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1. OZET

RATLARDA AFLATOKSIN B1'IN HEPATOTOKSISITESI UZERINE

LiKOPENIN ETKIiSi

Calismanin amaci; Aflatoksin (AF) uygulanan ratlarda oksidatif stres

tizerine likopenin etkisinin aragtirilmasidir.

Calismada, 3 aylik toplam 34 adet erkek Wistar Albino irki rat
kullanilmistir. Hayvanlar 4 gruba ayrilmistir. Gruplar; 1. grup: Kontrol grubu
(ratlara tedavi verilmemistir), 2. grup: Likopen uygulanan grup (5 mg/kg/giin,
oral), 3. grup: AFBI1 uygulanan grup (0,5 mg/kg/giin, oral 7 giin) ve 4. grup:
AFBI1+Likopen uygulanan grup seklinde olusturulmustur. Toplam 15 giin siiren
uygulama sonunda kan ve karaciger doku 6rneklerinde malondialdehid (MDA),
rediikte glutatyon (GSH) diizeyleri, katalaz (CAT), glutatyon-S-trasferaz (GST),

glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri ol¢iilmiistiir.

AFB1 uygulanan grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda kan ve
karaciger MDA diizeyinde 6nemli artis, GSH diizeyinde, CAT, GST ve GSH-Px
aktivitelerinde ise Onemli bir azalis gozlenmistir (p<0.05). Likopen ve
AFBI1+Likopen uygulana gruplar kontrol grubu ile ayr1 ayr1 karsilagtirildiginda
MDA ve GSH diizeylerinde, CAT, GST ve GSH-Px aktivitelerinde istatistiksel
olarak Oonemli bir fark saptanmamistir. AFBl+Likopen uygulanan grup AFBI
uygulanan grup ile karsilagtirildiginda MDA diizeyinde istatistiksel olarak dnemli

azalis, GSH diizeyinde CAT, GST ve GSH-Px aktivitelerinde ise artis
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saptanmistir (p<0.05). Kanda GST aktivitesi okunamayacak diizeyde oldugu i¢in

Olciilememistir.

Plazma aspartat transaminaz (AST), alanin transaminaz (ALT) ve laktat
dehidrogenaz (LDH) diizeylerinde AFB1 uygulanan grup kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 6nemli derecede artis, plazma protein diizeyinde ise diisiis
saptanmistir (p<0.05). Likopen ve AFBl+Likopen uygulanan gruplar kontrol
grubu ile karsilastirildiginda AST, ALT ve LDH diizeylerinde onemli fark
gozlenmemistir. AFB1 uygulanan gruba gore AFB1+Likopen uygulanan grupta
plazma AST, ALT ve LDH diizeylerinde diislis, plazma protein diizeyinde ise
artis gozlenmis ve istatistiksel olarak bu fark anlamli bulunmustur (p<0.05).
AFB1 uygulanan grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda plazma glukoz
diizeyinde azalma saptanmis olup, bu azalma istatistiksel olarak anlaml

bulunmamastir (p<0.05).

Calismamizda AFB1 nedenli hepatotoksisiteden antioksidan &zelligi

olan likopen ile korunulabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Aflatoksin, likopen, malondialdehid, glutatyon,

katalaz, glutatyon-S-transferaz, glutatyon peroksidaz
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2. ABSTRACT

THE EFFECT OF LYCOPENE ON HEPATOTOXICITY

OF AFLATOXIN B1 IN RATS

The purpose of this study was to investigate the effect of lycopene on

oxidative stress in aflatoxin (AF) treated rats.

In the study, a total number of 34 male, 3 months old Wistar-Albino rats
were used. Rats were divided into four groups. Groups were formed as; 1%t group:
control group (not treated rats), 2™ group: Lycopene treated group (5 mg/kg/day,
orally), 3" group: AFBI treated group (0,5 mg/kg/day, orally for 7 days) and 4t
group: AFBIl+Lycopene treated group. After the total number of 15 days of
application, malondialdehyde (MDA), reduced glutathione (GSH) levels, catalase
(CAT), glutathione-S-transferase (GST), glutathione peroxidase (GSH-Px)

activities were measured in blood and liver tissue samples.

It was observed a significant increase in MDA level, decrease in GSH
level, CAT, GST and GSH-Px activities in the blood and liver of AFB, treated
group when compared with the control group (p<0.05). MDA and GSH levels,
CAT, GST, GSH-Px activities were observed no statistically significant difference
in Lycopene and AFB1+Lycopene treated groups when compared separately with
the control group. It was determined a significant decrease in MDA level and an

increase in GSH level, CAT, GST, GSH-Px activities IN AFB1+Lyconpene
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treated group when compared with AFBI1 group (p<0.05). GST activity in the

blood could not be measured because it cannot be read at the level.

It was determined to significantly increase in plasma aspartate
transaminase (AST), alanine transaminase (ALT) and lactate dehydrogenase
(LDH) levels and decrease in the plasma protein level in AFBI treated group
when compared with the control group (p<0.05). It wasn’t observed significant
differences in AST, ALT and LDH levels in the Lycopene and AFB1+Lycopene
treated groups when compared with the control group. It was observed decrease in
plasma AST, ALT and LDH levels, increase in plasma protein level IN
AFBI1+Lycopene treated group when compared with the AFB1 treated group and
this difference statistically significant (p<0.05). Plasma glucose level was
decreased in AFB1 treated group when compared with the control group and this

decrease was found statistically significant (p <0.05).

This study suggests that lycopene which has antioxidant properties can be

prevented from AFB1 induced hepatotoxicity.

Key Words: Aflatoxin, lycopene, malondialdehid, glutathione, catalase,

glutathione-S-transferase, glutathione peroxidase
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3. GIRiS

3.1. Mikotoksin

Mikotoksin terimi Yunanca mantar anlamina gelen ‘mukes’ ve Latince
zehir anlamina gelen ‘toxicum’ yani toksin kelimelerinin birlesiminden
tiiretilmistir. Mikotoksinler, ¢esitli fungus tiirleri tarafindan iretilen kimyasal
ozellikli toksinler olup, bu toksinlerle kontamine olan gidalar tiikketen insanlar ve
hayvanlarda karsinojenik ya da toksik etkilere yol acabilmektedirler.
Mikotoksinler kiiflerin sekonder metabolitleridir ve iz miktarda (mg-pg
seviyelerinde) tretilirler. Mikotoksinleri belirli funguslar iiretmekte olup, her
birinin trettigi mikotoksin farkli yapidadir. Kiif mantar1 gida maddesinde gelisip
toksin olusturduktan sonra, tamamen elimine olsada iirettigi toksin gida

maddesinin tiiketilmesi sonucu toksik etkisini gosterir (1-3).

3.1.1. Mikotoksinlerin Genel Ozellikleri:

. Bulasici degildir.

J Mikotoksikozis iizerine ilag¢ ve antibiyotik tedavisinin ¢ok az etkisi
vardir.

