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KISALTMALAR

OTA : Okratoksin A

aw : Su aktivitesi

UDS : Proglanmamig DNA sentezi
MDA : Malondialdehit

NAT ¢ N-asetiltransferaz
HIOMT : O-metil transferaz

SCN : Suprakiyazmatik nukleus
NOS : Nitrik oksit sentaz

SOD : stiperoksit dismutaz
CAT : katalaz

GSH-Px : glutatyon peroksidaz
GSH ¢ Rediikte glutatyon

CCly : Karbon tetraklorid

0, : singlet oksijen

0, : stiperoksit radikal anyonu
NO : nitrik oksit

NO; : azot dioksit

OH : hidroksil radikali

H,0; : Hidrojen peroksit

CDYA : Coklu doymamus yag asitleri
ALP : Alkalen fosfataz

ALT : Alanin amino transferaz
AST : Aspartat amino transferaz
LD : Laktat dehidrogenaz
GGT : Gama-glutamil transferaz
AIbG : Albumin

AMFK : N'-asetil-N>-formil-5-metoksikinuramine
INT ¢ 2~(4-iodophenyl)-3-4-(4-nitrophenol)-5-phenyl tetrazolium chloride
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1. GIRIS VE AMAC

Mikotoksinler, ¢esitli patojenik mantar tiirleri tarafindan olugturulan,
alindiklan zaman insan ve hayvanlarda, latent, akut, subakut veya kronik
toksikasyonlara neden olan sekonder metabolitlerdir (1).

Mikotoksinler ¢ogunlukla sindirim sisteminden girerek insan ve hayvan
metabolizmasim etkiler. Toksin sindirim kanalina ulagtiktan sonra, barsaklardan
emilmek suretiyle kana gegip, kan sirkiilasyonu ile doku ve organlara yayilir (2).

Cesitli  aragtrmalar  bir mikotoksin olan okratoksin A (OTA)nm,
karsinojenik, genotoksik, teratojenik, immunotoksik ve nefrotoksik etkilerini ortaya
koymugtur (3-8). OTA, DNA kinlmalan, protein sentezinin inhibisyonu,
glikoneogenezis, lipid peroksidasyonu, mitokondrideki oksidatif fosforilasyonun
bozulmasi, kamn pihtilagmasiin engellenmesi ve apoptozise neden olmasi
sebebiyle, insan saghig icin bityiik 6nem tagimaktadir (3).

Akut olarak okratoksin A’ya maruz kalma, postproksimal nefron
fonksiyonunda bozulmaya yol agar, 6zellikle toplama kanalinda, elektrolit ve titre
edilebilen asit atliminda degigikliklere neden olur (9). Bunun yaminda
okratoksikozisin, bazi enzim seviyelerinde degisikliklere yol agtig bildirilmigtir
(10,11). Kronik olarak OTA’ya maruz kalma ise Girenin kivaminda ek bir azalmaya
yol agar, ayrica proksimal tubuliin renal hemodinamigi ve salg: fonksiyonu da siirekli
OTA ya maruz kalmadan etkilenir (9).

Okratoksin A, endemik nefropati ve iligkili oldugu Uriner sistem
timorlerinden sorumlu etiyolojik ajanlardan biridir. Gidalarla biinyeye alinan OTA,
bagta albumin olmak {izere serum proteinlerine baglanarak viicutta kan yoluyla
dolagmaktadir. Albumin-OTA seklinde bobreklerde glomerular membram gegip
proksimal tubular hiicrelerde pinositoz vasitasiyla biriktirilmektedir. Uzun sireli
birikim OTA’min nefrotoksik etkisini arttirmaktadir (12-14). Hayvan deneylerinde
OTA’ya bagh nefropatik bulgular ile insanlarda spontan olarak go6zlenen
okratoksikozis bulgulanmn benzerlik gosterdigi tespit edilmigtir. Bu nedenle
OTA’nin, kan serumu ve bazi dokulardaki (karacifer, bobrek) enzim seviyelerine
etkilerinin 6nemli olduunu diagiinmekteyiz.



Pineal bezden salgilanan indolaminlerin en 6nemlisi olarak bilinen melatonin,
gucla endojen antioksidan bir maddedir (15). Melatonin yitksek oranda toksik serbest
radikalleri, ortamdan uzaklagtirma yetenegine sahiptir (16). Ayrnica melatonin,
yitksek dozlarda ve uzun siireli olarak kullanilsa bile toksik bir etkisi yoktur (15).

Bu cahymann amaci, ratlarda okratoksikozis olusturarak serum ve doku
enzimlerine bakmak ve bir antioksidan madde olan melatoninin bu degisikliklere
etkisini aragtirmaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Mikotoksinlerin tanimi ve tarihgesi

Bitkiler tizerinde mantarlanin tredigi ve zararlara neden olduguna ait ilk
bilgiler M.O 1200 yiindan kalmadir. Romallar zamanminda depolarda saklanan
tahillarda mantarlann tredigine dair bilgiler ele gegmistir. Pompei kazlarinda bu
dénemlerde ¢izilmig bazi mantar resimlerine rastlanmugtir (17). XVLasnn sonlarinda
yitksek yapili funguslarin tamitdmasi ve siniflandinlmasina baglanmig ve bir italyan
botanik¢isi olan Pier Antonia Micheli (1679-1737) mikoloji ilmini kurmustur,
funguslan itk defa mikroskop altinda incelemis ve bulgulanm ‘Nova Plantarum
Genera’ adli kitabinda toplamugtir (18).

Mikotoksin terimi mykes (Yunanca: mantar) ve toksikum (Latince: zehir)
kelimelerinin birlegmesinden olugmugtur. Mikotoksinler, ¢esitli patojenik mantar
tiirleri tarafindan olusturulan, alindiklann zaman insan ve hayvanlarda, latent, akut,
subakut veya kronik toksikasyonlara neden olan sekonder metabolitlerdir. Bu toksik
maddeler, mantarlanin lizerinde veya iginde gelistikleri substratlara gegerler ve
yayilirlar (1).

Toksijenik mantarlanin {iremesi ve toksin sentezleyebilmesi igin bazi
kogullara gereksinim vardir. Bu kosullardan en 6nemlisi rutubetdir. Genellikle %50-
60 mn Gstiinde bulunan relatif rutubet mantarlann tireme ve gelismesi igin uygundur.
Bu smirlann altinda da tireme olabilir, fakat bu tiirlere gbre degisiklik gosterebilir.
Diger 6nemli bir faktérde optimal iireme 1sisidir, yine tiire gore degisiklik gostermek
tizere 0-60 °C arasinda iireme yeteneSine sahiptirler. Ancak, genel olarak 15°C nin
iistii metabolizmalant i¢in daha uygundur. Mantarlann {izerinde veya iginde
tiredikleri substratin kimyasal yapis1 ve pH’1 da lireme veya toksin sentezi lizerinde
etkilidir. Mantann tiirit de, sentezlenen toksinin gegidi ve miktanna etkilidir (1).
Kifler sartlar uygun oldugunda hemen her gidada tirerler. Hayvanlara ve dolayisyla
insanlara topraktan da kolayca bulasabilirler. Birinci derecede mikotoksinler,
hububat, yagh tohumlar, findikgiller, et ve siit drenleri, yas ve kuru sebzelerde
olusturulurlar (19).

Kuf toksinleri ve toksik kiiflerin insan ve hayvan saghift yoniinden
onemleriyle tehlikeleri, 1960 yilinda Aspergillus flavus’'un drettifi aflatoksinin



tamnmasiyla baglayan aragtirmalarda aydmlatilmugtir. Kansorejen ve mutajen etkili
mikotoksinler, 6n planda aragtirmalara girmektediﬂer.

Yiyeceklere ve yemlere mikotoksin kontaminasyonu diinya ¢apinda problem
olarak devam etmektedir. Birlesik devletler besin ve tanim organizasyonun tahminine
gore diinya yiyeceklerinin %25 i etkili bir gekilde kontamine olmugtur (20).

Onemli mikotoksinlerin gogunun Aspergillus, Penicillium ve Fusarium
cinslerinin metabolik uriinleri oldugu kabul edilmektedir (21,22).

2.2. Mikotik infeksiyonlar ve Mikotoksikozis

Mikotoksikozis, mikotoksinlerin yol agtifn bir hastahktir ve kiiflerin
geligebilmesi igin uygun ortama sahip, sicak ve nemli bolgelerde sikga goruliir
(23,24). Mikotoksikozis, toksin igeren su veya cesitli gida maddelerinin sindirim
sisteminden viicuda girdikten sonra toksinin tiir(i, miktan, alinan giin veya alinma
miktari, canlmin veya organizmanin yagi, cinsiyeti ve tiirll, gevresel kosullara baglt
olmak iizere, agik veya gizli infeksiyonlarla ortaya gikar. Bir kez ve ¢ok fazla
miktarda alinan mikotoksinler, genellikle akut mikotoksikozislere neden olur. Latent
infeksiyon gibi bazi dufumlarda higbir klinik tablo goérilmeyebilir veya atipik seyir
izleyebilir  (1). Epidemiyolojik, klinik ve histolojik bulgular, aflatoksin, ergot,
tricothecenes, okratoksin A, 3-nitropropionik asit, zearalenone ve fumonisinlere
maruz kalmanmn, mikotoksikozise sebep oldugunu gostermistir (23). Claviseps
purpurea’mn sebep oldugu ergotizm, bilinen en eski toksikozis olayidir. Rusya’da
1913-1947 yillan arasinda meydana gelen ve “Alimentery-Toxic Aleukia” olarak
adlandinlan mikotoksikozis, kiiflii hububatin yenilmesiyle ortaya gikmmgtir. Hastalik
halkin %10 unu dogrudan etkilemis ve ¢ok sayida Oliime neden olmugtur,
Mikotoksikozisler bir canlidan digerine bulagmazlar. Ancak, kanatllarda toksin
iceren gidalann tiiketilmesi sonucu ¢ok sayida toksikasyonlara rastlanmstir. Buna
ornek olarak, Ingiltere’de, hindiler arasinda X hastalify gosterilebir. Bu iilkeye 1960
yihnda Brezilya’dan getirilen ve aflatoksin igeren yer fistifi kiispeleri hindiler
arasinda yiizbinin tizerinde 6liime neden olmustur. Bugiine kadar yapilan ¢ahgmalar,
250 den fazla mantar tiiriiniin mikotoksin olugturdugunu ve bunlar i¢inde 20
mikotoksinin insan ve hayvanlar igin yiiksek ioksisiteye sahip oldugunu ortaya
koymugtur (25,26).



Bircok mikotoksin bilimsel makalelerde tammlansa da bunlarin ¢ofu
laboratuvar kosullaninda bulunmustur. Gida ve hayvan yemlerinde dogal olarak
bulunan mikotoksinlerden en énemtileri;

Aflatoksinler; Organizmamn esas fonksiyonlanni etkiler, gelismeyi durdururlar.
Karaciger ve bobrek basta olmak tzere cesitli organlarda kanser olustururlar.
Afrika’da kanser etkeni olarak birinci siradadir. Organizmada DNA ve RNA
mekanizmasim kangtirir. Koyun harig kasaphik hayvanlarda ve kanathlarda siddetli
kansorejen tesirlidir. Cok kiigiik dozlan dahi 6rdek civcivlerini dlddriir.

Okratoksin; Baglica ireticisi Aspergillus ochraceus’dur. A, B, C olmak {iizere ii¢
cesidi vardir, bunlardan en siddetli toksik olam Okratoksin A’dir. Bébrekler tizerine
cesitli etkileri tespit edilmig ve tedavisi imkansiz nefrozlar geligtirdigi belirlenmistir.
Primer nekrotik ve hepatotoksik etkilidirler.

Sterigmatogistin; Bilhassa Afiika’da onemli kanser yapicilar arasindadir.
Sterigmatogistin olusturan en onemli kiif mantan, A.versicolor’dur ve kif ¢ok
yaygindir, Bagta hububat olmak iizere et ve siit uriinlerinde de A.versicolor bol
bulunmaktadir.

Patulin ; I¢ organlarda agir patolojilere ve kanseréz olusumlara sebep olur. Sarkom
geligtirdii deneysel olarak ispat edilmistir. Birinci sirada penicillium siifi kiifler
tarafindan olugturulmaktadur.

Penicillin asidi; Toksik ve kansorejen bilesiktir. Ureticileri, patulin gibi, birinci
sirada Penicillium simifi kiiflerdir.

Citrining Ik olarak kiiflii piringten elde edilmigtir. Ratlardaki denemelerde, bobrek
degisikligi, i¢ hemorajiler, nefroz, renal tiibiillerde patolojik gelismeler goriilmiigtiir.
Gram pozitif bakterilere etki eder. Birgok penicillium tiirii tarafindan olusturulur.



Penitrem; Deneysel olarak tavsanlara verildiginde sinir sistemini etkileyerek
epileptik adeli titremeler, hareket koordinasyon bozukluklan, kramplar belirir. Oliim
agr intoksikasyonla beraber gelir. Ureticileri penicillium simifindandir (19).

2.3. Mikotoksinlerin biyokimyasal etkileri

Mikotoksinlerin  biyokimyasal etkileri, mikotoksinlerin veya bunlarn
metabolitlerinin hayvan hiicrelerindeki kritik molekillerle girdigi reaksiyonlarla
tammlanmaktadir. Bu kritik molekiillere ihtiyag duyan yasamsal biyokimyasal
prosesin bozulmas: ile sonuglanir. Bu molekiiller, organizmaya etki eden toksinlerin
molekiiler reseptorii olarak bilinir. Yapisal ve fonksiyonel olarak degisiklife ugrayan
molekiiler reseptorler, molekiiler veya biyokimyasal lezyonlar olarak tammlamrlar
(27). Bu molekillerin biyokimyasal etkilerini sirastyla d6rt baglhk altinda
toplayabiliriz (28);

- Reseptorler

- Metabolik aktivasyon ve detoksifikasyon
- Hedef bolgeler ve biyolojik etkileri

- Enerji iiretiminin engellenmest

2.3.1. Reseptirler;

Kimyasal yapilan farkli olan mikotoksinler gesitli tipteki molekiiler
reseptrleri etkiler, bunlar, DNA, RNA, fonksiyonel proteinler, enzim kofaktérleri ve
membran bilesikleridir. Mikotoksinler, bilgi tagiyan bu molekiillerin yapisal
bitiinkiginii bozmann yaninda, hiicre igin yagamsal 6nemi olan bu molekiillerin,
proteinlerin ve diger hiicresel elemanlarin biyosentezini engeller.

Mikotoksinler ve molekiiler reseptorleri arasindaki reaksiyon, kovalent-geri-
donigimsiiz veya non-kovalent-geri-donigiimlis olur. Non-kovalent-geri-doniigiimli
reaksiyonda, mikotoksinlerin reseptorler ile olusturdugu spesifik uyumlu
kompleksler reseptorler ile substratlar arasindaki kompleksle kargilagtirilabilir. Bu tip
reaksiyonda mikotoksinler, reseptér molekiillere 6zgii aktif bolgelerin ii¢ boyutlu



yapisina yerlegir. Burada reaksiyona giren iki molekiil arasinda olusan bag, zayif
hidrojen, iyon ve non-polar baglardir. Metabolik prosesin toksini reseptdriin aktif
bolgesinden uzaklagtirmasi, reseptdr-mikotoksin kompleksinin aynilmasiyla meydana
gelen non-kovalent etkilegimlere drektir.

Kovalent geri doniigiimsiiz reaksiyonda, mikotoksinlerin reaktif formlar
reseptdr ile birlesir ve birlegik formu olusturur. Birgok énemli reaksiyon, reseptér
molekiillerinin niikleofilik merkezlerine nonspesifik elektrofilik saldirlar neticesinde
gergeklesir, proteinler ve nukleik asitler igindeki nitrojen, oksijen ve silfiir
heteroatomlar,, genellikle bu saldinlara maruz kalan niikleofilik merkezlerdir.
Reseptorin aktif bolgesi ile mikotoksin arasinda bilesik meydana geldiginde veya
reseptoriin konformasyonel yapisinda yeterli degisiklik olugtufu zaman, kimysal
hasar olusur ve reseptor fonksiyonu engellenir. Reseptor-mikotoksin bilegikleri
hiicreden, kovalent baglarin spontan olarak diizenlenmesi, reseptér turnoven ve
spesifik onanim siireci ile uzaklagtirthr (28).

