalar bizlere OTA maruziyetiyle ortaya ¢ikabilecek olumsuz
etkilerin diyetle beraber alinacak antioksidanlar araciligi ile azaltilabilecegini gostermektedir.

Bu calisma OTA’nin yol agtigr oksidatif hasarin 6nlenmesinde, gii¢lii antioksidan
ozellikleri bulunan folik asit ve ellajik asidin etkili olabileceklerini gdsterdi. Comet metodu
kullanilarak OTA’nin genotoksik etkisi ve bu genotoksik etki karsisinda ilgili antioksidanlarin
antigenotoksik ozelliklerinin olup olmadig1 belirlendi. Ozellikle ellajik asitin OTA nin sebep
oldugu genotoksisite lizerinde etkili olabilecegi bulundu. Calisma sonuglari, insanlarin ve
hayvanlarin sagligina zarar1 bulunmayan, uygulanacak tedavi yaklagimlarinda iyilestirme
ozelligi fazla, ekonomik ve ulusal kaynakli yeni koruyucu farmakolojik maddelerin

gelistirilmesine ciddi katkida bulunabilecektir.
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