. Mikotoksikozislerin goriilmeleri mevsimlere gore degiskendir.

o Salgin seklinde goriilmeleri kontamine olmus bir besin veya yemle
iliskilidir.



° Toksisitenin derece ve siddetini sik olarak konak¢inin yas, cins ve

beslenme durumu etkilemektedir.

Mikotoksinlerin, goézle teshisi yapilamamaktadir. Bununla beraber,

mikotoksinleri lireten kiifler gozle goriilebilir ya da goriilmeyebilmektedir (2, 3).

3.1.2. Mikotoksinlerin Onemi

Mikotoksinler, giliniimiizde gida ve yemlerdeki en onemli bulasanlardan
biri olarak kabul edilmektedir. Toprak, hava, su gibi dogal kaynaklar ile depolama
ve tagima sirasinda yem hammaddeleri ve islenmis yem iirlinlerine bulasan kiifler,
olusturduklar1 kalite bozukluklar1 ve iirin kayiplariyla ekonomik zararlara yol
acarken, ikincil metabolizma {iriinleriyle insanlarda ve hayvanlarda saglik
risklerine neden olmaktadirlar. Bu nedenle yem hammaddelerinde ve yemlerdeki
mikotoksin diizeyleri, gida giivenligi zincirinin énemli bir unsuru olarak ortaya
cikmaktadir (1-5). Mikotoksinlerle kontamine gidalar, hayvanlarin sagligi i¢in
onemli bir risk teskil eder ve ciftlik hayvanlarinin verimlerinin diismesinden

dolay1 biiyiik ekonomik kayiplara neden olurlar (6-8).

3.2. Aflatoksin (AF)

AF’ler, Aspergillus cinsinin toksijenik tiirleri tarafindan, o6zellikle de
tarimsal trtinlerde Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus tarafindan iiretilen
sekonder toksik kiif metabolitleridir. AF’lere bu isim Aspergillus cinsinin “A’s1

flavus’un “fla”s1 alinarak sonuna “toksin” eklenmesiyle olusturulmustur. Tahil



tanelerine kiif bulagmasi yaygin olarak, bocekler, kuslar, dolu, don, sicaklik ve

kuraklik siiresi, riizgar ve diger ongoriilemeyen zararlar sonucu gerceklesir (9-11).

3.2.1. Aflatoksinlerin Ozellikleri ve Cesitleri

AF’ler bir¢ok biyolojik etkiye yol agan, akut ve kronik patolojik etkiler
gosteren giiclii biyolojik toksinlerdir (11-13). Lancaster ve ark. (14) yer fistig1 ve
pamuk tohumu unlarindan hazirlanan rasyonla beslenen alabaliklarda kanserin

olustugunu bildirmislerdir.

18 ayr tiirii olan AF’in yem ve yem hammaddelerinde en fazla tespit
edilen tiirleri AFB1, B2, Gl ve G2’dir. 4. flavus, A. pseudotamarii ve A.
ochraceoroseus sadece AFB’leri; A. nomius, A. bombycis ve A. parasiticus hem B

hem de G toksinleri tiretmektedir (15, 16).

Ayrica bu 4 ana AF disinda AF’li yemlerle beslenen hayvanlarin siitlerinde
bulunan ve ‘‘siit toksini’’ olarak adlandirilan AFM1 ve AFM2 siit, siit {irlinleri ya

da ette bulunabilen AFB1 ve AFB2’in hidroksile olmus tiirevleridir (11, 12).

Yem ve besinlerle alinan AF’ler sindirim kanalindan smirli olgilide
emilirler. Dolasima katilan AF’ler baslica karaciger ve kaslarda dagilim
gosterirler. Viicuda giren AF’in % 75’lik kismu ilk 24 saat i¢inde digki ile, % 15-
20’lik kismu idrarla ve geri kalan1 da degismemis ya da metabolitleri halinde siit

ile atilirken % 5-6’lik kismi karacigerde tutulur (16, 17).

AF’ler igerisinde en yaygin ve en toksik olani AFB1 bunu azalan sirayla

AFGI, AFB2 ve AFQG2 izlemektedir. Hayvanlarin ¢ogunda AFB1’in LD50 degeri



0,5-10 mg/kg arasinda degisir (LD50: AF’in hayvanlara verildiginde % 50

oraninda 6liime neden olan dozdur) (18).

3.2.2. Aflatoksinlerin Kimyasal Yapisi

AF’ler, difurokumarosiklopentenon ile difurokumarolakton gruplarinda
siiflandirilmigtir. AF’lerin AFB1, B2, G1 ve G2 olmak iizere dort ana fraksiyonu
vardir (19, 20). Bu dort AF disinda AFM1 ve AFM2 olarak isimlendirilen 6nemli
iki AF tilirevi daha bulunmaktadir. M toksinleri AF’li yemle beslenen laktasyon
devresindeki memeli hayvanlarin siitlerinden ve idrarlarindan izole edilmistir.
Ince tabaka kromatografisinde, UV 15181 altinda AFB1, B2 mavi, AFG1 ve G2 ise
yesil floresan vermektedir. B toksinleri kumarin yapidaki lakton halkasina
eklenmis siklopentenon halkasi, G toksinleri ise ek bir lakton halkasi
igermektedir. AFB2, B1’in, AFG2 de G1’in dihidro tiirevleridir ve “in vivo”
kosullarda metabolik olarak B1 ve Gl’e okside olmadiklar1 siirece biyolojik

olarak inaktiftirler (16, 20).
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Sekil 1 Baz1 AF Bilesiklerinin Kimyasal Yapilar1 (20)

AF’ler hekzan, petrol eteri, izooktan gibi yag ¢oziiciileri disindaki organik
¢oOziiciilerde (aseton, kloroform, benzol, asetonitril vb.) ve suda iyi ¢Ozlniirler.

Sudaki ¢oziiniirliikleri 10-20 mg/L arasindadir. AF’ler, alkaloidlerle ve



oksidasyon maddeleriyle kolayca pargalanabilir fakat normal gida isleme

sicakliklarinda pargalanmaz (20, 21).

Tablo 1 AF’lerin Baz1 Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri (19)

AF Formiilii Relatif Erime Floresans
Tiira Molekiil Noktasi Rengi
Agirhg

B1 C17H1205 312 268-269 Mavi

B2 C17H14O6 314 286-289 Mavi

Gl C7H;,04 328 244-246 Yesil-Sar1
G2 Cy7H 1404 330 237-240 Yesil-Sar1
M1 C,7H 1,04 328 299 -

M2 C7H 1,04 330 293 -

Toksijenik A. flavus kiiltiirleri ve AF ile kontamine olmus iirtinlerdeki
biyolojik aktiviteden AFB1 ve daha az olarak da AFGI1 sorumludur. Bu durum,
her iki toksinin terminal furan halkasininin 8, 9 karbon pozisyonunda bir

doymamis baga sahip olmasiyla iligkilendirilmektedir (20, 22).