2.3.2. Metabolik Aktivasyon ve Detoksifikasyon

Tlag-metabolize edici enzimlerin kullamildigh metabolizma veya biyolojik
doniigim,  mikotoksinler gibi  yabanci  molekillerin  polar  duruma
dontgtirilmesindeki esas mekanizmadir ve suyla kangik formlar viicuttan digar
atilarak uzaklagtinlir. Iki cesit biyolojik doniisiim reaksiyonu vardir, Faz 1 ve Faz 2.
Faz 1 reaksiyonlan, genellikle oksidatif, indirgenme ve hidrolitik siireci kapsar ve
Faz 2 reaksiyonlan igin gerekli kimyasal yapiyr saglar, bunlar genellikle
konjugasyon reaksiyonlandir. Faz 1 reaksiyonlari, bilesiklerin detoksifikasyonu ile
sonlanir. Faz 2 reaksiyonlani hiicresel igerii birlegtirir, detoksifikasyona veya
biyokimyasal lezyonlarin olugumuna 6nciilikk eder (28).

2.3.3. Hedef bolgeler ve biyolojik etkileri

Mikotoksinler genellikle insan viicuduna besin yolu ile alimrlar. Toksin,
emiliminden atihmna kadar, organizma igindeki iletiminde ve doniigtiirilmesinde
gerekli organlara karakteristik gesith tipte molekillerle karst karstya gelir, iletim ve
donisturilme islemlerinin gerekli organda gergeklesebilmesi igin bu molekiiller



toksin tamma bolgelerine sahiptirler, bu nedenle toksinin potansiyel reseptorleridir
(28).

Mikotoksinin oral uygulamasi sirasinda, etkilesimin en 6nemli bolgeleri;
gastrointestinal mikroflora, intestinal epitel hicreleri, portal kan, karaciger, safra,
dolagim kam ve ekstrahepatik organlardir. Mikotoksinlerin toksisitesini etkileyen en
onemli sire¢ ise bu bolgelerde bulunan enzimlerin metabolizmalarma etkileridir.
Ozellikle, karaciger enzimleri, kam olusturan elemanlarla etkilegim, enterohepatik
dongii ve hedef organlarda birikme 6nem tagimaktadir.

Mikotoksinler, oral olarak alindifinda, birincil hedef organ olarak karaciger
goriinmesine ragmen, mikotoksinlerin yapisal gesitlilifinden dolayr diger organlarda
hedef olabilir. Gozlenen baglica hedef organlar, karaciger, bobrek, ince barsak, kan,
tireme sistemi, merkezi sinir sistemi ve immiin sistemdir (29).

Hedef organlar iginde mikotoksinler veya bunlarin reaktif metabolitleri, kritik
molekiiler reseptorlerle birlegir ve tepkimeye girer, sonugta asafida verilen
degisimler ortaya cikar.

a) spesifik ve overt hastaliklar

b) normal fonksiyonlarn bozulmasi

c) dogal direnglilik ve immiinite mekanizmasinda azalma

d) mutajenite, teratojenite ve karsinojenite gibi geri doniigimsiiz hiicresel

transformasyon

Bazi mikotoksinlerin  prototiplerinin  biyokimyasal siiregteki etkileri
aragtinlmug, bunlarin toksik olarak sonlanan en 6nemli biyokimyasal etkilerinin,
fonksiyonel makromolekiillerin aktivitesini ve biyosentezinin inhibisyonu ve

hiicreler igindeki enerji tiretiminin inhibisyonu oldugu ortaya konmugtur (28).

2.3.4, Enerji iiretiminin engellenmesi

Akut diizeyde maruz kalindigi zaman mikotoksinlerin 6nemli etkisi, hiicresel
enerji Uretiminin engellenmesidir. Buradaki molekiler reseptérier, TCA déngiisiinde,
oksijene elektron tasmmasinda ve oksidatif fosforilasyon i¢in ATP iiretimindeki
belirli anahtar reaksiyonlan katalizleyen enzimlerdir. Non-spesifik-geri déniigiimsiiz
kovalent ve spesifik geri doniigimlii non-kovalent bajlanmamin her ikisi de bu
enzimler ve toksinler arasinda meydana gelir. Hiicre, mikotoksinlerin biyokimyasal



etkileri sonucunda yetersiz gelen ATP’yi temin ederken, hiicresel fonksiyonlar ve
biyosentez azalr ve muhtemelen hiicre oliimii ile sonlamir. Bazi mikotoksinler,
plazma membraninda énemli fonksiyonlara sahip ATPaz’1 degisiklige ugratir (28).

Bazi mikotoksinler, oksidatif fosforilasyonda hasara yol agar. Oksidatif
fosforilasyonun hasara ugramasiyla hiicre igindeki ATP hizla bogalir. ATP’nin
kaybiyla hiicredeki sodyum-potasyum gradiyenti bozulur, bu da mitokondriyal
sismeye neden olur. Mikotoksinlerin, oksidatif fosforilasyonu hasara ugratmastyla,
hiicresel elektron transportunu inhibe etme kabiliyeti arasinda bir iligki oldugu
diigiiniilmektedir (28).

Mikotoksinlerin, hiicresel enerji tretimini ve kullammm etkilemesindeki bir
diger yol, ATPaz aktivitesinde meydana getirdigi degisikliklerdir. Membrana bagh
bu enzimlerin enerji tiretmesi ATP’nin hidrolizine baghdir. Mikotoksinlerin bu
enzimlerle baglaxitx kurmasi, enzimin hiicre membram ile olan baZlantisini dolayist
ile ATP sentezi ve oksidatif fosforilasyonu etkiler. Mikotoksinlerin ATPaz’a
baglanmasi, transportun gesitlerini veya gegirgenlikteki aracilanin fizyolojik
durumunu etkileyebilir ve cesitli tipteki hiicrelerin biyokimyasal fonksiyonlarm
bozabilir (28).

OTA’nmin membranla yaptii bag, nefrotoksik etkisinin ortaya ¢ikmasinda
onemlidir. Boylece OTA, nefronun membran transport sistemindeki p-hippurik asite
ozel olarak etkir, bu da membrana baghi alanin aminotranspeptidaz sahinmasma
neden olur, bunu 16sin aminopeptid ve y-glutamil transpeptidaz’m sahnimu takip eder
(30). Bunlarn aktif bolgeleri nefronun fircams: kenar yiizeyinde lokalize olmustur.

2.4. Tiirkiye’de Mikotoksin Sorunu

Tirkiye’de mikotoksin sorunu, 1967°de Kanada’ya ihrag edilen findiklarin
aflatoksin igermeleri nedeni ile geri gonderilmeleriyle giindeme gelmistir. Yine
1971’de Amerika’ya ihrag edilen antep fistiklannm ve 1972°de Danimarka’ya
gonderilen kuru incirler aflatoksin kapsadiklan gerekgesiyle geri gonderilmiglerdir
(31-33). Bu olaylar, Tirrkiye’de mikotoksin aragtirmalarinin baglamisimna neden
olmugtur.
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Alperden ve arkadaslan (1976) piyasadan aldiklart et ve siit iiriinlerini
incelemigler, et Girtinlerinden iki numunede aflatoksin, bir numunede sterigmatosistin,
tulum peynirinde aflatoksin ve kagar peynirinde sterigmatosistin tesbit etmiglerdir
(34).

Denizel (1980) yaptifn bir caligmada, Tirkiyenin gesitli bolgelerinden
topladiBi musir drneklerinde aflatoksin ve okratoksin A bulundugunu saptamgtir (35)

Tayfur (1991), 9 ildeki satig yerlerinden ve ailelerden topladifi bulgur
omeklerinde yaptift mikotoksin ¢aligmasinda, numunelerde aflatoksin varhgini
gostermigtir (36).

Kocabey (1995) yaptigh caliymada, Izmir ili ve cevresindeki 4 yem
fabrikasindan farkli (i¢ zamanda aldifi hayvan yemlerinde, aflatoksin, okratoksin A
ve zearelenon toksinlerinin varhigmi tespit etmistir (37).

Ozgelik ve arkadaglan, saglikhi bireyler ve farkli bobrek hastalanmin kan
serum Orneklerinde OTA diizeylerini aragtirmiglar, diyaliz hastalaninda diger gruplara
gore onemli olglide yitksek OTA diizeyleri tespit etmiglerdir ( p< 0,0001). Mesane
kanserli ve bobrek tag olan hastalarda kontrol grubuna gore OTA konsantrasyonunu
yiksek bulmuslardir. Aragtirmacilar diyaliz hastalanindaki  yiikksek OTA
konsantrasyonunu, hastalann azalan glomeriilar filtrasyon degeri ile agiklamuglar ve
uzun sireli OTA ya maruz kalmanin insan driner sistem patolojisinde rol
oynayabileceBini belirtmiglerdir (38).

2.5. Okratoksinlerin Tarihgesi ve Genel Ozellikleri

Okratoksin A (OTA), bazi Aspergillus ve Penicillium tiirleri tarafindan
tretilen (12,39-41), hayvan yemlerinde, insan gidalannda ve bazi bati iilkelerinde
insan kan omneklerinin %80’ inde bulunmug bir mikotoksindir (42). Hububatlarn,
hububat Uriinlerinin ve diger bitkise! tiriinlerin depolanmasi sirasinda olugturulur ve
besin zincirine girer (43,44), kurutulmug meyve, kahve ve kakaoda da bulunur (45).

Okratoksin A (OTA), 1960’larin ortalarinda Giiney Afrika’da, kiiflerde yeni
toksik metabolitlerin aragtinlmas: sirasinda laboratuvar ¢aligmalannda bulunmustur
(46). Bulundufu zaman, insan veya hayvan hastaliklani ile bagdastinlamamustir.
1969°da Amerika’da dogal olarak kontamine olmus pringte tesadiifen OTA’ya
rastlanmuigtir  (47). Bu swalarda, Iskandinavya’da domuzlar {izerinde bobrek
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hastaliklarinda yapilan etiolojik galigmalar, bunun kiifli yemlerin titketimi ve hava
sartlannin  degismesiyle iligkili prevalans varyasyonlan, mikotoksinlerin hastalikla
iligkili oldugu gorisiinii ortaya ¢ikarmigtir. Bu c¢ahgmalar OTA’mn, gimdilerde
mikotoksik porsin nefropati olarak adlandinlan hastahfm temel nedeni oldugunu da
ortaya koymugtur (48). Bundan sonra bir¢ok Avrupa iilkesinde toksin, bugdaya
kontamine gekilde bulunmustur. Benzer sekilde Kuzey Amerika’da ve birgok Avrupa
tilkelerinde OTA bulunusu, porsin nefropati ile iligkilendirilmektedir. Birgok Avrupa
tlkesinde, OTA insan kaninda tespit edilmistir ve toksin, balkan yanmadasinin kirsal
kesminde goriilen nefropatinin nedeni olarak diisiiniilmistiir (28).

OTA, Penicillium verrucosum ve Aspergillus ochraceus, az miktarlarda da
Aspergillus niger tarafindan olusturulur. Bu g tiir, ekolojik nigleri, etkiledikleri
Grinler ve degigik cografik bolgelerde bulunma sikliklanna gére farkhiliklar
gostermektedir. P.verrucosum, 30 °C sicakhik ve su aktivitesi (aw)= 0,80’nin altinda
geliir. Dolayisiyla sadece 1liman bolgelerde bulunur, Kanada ve Avrupa’da, hububat
ve hububat tiriinlerinde bulunan OTA’nin kaynagidir (49).

OTA, beyaz, kristal bir tozdur. Ksilen ile yeniden kristalize edilebilir. Kristal
formda, ultraviyole altinda, asit soliisyonda yesil alkalin soliisyonda mavi fluoresans
verir, bu kristallerin erime noktast 169°C dir. OTA min serbest asidi polar organik
¢oziiciler iginde cozilebilir. OTA, 151k ve havada stabil degildir. Isik ve ozellikle
nemli kogullara maruz kaldigs zaman bozulabilir ve etkisini kaybedebilir. Etanol
soliisyonunda, karanlik ve sofukta muhafaza edildigi zaman, bir yildan fazla stabil
kalabilir. OTA, sicaga karg:1 oldukga stabildir; hububat tiriinlerinin otoklavda (121 C°,
1 Atm) 3 saat kalmas: durumunda da toksinin %35 i etkinliini stirdirir. Isiyla
ayngtinldifi zaman toksinden, klorun toksik buhan ve nitrik oksit ortama verilir.
Normal kogullar altinda Okratoksin A ve B olugturulur. Okratoksin B, Okratoksin A
dan daha az toksiktir ve karaciger hiicrelerinde protein biyosentezini inhibe etmez.
OTA, dihidro-metil-izokumarin halka sisteminde C5 tizerinde klor atomuna sahiptir,
bu atom okratoksin B de bulunmaz ve klor atomuna fenolik OH eklenmesi toksisiteyi
arttirir. Fenilalanin ve dihidroizokumarin bilesikleri, amid bagi ile baglamrlar, bu bag
1stya ve hidrolize karst gok stabildir (Sekil 1.) (50).
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Sekil 1. Okaratoksin A’min kimyasal yapisi

Cesitli  aragtirmalar OTA’min, karsinojenik, genotoksik, teratojenik,
immunotoksik ve nefrotoksik etkilerini ortaya koymustur (43,51-55). Deney
hayvanlan ve hiicre kiiltiirleri ile yapilan ¢aligmalara ait sonuglar tablo 1 de
verilmigtir  (56-86). DNA kinlmalan, protein sentezinin inhibisyonu ve
glikoneogenezis, lipid peroksidasyonu, mitokondrideki oksidatif fosforilasyonun
bozulmasi, kanin pthtilagmasmmin engellenmesi ve apoptoza neden olmas: , OTA’nmin
insan saglig1 icin bilyitk 6nem tagidifim gostermektedir (43).

2.5.1. Biyosentezi ve Cegitleri

Okratoksinin molekiiler formiilii 1965 yilinda Van der Merwe ve arkadaslan
tarafindan 7-karboksi —5 kloro-8 hidroksi 3,4 dihidro 3 metilizokumarin olarak
agiklanmugtir (46).

Okratoksinler, L-B fenilalanine amid bag: ile bagh izokumarin tiirevleridir.
Biyosentetik orijinine gore poliketidler grubu icinde pentaketidler olarak
siflandinlmugtir (87). Pentaketitler, asetil ve malonil CoA’dan olugur. Pentaketit,
sikiilizasyon ve aromatizasyon ile izokumarine donigiir. Karboksi tlirevinin
metilasyon, oksidasyon, klorinasyon ve asit aktivasyonlan ile sikimik asit yolu
sonrast olugan fenil alanin ve fosfookratoksin A, Okratoksin A'yi (OTA)
olugturmaktadir.

Klorinasyon asamasin kloroperoksidaz enziminin varh@: ile gergeklestiSi
dagiinilmektedir. Kloroperoksidaz diigiik substrat spesifitesi gosteren, hayvanlarda
ve mikroorganizmalarda yaygin olarak bulunan ve dogal olarak bulunan ikiyiizden
fazla halojenlenmis maddelerin biyosentezini uyaran bir enzimdir. Okratoksin
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Tablo 1. Cesitli deney hayvanlari ve hiicre kiiltiirlerinde yapilan ¢aligmalarda Okratoksin A’mn farkl etkileri
(Reich K. Doktora Tezi, Freien Universitesi Veteriner Fakitltesi 1998 Berlin)

Deney Hayvam Okratoksin A dozu Etkisi Kaynak
Rat 21;70; 210 g/kg KGW/d Erkeklerde disilere gore daha fazla bobrek timbrleri BOORMANN, 1989 (57)
Immunsupresyon,
Rat 0,1-1 mg/kg Futter T lemfositleri IJAHN ve FINK-GREMMELS, 1988 (58)
Rat Sitotoksik ALBASSAM et al., 1987 (59)
Rat, gebe 1,75 mg/kg KGW Malformasyon IMAYURA et al., 1982 ve 1983 (60 ,61)
Rat, gebe 0,75-1 mg/kg KGW Yaglarin emilimi, geligme geriligi [BROWN et al,, 1976 (62)
Fare, Rat, Hamster, Tavuk teratojen FUKUI et al., 1987 (63)
Fare 1 g/kg KGW Immunsupresyon (CREPPY et al., 1983 (64)
[Fare 5 mgkg KGW Lemfosit — stimulasyonu PRIOR ve SISODIA, 1982 (65)
Fare 40 mg/kg KGW Karacigier ve bSbrek timérleri KANIZAWA ve SUZUKI, 1978 (66)
Fare 40 mg/kg KGW Bébrek timorleri IBENDELE et al,, 1985 (67)
Fare 0,34-13,4 mg/kg KGW Olddriicd hicrelerin inhibisyom1 LUSTER et al., 1987 (68)
Fare 0,005 g/kg KGW Immunsupresyon [HAUBECK et al., 1981 (69)
[Fare Oldarfict hiicreler, kanserojen LOTZOVA ve HERBERMAN, 1986 (70)
Fare, gebe 5 mg/kp KGW fetotoksik, mutajen HAYES et al,, 1974 (71)
Fare, gebe 2-4 mgfkg KGW +T-2 Toxin fetotoksik, mutajen HOOD et al., 1978 (72)
Fare, gebe 3-5 mg/kg KGW embriyotoksik SZCZECH ve HOOD, 1981 (73)
Hamster 5-20 mgkg KGW fetotoksik, teratojen IHOOD et al., 1976 (74)
Tavuk Immunsupresyon, Bursa fabricii HARVEY etal., 1987 (75)
Tavuk 4 u. 8 ug/g Futter immunsupresif CHANG ve HAMILTON, 1980 CHANG, 1982 (76,77)
Tavuk 0,5-2 mg/kg KGW Hilcrese] bagigiklik Timus, Bursa fabricii u, Milz SINGH et al., 1990 (78)
Tavuk 0,2 u.4 mg/kg KGW Immunsupresif IsG, IgA, IgM [DWIVEDI ve BRUNS, 1984 (79)
Hindi 4 mg/kg KGW Immunsupresif - [DWIVEDI ve BRUNS, 1985 (80)
Spek 0,2-3 mg/kg KGW Lenf digtmi nekrozu SZCZECH et al,, 1973 & (81)
Domuz 1-2 mg/kg KGW Lenf dogumi nekrozu SZCZECH et al,, 1973 b (82)
[Domuz 2,5 mglkg KGW Hucresel imminiti HARVEY ctal., 1992 (83)
Domuz 0,06-4 mg/l Blut Lemfosit-stimulasyonu [HOLMBERG et al., 1988 (84)
Domuz lemfositi 100 M Immunglobulin sentezinin azalmasi FINK-GREMMELS ve JAHN, 1992 (85)
Hdrar torbast epiteli 100 pM ~ 100 sM Kardes kromatid degigimi DEGEN et al., 1995 (86)
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sentezinde bu enzim alicis1 kloriir iyonlandir. Kloroperoksidaz igeren organizmalann
her klorine olmus madde igin, dekloro tiirevi liretmeleri bu organizmalann bir
ozelligidir. Bu oOzellik okratoksini olusturan mikroorganizmalart da kapsar.
Okratoksindeki klorin fenolik grubu para formundadir. Okratoksin biyosentezindeki
iki ana kismin (fosfookratoksin a ve fenilalanin etil esteri) olugmasmi, bunlarin
birleme reaksiyonlan takip eder. Birlesme reaksiyonu, okratoksin sentetaz
kompleksi ile olur, ATP ve Mg"" reaksiyon igin gereklidir (88).

Yapilan gabgmalar 1gifinda, okratoksinin bes tirevi oldufu bilinmektedir.
Bunlar; Okratoksin A, B, C, o ve B’dir. Bunlarmn iginde toksik agidan en 6nemlisi
OTA’drr, molekiil agirligi 403,83, kimyasal formiilii C20H;3CiNOs.

2.5.2. Olusumunu Etkileyen Faktorler

Mikotoksin olugumunu etkileyen temel faktorler su aktivitesi (a) ve 1sidir.
Gida igerisinde bulunan suyun mikroorganizmalarin kullanimina agik olmamast
gerekir. Gida, mikroorganizma iligkisi agisindan faydali su, a, degeri ile belirlenir,
Su aktivitesi degeri, substrattaki su buhan basincimn saf suyun buhar basincina
bolinmesiyle elde edilen bir parametredir. A.ochraceus ile yapilan Uretim
caligmalannda, optimal iiremenin 20-30 °C arasinda olduBu goériilmiigtir. En yiiksek
tiretimin 30 °C de ve su aktivitesinin 0,953 (%39 su igerigi, % kuru agirhk) oldugu
tespit edilmigtir. Diigiik sicakliklarda 6rnegin 15 °C’de nem gereksinimi yiiksektir
(aw= 0,997 veya %52 nem). Penicillium cinsi, digiikk sicakhklarda geligebilen tiirleri
icerir. Dusik inkiibasyon sicakliklannm etkilerinin arastrilmasy, P.viridicatum
suslarmin, 5-10 °C’de OTA iretebildiklerini gostermigtir. Bunlar igin ay degeri 0,95-
0,99 arasindadir. Optimum a.de 1s1 araht 4-31 °C’dir. Bu durum Kanada ve
Iskandinavya gibi soguk iklime sahip diilkelerde, OTA kontaminasyonundan
Penicillium, Yugoslavya ve Avusturalya gibi sicak iklime sahip bolgelerde ise % 28-
50 oraminda OTA iiretiminden Aspergillus ochraceus tirlerinin sorumlu oldugunu
gosteriyor (28).

Bu kriterlerin yaninda okratoksinlerin iireyebilmesi i¢in pH da 6nemli bir
faktordir. Yukanda belirtilen mantarlanin geligebildikleri pH aralig: 3,9-9,1°dir (89).
Ayrnica kifler aeorobik mikroorganizmalar olduklanndan oksijensiz ortamlarda
gelisemezler.
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2.6. Okratoksin A’nin Organizmadaki Degigim Siireci

2.6.1. Absorbsiyonu

OTA’nin gastrointestinal sisteme girisi gidalar vasitastyla olur, geri emilimin
hangi kisimda gergeklestiZi hakkinda ¢esitli  goriigler vardir. OTA
konsantrasyonunun, ratlara yem ile verildikten sonra en yiiksek diizeyde mide
mukozasinda bulundugu, enjeksiyondan sonra barsak sisteminde en yiiksek
absorpsiyon degerinin ince barsakta oldugu gosterilmigtir (90). OTA’mn barsak
sisteminde emiliminin, domuzlarda %65.7, tavsanda %55.6, tavuklarda %40.0
oldugu bildirilmektedir. OTA, kanda serum albuminine baBlanir ve organizmaya
dagiir (91).

Tek doz 10 mg/kg OTA’nin gavaj ile ratlara verildigi bir calismada, ilk dort
saat sonunda , defisiklie ugramamis OTA’min en yitksek seviyeleri mide duvannda
bulunmugtur. Ince ve kalin barsak az miktarlarda degisiklige ugramamis OTA igerir,
OTA’nin absorbsiyonu baglica midede olur. Cekum ve kalin barsakta az miktarlarda
izokumarin kistm (okratoksin o) tespit edilmigtir, bu barsak mikroflorasimn hidroliz
etksinin sonucudur (92). Aym hayvan tiirleri kullanilarak barsak absorbsiyonu
tizerine yapilan galiymada ulagilan sonug;, maksimum absorbsiyonun oldugu bolge
proksimal jejunumdur, ve portal ven, intestinal yoldan OTA transportunda primer yol
olmasina ragmen baz transport iglemleri lenfatiklerden olur.

2.6.2. Dokularda parc¢alanmas: ve metabolik doniigiimii

Hold ve Krogh tarafindan mezbahane 6rneklerinde yapilan mikotoksik porsin
nefropati caligmalarinda, de@ismemis OTA artiklan ¢ahgilan biitiin dokularda
(bobrek, karacier, kas) bulunmustur. En yitksek seviyelerde OTA (67 ug/kg’'ya
kadar) bobrekte tespit edilmigtir. OTA igeren yemlerle beslenen domuzlarla yapilan
gabsmada, toksin artiklan baglica bobrek, karaciger, kas ve adipoz dokuda
bulunmugtur (93). Daha sonra yapilan bir ¢caligmada, domuzdaki OTA atiklarinin en
yiksek konsantrasyonu, onceki dokularla kargilagtinldit zaman, kanda bulunmugtur
(94). Ratlara 10mg/kg OTA uygulmasindan 96 saat sonra, uygulanan dozun bobrekte
%0.3’1, karacigerde %0.9’u, toplam kas dokusunda %0.6’s1 tespit edilmigtir. Chang
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ve Chu 1977 de rat bagma 1 mg/kg OTA’mn (fenilalanin iginde isaretli C14)
intraperitonel enjeksiyonundan yarnm saat sonra karaciferden iki kat daha fazla
degismemis OTA’y1 total dozun %4-5°1 kadar bobrekte bulmuslardir.

2.6.3. Eliminasyonu ve Atihmi

OTA’min eliminasyonu bobrekte ve barsakta gergeklesir (95). Elling ve
arkadaglan, dért domuza 5 giin boyunca 800 ug/kg OTA uygulamuglar, bu
hayvanlann iire ve safra salgilarinda OTA ve OTA’min gesitli metabolitlerini tespit
etmiglerdir (96).

Deneysel olarak, oral yolla verilen OTA mn yanlanma 6mri, intravendz
enjeksiyona gore daha kisadir. Toksinin bir bélimiiniin eliminasyona ugradifa bolge
karacigerdir, daha sonra safrayla atiir ve sistemik kan dolagimma girer. Karacigerin
temizlenmesi, karaciger hiicrelerinin membraninda bulunan OATP (organic anion
transporting polipeptid carrier) tagtyicilant ile gergeklesir (43). Eliminasyonun difer
onemli orgam bobrektir (43,97-100). OTA’nin, dogal olarak bulunan doymamus
konsantrasyon aralif 1-100 nM dir, plazma proteinine %99 baglanma potansiyeli
gosterir. Bu yitzden OTA glomeriiler filtrasyonla ortamdan uzaklagtinlamaz, daha
¢ok tiibular eliminasyon ile iireye geger. Bu siirece, proksimal tiibiil hiicresinin
bazolateral hiicre membramindaki para-aminohippuronikasit tastyict sistemi gibi
diger multispesifik ksenobiotik tagtyicilar araciik eder. Probenesid, bu tagtyict
sistemin inhibitéridir ve OTA’min nefrotoksisitesini azaltma egilimindedir.
Proksimal tiibiil kokenli bobrek hiicrelerinin, uzun siireli nanomolar konsantrasyonda
OTA’ya maruz kalmasi, hiicrenin genel fonksiyonunu etkilememekle beraber
organik anyon transportunu azaltir. Bu hiicrelerden OTA min salgilanmas: azalirken,
diger ksenobiotik tagiyicilann ve ilaglanin digan atimasi da azalir. OTA, biitiin
nefron segmentlerinden geri emilir. Bu siire¢ toksinin bobrek dokusunda birikmesine
ve toksisitesinin artmasina neden olur. Ara-tagiyicilanin toksini kandan ayirmasi
organizmanin toksik yiikiinii azaltir, fakat ayni anda bébrek ve karaciBer tizerindeki
eliminasyon yiikiinde artisa neden olur. Safra kesesinden uzaklagtirilan toksini ayiran
ince barsaklardir. Bu yiizden 6zel toksik etkileri bu organlarda gozlenir (43).
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2.7. Okratoksin A’min Hayvanlar Uzerine Etkileri
2.7.1. Akut ve Kronik Etkiler

Patofizyolojik ¢aligmalar, OTA’'mn nefron boyunca degisik bolgeleri
etkiledigini gostermektedir (96-99). Akut olarak OTA ya maruz kalma,
postproksimal nefron fonksiyonunda bozulmaya yol acar. Ozellikle toplama
kanalinda elektrolit ve titre edilebilen asit atiiminda degisikliklere sebep olur. Bu
mekanizma; OTA’mn nanomolar konsantrasyonlan ile kiiltiir bébrek hiicrelerinde
gorillen hiicresel asit-baz dengesinin bozulmasi ve plazma membrandaki anyon
iletiminin engellenmesi ile benzerlik gdstermektedir. ﬁﬁcresel pH dengesinin
bozulmasi, OTA mn kiiltir bobrek hiicrelerine gegisi ile ortaya g¢ikabilir. Kronik
olarak OTA’ya maruz kalma iirenin kivaminda azalmaya neden otur. OTA’ya kronik
maruz kalma, proksimal tiibilliin renal hemodinamigi ve salgi fonksiyonunu
etkiledigi halde akut maruz kalma etkilememektedir. OTA, renal kan akigim ve
glomerular filtrasyon oramindaki azalma ile vas efferens’in gegirgenlifini arttinr.
Proksimal tubuler hiicreler, organik anyonlarin salinma kapasitesinde bir azalma ile
OTA ya yamt verir. Aminosit gibi kiigiik molekiillerin emilme kapasiteleri mindr
derecede etkilenir ancak albuminin endositotik alimm oldukca azalir. OTA, rat
proksimal tiibtl hiicre kiltiiriine nanomolar konsantrasyonlarda uygulandifinda
mutajenik potansiyele sahiptir, ancak mikromolar konsantrasyonlarda hiicre
geligimini inhibe eder. OTA, doz ve zamana bagh olarak renal fonksiyon iizerinde
kompleks etkiler ortaya ¢ikanr (42).

Iki yasinda wistar ratlar, tek doz 1.25 mg/kg viicut afirh (v.a) OTA’ya
maruz birakildiktan iki saat sonra, plazma konsantrasyonunun 89.7+15.1 umol/L ve
iiredeki OTA konsantrasyonunun 22.4+1.9 umol/ml oldugu gozlenmistir. I¢ medulla
ve bobrek papillasinda yiiksek oldugu tespit edilmistir. Kortikal ve dig medullar
dokudaki konsantrasyonlar, en yiiksek degerin yans1 kadardir. Alt: giin stire ile 0.5
mg/kg v.a. OTA’ya maruz birakilan iki yagindaki ratlarda plazma konsantrasyonu
23.040.4 pmol/L olarak bulunmus, ayrica OTA i¢ medulla ve bobrek papillasinda da
yiiksek oranlarda toplanmugtir. Birbirini takip eden alti giinlik uygulama (0.5 mg/kg
v.a. OTA giinliik) yapilan alti haftalik ratlann plazmalarindaki OTA konsantrasyonu,
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iki yagindakilere gore 6nemli derecede digiik bulunmustur. Alti haftalik ratlann
bobreklerinde yitksek konsantrasyonda OTA papilla ve i¢ medullada tespit edilmigtir.
Kortikal dokudaki bir miktar OTA, akut maruz kalmaya gore Onemli derecede
disiiktiir. 0.5 mg/kg OTA’ya maruz kalan yash ve geng ratlann irelerindeki OTA
konsantrasyonlaninda 6nemli derecede farklilik olmadig bildirilmektedir (100).

2.7.2, Biyokimyasal Etkileri

OTA, ¢esitli mikroorganizmalarda (Bacillus subtilis, B.stearothermophilus,
Streptococcus faecalis, mayalar) oldugu gibi, rat karaciger hiicrelerinde de tRNA
sentetazin ve protein sentezinin inhibitériidiir. OTA’mn, tRNA sentetaz ve protein
sentezi Uzerindeki geri doniiglimlii inhibitor etkisi, fenilalanin tarafindan engellenir,
okratoksin A’min hasara yol agmasi, bu engellemenin lgiitii ile bire bir ilgikilidir.
OTA’mn (LDjoo) farelerde akut intraperitonel etkisi, beraber enjekte edilen
fenilalanin ile 6nlenmigtir(28); bu bulgular, hayvanlar iizerindeki kronik etkilerinin
(nefropati), fenilalanin ile 6nlenebilecegini dilglindiirmektedir.

Belirli konsantrasyon (20-1667 pg/ml) arah@inda cahigilan OTA, %47-50
oraninda makrofaj migrasyonunun inhibe olmasina yol agar; bu etki, ey zamanh
fenilalanin eklenmesi ile énlenebilmektedir (28).