3.2.3. Aflatoksin Olusumunu Etkileyen Faktorler

AF olusumu fiziksel, kimyasal ve biyolojik faktorlerden etkilenir. Fiziksel
faktorler sicaklik, pH ve nem gibi faktorlerdir. Kimyasal faktorler havanin
bilesimi ve besin ortami1 gibi faktorlerdir. Biyolojik faktorler ise hakim mikroflora

ve toksijenik suslar gibi faktorlerdir. A. flavus ve A. parasiticus kiifleri tarafindan



AF iiretimi 12- 41 °C sicakliklar arasinda olurken, optimum iiretimin 25- 32 °C
oldugu rapor edilmistir. Yemlere bulagsan kiiflerin AF sentezinin 27 °C’nin
tizerinde hava sicakligt ve % 62’nin iizerinde hava neminde ve yemlerin % 14

tizerinde nem igeriklerinde arttig1 rapor edilmistir (20, 21).

AF’ler gida ve yem maddelerinde oldukga stabildir, ancak ¢ok diisiik veya
yiiksek pH’larda (3°ten az ve 10’dan biiyiik), okside edici ajanlarla ve oksijen (O;)
olan ortamda UV 1s18&ima maruz kaldiklarinda hizla aktivasyonlarimi

yitirmektedirler (7, 20, 21, 22).

Karbondioksit ve O, varligi AF iiremesi ve kiifiin olusumunda etkilidir.
Havadaki % 20 karbondioksit seviyesi AF iiretimini ve kiifiin gelisimini goriiniir
sekilde baskilamaktadir. Havadaki O, konsantrasyonunun % 10 azalmasi AF
iretimini baskilar. Mantarlar, hasar gormiis dokular {izerinde (tane ve tohumlarda
olusan ezilme, zedelenme, kirilma ve catlama gibi) daha kolay gelistiginden
bitkiyi buralardan kolayca etkilemektedir. Bdylece mantarlar bitki dokularini
fiziksel olarak yaralamak suretiyle yemlere zarar verdikleri gibi, salgiladiklar
mikotoksinlerle de yemleri yiyen hayvanlara zarar verebilmektedir. AF iiterimi
icin mineraller, vitaminler, yag asitleri, amino asitler ve 6zellikle enerji kaynagi
olarak nisasta gibi 6zel besinler gereklidir. Bu nedenle AF birikimi bugday, piring,

misir, pamuk tohumu, soya ve yer fistiginda daha ¢ok meydana gelir (2, 7, 20).

Biyolojik faktorler ise; mikroorganizma yiikii ve mikrobiyal flora, bitki
cesidi, bocek hasari, ayrica birden fazla parazit veya mantar tiiriiniin mevcut

olmasi da mantarlarin iiremesini ve mikotoksin olusturmasini etkilemektedir (20,

22).



3.2.4. Aflatoksinlerin Etki Mekanizmasi

Oral yolla alinan AFBI en etkili sekilde ince bagirsaklardan emilmekte,
lipid peroksidasyonu ve hiicresel zedelenmeye yol acan AFBI-8,9-epoksit gibi
reaktif ara {riinleri sekillendiren hiicresel sitokrom P-450 enzim sistemi ve aril
hidrokarbon hidroksilaz enzimi etkisiyle karacigerde metabolize edilmektedir (23-

27).
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Sekil 2 AFB1 Metabolizmasi (11)

AF’lerin epoksit tiirevleri, karacigerde GSH-S-transferaz (GST) enzimince

katalize edilen tepkimeler sonucunda indirgenmis glutatyon (GSH) ile konjuge



edilerek veya epoksit hidrataz enzimince aflatoksikole g¢evrilerek zararsiz hale
getirilmeye c¢alisilir. Ancak uzun siire ve fazla miktarda AF alimi halinde
aciklanan detoksifikasyon islevi yetersiz kalir ve ciddi saglik sorunlari

gbzlenebilir (28-30).

GSH AFB1’in detoksifikasyonunda 6nemli bir rol almaktadir. AFB1 8,9
ekzo- ve endo-epoksitler, GST tarafindan katalize edilen AFB-merkapturatin
olugmasi sonucu GSH ile konjuge olabilmektedir (11). GST GSH’a 8,9-epoksitin
konjugasyonunu saglayarak 8,9-epoksitin toksik giiciinii notralize edebilmektedir.
GSH seviyesi karaciger ve bobrekte dnemli Ol¢lide azalmaktadir Diisikk GSH
seviyeleri AF’in toksik etkilerini arttirabilmektedir. Maymunda GST aktivitesi
ratlara gore 3-5 kat daha fazla oldugundan maymunlar AF karsinojenezine daha
dayaniklidir. GST aktivitesi ya da 8,9-epoksit konjugasyonu daha diisiik olan
insanlarda ise ratlara ve maymunlara gore AF detoksikasyonu daha az etkili

olmaktadir (13, 29).

Biyokimyasal siire¢ler sonunda ayrica lipid metabolizmasi, mitokondriyal
mekanizma, lizozomal enzim aktiviteleri ve membran transportu da
etkilenmektedir (29). AFB1°1 hem aktive hem de detoksifiye edebilen sitokrom P-
450 3A4 enzimi karacigerde ve ince bagirsaklarda vardir. Sitokrom P-450 3A4 ve
sitokrom P-450 1A2 enzimleri AFB1’i ekzo-8,9-epoksite yiiksek bir sekilde
reaktife ederek AFBI1’in biyotransformasyonunu katalize etmektedirler (11, 30,

31).

Karacigerdeki DNA, RNA ve proteinlerin biyosentezlerinin engellenmesi
AFB1’in metabolik aktivasyonuna ve detoksifikasyonuna baglanmistir. Ozellikle

DNA gibi hiicresel makromolekiillere kovalent baglanma affinitesi olan AFB1-



8,9-epoksit AF’in biyolojik etkilerini ortaya c¢ikarmaktadir. Bu oldukga reaktif
olan AFBI1-8,9-epoksit substanst DNA bazlar1 ile oOzellikle guaninin N7
pozisyonuna eklenerek DNA’da degisiklikler yapmaktadir. DNA’ya baglanan
AFB1-N7-guaninin karsinojenik ve mutajenik etkide onemli rolii oldugu

diisiiniilmektedir (11, 31-34).

DNA hasarinin diger sebebi de DNA bazlarinin oksidasyonunu saglayan
reaktif oksijen tirleri (ROT)’ nin sekillenmesidir. Bu serbest radikaller
kromozomlarda hasara neden olurlar. Doku veya hiicrelerdeki oksidatif zarar
ROT’nin siiperoksit radikalleri (O,-), hidrojen peroksit (H,O,,) ve hidroksi
radikalleri (‘OH) hiicrelerin antioksidan kapasitesini genislettiginde meydana
gelmektedir. Lipid peroksidasyonu ve oksidatif DNA hasari, AFB1 kaynakli

toksisitenin varligini isaret eder (12, 13, 32, 35).