OTA, ratlarda karbonhidrat mekanizmasim etkiler. Tek doz 15 mg/kg oral
OTA uygulamasindan dort saat sonra karacigerdeki glikojen seviyesinin azalmasina
ve kalp glikojen seviyesinin artmasina yol agar. Ratlar Gizerindeki daha kapsaml bir
aragtirmada, karacifer glikojen seviyesindeki azahigin, serum glukoz seviyesinin
artmasiyla ve karaciger glukoz-6 fosfatin azalmasiyla iliskili oldugu tespit edilmistir.
Aynmi zamanda, karaciger glikojen sentetaz aktivitesi azalmig ve karaciger fosforilaz
aktivitesi artmugtir. Ug giin, Smg/kg oral OTA uygulamas: sonras: 4. giin karaciger
glikojen seviyesinin azaldift gozlenmigtir. Bu azalmamn nedeni, karacigerde
glukozun aktif transportunun inhibisyonu, glikojen sentezinin glukoz tarafindan
baskilanmast ve glikojen yikimunin hizlanmasidir (28).

Rat karaciger mitokondrisi ile yapilan in vitro g¢aligmalarda, OTA’nm,
karaciferde mitokondri i membramnda lokalize olmug tasityici proteinlerin tagima
islevini inhibe ederek, mitokondral solunumu hasara wugrattifi bildirilmigtir.
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Mitokondrial &rneklerle yapilan diger ¢aligmalarda, OTA’min mitokondriye
alinmasinin enerji kullanma sirecinde mitokondri i¢gi ATP’nin tiketilmesine yol
actifs ve OTA min, mitokondri ici fosfat transportunu inhibe etmesinin mitokondrinin
bozulmasiyla sonuglandig bildirilmigtir (28).

Domuzalarla yapilan bir ¢aligmada, 0.2 ve 1 ppm OTA bes hafta verilmig ve
uygulamanin baglangicindan sonraki 1., 3. ve 5. haftada toplanan renal biopsilerdeki
enzim aktiviteleri olgilmiigtir. Bir hafta sonunda renal PEPCK (fosfoenolpiruvat

- karboksikinaz) ve y-glutamiltranspeptidaz aktiviteleri %40 azalmigtir. Bu enzimlerin
aktivitelerinin azalmasi renal hasann agirlagmasiyla iligkilidir (28).

2.7.3. Mutajen Etkisi

Okratoksin A (OTA), deney hayvanlarina uygulandiktan sonra, DNA adduct
formlarimin olugmasina yol agan nefrotoksik ve nefrokarsinojenik bir mikotoksindir.
OTA, DNA cift zincirinde kinlmalara yol agar ve iki rodent tiiriinde karsinojenik
oldugu gosterilmigtir.

1985 Creppy et al, OTA nmn fare dalak hiicre kiltirlerinde DNA nin ¢ift
zincir yapisinda kirilmalara yol agtifim gostermigtir. Fare ve ratlara uygulanan tek
doz veya kronik OTA uygulamas: sonucunda (in vivo) bobrek, karaciger ve dalak
DNA sinda da bu kinlmalara rastlanmigtir. Bu sonug Stetina ve Votava tarafindan da
dogrulanmigtir. Sonradan OTA uygulamasimn degisik organlarda, degisik sekillerde
DNA adduct lanna hem farede hemde ratlarda yol agtift gosterilmigtir. Yiksek
seviyelerde DNA adduct lan fare karacigeri ve idrar kesesinde bulunmugstur. Geg
gebelik doneminde OTA uygulamasindan sonra, DNA adduct lan yeni nesilde de
gozlenmigtir. OTA ile muamele edilmis degisik hiicre kiltiirlerinde de DNA adduct
larna rastlanmmgtir; 6rnek olarak maymun bobrek hiicreleri, insan bronsiyal epitel
hiicreleri ve domuza ait epitel hiicrelerinde. Rat bébregindeki DNA adductlari, OTA
nin renal karsinojenitesi ile ilgkilidir. Buna ek olarak, OTA ya maruz kaldif: samlan
Balkan Endemik Nefropatili (BEN) hastalardan toplanan cerrahi doku omeklerindeki
(bobrek, pelvis, mesane) DNA adductlar, OTA uygulanan farelerin
bobreklerindekiler ile benzerdir (101).

T KOROLY
e
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Domuz mesane epitel hiicre kiiltirlerinde SCE frekansim ve kiiltire alinan X
~trizomili insan lemfositlerinde kromozom anomalilerini arttirir. Sigir seminal
vezikill hiicre kiiltiirlerinde mikroniikleus formlannin artmasina sebep olmaktadur.
OTA’nin, kiltiire alman domuz mesane epitel hicrelerinde 25-1000nM
konsantrasyon arahifinda proglanmamg DNA sentezine (UDS) yol  agtifn
gosterilmistir. OTA nin nanomolar konsantrasyonu ile inkiibasyona birakilan bobrek
toplama kanalindan g¢ogaltilan MDCKC?7 hiicrelerinde de morfolojik farkhilagmaya
yol agtifn tespit edilmigtirr Buna ek olarak, sayisal kromozom anomalilerinde
genotipik degigiklikler gozlenir ki bu, renal adenom ve karsinomlann insidansimn
artmastyla iligkilidir (101).

Manolava et al. (1990), 15 nm OTA konsantrasyonunda kiiltlir insan
lenfositlerini iireterek ozellikle X kromozomu tzerinde kromozom anomalilerini
tanimladi. Bundan bagka Creppy et al. (1985), OTA’ y1 ertkek BALB/c farelerine
intraperitonel enjekte ederek DNA hasarlanim bobrek, karacifer ve dalakta ¢ift
sarmal kiriklan seklinde tespit ettiler. Dalak hiicrelerinde DNA hasan in vitro olarak
dogrulanmugtir. Kane 1986, OTA’y1 az miktarlarda ratlara vererek renal ve hepatik
dokularda DNA ¢ift sarmal kirklarm bildirmigtir. Maleveille et al. (1991), OTA nin,
E.coli PQ37 susunda SOS DNA tamirini uyardifim gosterdiler. Buna ilaveten OTA’
nin rat hepatositlerinde mutajenik yamta araciik ettigi, Salmonella typhimurium’ un
bazi suglan kullanilarak Hennig et al. tarafindan da tespit edilmistir (102).

OTA nin genotoksik etkisinin daha iyi anlagilmast i¢in OTA-DNA adduct
formasyonlan ve farelere 2,5 mg/kg oral OTA uygulamasindan sonra **P isaretleme
yontemi kullamlarak ol¢iimler yapilmistir. OTA uygulamasindan 24 saat sonra,
bobrek, karaciger ve dalakta DNA iginde birgok degismis nukleotid agikga tespit
edilmigtir. Total DNA adductlari 48 saat sonunda maksimum degere ulagir, 10°
nitkleotitde bobrekte 103, karacigerde 42, dalakta 22 bulunmugtur. Goriildigi gibi
genotoksisitenin ve karsinojenitenin ana hedefi bobreklerdir (102).

OTA nin mutajenitesi bakteri ve memeli hiicrelerinde aragtinlmg ve her iki
testte de negatif sonuglar elde edilmistir. 0.5-500 pg/plak konsantrasyon aralifi
kullamilarak, Salmonella typhimurium TA 98, TA 100, TA1535, TA 1537 suslan ile
yapilan testte bakteriyel mutasyonlar gériilmemigtir. Diger ¢aligmada S.typ. TA1535,
TA1537 ve TA 1538, Saccharomyces cerevisic D-3 suglan kullamlmigtir. OTA ile
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%85 OTA ve %15 OB karsgimi 0.1, 1, 10 ve 100 pg/plak konsantrasyonlarinda test
edilmig. Test sonuglanna gore; OTA negatif fakat OTA ve OB kangimi, TA1538
sugunda frameshift mutasyonlara yol agtif tespit edilmigtir (103).

Memeli hiicrelerindeki mutajenik aktivitesi C3H fare, meme kanseri
hiicrelerinde 8-azaguanin direclilifi i¢in aragtnlmg. 10 ve 5 pg OTA/ml
konsantrasyonlarinda mutajenik aktivite gozlenmemistir. Bunun yamnda 10 pg/ml
hiicreler igin toksik ve 5 pg/ml toksik degildir (103).

2.7.4. Kansorejen Etkisi

Ug fare ve bir rat tirinde OTA’mn kanser olusturma riskinin aragtinildis bir
¢aligmada, bobrek ve bir boliimii olan tiibiiler epitel hiicrelerin, lezyonlanin ortaya
ciktigh birincil hedef bolgeler oldugu goérilmiistiir. Erkek ddY ve DDD farelerinde,
atipik hiicre gofalmasmna, renal tiibiiller hiicrelerde epitelden gelisip yer yer kistik
olusumlar gosteren iyi ve kot huylu timér olusumuna neden olmus, karacigerde
tiimor yapisinda nodiil ve karaciger hiicre timorleri olugturmustur. B6C3F1 erkek
farelerde, titbiler hiicre adenomlan ve karsinomlarmna yol agmakta, karaciger hiicresi
adenom ve karsinomlaninin insidanslanm yitkseltmektedir. Erkek ve disi F344
ratlarda OTA, timoral (adenomlar ve metastas gosteren karsinomlar) ve tiimoral
olmayan (dejenerasyon, gekirdek biiylimesi, proliferasyon, sitoplazmik degisiklikler,
hiperplazi), etkilere yol agmakta; disi ratlarda, meme bezlerindeki fibroadenomlarin
insidansim yiikseltmektedir. Cegitli gidalanin tiketimi ile OTA’ya maruz kalan
insanlarda da toksik ve karsinojenik etkileri oldugu tahmin edilmektedir (54).

Yirmidort ay siiren bir aragtirmada, 50 erkek ve 50 disi B6C3F1 fareleri
gruplara aynimis ve grup bagma 0.1 veya 40 ppm OTA ile beslenmis, 40 ppm doz
uygulanan gruptaki erkek farelerde renal neoplazmalar, karsinom ve adenomlar
artmugtir. Renal karsinom goriilen 49 hayvandan 14°i en az 20 ay hayatta kalmug, 26
farede renal adenomlar goriilmiigtiir. 40 ppm doz grubundaki farelerde nefropati
(renal tubuler genigleme, astarlayan epitelde yassilagma veya hiperplazi ve rejeneratif
tiibiillerde hiicre goBalmasi) gelismigtir. OTA ile beslenen erkek ve digi farelerde
karaciger hiicre neoplazmalannin insidansinda az miktarda artig tespit edilmigtir. Bu
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calisma OTA’ min erkek B6C3F1 ferelerde renal karsinojen odugunu ayrnca erkek ve
disi farelerde zayif karaciger karsinojeni oldugunu ortaya koymustur (104).

OTA, kemirgenlerde nefrotoksik ve kuvvetli renal karsinojendir. Cesitli
calismalar, OTA’ mn oksidatif hasara yol agtifim gostermigtir. In vitro olarak
NADPH varhfinda rat karaciger mikrozomlanmn inkibasyonu ile yapilan bir
caligmada, lipid peroksidasyonunun biomarkin olan malondialdehit (MDA)
olusumunun arttif: bildirilmigtir. MDA, lipid peroksidasyonunun son driintidiir, bu
yiizden oksidatif ve hiicresel hasann ge¢ biomarkin olarak dugtiniilebilir. Lipid
peroksidasyonunun dier bir markinn da etan ekshalasyon oranmndaki artigtir, yiksek
dozda OTA (6mg/kg) uygulanan ratlarda gozlenmigtir. Oksidatif hasarda ve DNA
bozulmalaninda kullamlan diger bir biomarkir 8-0x0-7,8 dihidro-2’-deksiguanozin
(8-0x0dG) dir ve ratlar bazi oksidantlara ve renal toksinlere maruz birakildigt zaman
8-ox0dG’ da artig oldugu belirtilmektedir (52).

OTA, lastik sonda ile uygulandifinda, erkek ve digi ratlanin bébreklerinde
tiibiiler hiicre ve karsinomlann insidansim yiikseltmektedir. Aym zamanda OTA, disi
ratlann meme bezlerinde fibroadenomlarin insidanslanim ve gesitliligini arttinr.
OTA’h yemlerle beslenen erkek farelerde renal adenomlar ve karsinomlar
gbzlenmis, disi farelerde karacier hiicre karsinomlarina rastlanmgtir. Benzer bir
caligmada, erkek ratlarda hepatomlara ve renal hiicre timorlerine yol agtif
gorilmiigtiir. OTA ile yapilan uzun siireli karsinojen galigmalarinda Kanisawa ve
Suziki ve Bendele et al. tarafindan renal adenom ve karsinomlar gézlenmistir (50).

2.8. Melatonin Hakkinda Genel Bilgi

2.8.1. Tanim ve Yapisi

Pineal bezde sentezlenen bir nérohormon olan melatonin yapica N-asetil 5
metoksi triptamindir (Sekil 2). Melatoninin kandaki yarnlanma 6mrii 10-40 dakika
civarindadir. insanda ortalama 28.4 dakika oldufu bildirilmigtir. Hormonun %901
karacigerde hidroksillenir, kan ile tiim viicut sivilanina nakledilir (105). Atiimu ise 6-
hidroksimelatonin ve kiniirenaminlerin glikuronid ve siilfat bilegikleri seklinde %20
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fegesle, %70 idrarla olur. Serbest melatonin halinde %’1’i ve 5 metoksiindolasetik
asit olarak % 0.5’ gegmemek iizere idrarda bulunabilir (106).

CH30. : ,CHz—CHp~NH-CO-CH,
. Melatonin

H
Sekil 2. Melatoninin yapist

2.8.2. Sentezi

Sentezin baglangic basamaZmm, sistemik dolapmdan triptofanin pinealosite
aktif gecisi olugturur. Triptofan, 6nce triptofan hidroksilaz ile orto pozisyonundan
hidroksillenerek ~ S-hidroksitriptofana  domiigir. Bunu  aromatik  aminoasit
dekarboksilazlarn kataliz ettifi dekarboksilasyon reaksiyonu izler. Olusan {iriin
o6nemli bir biyolojik amin olan 5-hidroksitriptamin (seratonin) dir. Seratonin, N-
asetiltransferaz (NAT) ve hidrokstindol O-metil transferaz (HIOMT) in birbirini
takip eden aktiviteleri ile melatonine doniigiir.

Pineal bezde melatonin sentezi sirkadyen bir ritim gosterir ve karanhk faz
boyunca maksimum noktasina ulagir. Bu ritim suprakiazmatik nukleuslar tarafindan
algilanan aydinlik-karanhk doniisiimii ile saglamr. Karanhfin baglamastyla sinir
uclanndan noradrenalin salgilanir, bu da pinealositlerdeki B-adrenerjik reseptorleri
uyanr. Adenilat siklaz aktivitesinin artmasiyla olugan cAMP, NAT sentezini uyarr.
NAT’in enzimatik aktivitesinin gece boyunca artist serotonin diizeylerini digliriir,
buna baglt olarak N-asetilserotonin ve melatonin diizeylerini arttirir. Melatonin
sentezini uyaran difer bir mekanizma, fosfoinozitol sistemiyle baglantih o-
ladrenoreseptorier olup burada Ca™-fosfolipid bagimh protein kinaz C yoluyla
cAMP uyarilmas: gergeklesir (107).
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2.8.3. Etki Mekanizmasi

Melatonin, lipitte ¢Oziinebildiginden hiicre membramm kolayhkla geger ve tim
hiicre organellerine gegebilir. Fizyolojik etkilerini, hem reseptor aracihig ile hem de
reseptorden bagimsiz olarak gosterebildigi bildirilmigtir. Melatoninin etkileri genel
olarak, organizmalarda bagtan baga lokalize olan hiicrelerin membranlanindaki
reseptorlerle iligkilidir. Pineal hormon i¢in membran reseptérlenn beyinde SCN
(suprakiyazmatik nukleus)’yi de iceren degisik alanlarda tammlanmgtir (16).

Baglangigta, melatonin igin niiklear baBlanma bélgeleri, hepatik hiicrelerin
¢ekirdeklerinde tammlanmasina ragmen, sonraki aragtirmlar, onlarin santral sinir
sistemi ve periferal yapilann her ikisinde de yaygin olduklarim gostermigtir.

Melatonin, ¢ok sayida oldugu gorillen reseptoér aracih etkilerinin yanisira,
reseptor baglmsxz etkilere de sahiptir. Melatonin, yiiksek diflizyon kapasitesi ile
hiicrelerin igine kolayca girer ve kalmoduline baglanir, bundan dolayr kalsiyuma
bagh ¢ok sayida hiicre i¢i olay: etkiler.

Yapilan bir ¢aligmada melatoninin, yitksek oranda etkili serbest radikal
siipiiriicii oldugu gosterildi. Melatoninin yiiksek oranda toksik serbest radikalleri
stipiirme yetenegi, reseptdr - bagimsiz fonksiyondur (108).

Periferik immiin hiicrelerde melatonine ait membran reseptorlerinin varligi
saptanmugtir. Bunlar ikinci haberci olarak cAMP’i kullamr. Melatoninin nukleusta
baglandif1 bolgeler hem merkez sinir sisteminde hemde periferik dokuda mevcuttur
ve klonlanmugtir. Melatoninin reseptérden bagimsiz etkileri de vardir. Bu etkilerinde
araci olarak kalmodulin kullamlir ve Ca* ile iligkili olan hiicre ici olaylar degisiklige
ugrar. Bunun sonucunda kalmodulin bagimh nitrik oksit sentaz (NOS) aktivitesi
azalir (16).

2.8.4. Serbest radikallere kars: savunmada melatoninin rolii

Melatonin kuvvetli bir antioksidan $zellige sahiptir. Serbest radikalleri tutup
nétralize ederek ve antioksidan savunma enzimlerinin sentezini uyararak antioksidan
sisteme etki eder. Melatoninin serbest radikalleri tutma yetenegi reseptorden
bagimsizdir. Ancak antioksidan enzimlerin indol halkast tarafindan uyanimasi,
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melatoninin niikleustaki reseptorlere baglanmasindan sonra gergeklesmektedir.
Melatoninin bu etkilerini inceleyen ¢alismalarda g¢ogunlukla farmakolojik dozlar
kullantlmigtir (108).

Serbest radikallerin olugumunu simrlamak veya olustuklarinda notralize
etmek igin bir dizi reaksiyon gergeklesir. Bu siireg toplu olarak “antioksidatif
savunma sistemi” olarak adlandinlir. Toksik molekiilleri inaktif maddelere
metabolize eden gegitli enzimler ve bunun yaninda radikalleri notralize eden veya
stipiiren molekiiller vardir, bunlar sirastyla, antioksidatif enzimler ve antioksidanlar
olarak belirtilir. Antioksidatif enzimler, siiperoksit anyon radikalini hidrojen
peroksite (H>0;) katalitik olarak doniigtiiren siiperoksit dismutaz (SOD) ve H207’i
suya metabolize eden iki enzim olan katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidazi (GSH-
Px) igerir. Eger, agin aktiviteyle CAT ve GSH-Px in yeterli derecede metabolize
edemeyecegi miktarlarda H,O, olugursa, artmug SOD aktivitesi, daha yiiksek
derecede toksik radikal iiretimine yol agabilir (109).

Serbest radikaller iiretildiklerinde, bunlan siipiiren degisik molektiller vardir.
Rediikte glutatyon (GSH) gibi bir kismu hiicre iginde sentezlenirken, E ve C
vitaminleri ve B-karoten gibi digerleri besinlerle alimr. GSH ve C vitamini primer
olarak sitozolde bulunur ve E vitamini, sartlara goére PB-karoten hiicrelerin
membranlarinda bulunmaktadir (108).

Tan ve arkadaglari, melatoninin oksijen kokenli radikallerden en toksik olan
hidroksil radikali notralize etme yeteniBini test etmislerdir. Melatoninin, etkili bir
hidroksil radikali siipiriiciisi olmasiun yamnda, aym zamanda bu toksik ajanlani
notralize etme etkinlifinin endojen antioksidan GSH tan 5 kat daha biytik oldugu ve
ekzojen siipiiriicii mannitolden yaklagik 15 kat daha iyi oldugu kamtlanmgtir (108).

Pieri ve arkadaglari, melatoninin yiiksek lipitte ¢6ziinebilirlifi kargisinda, in
vivo sgartlarda E vitaminine egit veya daha iyi bir antioksidan oldugunu
kamtlamiglardir (108).

Melatoninin, hidroksil ve peroksil radikallerini siipirme yeteneginin yamsira,
diger stipiiriiciilerle etkilesime girerek etkinliklerini arttirdih yoniinde aragtirmalar
yapilmustir. Melatoninin etkinliginin, C vitamini, GSH ve trolox gibi zincir kina
antioksidanlarin varhfinda daha iyi oldugu gosterilmigtir. Bu bulgular gosteriyor ki,
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melatonin umulandan daha diigiik konsantrasyonlarda da etkin bir serbest radikal
siipiiriiciisiidiir (108).

Karbon tetraklorid (CCly), yaygin olarak kullamdan bir serbest solvent,
temizleyici ajan ve herbisittir. Sindirim yolu ile alindifinda ozellikle hepatik dokulan
tahrip eder. CCl; toksisitesinden kaynaklanan hasar, genellikle serbest radikal orijinli
olarak kabul edilir. Karacier homojenatlann veya mikrozomlan, CCL ile inkiibe
edildiginde, artmug lipit peroksidasyonun gostergeleri olan MDA+4HDA (4-
hidroksilalken) diizeylerinde 6nemli artiglar olgiilmiigtiir. Melatoninin, bu artislan
doza bagh olarak indirgedigi tespit edilmigtir (109).

Oksijenin aktive olmamis formu omegin singlet oksijen (10,), gesitli
makromolekiilleri hasara ufratan toksik bir ajandir. Melatoninin singlet oksijeni
baskiladifn Poeggeler ve arkadaglan tarafindan daha onceden bildirilse de ilk
deneysel deliller Cagnoli tarafindan ortaya konmugtur (109).

Bazi enzimler antioksidatif savunmada ¢ok onemlidir ¢iinkii bu enzimler,
serbest radikaller veya reaktif oksijenin, non-radikal iiriinlere metabolize edilmesine
aracihk eder. Bu enzim ailesinden en iyi bilinenlerden bazlan, superoksit dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon reduktazdir. Melatoninin
farmakolojik seviyelerinin, beyinde GSHPx aktivitesini uyardi bildirilmigtir(109).

2.9. Serbest Radikaller

Serbest radikaller bir veya daha fazla ortaklanmamig elektron ihtiva eden
atom veya molekullerdir. Bu tip maddeler, ortaklanmamg elektronlarindan dolayt
oldukga reaktiftir.

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu
meydana gelirler, pozitif yiikli, negatif yiiklii veya elektriksel olarak notral
olabilirler.

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller, oksijenden olugan
radikallerdir. Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar roli oynayan
maddeler, oksijenin kendisi, siiperoksit, hidrojen peroksit, gegis metallerin iyonlar
ve hidroksil radikalidir (110).
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-Siiperoksit radikali: Hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi sonucu, serbest siiperoksit radikal anyonu (0O,7) meydana gelir.
Hidrojen peroksidin kaynagi olmas: ve gegis metalleri iyonlarmn indirgeyicisi
olmas: bakimindan dnemlidir. Siiperoksidin, fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik
oksit (NO) ile birlesmesi sonucu reaktif bir oksijen tiirevi olan peroksinitrit meydana
gelir. Béylece NO’in normal etkisi inhibe edilir. Aynica, peroksinitritlerin dogrudan
proteinlere zararh etkileri vardir ve azot dioksit (NO;), hidroksil radikali (OH) ve
nitronyum iyonu (NOy") iyonu gibi daha baska toksik tiriinlere doniigiirler.

Stiperoksit anyonu hem oksitleyici hem de redikleyici 6zellife sahiptir.
Rediiktan olarak gorev yaptifinda, 6megin ferrisitokrom c’nin ya da nitroblue
tetrazolium’un rediiksiyonunda bir elektron kaybeder ve oksijene okside olur.
Sitokrom C’yi indirgemesi SOD tarafindan inhibe edilir. Bundan faydalamlarak SOD
aktivitesi ve fagositler tarafindan iiretilen O, tayini yapilir.

Hidrojen peroksit (H>02): H,0, membranlardan kolayca gegebilen uzun omirlii bir
oksidandir. Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil iretimi siiperoksidin
dismutasyonu ile olur. Iki siiperoksit molekiilii iki proton alarak hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijeni olustururlar. Hidrojen peroksit, bir serbest radikal olmadig: halde,
reaktif oksijen tirleri igine girer ve serbest radikal biyokimyasinda Onemli bir rol
oynar. Ciinkii stiperoksit ile reaksiyona girerek, en reaktif ve zarar verici serbest
oksijen radikali olan hidroksil radikali olugturmak tizere kolaylikla yikilabilir.
Hidroksil radikali: Hidroksil radikali (OH), hidrojen peroksidin gegis metallerinin
varhginda indirgenmesiyle meydana gelir. Suyun yiiksek enerjili iyonize edici
radyasyona maruz kalmas: sonucunda da hidroksil radikali olugur. Son derece reaktif
bir oksidan radikalidir. Yanlanma 6mrii gok kisadir. Olustugu yerde biiyiik hasara
sebep olur (110).

2.9.1. Serbest radikallerin kaynaklar:
Biyolojik kaynaklar
aktive olmug fagositler
antineoplastik ajanlar: nitrofurantoin, bleomisin, doxorubicine
radyasyon
ahigkanlik yapan maddeler: alkol ve uyugturucu maddeler

®

1
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gevresel ajanlar (hava kirlilifi yapan fotokimyasal maddeler;hiperoksi,
pestisitler, sigara dumam, solventler, anestezikler, aromatik
hidrokarbonlar)

Stres: Streste katekolamin diizeyi artar. Katekolaminlerin oksidasyonu
ise serbest radikal kaynagidir.

b) Intraselliiler kaynaklar

kugiik molekiillerin otooksidasyonu

enzimler ve proteinler : ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz,
hemoglobin

mitokondrial elektron transportu

endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport sistemleri
(sitokrom P-450, sitokrom bs)

peroksizomlar : oksidazlar, flavoproteinler

plazma membram : lipoksijenaz, prostoglandin sentetaz, fagositlerde
NADPH oksidaz, lipit peroksidasyonu

oksidatif stres yapici durumlar : iskemi, travma, intoksikasyon

Hiicrelerde serbest radikal tiretimi, bazi yabanci toksik maddeler tarafindan
da biiyitk oranda arttinilabilir. Bu maddeler ya dogrudan serbest radikal tretirler veya
antioksidan aktiviteyi diigiiriirler. Bu tip maddeler dort grupta toplanabilirler;

a- Toksinin kendisi bir serbest radikaldir. Kirli havanin koyu rengini veren

azot dioksit gazi ornek olarak verilebilir. Bu radikal iyi bir lipit
peroksidasyon baglaticisidir.

b- Toksin bir serbest radikale metabolize olur. Mesela, toksik bir madde

olan karbontetrakloriir karaciferde sitokrom P-450 tarafindan
triklorometil serbest radikaline doniigir. Bu radikalin oksijenle
reaksiyonu sonucu meydana gelen peroksil radikali de kuvvetli bir lipit
peroksidasyonu baglaticisidir. Boylece, reaktif serbest radikal diretimi,
karacigerde antioksidan savunmalan asar. Bu da hiicre membranlarimn
oksidatif ytkimi ve ciddi doku hasart ile sonuglanir. |

¢~ Toksinin metabolizmasi1 sonucu serbest oksijen radikali meydana gelir.

bunun tipik bir ornefi paraquatdir. Ozellikle karacigerde biriken
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paraquat, bir serbest radikale indirgendikten sonra tekrar yiikseltgenerek
rejenere edilirken beraberinde oksijen indirgenir. Bdylece bol miktarda
stiperoksit tiretilmis olur.

d- Toksin antioksidan aktiviteyi diisiiriir. Mesela parasetamoliin karacigerde
sitokrom P-450 tarafindan metabolizmasi, glutatyonla reaksiyona giren
ve miktann azaltan bir Girlin meydana getirir.

2.9.2. Gecis Metalleri ve Serbest Radikal Qlusumu

Metal iyonlaninin serbest radikal reaksiyonlarindaki asil Onemleri ise lipit
peroksidasyonundaki etkileridir. Gegis metalleri lipit peroksidasyonunu baglatmaktan
ziyade sentezlenmig olan lipit hidroperoksitlerinin pargalanmalanm ve lipit
peroksidasyonun zincir reaksiyonlanmi katalize ederler. Boylece  zararh olan
radikalleri daha az zararh hale getirirler.

2.9.2.1. Membran Lipitlerine Etkileri

Serbest radikaller, savunma mekanizmalarinin kapasitesini agacak oranlarda
olustuklari zaman organizmada gesitli bozukluklara yol agarlar. Biyomolekiillerin
tiim biyiik simflan serbest radikaller tarafindan etkilenirler, fakat lipitler en hassas
olanlandirlar. Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamus baglar1 serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon Grinleri olustururlar. Coklu
doymamug yag asitleri (CDYA)'mn oksidatif yikimi, lipit peroksidasyonu olarak
bilinir ve oldukga zararhdir. Ciinkii kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu
seklinde ilerlerler. Lipit peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasari geri
déniigiimsiizdir.

Ug veya daha fazla ¢ift bag ihtiva eden yag asitlerinin peroksidasyonunda
tiobarbutirik asitle 6lgiilebilen malondaialdehit (MDA) meydana gelir. Bu metot lipit
peroksit seviyelerinin  Olgiilmesinde sikhkla kullambr. MDA, yag asidi
oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatori degildir, fakat lipit

peroksidasyonun derecesiyle iyi korelasyon gosterir.
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Lipit peroksidasyonu g¢ok zararh bir zincir reaksiyonudur. Direkt membran
yapisina ve indirekt reaktif aldehitler iireterek diger hiicre bilegenlerine zarar verir.

Peroksidasyonla olugan MDA, membran komponentlerinin gapraz baglanma
ve polimerizasyonuna sebep olur. Bu da deformasyon, iyon transportu, enzim
aktivitesi ve hiicre yiizey bilegenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran
dzelliklerini degistirir. Bu etkiler MDA’mn nigin mutajenik, genotoksik ve
karsinojenik oldugunu agiklar.

2.9.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olujumunu ve bunlanin meydana getirdigi hasan
onlemek igin vilcutta birgok savunma mekanizmalari geligmistir. Bunlar “antioksidan
savunma sistemleri” veya kisaca “antioksidanlar olarak bilinirler. Antioksidanlar,
peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve/veya reaktif oksijen tiirlerini
toplayarak lipit peroksidasyonunu inhibe ederler (Sekil 3).

Dogal (Endojen) Antioksidanlar

a- Enzimler
Mitokondrial sitokrom oksdiaz sistemi
Stiperoksit dismutaz
Katalaz
Glutatyon peroksidaz
Glutatyon-S-transferaz
Hidroperoksidaz
b- Enzim olmayanlar

i- lipit fazda bulunanlar; a-tokoferol (E-vitamini), 8-karoten

ii- stvi fazda (hiicre sitozoliinde veya kan plazmasinda bulunanlar);

L}

askorbik asit, melatonin, irat, sistein, seruloplazmin, transferin,
laktofenin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin, metionin, albumin,
bilirubin, glutatyon

Ekzojen Antioksidanlar (flaclar)

Ksantin oksidaz inhibitorleri, NADPH Oksidaz inhibitorleri, rekombinant

stiperoksit dismutaz, trolox-C.
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2.9.3.1. ANTIOKSIDAN ETKi TiPLERI

Siipiiriicii Etki; Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlan tutma
veya ¢ok daha zayif yeni bir molekiile gevirme islemine denir.

Bastinen Etki; Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen
aktararak aktivitelerini azaltan veya inaktif sekle dénigtiiren olaya denir.

3. Onana Etki;

Zincir Kirier Etki; Serbest oksijen radikallerini kendilerine baglayarak
zincirlerini kanp fonksiyonlarim engelleyici etkiye denir.

2.9.3.2. Enzimatik Antioksidanlar

a-

Siiperoksit dismutaz (SOD); Bu enzim siiperoksidin, hidrojen peroksit
ve molekiiler oksijene doniigiimiini katalizler. Oksijeni metabolize eden
hiicreleri, siiperoksit serbest radikallerinin zararli etkilerine kargt korur.
Boylece lipit peroksidasyonunu inhibe eder. Normal metabolizma
sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranda stiperoksit liretimi olmasina
ragmen bu enzim sayesinde intraseliiler siiperoksit diizeyleri diigiik tutulur
(Sekil 3.).