AF’ler, insan ve biitiin hayvanlarda zehir etkisi yaratirlar. Meydana gelen
bu zehirlenme olayma aflatoksikozis denir. Bilinen en giiclii karsinojen olan
AF’ler insan ve hayvanlarda karsinojenik (karaciger, kolon ve bobreklerde kanser
olusumu), mutajenik (genetik yapida bozulmalar, AFB1 en mutajen
mikotoksindir) teratojenik (protein sentezinin inhibisyonu, canlilarda sakat veya
oli  dogumlar) hepatotoksik (karacigerde yaglanma, soluk renk, nekroz,
kanamalar, sarilik ve siroz) etkileri yaninda bobreklerde fonksiyon bozukluklari
(nefrotoksik), immun sistemde zayiflama (immunosupressif etki), genel durum

bozuklugu ve verim diisiikliigiine neden olumaktadirlar (36-40).

AF’ler i¢inde insan ve hayvanlar i¢in en toksik olani, en fazla karsinojenik
etkiye sahip olani, gidalarda ve yemlerde en sik bulunani AFB1 olmasina karsin,

AF Ml’de potansiyel karsinojen olup, rat ve alabaliklarda hepatoselliiler
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karsinojenik etkiye sahip olmaktadir. AF’ler, insan ve hayvanlardaki toksik
etkileri dikkate alindiginda B1> MI1> GI> B2> M2> G2 seklinde

siralanmaktadirlar (41, 42).

3.2.5. Aflatoksinlerin Canhilar Uzerine Etkileri

Almma dozlarima bagli olarak AF’lerin canlilar iizerinde ortaya cikan

etkileri 5 ana grupta toplanmaktadir.

3.2.5.1. Aflatoksinlerin Akut ve Kronik Toksik Etkileri

Hayvanlarin AF’lere farkli reaksiyonlar gostermesi farkli metabolizmalari
ile ilgilidir. Rumen florasinin mikotoksinleri indirgeyici 6zellige sahip olmasindan

dolay1 ruminantlar mikotoksinlerin zararl etkilerine daha dayaniklidirlar (43, 44).

Akut ve subakut aflatoksikozis olaylarinda gozlenen klinik belirtiler ¢cok
spesifik olmamakla birlikte, genel olarak yem tiikketiminin azalmasi, canli agirlik
kaybi, halsizlik ve ishal ilk goze ¢arpan semptomlardir (45). Bununla birlikte,
memelilerde kusma ve sarilik, Oksiiriik, burun akintisi ve burun kanamasi,
kansizlik gibi belirtiler gdzlenebildigi gibi gebe hayvanlarda diisiik s6z konusudur
(44, 46). Akut ve subakut formlarda gozlenen bu belirtilere ek olarak, daha yaygin
ve daha Onemli sonuglara yol agan kronik olaylarda yem tiiketiminin diigmesi,
canli agirhik artisinda diisiis, killarda diizensizlik, anemi, depresyon, hafif
derecede sarilik ve siirlide 6liim oranlarinin artmasi gibi belirtiler goriilmektedir.
AF’ler, subletal dozlarda kronik etki gostermektedir. Subletal dozlarda AF

uygulanan hayvanlarda, karacigerde siroz goriilmiistiir. Diisiik diizeyde ama uzun
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siireli AF alim1 bircok deney hayvaninda karaciger kanseri ile sonuglanmaktadir

(47-49).

Dolasima katilan AFler karaciger ve kaslarda dagilim gostermektedirler.
Marvan ve ark. (50) AFBI1’in gonadlarda, karacigerde, bobrekte, dalakta, bursa
fabriciusta, timusta, endokrin bezlerde, akciger ve beyinde farkli dagilimlar
gosterdigini bildirmislerdir. Petr ve ark. (51) Hamsterlere 0,1 mg/kg AFBI i.p.
enjeksiyondan 8 dakika-10 saat sonrasinda kanda, karacigerde, bobrekte ve
testislerde serbest AFB1 gdzlemlemislerdir. Insanlarin serumlarinda bulunan AF
yogunlugu viicudun fiziksel durumuna, AF’in agizdan alinma siiresine ve
miktarina gore farklilik gostermektedir. Dolagimda AF plazma proteinlerine
ozellikle albiimine baglanmaktadir (52). Schwartz ve Perantoni (53) AFB1’in
kiiltiir hiicrelerinde degisikliklere ve sitotoksisiteye yol ac¢tigini rapor etmislerdir.
Kaden ve ark. (54) AFB1’in Kkiiltiir hiicrelerinde toksisiteye ek olarak
mutasyonlara da neden oldugunu bildirmislerdir. Karemlampi (55) fare karaciger
hiicrelerinde AF’in sitotoksisitesini rapor etmistir. Glahn ve ark. (56)'nin
yaptiklar1 ¢aligmada toksin uygulamasimin birakilmasindan 10 giin sonra dahi
glomerular filtrasyon hizinda azalma ve plazma ozmolalitesinde artig goriilmesi,
AF’lerin bobrek fonksiyonlar1 iizerinde uzun siireli degisiklige neden
olabilecegini gostermistir. Alyuvarlar in vitro ortamda AF’e maruz birakildiginda
yikimla sonuglanan konsantrasyona bagli sisme goézlenmekte, bunun da
permeabilitedeki degisiklikler ile membran stabilitesinin bozulmasindan ileri

geldigi belirtilmektedir .
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3.2.5.2. Aflatoksinlerin Teratojenik ve Embriyotoksik Etkileri

Gerek memeli hayvanlar ve gerekse de kanatlilarda yapilan deneysel
calismalarin sonuglari, AF’in 6zellikle de AFB1’in oldukga giiglii embriyotoksik
etkilerinin oldugunu ortaya koymaktadir (57-59). Ellis ve Dipaolo (59),
Hamsterlere gebeligin 8. giiniinde 4 mg/kg dozunda AFBI 1i.p. yolla vererek 17.
giinde fetiisler iizerinde yaptiklar1 incelemede; fetiislerin % 52,9 unun normal, %
29,4 iniin yapisal kusurlu, % 17,6’smin 6lii veya rezorbe durumda oldugunu
analiz etmisler. En fazla rastlanan anomalilerin; anensefali, ektopiya kordis, genel
gelisme geriligi, mikrosefali ve umbilikal herni gibi malformasyonlar oldugu
bildirilmistir. Rat embriyo kiiltiir ortamina ilave edilen AFB1 ise, embriyonik
hiicrelerin protein ve DNA sentezlemelerini 6nemli oranda inhibe etmektedir ve

ozellikle tubulus noraliste 6nemli malformasyonlara neden olmaktadir (60).

3.2.5.3. Aflatoksinlerin Mutajenik Etkileri

AFB1’in mutajenik etkilerinin, AFB1’in epoksit tiirevlerinin hiicrede DNA
zincirlerine baglanmak suretiyle, DNA polimeraz enziminin aktivitesini inhibe
etmesinden  kaynaklandigi  distiniilmektedir. DNA’nin  tasidigr  sifre
bozuldugundan, hem DNA ve hem de RNA’da mutasyonlarin sekillenebilecegi

ileri siirlilmektedir (59, 61, 62).

3.2.5.4. Aflatoksinlerin Karsinojenik Etkileri

AF’ler ozellikle karaciger ve bobrek kanserlerine neden olduklart bilinen

en giicli dogal karsinojenlerdir. Epidemiyolojik calisma sonuglari, AF’le
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kontamine besinlerin fazla miktarda tiiketildigi Afrika, Giineydogu Asya Ulkeleri
ve Hindistan’da yasayanlarda hepatokarsinoma insidansinin ¢ok yiiksek oldugunu

gostermektedir (62, 63).

3.2.5.5. Aflatoksinlerin Immiinosiipressif Etkileri

AF’lerin direkt immiinosiipressif etkilerinin, hiicresel bagisiklik sistemi
iizerinde daha etkin oldugu kabul edilmektedir. Ozellikle de diisiik dozlarda
toksine uzun siirelerle maruz kalinmasi sonucu ortaya ¢ikan bu durumdan
makrofajlarin fagositik ve mikrobisidal kapasitelerinde meydana gelen onemli

azalmalar sorumlu tutulmaktadir (64-66).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda AFB1’in, sitotoksik etkilerinin yan1 sira
hiicre diferansiyasyonu lizerinde de =zararli etkilerinin olabilecegi ileri
striilmiistiir. AFB1’in, hiicre diferansiyasyonu {iizerindeki zararli etkisinin,
embriyonik donemde gelismekte olan kas dokusu iizerindeki olumsuz etkileri

hakkinda yeterince bilgi bulunmamaktadir (66, 67).

3.2.6. Aflatoksinlerin Hayvanlar Uzerindeki Etkileri

AF’lerin toksik ve karsinojenik etkileri hayvanlarda tiir, cinsiyet, yas,
beslenme ve diger faktorlere gore degisiklikler gdstermektedir. AF’lere kars1 en
fazla duyarlilik gdsteren hayvan tiirleri; 6rdek, alabalik, hindi, kedi ve kdpek, orta
derecede duyarlilik gosteren hayvan tiirleri; at, domuz, fare, rat, kobay, tavuk,
bildircin, sigir, koyun ve ke¢i en ¢ok dayanikli olan hayvan tiirleri ise;

maymunlardir (68).
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Tiim hayvan tiirlerinin geng¢ olanlar1 yetiskin olanlara goére aflatoksinden
daha fazla etkilenirler. Gebe ve biiyliyen hayvanlar, yetiskinlere gore daha
hassastir. Siitle beslenen yavrular da siite gecen AF metabolitlerinden
etkilenebilir. Diisiik proteinli gidalarla beslenenlerde, yiliksek proteinli gidalarla
beslenenlere oranla daha fazla karaciger hasar1 goriildiigii, ayrica diyetteki vitamin
A eksikliginde de ratlarda AF’in karaciger kanseri olusturma riskini arttigi
bildirilmistir. AF hayvanlarda siit veriminin azalmasina, iireme problemlerine,
bagisiklik sisteminin baskilanmasina, yem tiiketiminin azalmasina ve karaciger

hasarina sebep olur (69-71).

3.2.7. Aflatoksinlerin insanlar Uzerindeki Etkileri

Uluslararas1 Kanser Arastirma Kurulusu tarafindan 1993 yilinda AFBI 1.
smif insan karsinojenler grubuna alimmustir (70). Mikotoksinlerin insanlar
tizerinde olusturduklar1 toksik etkilerin, hayvanlar iizerinde yapilan deneysel
calisma sonuclariyla paralellik gosterdigi bildirilmistir. Diinyanin  birgok
bolgesinde AF’li kontamine gidalarla beslenen insanlarda karaciger kanseri, siroz
ile karsilasilmaktadir. Hepatit B virlisii tasiyan insanlarda AF’in olumsuz

etkilerinin ¢ok daha fazla arttig1 bildirilmistir (72, 73).

Insan kromozomlar: iizerine AFB1’in AFG1’e gére daha toksik oldugu
gorlilmiistiir. Ayrica insanlarda bazi kromozomlarin AFB1’e daha direngli,
bazilarinin daha direngsiz oldugu tespit edilmistir. AFB1’in 6zellikle 2, 11, 19 ve
20. kromozomlar1 daha ¢cok, AFG1’in de 1, 2, 3, 4 ve 5. kromozomlar1 daha ¢ok

etkiledigi ortaya konulmustur (44, 74, 75).
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3.2.8. Aflatoksinlerin Karaciger Uzerine Etkileri

AF hepatosit ¢ekirdeklerinde bulunan RNA polimeraz aktivitesinde hizli
bir inhibisyona yol agan gii¢lii bir hepatotoksindir. AFB1 toksikasyonlarinin
hayati organlarda meydana getirdigi pato-anatomik degisikliklere paralel olarak
enzim seviyelerinde degisimlerde s6z konusu olabilir (76-78). AFBI ile beslenen
tavsanlarin Ozellikle karaciger ve bdobreklerde fokal hemorajiler ve cesitli

derecelerde konjesyonlar tespit ettiklerini bildirilmistir (28).

Hayvanlarin ~ AF’lerle  kontamine  olmus yemler tiiketmeleri,
karacigerlerinde bircok histopatolojik ve biyokimyasal degisikliklere yol
acmaktadir. Hastaliklarla AF iligkisinin en onemli ispati serumda spesifik
karaciger enzimlerinin artistyla birlikte akut ve kronik karaciger hastaliklariin
olmasidir. Ana hedef noktas1 periportal hepatik parensimal hiicrelerdir. Karaciger
hasar1 akut aflatoksikozda degismez bir bulgudur. Lezyonlari; yag dejenerasyonu,
megalositoz, fibrozlarin artmasiyla tek hiicre nekrozlar1 ve safranin artmasidir

(79-82).

Celik (9) AF’lerin yiiksek dozlarmin siddetli hepatoseliiler nekroza, uzun
stireli diisiik dozlarininsa hayvanlarda bilylimenin yavaglamasina ve karaciger
biliylimesine sebep oldugunu bildirmektedir. AF’ler tarafindan karacigerde
olusturulan histopatolojik etkiler safra kanali hiperplazisi, ¢ekirdek biiylimesi,
niikleus inkluzyonlar1 ve hepatositlerde biiyiime seklinde olmaktadir. Ayrica

hemorajik nekrozlar ve yag asidi birikimi gibi primer lezyonlar da goériilmektedir.
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3.3. Serbest Radikaller
3.3.1. Oksidatif Stres

Hiicreler, serbest radikallerin zararli etkilerinden korunmak igin
antioksidan iiretirler. Serbest radikallerin olusumlari ve bunlarin antioksidanlar
tarafindan nétralize edilmeleri arasinda bir denge vardir. Bu denge sayesinde
hiicreler serbest radikallerin olumsuz etkilerinden zarar goérmez. Bu dengenin
serbest radikaller lehinde bozulmasi halinde hiicrede serbest radikaller artar.
Serbest radikallerin hiicredeki bu artigina ve hiicre fonksiyonlar1 {izerinde yapmis

oldugu olumsuz etkiye oksidatif stres denir (83-89).