Glutatyon  Peroksidaz  (GSH-Px); Glutatyon peroksidaz,
hidroperoksitlerin  indirgenmesinden sorumlu enzimdir. GSH-Px’in
fagositik hiicrelerde 6nemli fonksiyonlar vardir. Diger antioksidanlar
birlikte GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar gormelerini engeller.
Eritrositlerde de GSH-Px oksidan strese karst en etkili antioksidandir,
GSH-Px aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksidin artmasina ve siddetli
hiicre hasarina yol agar (Sekil 3.).

Katalaz; Dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. Gorevi
hidrojen peroksidi oksijen ve suya pargalamaktir. Peroksidaz aktivitesine
sahip oluguna ek olarak bu enzim, bir molekiil hidrojen peroksidi elektron
verici bir substrat olarak, digerini de oksidan veya elektron alicist olarak
kullanabilir. Katalazin indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit ve metil,
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etil, hidroperoksitleri gibi kiigiikk molekiillere karsgidir. Biiyitk molekiillix
lipit hidroperoksitlerine ise etki etmez (Sekil 3.) (110).

H202 + %2 02
_ katekolamin A

oksidaz +
GSH-Px

Respiratuwrar . (Y, sSOD H.0 » H.0
2 —7——’ 2 ‘/-H-\ 2

patlama
/ T H Fe'2 G5H 6556

Prostaglandin \
sentezi Mitokondriyal ve Fenton
mikrozomal 'e*slvo‘ny
reaksiyonlar
Fe®
*OH
membran fosfolipiieri e
redcskron
¥
Lipit peroksidasyonu

MDA salimmt — hicressl yapilara
zararll etkiler

Sekil 3. Hiicresel antioksidan enzim sistemi ve lipit peroksidasyon zincirini gosteren
sema (111).



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlan
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Bu aragtirmada agiliklant 110-150 gram arasinda degisen, Wistar albino cinsi

erkek ratlar kullamlmugtir.

3.1.2. Kullanilan Malzemeler

3.1.2.1. Cihazlar
1 | Sogutmah santrifijj Eppendorf MR 5415 (Almanya )
2 | Santriftj Heraus Labofuge 400 (Almanya)
3 | Derin dondurucu Facis (Fransa)
4 |Hassas terazi Scaltec (Isvigre )
5 | Otoanalizor Abbott Aeroset (IL, USA)
6 | Vorteks Niive NM 100(Tiirkiye)
7 | Otomatik pipetler Eppendorf (Almanya), Gilson(Fransa)
8 | Spektrofotometre Shimadzu UV 1201V 1600 (Japonya)
9 | Hemogram Cihazi Coulter Max M (Ingiltere )
10 | Homojenizator Ultra Turrax T25 (Almanya )
11 | pH metre Hanna Instruments (Portekiz )
12 | Manyetik kangtinc Niive (Tiirkiye )
13 | Sonikator Bendelin Electronic (Almariya) Sonoplus UW 2070
3.1.2.2. Kimyasal Maddeler

Okratoksin A : Sigma Chemical (Almanya), from Aspergillus ochraceus,
C20H1sCINOg FW 403,8 , EC No 206-143-7

Melatonin
EC No 200-797-7

Sigma Chemical (Almanya), C;3HijeN20, FW 2323,




34

Sodyum Hidrojen Bikarbonat : NaHCO; Merck (Almanya), Kat no: 106323
Siiperoksit Dismutaz tayini i¢in kullanilanlar
¢ Potasyum dihidrojen fosfat KH,PO4 Merck, Kat no: 104871
e Disodyum hidrojen fosfat dihidrat Na,HPO4,.2H;O Merck,
Kat no: 106586
Glutatyon Peroksidaz Tayini i¢cin Kullamlanlar
- Drabkin Soliisyonu
e Potasyum siyaniir KCN Merck, Kat no: 104965
¢ Potasyum ferri siyaniir K3Fe(CN)g , Kat no: 104982
¢ Potasyum bikarbonat KHCO; Sigma Kat no: S 6014
e Katalaz Tayini icin Kullamlanlar
¢ Potasyum dihidrojen fosfat, KH,PO, Merck, Kat no:105108
¢ Disodyum hidrojen fosfat dihidrat, Na,HPO,.2H,0 Merck,
Kat no: 106586
e Hidrojen Peroksit, H,0, Merck, Kat no: 108597
Lipid Peroksidasyonu i¢in Kullamlanlar
¢ Trikloroasetik asit (TCA) (C;HC;0,) Merck, Kat no: 100810
e Tiyobarbitiirik asit (TBA) ( C;HsN,0,S ) Merck, Kat no: 108180
Glutatyon icin kullamlanlar
e Metafosforik asit (HPO;), Merck , Kat no: 100546
¢ Etilendinitrilo tetraasetikasit disodyumdihidrat (EDTA)
C1oH14N;Na;03.2H,;0 Merck (Almanya), Kat no: 108421
e Sodyum kloriir, NaCl Merck (Almanya), Kat no: 106404
e Disodyum hidrojen fosfat dihidrat, Na,HPO42H,0 Merck,
Kat no: 106586
e DTNB [ 5,5 - Dithio-bis (2-nitrobenzoik asit)] C14HsN;Na,0g.2H,0
Sigma (Almanya), Kat no: D 8130
e Sodyum sitrat, CsHsNa3O7. 5.5H,0 Merck, Kat no: 106431
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3.1.2.3. Cozeltiler

SOD tayini icin kullamilaniar

e 3-Siklohekzilamino-1-propansulfonik asit (CAPS) tamponu (pH=10.2),
50mM: 5.5g CAPS (Sigma, Almanya, Kat No: C2632) tartilip 400 ml distile
suda ¢ozilap pH’1 10.2° ye ayarlandiktan sonra hacmi 500 ml ye tamamlandi.
0.94 mM EDTA (0.35g )tartildi ve tamponun son hacmi 1000 ml ye distile
suyla tamamlands.

e Substrat kangimi: 0.05 mM, 7.6 mg Ksantin ve 0.025 mM, 12.64 mg 2-(4-
iodophenyl)-3-4-(4-nitrophenol)-5-phenyl  tetrazolium chloride (INT),
reaktife eklendi.

GSH-Px tayini icin Kullanilanlar

Drabkin Soliisyonu ( Double Drabkin ): 50 mg potasyum siyaniir, 1 g sodyum
bikarbonat , 200 mg potasyum ferri siyaniir tartilip bir miktar distile suda ¢ozildi ve
son hacim 500 ml ye tamamlandh.

Lipid Peoksidasyonu tayini icin kullanilanlar

o TCA ¢ozeltisi (%10 ): 10 g TCA tartilip, bir miktar distile suda eritilir ve son
hacim 100 mI’ye tamamlanir,

o TBA cozeltisi (%0.67). 0.67 g TBA tartilip, bir miktar distile suda eritilir ve
son hacim 100 mililitreye tamamlanur.

Katalaz tayini I¢in kullamlanlar

o 50 mM fosfat tamponu: 2.7218 g KHPO, ve 5.3397 g Na,HPO4. 2H,0
tartilarak 500 ml suya tamamlandi.

e Substrat: 30 mM hidrojen peroksit, 0.34 m! (% 30 luk hidrojen peroksit) 100
ml fosfat tamponu ile diliie edilerek hazirland:.

3.2. Metod
3.2.1. Deney Gruplan

Deney, Sileyman Demirel Universitesi FEthem Mumcu Hayvan
labaratuvarinda yariitilmiigtir. Deney, her bir gurupta 8 rat olmak tizere 3 grupta,
toplam 24 ratdan olugturuldu. Her ¢aliyma grubundaki ratlar standart igik ( 12 saat
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glin 1181 / 12 saat karanlik ) ve 1s1 kosullarinda ( 25° C ) bulunduruldu. Her biri ayn
kafeslere konan ratlara yeteri kadar (ad libitum) su ve yem (Yem Kurumu Standart
rat yemi) verildi.

L Kontrol grubu; Bu grup ratlar standart diyet (pellet yem ) ile 1ay siiresince
beslendi. Diyet kisitlamasi yapilmadi. igme suyu olarak, diger gruplarda kullamlan
0,5 M sodyum bikarbonat musluk suyunda hazirlanarak 1 ay siiresince hergiin 20 mi
verildi, geriye kalan su ihtiyaci musluk suyu ile kargilanmigtir.

I. Okratoksin A grubu; Standart diyet (pellet yem ) ile lay siiresince
beslenmiglerdir. 289 ug/kg OTA, 20 ml 0,5 M sodyum bikarbonat i¢inde ¢oziilerek
(musluk suyu kullamlmugtir), 1 ay siiresince hergiin igme suyu olarak verilmigtir.

IH. Okratoksin A + Melatonin grubu; Standart diyet (pellet yem ) ile lay
stiresince beslenmiglerdir. 289 pg/kg OTA, 20 ml 0,5 M sodyum bikarbonat icinde
¢oziilerek, 1 ay siiresince hergiin igme suyu olarak verilmigtir. 17.00 - 9.00 saatleri
ararsinda, 10 mg/kg melatonin 20 ml su (musluk suyu / %0,1 alkol) iginde ¢ozilerek
1 ay stiresince hergiin igme suyu olarak verilmigtir.

Deneyin hazirlanma siirecinde, ratlann giinlik su tiketimi hesaplandi ve
giinde ortalama 40 ml olarak tespit edildi. II. Grupta 20 ml OTA ve 0,5 M sodyum
bikarbonat titketildikten sonra geri kalan igme suyu ihtiyact musluk suyu ile
kargilanmugtir,

3.2.2. Anestezi ve gerekli materyallerin eldesi

Eter anestezisi altinda ratlar dekapite edildikten sonra kan ve doku &rnekleri
alindi. Intrakardiyak olarak, enjektorle 3-4 cc kan ornedi ahndi. Kan 6rneklerinden
serum elde edildi. Karaciger dokusu gikanlarak tiiplere konuldu ve sofuk zincire
uygun bigimde laboratuvara ulagtinildi, -80°C lik derin dondurucuda muhafaza edildi.
Kan ornekleri, 3000g’de 5 dakika santrifuj edilerek serumlan elde edildi.
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3.2.3. Homojenizasyon

Karaciger dokusu tartilarak, 1/9 oranlarinda fosfat tamponuyla buz tizerinde,
homojenizatérle 10.000 devir /dk da 30 sn homojenize edildikten sonra sonikatorde
30 sn sonike edildi . Homojenize edilen ornekler 3000 g’ de +4°C de sofutmah
santrifijde 5 dk santrifij edildi. Siipernatant kisimdan parametrelerin tayini
gergeklestirildi.

3.2.4. Lipid peroksidasyon tayini:

Doku lipid peroksidasyon diizeyleri, tiyobarbitiirik asit reaktif substans
(TBARS) konsantrasyonlan olgiilerek saptand:.(112)

Deneyin prensibii MDA ve yag asitlei peroksidasyonunun yikiim
iiriinterinin kompleksinin TBA ile olugturdugu rengin maksimum absorbans: 532 nm
de olgiilerek hesaplandi.

Deneyin yapihsi: 0.5 ml doku homojenat: lizerine 2.5 ml %10 luk TCA
eklenerek kangtinldi. 15 dakika kaynatiip sogutuldu.. 5000 devir/dk da 10 dk
santrifiij edildi. 2 ml siipernatant almp, Gizerine 1ml %0.67 lik TBA eklendi. Tipler
kangtinldiktan sonra 15 dk kaynatildi ve hemen sofutuldu. 532 nm de numune
yerine distile su konularak hazirlanan kore karg: absorbanslan okundu.

TBARS kompleksinin 532 nm deki ekstinsiyon katsayismdan ( 1.56x 10° cm
M) yararlanilarak nanomol/ml cinsinden MDA degerleri bulundu.

3.2.5. Antioksidan enzim aktivite diizeylerinin 6l¢iimii

3.2.5.1. Siiperoksid dismutaz

Deneyin prensibi Woilliams ve arkadaglanmn metoduna dayanmaktadir
(113).

Deneyin Prensibi:

Superoksit dismutaz gesitli yollarla ortaya ¢ikan siiperoksit (O2) radikalinin
H,0,’ ye dismutasyonu reaksiyonunu katalizler. Ksantin — ksantin oksidaz (XOD )
sistemi tarafindan iiretilen O, radikallerinin (reaksiyon 1) 2-(4-iodophenyl)-3-4-(4-
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nitrophenol)-5-phenyl tetrazolium chloride (INT) ile meydana getirdigi kirmzi
renkli formazan boyasmm (reaksiyon 2) 505 nm dalga boyunda verdigi optik
dansitenin spektrofotometrik olarak okunmas: esasina dayanmaktadir. Bu reaksiyona
dayanan optik dansitedeki azalmadan yararlanarak SOD tarafindan reaksiyonun %
inhibisyonu belirlendi.

XOD
Ksantin ¥ Urik asit + Oy ¢))
INT + Oy » Formazan boyast 3]
SOD
0;” + 0y +2H" » 0; + H0; €))

Prosediir:
Ksantin oksidaz eklendikten hemen sonra 505 nm de 37°C sabit sicakhikta havaya
karg1 baglangig absorbansi (A;) okundu.

% inhibisyon = 100 - AA(numune)/dkx100

AA(kor)/dk
daha once standart gahigilarak hazirlanan % inhibisyon-konsantrasyon grafiginden

yaralanilarak konsantrasyonlar saptandi. Enzim aktivitesi U/ml olarak bulundu. Bu
degerler diliisyon katsayisi ile garpthp hemoglobine boliinerek U/gHb birimi seklinde
sonuglar verildi.

Dokulardan hazirlanan homojenatlar aym yénteme gore c¢aligildi ve sonuglar
U/mg protein cinsinden ifade edildi.

3.2.5.2. Katalaz :

Aebi metoduna dayah olarak yapildi.(114)

katalaz
2H,0, » 2H,0+0,

Deneyin Prensibi:
Hidrojen peroksidin katalaz tarafindan pargalanmasi temeline dayah

UV spektrofotometrik yontem ile katalaz aktiviteleri tayin edilmistir (70, 2, Liick).
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Hazirlanan hemolizat fosfat tamponuyla 100 kat diliie edildi. 2 ml hemolizat

lizerine taze hazirlanan ve 30 mM HyQy igeren fosfat tampon ¢ozeltisinden 1 ml

eklendi. 240 nm'de absorbansin azalmast 15 sn arahklarla, 3 dk boyunca okunup ve
lineer regresyonlara gore her bir analiz igin en uygun absorbanslar bulunarak, k
degeri agagidaki sekilde hesaplandi:

k=23/At x (log Ai/A2)=0,076 (log Ai/ Az) (sn™)
k/ml=ka
k/gHb=k/ml (1000/b)=(2.3/30)(a/b) (logA;/Az) (sn™)
A;: 240 nm deki baglangi¢ absorbans: (t;=0)
Aj: 240 mn deki 30. sndeki absorbansi (t;=30)
a: dilisyon faktérii
b: eritrosit sedimentinin hemoglobin miktan
Beyin ve hipokampiis dokusunda katalaz aktivitesi gok diigitk oldugu igin tayin
edilemedi. .
3.2.5.3. Glutatyon peroksidaz :
Deneyin prensibi Paglia ve Valentine’ nin metoduna dayanmaktadir.(115)
Deneyin Prensibi: Glutatyon peroksidaz, cumen hidroperoksid tarafindan
glutatyon oksidasyonunu katalizler. Okside glutatyon, NADPH varliginda glutatyon
rediiktaz tarafindan indirgenir. Bu arada NADPH, NADP™” ye oksitlenir.

GSH-PX
2GSH + ROOH » ROH + GSSG + H,0

glutatyon rediiktaz
GSSG + NADPH + H' »  NADP"+2GSH

NADPH nin azalmasina bagh olarak 340 nm de meydana gelen absorbans
degisimi olglilerek enzim aktivitesi hesaplandi.

Deneyin yapihgi: Ticari kit (Randox, UK) kullamlarak GSH-Px aktivite
dizeyleri saptandi. 50ul EDTA’ It kan érnedine kit i¢indeki diluting agent 1 mt
eklendi. 5 dk inkiibasyondan sonra Double Drabkin soliisyonundan 1 ml eklenerek



kanigtinldr. Ayn bir tiipe 1ml reagent konup diliie 6rnekten 20ul eklendi. Qlgimden
hemen 6nce 40ul cumen hidroperoksid eklenerck 340 nmde absorbans degisimi
hesaplandi. U/L cinsinden bulunan enzim aktivitesi diliisyon katsayisi 41 ile
carpildiktan sonra Hb’ e boliinerek sonuglar U/gHb birimi olarak verildi.