Oksidatif Stres
Antioksidanlar
Serbest Radikaller
]
Oksid {ifH
Doku Hasan s a. asar Yang
!

Lipit Protein Niikleik Asitler

Sekil 3 Oksidatif Stres (85)

Biyolojik sistemlerdeki O,-, hidroksil radikali (‘OH), peroksil radikali
(LOO) ve radikal olmayan H,O, gibi serbest radikaller oksidatif stresin en 6nemli

nedenlerini olustururlar (90-96).
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3.3.2. Serbest Radikallerin Ozellikleri

Serbest radikaller, dig atomik orbitallerinde bir veya daha fazla c¢ift
olusturmamis elektron tasiyan yiiksek enerjili, stabil olmayan bilesiklerdir. Bu
ciftlenmemis elektron serbest radikallere biiylik bir reaktiflik kazandirarak protein,
lipid, DNA ve niikleotid koenzimler gibi birgok biyolojik materyale zarar

vermelerine neden olmaktadir (93-95).

Cok kisa yasam siireli, ancak yapilarindaki dengesizlik nedeni ile ¢ok aktif
yapili olan serbest radikaller tiim hiicre bilesenleri ile etkilesebilme 06zelligi
gostermektedir. Etkilesime girdikleri molekiilden bir elektron alarak yada ona bir
elektron vererek molekiiliin yapisin1 bozarlar. Boylece radikal olmayan bir yapi,

radikale doniismiis olur (97-100).

Bagta kanser olmak iizere kardiyovaskiiler hastaliklar, diabet, romatoid
artrit, katarakt, sinir sistemi dejeneratif hastaliklari gibi pek ¢ok hastalikta ve

yaslanma olayinda etkileri agiga ¢ikarilmistir (96, 99, 101).

Aerobik metabolizmasi olan memelilerde baslica serbest radikal
kaynaginin O,’den tiireyen serbest radikaller oldugu kabul edilmektedir (102,

103).

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller ROT, reaktif nitrojen tiirleri (RNT)

ve diger reaktifler olmak tizere ii¢ gruba ayrilir (104).
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3.3.2.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Biyolojik sistemlerde en ©nemli serbest radikaller O,’den meydana
gelenlerdir. Serbest oksijen radikallerinin meydana getirdigi biyokimyasal olayda
en onemli anahtar rolii gosteren maddeler O,’in kendisinin yani sira O,~, H,O,,

gecis metallerinin iyonlar1 ve -OH radikallerinden olusmaktadir (104).

3.3.2.1.1. Siiperoksit Radikali (O,™)

Tim aerobik hiicrelerde O,~ radikali hiicrelerde molekiil haldeki O,’in bir

adet elektron alarak indirgenmesi neticesinde olusmaktadir (104).
O, + e — O,

Indirgen gecis metallerinin otooksidasyonu sonucu da O, radikali olusur:

O, + Fet2 »Fe™ + O,

O, + Cu® —»Cu™? + O,

Bu radikal direkt olarak zarar vermemektedir. Bu radikale Onem
kazandiran H,0,’in Onemli bir kaynagi ve bunun yaninda gec¢is metalleri
iyonlarinin en onemli bir indirgeyicisi olmasidir. Oy~ radikalinin en Onemli
kaynagini; mitokondri, kloroplast, endoplazmik retikulum ve elektron transport

zincirinden sizan kiiciik elektron sizintilar1 olusturmaktadir (103, 105).
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3.3.2.1.2. Hidrojen Peroksit (H,0O,)

Su (H,O) ile kolayca karisan ve antibakteriyel 6zelligi bulunan H,0O,,
aerobik hiicrelerin ¢ogunda bulunur. O,’in, ¢evresindeki molekiillerden iki

elektron almasi ile H,O, meydana gelmektedir.

02+2€_+2H+—)H202

H,0,’in asil iiretimi biyolojik olan sistemlerde O, ’in dismutasyonu ile
meydana gelmektedir. Iki O, molekiilii iki proton almak sureti ile H,O,’i ve O,

meydana getirmektedir.

0, + 0,y +2 H" — H,0, + O,

Reaksiyon sonucu olarak radikal olmayan yeni {riinler meydana
gelmesinden dolayr bu reaksiyon bir dismutasyon reaksiyonu olarak da
degerlendirilmektedir. Bu dismutasyon ya spontan olarak ya da siiperoksit
dismutaz (SOD) enzimi tarafindan katalize edilir. SOD aktivitesi sonucu ortaya
c¢ikan H,0, katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimleriyle
reaksiyona girerek H,O ve O,’e doniistiiriilir. H,O, membranlardan kolayca
gecebilen uzun Omiirli bir oksidandir. O, ile reaksiyona girmek sureti ile daha az
zarar verici ‘OH olusturur. Bunun sonucu olarak da canli organizmada birikmesi

kontrol edilir (105).
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3.3.2.1.3. Hidroksil Radikali COH)

‘OH son derece giiglii bir oksidandir. Bundan dolay1 proteinler ve niikleik
asitler dahil hemen hemen biitiin biyolojik molekiilleri okside edebilme 6zelligine

sahiptir (103).

Onemli iki kaynag1 Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonudur. -OH, H,O,’in

gecis metallerinin bulundugu ortamda indirgenmesiyle (Fenton reaksiyonu);
02 -+ Fe™ — Fe™ + Oz

H,0, + Fe2 — *OH + OH™ + Fe™?

ya da Oy - ve H,O,’nin ortamda serbestlesmis halde bulunan Fe®3 veya
Cu*? katalizorligiinde birbirleri ile reaksiyona girmesi sonucu meydana

gelmektedir (Haber Weiss reaksiyonu);

H,O,+ Oy~ + Fe+3, Cu™? —OH+ OH + 0O,

‘OH radikali tioller ve yag asitleri gibi degisik molekiillerden bir adet

proton koparmak sureti ile yeni radikalleri olugturmaktadir (103, 106).

3.3.2.1.4. Singlet Oksijen (10,)

Singlet Oksijen (10,) ortaklasmamis elektrona sahip olmadigindan dolay1

radikal olmayan bir ROT diir. O,’in yiiksek enerjili ve mutajenik formudur. O,’in
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eslesmemis elektronlarindan birisinin verilmis olan enerji ile bulundugu
orbitalden bagka orbitale veya kendi spin yoniiniin tersine yer degistirmesi
sonucunda meydana gelmektedir. 'O, invivo ortamda sitokrom P450,
endoperoksit sentetaz ve myeloperoksidaz reaksiyonlariyla olustugu gibi iyonize

radyasyonla da olusabilmektedir (106-108).

3.3.2.2. Diger Reaktif Oksijen Tiirleri

ROT’nin diger bir grubu, lipid hidroperoksit (LOOH) ve bunlarin
hemolitik yikim iiriinleri olan alkoksi (LO-) ve LOO- veya indirekt olarak hidro ve
semikinonlar veya nitroaromatlardir. Ayrica karbon merkezli organik radikaller

(R), tiyil radikalleri (RS-) gibi 6nemli radikaller vardir (109).

3.3.3. Serbest Radikallerin Kaynaklar:

Alkol, uyusturucu gibi bagisiklik yapan maddeler, radyasyon, hava
kirliligi, pestisitler, solventler, anestezik maddeler, aromatik hidrokarbonlar,
sigara ve antineoplastikler ekzojen radikal kaynaklar1 olarak sayilabilir.
Mitokondrial elektron transport sistemi, iskemi, travma, intoksikasyona bagli
oksidatif stres durumlari, peroksizom enzimleri, tioller, katekolaminler,
hidrokinonlar, flavinler, tetrahidroproteinler, endoplazmik retikulum ve nukleus
membranindaki elektron transport sistemleri, nikotinamidadenin diniikleotid
fosfat (NADPH) oksidaz, lipooksijenaz, prostaglandin sentetaz gibi hiicre ici

enzimler de endojen radikal kaynaklarindandir (110-112).
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3.3.4. Serbest Radikallerin Yol A¢tig1 Hasarlar

Genelde serbest radikaller i¢ ve dis etkenlere bagli olarak tiretimindeki
artis ve antioksidan sistemin yetersizligine bagli olarak basta membran lipidleri
olmak iizere proteinler, karbonhidratlar ve DNA’ya oOnemli zararlar
verebilmektedirler. Bu zararlar hiicrenin cinsine, maruz kalinan strese ve siddetine

bagli olarak, toksik, mutajenik veya karsinojenik olabilir (113).

3.3.4.1. Lipitler Uzerine Etkileri

Lipidler, biyolojik yapilar icinde reaktif oksijen iirlinlerinin toksik
etkilerine en duyarli yapilardir. Ozelikle hiicre membraninda bulunan g¢oklu
doymamis yag asitleri serbest oksijen tirlinleri ile yiliksek oranda tepkimeye girer
ve peroksidasyon meydana gelir. Lipid peroksidasyonunda, hiicre membran
fosfolipidlerindeki doymamis yag asidi ile O, radikali, LOOH’lerini olusturmak
icin reaksiyona girer. Peroksidasyon siddeti, lipidlerin doymamislik derecesi ile
orantili olarak artar. Doymamig yag asidlerinin oksitlenmesi ile yag asidi radikali
olusur. Buna O’in eklenmesi ile LOO: radikali olusur. LOO" zincir reaksiyonunun
tastyicisidir. Eger bir antioksidan tarafindan 6nlenmezse komsu doymamis yag
asit molekiillerini okside eder. Bu durumda yeni radikallerin ve toksik aldehitlerin
olugsmasina neden olan LOOH’leri meydana gelir. Lipid peroksidasyonu membran
yapisina ve diger hiicre bilesenlerine zarar verir. Membran akiskanligini saglayan

bu doymamis yag asitlerinin hasar1 sonucu akigkanlikta azalma olur (114-116).
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Lipid Lipid Radikali Lipid Radikali Lipid Perokst Radikali

/:\/:X:\ D/ '\‘/_\/_>./_\_'/=\//_.</=\07_’/_v/ i/_\

H H HZO

0 0

0-0 H 0—0H
M -— /f \ \' /—\ /f ( \ 4 |
Malondialdehst (MDA) Endoperoksit Lipsd Hidroperoksit

Sekil 4 MDA Olusumu (103)

Membranda lipid peroksidasyonu sonucu:

a- Membran transport sistemleri bozulur.

b- Hiicre i¢i ve hiicre dis1 iyon dengeleri bozulur.

c- Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu artar ve buna bagli olarak proteazlar

aktive olur.

d- Hiicre i¢i organellerde olusan lipid peroksidasyonu ve litik enzimlerin

salgilanmasina bagli hiicre hasar1 gelisir (115, 116).

3.3.4.1.1. Malondialdehid (MDA)

Lipid peroksidasyonu sirasinda biyolojik yapilardan kolayca tespit

edilebilen ve peroksidatif hasarin belirteci olan malondialdehit (MDA) olusur.
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MDA, genellikle oksidatif stres belirteci olarak kullanilmaktadir. Bu, protein ve
fosfolipidlerle ¢apraz bag ve polimerizasyon yaparak 6zelliklerinin kaybolmasini
saglar. MDA deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre ylizey
bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran Ozelliklerini degistirir.
Hiicrenin her tarafina dagilarak, 6zellikle siilfidril i¢eren enzimleri inaktive eder.
Niikleik asitlerle etkilesmeye girerek genetik sifrede mutasyona yol acar. Sonug
olarak 1iyon transport bozukluklari, enzim aktivite degisiklikleri, hiicre

bilesenlerinin agregasyonu gibi degisiklikler ortaya ¢ikabilir (115, 116).

MDA yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatorii
olmamakla beraber lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterir.
Bu nedenle biyolojik materyalde MDA o6l¢iilmesi lipid peroksit diizeylerinin
indikatorii olarak kullanilmaktadir. Lipid peroksidasyonu, LOOH’lerinin aldehid
ve diger karbonil bilesiklere doniismesiyle sona ermektedir. Bu bilesiklerden
sonuncusu olan MDA, tiyobarbiturikasit (TBA) testi ile dl¢lilmekte ve bu yontem

lipid peroksidasyonunun saptanmasinda siklikla kullanilmaktadir (115, 116).

3.3.4.2. Proteinler Uzerine Etkileri

Proteinlerin serbest radikallerden ne derecede etkilenecegi amino asit
kompozisyonlarina baghdir. Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, sistein gibi
amino asitler kolaylikla etkilenirler. Protein oksidasyonu; ROT ve oksidatif stresin
ikincil ara iriinlerinin proteinlerin kovalent modifikasyonuna neden olmasi ile

olusur. Proteinlerdeki bu degisiklikler sonrasinda cesitli hiicre fonksiyonlari
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(sinyal iletimi mekanizmalari, transport ve enzim sistemleri) etkilenir (112, 114,

116).

3.3.4.3. Karbonhidratlara EtKisi

Gegcis metalleri tarafindan katalizlenen bir reaksiyon ile serbest glukoz
oksidasyona maruz kalir. Bunun sonucunda reaktif oksidanlar ve protein reaktif
dikarbonil bilesikleri iiretilir. Sinoviyal sivinin viskozitesinde dnemli role sahip
aminoglikan yapidaki hyaliironik asit, serbest radikallerle etkileserek bag
dokusunun stabilitesinin bozulmasina ve sivinin viskozitesinin kaybina neden olur

(113, 116).