Homojenatin protein miktani Lowry yontemine gore belirlendi ve sonuglar
U/mg protein cinsinden verildi.

3.2.6. Biyokimyasal Parametrelerin Tayini

Biyokimyasal parametreler [Alkalen fosfotaz (ALP), Alanin amino transferaz
(ALT), Aspartat amino transferaz (AST), Laktat dehidrogenaz (LD), Gama-glutamil
transferaz (GGT), Albumin (AlbG)], Abbott Aeroset (IL, USA) marka otoanalizor
kullamlarak olglilmiigtiir. Abbott Laboratuvarlart tarafindan f{iretilen kitler
parametrelerin tayininde kullanilmgtir.

3.2.7. Istatiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirmeler “ SPSS 9.05 for Windows “ paket program
kullamlarak gerceklestirildi. Genel olarak gruplar arasinda anlamh bir fark olup
olmadifam belirlemek igin Kruskal-Wallis varyans analiz testi kullanildi. Gruplarin
ikiserli kargilagtiilmas: ise Beenferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi ile
yapidi. Sonuglar ortalama + SD olarak verildi.
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4. BULGULAR

Karaciger ve serum ortalamalan ve sirasiyla tablo 2 ve 3’te verilmigtir.

Okratoksin A (OTA) uygulanan ratlarda (grup II) lipit peroksidasyon
riinlerinin (LPO) , karacifer ve serumda arttifi gozlendi (grafik 1, 2). OTA +
melatonin verilen ITI. deney grubundaki degerler, yalniz OTA uygulanan ratlara gére,
LPO seviyelerinin karaciger dokusunda azaldigi serumda arttifr gorildii. III. grupta,
serum ve karaciSer dokusundaki LPO seviyelerinde kontrole gore anlamlt degigiklik
olmadig tespit edildi.

OTA uygulanan II. grupta, glutatyon peroksidaz (GSH-Px) seviyesinde
karaciger ve serumda anlamh artiglar tespit ettik (sirasiyla, p<0.02, p<0.002,
grafik,1,2). Serumda katalaz (CAT) aktivitesinin anlamh derecede arttif1, stiperoksit
dismutaz (SOD) aktivitesinin ise anlamh derecede azaldifi gozlenmigtir ( sirasiyla
p<0.01 p<0.004). Karacigerde, SOD ve CAT aktivitelerindeki azalma istatiksel
olarak anlamh bulunmadi.

OTA ve melatonin uygulanan III. Grupta, karaciger dokusunda GSH-Px,
CAT ve SOD enzim aktivitelerinde degigiklik g6zlenmemigtir (grafik 1, 2). Serumda
CAT aktivitesi farkli bulunmadi, SOD’nin kontrole gore azaldigi, GSH-PxX’in ise
arttifn gozlendi (grafik 2). II. ve III. Gruplar kargilagtinldifinda, III. Grupta
karacigerde ve serumda SOD, CAT, GSH-Px aktiviteleri azalmig, serumdaki SOD
azalmas: istatiksel olarak anlamh bulunmugtur (p<0.002).

Karacier ve seruma ait biyokimya parametreleri ortalamalan ve p degerleri,
strastyla tablo 4, 5 *de verilmigtir.

OTA grubunda, karacierde alanin amino transferaz (ALT) seviyesi kontrole
gore anlaml derecede artmug (p<0.01), aspartat amino transferaz (AST) seviyesindeki
artis anlamli bulunmamugtir. Bu organda laktat dehidrogenaz seviyesi (LDH),
kontrole gore anlamli bir azahg gostermistir (p<0.03). Grup IO ile grup II'yi
kargilagtirdigimizda LDH’m karaciger dokusunda grup III’te anlamh bir gekilde
arttifint tespit ettik (p<0.003). Alkalen fosfotaz (ALP) ve gama glutamil transferaz
(GGT)'in azalan seviyelen anlaml bulunmamgtir. Grup II’de ALT’nin artan
seviyesi Grup III’te azalm§ ve kontrol seviyesine yaklagmugtir, bu iki grubu
aralannda kiyasladifimizda grup I’teki azaligin anlamh oldugunu saptadik
(p<0.005) (grafik 4).
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ALT, AST, LDH, GGT ve albumin seviyeleri, serumda kontrollere gore,
OTA’l grupta anlamh bir gekilde diigitk bulunmugtur (sirasiyla p<0.008, p<0.004,
p<0.002, p<0.009, p<0.002). Albumin hari¢ tiim biyokimyasal parametrelerde
OTA+melatonin grubunda, OTA grubuna gore anlamh azalmalar gorilmiis, yalmz
albuminde anlamh bir artig g6zlenmistir (p<0.002) (grafik 6).
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Tablo 2. Karaciger dokusu antioksidan enzim ve LPO ortalamalari ve gruplar arasi p degerleri

CAT SOD GSH-Px LPO
(kU/mgprotein) | (U/mgprotein) (U/gprotein) (nmol/mgprotein)
GRUP | 0,23 £ 0,05 1,49 £ 0,32 82,51 £ 6,09 111,13 £ 20,98
GRUP II 0,24 £ 0,05 1,48 £ 0,27 95,96 + 14,85 156,25 + 45,19
GRUP il 0,24 +0,02 1,45+ 0,15 91,83 14,39 105,75 £ 22,47
p degerleri
i AD AD 0,012 0,031
i AD AD 0,012 AD
i/ AD AD AD AD

AD. Anlaml Degil




Tablo 3. Serum antioksidan enzim ve LPO ortalamalari ve gruplar arasi p degerleri

CAT (kUIL) SOD (U/mi) GSH-Px (U/L) LPO (nmol/mi)
GRUP I 79,25 + 28,66 1,025 + 0,103 19,63 £ 1,69 9,620 + 1,371
GRUP Ii 144,13+49,56 | 0,786+0,137 | 137,25+22,91 16,375 + 4,565
GRUP i 84,75 + 64,63 0,620 + 0,046 134,50 £ 2,83 18,875 + 1,356
p degerleri
(] 0,009 0,003 0,001 0,002
Hm AD 0,001 0,001 0,001
s/ AD 0,001 AD 0,101

AD. Anlamh Degil
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Tablo 4. Karacier dokusu biyokimyasal parametreler ortalamalari ve gruplar arasi p degerleri

ALP ALT AST LDH GGT
(U/mgprot) (U/ mgprot) (U/ mgprot) (U/ mgprot) (U/ mgprot)

GRUP1 | 0,0137 £0,0044 | 0,448 + 0,046 1,626 + 0,063 2,657 + 0,399 0,00523 + 0,00218
GRUPIl | 0,0118+0,0034 | 0,564 + 0,075 1,754 £ 0,129 2,258 + 0,374 0,0037 + 0,0018
GRUP Il | 0,0116+0,0032 | 0,418 £ 0,057 1,743+ 0,153 2,748 t 0,261 0,0030 £ 0,0011
p degerleri

I AD 0,009 AD 0,027 AD

17 AD AD AD AD 0,021

n/m AD 0,005 AD 0,002 AD

AD. Anlamli Degil




Tablo 5. Serum biyokimyasal parametreler ortalamalari ve gruplar arasi p degerleri

ALT (UL) AST (UL) LDH (U/L) GGT (U/L) ALB (g/di)
GRUP | | 80,3751 30,794 | 290,5+ 74,6 1787,13 £ 194,68 3,98+ 144 4,41 + 0,24
GRUP Il | 47,125 £ 6,490 137,5+ 26,4 579,88 + 225,92 2,16 1 0,65 3,71+ 0,30
Q__N_”:u 40,375 £ 9,319 103,3 % 20,1 447,38 £ 317,78 211+ 1,01 4181 0,74
p degerleri
IH/H 0,007 0,003 0,001 0,008 0,001
17 0,002 0,001 0,001 0,017 AD
i/ m AD 0,009 AD AD 0,001

AD. Anlamh Degil
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Grafik 1. Karacier dokusu antioksidan enzim aktivite ve LPO degerleri grafigi
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Grafik 2. Serum antioksidan enzim aktivite ve LPO degerleri grafigi
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Grafik 3. Karaciger dokusu biyokimyasal parametre grafikleri
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Grafik 4. Serum biyokimyasal paremetre grafikleri
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S. TARTISMA VE SONUC

OTA’nin  rodentlerde, nefrotoksik ve renal karsinojen etkeni (116),
insanlarda, Balkan endemik nefropati ile iligkili oldugu ve iiriner sistem tiimorlerine
yol agtig bildirilmektedir (117). OTA’'nin ¢esitli hayvan tiirlerinde bébrek (118),
karaciger (11) ve beyin (71) gibi bazs dokularda hasara yol agti tespit edilmistir.

Toksik yabancit bilegikler, hiicrelerin serbest radikal iiretiminde biiyiik
artiglara neden olmaktadir (119). Mikotoksinler de, serbest radikal olugturmak ve
lipit peroksidasyonuna neden olmak suretiyle toksik etkilerini gésterirler. Toksisitede
oksidatif hasarin merkez mekanizma oldugu goriisii yaygindir. Lipit peroksidasyonu,
oldukga reaktif ¢oklu doymamug yaZ asit (CDYA) radikallerinin yayiimasiyla
sonuclanan bir zincir reaksiyondur, membran fosfolipitlerinin doymamig baglar
tizerine hidroksil radikallerin etkimesiyle baglar. Toksik ajanlar tarafindan uyanlarak
olusan reaktif serbest radikaller, karacigerde antioksidan savunma sistemini etkiler
ve muhtemel bir doku hasan ile sonuclamr. Bu nedenle mikotoksinler de serbest
radikal olusumuna neden olarak toksisitelerini ortaya ¢ikanrlar (10).

OTA, lipit peroksidasyonunu arttirarak oksidatif hasara yol agar (120). Gegis
metalleri ve demir iyonlan lipit peroksidasyonunda onemlidir (121). NADPH-CYP
450 rediiktaz, EDTA, demir iyonlan ve NADPH"1 igeren mikrozomal bir sistem
olusturuldugunda, OTA demir iyonlarim halkasal yapisma katar ve OTA-Fe*
kompleksinin olugmasiyla lipit peroksidasyonu uyanlir. OTA-Fe'® kompleksi,
NADPH-CYP 450 reditktaz tarafindan OTA-Fe'? kompleksine indirgenir. OTA
varliginda Fe*”’tin Fe"’ye indirgenmesi artar (120). OTA’mn toksik etkisi ile olugan
hidrojen peroksit (H;0-), ortamda artan Fe'? iyonlan Fenton reaksiyonu ile daha
potent olan hidroksil radikaline dénigtiirilmekte, bu da lipit peroksidasyonunu
hizlandirmaktadir. Hiicresel gevre i¢inde CDYA ve oksijenin bulundugu yerde bu
stirecin baglamas:i kagiulmazdir. Oksijen vasitastyla, lipitlerin oksidasyonu, radikal
zincir reaksiyonlarinda devam eder. Bu biyokimyasal prosesin sonucunda, MDA ve
difer oksidasyon iiriinleri gibi, yiiksek oranda indirgenmis bilesikler olusur. Bu
uriinlerin bir ¢ogu kimyasal olarak reaktiftir ve yapisal doku hasarlarim olugtururlar
(122). Sonuglarimiz, OTA uygulanan ratlarda (grup II), karaciger, ve serumdaki lipit
peroksidasyon urtnlerinin, kontrol ile kiyaslandifinda onemli derecede arttifim
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gosterdi. Buna gore, OTA verilen grupta yapisal doku hasarindan bahsedebiliriz.
MelatonintOTA verilen III.grupta, LPO seviyesi OTA’li gruba goére diismiig ve
kontrol seviyelerine yaklagmis olmasi, melatoninin antioksidan savunma sisteminde
rol oynadifim, lipit peroksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan serbest radikallerin ve diger
oksidanlarin  melatoninin  siipliriici  etkisiyle ortamdan  uzaklagtmildigim
soyleyebiliriz. Melatoninin, OTA iizerine direkt herhangi bir etkisi olmayabilir, etki
daha gok OTA’nin uyardift lipit peroksidasyonunda ortaya gikan toksik ajanlarin
stipiriilmesi ve/veya bu toksik ajanlan notralize etmek suretiyle ortaya cikabilir.
Serbest radikal mekanizmas: ile farkh organ hasarlarina yol agan bir endotoksin olan
bakteriyel lipopolisakkarit ile rat  dokulanmn inkiibasyonu sonucu verilen
melatoninin artan MDA seviyesini azaltti31 bildirilmigtir (123).

Yaygin olarak ¢ozici ve kimyasal deterjan olarak kullanilan karbon
tetraklorit (CCLy), karacifer dokusunda serbest radikal kaynakh hasara yol acar.
Karacier homojenatlariin veya mikrozomlanmn CCly ile inkiibasyonu lipit
peroksidasyon iriinlerini arttiir. Melatonin uygulamasimn bu lipit peroksidasyonu
triinlerini azalttif1 tespit edilmigtir (124). Retina veya beyin doku homojenatlarimn
H;0; ve FeSO; ile inkiibsayonuyla olusan LPO’nunun, melatoninin farmakolojik
dozlarimn uygulanmasiyla anlaml bir gekilde inhibe oldugu tespit edilmigtir (125).

SOD, yiiksek derecede reaktif ve potensiyel toksik siiperoksit radikallerinin
(02), H,072’ e déniigimiinden sorumlu bakir ve ginko igeren bir enzimdir (109).
Caligmamizda OTA, bu enzimi serumda anlamli olarak, karaciger ise kismen inhibe
etmigtir. Biiyik bir olastikla OTA dokulardaki SOD iginde bakir ve g¢inko
molekiillerini etkilemekte ve enzim aktivitelerinin ortaya ¢ikmasim inhibe etmektedir
(126) . Bu etki barsaktan iyon emiliminin azalmas ile olabilir.

CAT, prostatik grup olarak hematinin yaninda demir de igeren difer bir
antioksidan enzimdir. Sitokrom sisteme sahip biitiin aerobik hiicrelerde bulunur.
Karacigerde fazla miktarda bulunan CAT, hidrojen peroksitin oksijen ve suya
pargalanmasindan sorumludur (127). OTA uygulamas: ile katalaz aktivitesinin
azalmasi, bu enzimin aktivitesi i¢in gerekli elementin absorpsiyonunun azalmas: ile
agiklanabilir (126).

GSH-Px, lipit peroksitlerinin ve hidrojen peroksitin, detoksifikasyonunu
katalizleyen bir antioksidan enzimdir. Selenyum GSH-Px igin gerekli bir kofaktordiir
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ve selenyumdaki herhangi bir hasar GSH-Px aktivitesinin azalmas: ile sonuglanir
(126). Serumda GSH-Px 6nemli derecede artmmstir. Lipit peroksidasyonundan hasar
goren hiicrelerin, igeriklerini dolagim kanina bosaltmug olmasi vefveya dokunun
gegirgenligini yitirmesiyle sentezlenen GSH-Px’in direkt kana ge¢mesi serumdaki
GSH-Px artigini agiklayabilir. Diyaliz hastalaninda azalan glomeriiler filtrasyonla
kana gegcen OTA miktanimn ¢ok yiiksek olmas: da bobrekteki gegirgenligin ortadan
kalktigamin bir gostergesidir (38). Karacigerin detoksifiye 6zellifinden dolayi, bu
dokuda, lipit peroksidasyonundan olusacak hasann en aza indirgenmesi igin, olugan
hidrojen peroksitler, artan GSH-Px aktivitesi ile pargalaniyor olabilir.

Beyinde 6nemli bir antioksidatif enzim olan GSH-Px aktvitesinin melatonin
tarafindan uyanldi@ bildirilmigtir. Bunu, hidrojen peroksit ve lipit peroksit
mekanizmasim ilerleterek yapar, sonugta serbest radikallerin hasan azaltilmig olur
(127).

Sekiz hafta siire ile 145ug/kg OTA ile beslenen erkek wistar ratlann iiriner
enzimlerine bakilan gahgmada, dérdiincii haftanin sonunda QTA verilen grupta
kontrollere gore GGT, LDH ve ALP’nin ¢nemli derecede yiikseldigini tespit
etmiglerdir. Bu artign ALP igin %70, LDH ve GGT igin %100 oldugu
belirtilmektedir. Aym ¢ahgmada on iki hafta sonunda bobrek tiibiillerindeki LDH,
GGT ve ALP seviyelerinin azaldifim bulmuglardir. GGT ve ALP’nin normalden
%75, LDH'm ise %60 daha az oldugu bildirilmektedir. Buradaki enzim seviyeleri
haftalik olarak takip edilmis ve artigin sabit olmadift gozlenmigtir. 5-7 hafta arasinda
enzim seviyelerinde dordiincii haftaya gore azalma goriilmiig, bunu hiicrelerin
dejenerasyon ve rejenerasyon  dongiisiiyle  agiklamuglardir. Bu  hipotez,
Wachsmuth’un sonuglariyla korelasyon gostermektedir. Wachsmuth, yagh hiicrelerin
parcalanmasiyla idrara daha gok enzim verildigini, rejenere olmus geng hiicrelerin ise
idrara daha az enzim salgiladigint bildirmektedir (8). Rejenere olan hiicreler bir siire
sonra OTA’dan etkilenerek, lireye enzim salimmum yeniden arttirir. Bu nedenle belli
haftalarda iiredeki enzim miktarlaninda degigiklik meydana gelir. Ratlara OTA
uygulamasi sonucu iredeki enzim diizeylerini aragtiran Ngaha, ALP’nin iiriner
athminin arttifim saptammg ve bunu bobrek proksimal tiibiil hiicrelerindeki olast bir
hasara baglamugtir (11). Cahymamzda ALP, OTA uygulanan grupta karaciger
dokusunda azalmugtir. OTA’dan bagka etilamin ve merkurik klorit gibi diger
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nefrotoksik ajanlar ile yapilan galigmalarda, bu enzimlerin seviyelerinin rat tiresinde
arttifs ve bobrek tiibiillerini hasara ugrattif gorilmistir. OTA 145pg/kg, diger
nefrotoksik ajanlar mg diizeyde verildigi haldle OTA’nin ¢ok daha toksik etki
gosterdigi gérulmiigtiir (8).

Creppy ve arkadaglan ratlara, alti haftahik OTA uygulamasi sonucu, OTA
verilen grupta dredeki GGT ve LDH seviyelerini deBerlendirmigler ve anlamh
artiglar tespit etmiglerdir. Serum sonuglarnmizda, OTA verilen grupta kontrollere
gore LDH ve GGT nin seviyelerinde anlamh azalglar tespit ettik (sirasiyla p<0,005,
p<0,01). Daha oncede belirtildigi gibi OTA uygulamasi sonucu bobrekte meydana
gelen hasar, bobredin gegirgenlik hassasiyetini bozmug, bunun sonucunda da kan
dolagmindaki LDH ve GGT direkt iireye gegmis olabilir. Wachsmuth’da hasara
uframig bobrek hiicrelerinin iireye daha fazla enzim salgiladifim bildirmigtir (8).
Cahgmamizda, serumda elde ettifimiz azalan enzim seviyeleri, Creppy ve Kane’in
tirede yitksek oranda LDH ve GGT buluglan ile uyum gostermektedir.

Atroshi ve arkadaglan OTA ve T-2 toksini kullanarak ratlarda karaciger
enzim aktiviteleri iizerine yaptiklan bir ¢aligmada, AST, ALT, ALP ve GGT
seviyelerini incelemiglerdir. OTA ve T-2 toksinin enzim aktivitelerinde benzer
degisiklikler meydana getirdigini tespit etmiglerdir. Biitiin enzim seviyelerinin
karaciger dokusunda kontrole gore OTA’l grupta arttifini, OTA’l gruba vitamin E
ve selenyum verildiginde artan enzim seviyelerinde azalmalar oldugunu bulmuglardir
(10).

OTA uygulanan ratlarla yapilan bir ¢aligmada, kan glukoz seviyesinin artti1
gozlenmiy, bu artig azalan serum insiilin seviyelerine baglanmigtir. OTA toksikozisi
stiresince insiilinin sentezi engellenebilir ve/veya pankriatik B hiicrelerinden salmim
azalabilir. Bunun sonucunda insiilin seviyesinin azalmasi, kan glukoz seviyesinin
artmasina neden olabilir. Bir galiymada terreik asit ve penitrem A gibi mikotoksinler
ile olusan hipergliseminin, hipoinsiilinemi ile bagintih oldugu bildirilmektedir.
Deneyde kullanilan ratlarin, karacigerindeki laktat ve piruvatin azalmasi, muhtemel
bir glikoliz inhibisyonunu gostermektedir (40).

Karaciferden hazirlanan preparatlarda, hekzokinaz, aldolaz ve laktat
dehidrogenaz gibi glikolitik enzim aktivitelerinin tokzikozis siiresince azaldig
bildirilmigtir. Aragtnmacilar, OTA’nin insiilin seviyesine etkiyerek, karbonhidrat
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mekanizmasim etkiledigini belirtmiglerdir (40). Sonuglanmizda da karacierde
gorilen LDH azalmasi, muhtemel! bir glikoliz inhibisyonu ve azalan insiilin seviyesi
ile aciklanabilir. Glikoliz evresinde fosfofruktokinaz enziminin caligabilmesi igin
Mg'?-ATP kompleksine ihtiyag vardir. Benzer sekilde, enolazin ve piruvat kinazin
cahigabilmesi igin de Mg*? ve Mn™? iyonlani gereklidir. Yukanda da bahsedildigi gibi
OTA iki ve iig degerlikli iyonlarla bag yapabilme (6zellikle Fe*®) ozelligine sahiptir.
Bize gore OTA, demir gibi iyonlar baglayabiliyorsa, ortamda bulunan Mg** ve Mn*?
gibi iyonlanda baglayabilir. Ortamda bu iyonlarin azalmasi enzim aktivitesini
yavaglatabilir, glikolizde olugan piruvat miktarim azaltabilir. Piruvatin azalmas,
ihtiyag duyulan LDH'in da az sentezlenmesiyle sonuglanabilirr Bu hipotezin,
OTA’'nn  karbonhidrat  mekamzmasi  ilizerine olan etkileri  arasinda
degerlendirilmesinin uygun olacag: gériigiindeyiz.

Alloksanin, serbest radikal mekanizmasi aractlif: ile insiilin salgilayan f-
hiicrelerinde harabiyete yol agtifi bilinmektedir. Alloksan uygulanan farelerde,
melatoninin koruyucu rolii incelenmis ve kan glukoz artigii simrladiBt tespit
edilmigtir (128).

OTA toksikasyonunda bobrek ve karaciger hedef organlardir. Artan karaciger
enzimleri, yaygin klinik problemlerin gostergesidir. AST ve ALT aktiviteler,
insanlarda karaciger hastalklanmn hassas belirteci olarak uzun zamandan beri
kullamlmakta ve gergekte karacifere 6zgii oldugu kabul edilmektedir. Bu enzimier
ratlanin dofasinda daha az spesifik olmasina ragmen, artan plazma aktivitelerinin
oksidatif hasarla iligkili oldugu bildirilmektedir (10).

Kimyasal karsinojen olan safrol, niiklear toksik serbest radikalleri
etkileyerek DNA hasanna yol agar. Safrolle es zamanh uygulanan melatoninin
karaciger hiicre DNA’simt serbest radikal hasanndan korudufu tespit edilmigtir
(129).

OTA’nin fenilalanin analofu olmasi, protein sentezini inhibe etmesine neden
olur (45). OTA uygulanan ratlarin barsaklarinda, hiicresel makromolekiiller
(glikojen, protein, RNA, DNA) ve membrana bagh enzim seviyeleri (ATPaz, Na*-K*
ATPaz, ALP) azalmaktadir. Aragtirmacilar, Genel olarak niikleik asit igeriginin ve
RNA seviyesinin buradaki azaligimn, azalan protein sentezi seviyesinin sonucu
olabilecefini bildirmiglerdir. Membrana bagh enzimlerin aktivitesinde gozlenen



azalma, enzim molekilleri tizerine OTA’nin toksik etkisi veya bu enzimlerin lokalize
oldugu membran yapisindaki degigiklikten veya protein/enzim sentezi ile iligkili
niikleik asitlere OTA’mn sekonder etkisi ile meydana gelmis olacaf
bildirilmektedir(130).

Bobrek hiicrelerinde ATP’nin yilkksek oranda tiiketilmesi ve hiicre igi
ATP’deki degigiklikler, nefrotoksisitenin hassas belirtecidir, OTA, ATP’yi ozellikle
proksimal tiibiil hiicrelerinde azaltir (131). Depo enerjisinin titkenmesi ile birlikte
membranda transport iglemleri yapilamaz, hiicre membram satatik degil dinamik bir
organel olduBundan yeni molekiiller kontrollii olarak hiicre membramnin yapisina
girip ¢ikamaz, hiicre i¢i ve dig1 ortamlar arasinda mevcut olan kimyasal ve elektriksel
farklibiklar korunamaz ve membran yavas yavag biitiinliifiinii kaybetmeye baglar, Bu
mekanizma, serum sonuglanndan yola ¢tkarak belirttifimiz bébrekteki doku
hasarimn olugmasinda rol oynayabilir.

Melatonin, lipitte ve suda oldukga iyi ¢oziilebildifinden hiicreler tarafindan
kolayca ve hizla almir. In vitro model kullamlarak yapilan galigmalarda, melatoninin
trolox’tan iki kat daha etkili peroksil radikal siipiiriiciisii oldugu bildirilmigtir (132).
Birbirinden bagimsiz yiiriitiilen biitiin ¢aligmalar, serbest radikallere kars1 savunmada
melatoninin daha etkili oldugunu bildirmiglerdir. Serbest radikal sipiiriiciler,
eslenmemiy bir elektrona sahiptirler, serbest radikalleri notralize ederken bu
elektronu verir. Bunun sonucunda serbest radikal siipiiriiciisii serbest radikal haline
gecebilirl Melatonin ise toksik hidroksil radikalleri nétralize ettifinde daha az
toksisiteye sahip indol katyon radikaline doniigiir. Bu radikal siiperoksit anyon
radikallerini siipirme yetenegine sahiptir daha sonra N'-asetil-N*-formil-5-
metoksikinuramine (AMFK) doniigiir ve hidroksil radikalleri nétralize eden sekonder
mekanizmay1 kullanmug olur (125).

Yakin gegmiste toplanan veriler, melatoninin antioksidan 6zelliklerini agik¢a
ortaya c¢ikarmugtir, bu durum onemli derecede organizmamn lehinedir. Ciinkii
melatoninin bilinen bir toksisitesi yoktur ve organizma tarafindan kolayca emilir.
Simdiye kadar ortaya ¢ikan bulgular, melatoninin koruyucu etkisinin fizyolojik
dozdan ziyade yalmz farmakolojik dozda ortaya ¢ikti1 yoniindedir.

Nefropatili ve saglikli insan serum Orneklerinde OTA diizeyleri, Kanada,
Tunus, Cezayir, italya ve Tirkiye gibi gesitli tlkelerde aragtinlmugtir. Ozellikle
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Cezayir (133), Turkiye (38) ve Tunus’ta (134) yapilan ¢aligmalarda nefropatili hasta
serumlannda  yiiksek diizeyde OTA bulunmustur. Bu bulgular OTA’nin iiriner
sistem patolojisinde rolii oldugunu diigiindirmektedir. Kontamine tahil titketiminin,
endemik nefropati gozlenen bolgelerde diger bolgelere gore daha fazla oldugu
gbzlenmigtir.

Ozellikle OTA igeren kontamine gidalann fazla tiiketildigi endemik
bolgelerde insan enzim dizeylerinin arastinlmasmn  da  anlaml  olacagim
diisinmekteyiz.
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OZET

Cesitli aragtirmalar bir mikotoksin olan Okratoksin A’ mn (OTA),
karsinojenik, genotoksik, teratojenik, immunotoksik ve nefrotoksik oldufunu ortaya
koymaktadir. Bu ¢aligmada, ratlarda okratoksikozis olugturarak serum ve doku enzim
diizeyleri belirlenmis ve bir antioksidan olan melatoninin bu enzim diizeylerine etkisi
aragtirilmigtir. Bu amagla her grupta 8 rat olmak tizere; kontrol, Okratoksin A (OTA)
ve Okratoksin A+Melatonin gruplan olusturulmus, okratoksin A ve melatonin oral
olarak uygulanmugtir.

OTA grubunda, karacigerde alanin amino transferaz (ALT) seviyesi kontrole
gore anlamh derecede artmug (p<0.01), aspartat amino transferaz (AST)
seviyesindeki artiy anlamli bulunmamigtir. Bu organda laktat dehidrogenaz seviyesi
(LDH), kontrole gére anlamh bir azalig gostermistir (p<0.03). Serumda kontrollere
gore, ALT, AST, LDH, gama glutamil transferaz (GGT) ve albumin seviyeleri,
OTA’h grupta anlamh bir gekilde diigitk bulunmugtur (sirastyla p<0.008, p<0.004,
p<0.002, p<0.009, p<0.002).

OTA uygulanan ratlarda, lipit peroksidasyon iirtinlerinin, karaciger ve
serumda arttif1 gbzlendi. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) seviyesinin, karacifer ve
serumda anlamh gekilde arttifi tespit edildi (swrasiyla p<0.02, p<0.002). Serumda
katalaz (CAT) seviyesinin anlamh derecede arttifi (p<0.01), stperoksit dismutaz
(SOD) seviyesinin ise anlamli derecede azaldigi (p<0.004) gozlenmistir.

OTA + melatonin verilen III. deney grubundaki degerlerin, yalmz OTA
uygulanan ratlara gére, lipit peroksidasyon triinlerinin karaciferde azaldign serumda
arttifn gorildi. I, Deney grubunda dokularda, GSH-Px, CAT ve SOD enzim
seviyelerinde degisiklik gozlenmemigtir. II. ve III. gruplar karglastinldiginda, III
Grupta karacigerde ve serumda SOD, CAT, GSH-Px seviyeleri azalmug, serumdaki
SOD azalmas: istatiksel olarak anlamli bulunmugtur (p<0.001).

Sonuglanimiz, OTA’min karacigerde yapisal doku hasarma yol acgtifint
gostermektedir. Melatoninin, antioksidan savunma sistemini destekleyerek ve/veya
radikal siipiiriicii etkisi ile hasar olusumunu en aza indirgedigi goriilmektedir.
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SUMMARY

Various studies indicate that the mycotoxin Ochratoxin A (OTA) is
carcinogenic, genotoxic, teratogenic immunotoxic and nephrotoxic. In the present
study, a serum and tissue enzyme level determined during ochratoxicosis in rats and
the effects of melatonin, which is an antioxidant, on this enzyme levels, was
investigated. For this purpose, rats were divided into three equal groups each
consisting of eight rats; control (group I), OTA (group II) and OTA-+melatonin
(group II) groups were formed, OTA and melatonin applied orally.

In OTA treated group, alanin amino transferase (ALT) level was significantly
increased in liver when compared with controls (p<0.01); aspartat amino transferase
(AST) level was not significantly changed in comparison with control group. In this
tissue, lactate dehidrogenaz (LDH) level was significantly decreased when compared
with controls (p<0.03). ALT, AST, LDH, gama glutamyl transferase (GGT) and
albumin levels were significantly decreased in serum when compared with controls.

In OTA-treated rats, lipid peroxidation product, levels were increased in liver
and serum in comparison with control group. Glutatyon peroxidase (GSH-Px) level
was increased in liver and serum when compared with controls (respectively p<0.02,
p<0.002). Catalase (CAT) level was significantly increased and superoxide
dismutase (SOD) was significantly decreased in serum when compared with controls
(respectively p<0.01, p<0.004).

In group III which was given OTA + Melatonin, lipid peroxidation product
levels were decreased in liver and increased in serum when compared with OTA
treated rats. In-group II, GSH-Px, SOD and CAT levels were not significantly
changed in liver. GSH-Px and CAT levels were decreased and SOD level was
significantly decreased (p<0,001) in serum when compared with OT A-treated rats.
Our results showed OTA induced structural tissue damage in liver. Melatonin
decreases the formation of damage to support antioxidant defence system and/or with

free radical scavenger action.
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