3.3.4.4. DNA Uzerine Etkileri

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikallerin mutajenik
etkilerinden dolayr DNA iizerinde 6nemli hasarlara neden oldugu bilinmektedir
(117). DNA’nmin  yarilmasi, DNA-protein c¢apraz baglari, purinlerin
otooksidasyonu gibi bazi durumlar ROT nin 6zellikle de ‘OH’nin neden oldugu
hasarlardir. DNA tamir enzimleri ve DNA polimerazlar da SOR’nden etkilenirler.
DNA molekiiliniin  hasart  kronik inflamasyon, enfeksiyon, yaslanma,

karsinogenez, ndrodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklara yol agar (118).
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3.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikalleri ortadan kaldiran, oksidasyonunu engelleyen ya da
oksidasyon reaksiyonun gecikmesine neden olan maddelere antioksidanlar ve bu
olaya antioksidan savunma denir. Yani antioksidanlar, serbest oksijen radikallerini
etkisiz hale getirip, reaksiyonlar1 yavaslatip, sonlandirip ya da serbest oksijen

radikallerinin olumsuz etkilerini azaltmaya c¢alisirlar (111, 115, 119-122).

Baz1 aragtirmacilar antioksidan savunmayi enzimatik savunma ve
nonenzimatik savunma olarak gruplandirmiglardir. SOD, CAT, GSH-Px,
glutatyon rediiktaz (GR) ve GST’nin rol aldig1 antioksidan aktivitelerini
“enzimatik antioksidan savunma”, vitamin A, vitamin E, askorbat, GSH gibi
maddelerle gerceklestirilen deoksidasyon islemlerini ise “nonenzimatik
antioksidan  savunma” seklinde adlandirmiglardir.  Yapilan calismalar,
antioksidanlarin serbest radikalleri etkisiz hale getirerek hiicrelerin zarar

gormesini engelledigini ortaya koymustur (112, 116).

3.4.1. Enzimatik Antioksidanlar
3.4.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

H,0,’e dismutasyonunu gerceklestiren metalloprotein yapisinda enzim
olup direkt oksidatif hasara kars1 hiicreleri korumada anahtar role sahiptir (111,

115).

2 02"+2 H" — HzOz + 02
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SOD enziminin hepsi metalloprotein yapisinda olan 4 izoenzimi
bulunmaktadir. Intraseliiler izomerlerinden sitozolik SOD bakir (Cu) ve ¢inko
(Zn)’ya bagh iken (CuZn-SOD) mitokondriyal SOD manganez (Mn)’e baghdir
(Mn-SOD). Genel olarak hiicrede sitozolik SOD daha coktur ve ozellikle
hemoglobin (Hb)’in otooksidasyonundan olusan O,”’i temizledigi igin

eritrositlerin en 6nemli antioksidanmdir.

Serbest radikallere kars1 organizmada ilk savunma SOD enzimiyle
gergeklesir. SOD radikal tepkimeleri baglatarak -OH, O, ve organik radikallerin
olusumuna neden olurlar. Radikal zincir tepkimelerinin baslamasi ile birlikte
reaktif ve toksik etkili radikallerin yapimi SOD tarafindan engellenir.
Organizmada oksidan stresin arttig1 durumlarda SOD aktivitesi artarak koruyucu
etkinligi siirdiirmeye calisir. Ozellikle diger enzimatik radikal temizleyicilerin
aktivitelerinde azalma s6z konusu oldugunda SOD aktivitesinde artma
gosterilmigtir. SOD aktivitesiyle agiga ¢ikan H,0,'1 H,O’ya indirgeyen GSH-Px
ve CAT ikinci savunmay1 kurarlar. Bu nedenle SOD aktivitesindeki herhangi bir
artis, ikinci kademe enzimlerinin aktivitesinde artis gerektirir. Yiksek O;~
iiretimine adaptasyonu gosteren SOD artis1 ile GSH-Px arasindaki dengesizlik,
hiicrelerdeki oksidatif strese isaret eder. Bir baska ifadeyle SOD/GSH-Px
oranindaki yiikselme oksidatif hasar1 ve patolojik olaylar1 baslatabilir. SOD
enziminin fizyolojik ©nemi; O,’i metabolize eden hiicreleri O,’nin zararli
etkilerine kars1 korumak ve bdylece lipid peroksidasyonunun baglamasini

engellemektir (111, 115).
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3.4.1.2. Katalaz (CAT)

Yapisinda 4 adet hem grubu bulunan CAT enzimi H,0,’1 O, ve H,O’ya

parcalar.

2 H202 — 2 Hzo + 02

Peroksidaz aktivitesi gosteren CAT enzimi peroksizomlarda lokalize
olmus olup biiyiik molekiillii lipid peroksitlerine etki etmez. Insan karaciger ve
bobreklerinde yiliksek konsantrasyonda CAT mevcuttur. CAT enziminin yasla

birlikte aktivitesi azalmaktadir (118, 119, 121).

3.4.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

GSH-Px; H,0, ve organik hidroperoksitlerin detoksifikasyonunu
saglayarak hiicre membran lipidlerini oksidatif hasara karsi korumaktadir.
Hiicrelerdeki GSH redoks dongiisiiniin, H,O, ve LOOH’lerin indirgenmesinde
hayati 6nemi vardir. Bu dongiiniin anahtar enzimi GSH-Px, substrat1 ise GSH’dr.

Bu sitozolik enzim tetramerik dort selenyum atomu ihtiva etmektedir.

H,0, +2 GSH — GSSG + 2 H,O

ROOH + 2 GSH — GSSG + ROH + H,0
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Ozellikle eritrositlerin membran biitiinliigiiniin saglanmasinda gorev

yapmaktadir. GSH-Px enzimi iki farkli kategoride ele alinmaktadir;

Selenyuma bagimh GSH-Px: Bu sitozolik enzim, monomerik yapida
selenyum ihtiva etmektedir. Ozellikle eritroristlerde bulunan GSH-Px selenyuma

bagiml olarak gorev yapmaktadir.

Selenyumdan bagimsiz GSH-Px: Diger dokularda olmakla birlikte

0zellikle karaciger mitokondrilerinde aktivitede bulunmaktadir.

Antioksidan etkinligi kanitlanmis olan vitamin E'nin 6zellikle
membranlarda sinirli oldugu durumlarda GSH-Px, membranlar1 peroksidasyona

kars1 korumaktadir (115, 117).

3.4.1.4. Glutatyon-S-Transferaz (GST)

GST’ler ¢ sitozolik, bir de mikrozomal gruba ayrilirlar. Yabanci
maddeleri GSH’daki —SH grubu ile baglayarak nétralize ederler. Bu sekilde
irtiniin daha fazla H,O’da ¢oziiniir hale gelmesini saglayarak, organizmadan
atilmin1 ~ kolaylastirirlar.  GSH-Px  enziminden  sonra  ROOH’lerinin

detoksifikasyonunda énemli enzimdir (30, 38, 111).

3.4.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
3.4.2.1. Glutatyon (GSH)

Tripeptit yapidaki bu antioksidan glutamik asit, sistein ve glisin amino

asitlerinden olusmaktadir. Hemen hemen tiim hiicrelerde bulunmakta ve
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antioksidan olarak metabolik faaliyetler sirasinda ¢ok onemli rol oynamaktadir.
GSH, GSH-Px ve GR gibi ksenobiyotiklerin, karsinojenlerin, serbest radikallerin
ve lipopolisakkaridler gibi endojen ve eksojen zararli bilesiklerin
detoksifikasyonunda Onemli rol oynayan c¢ok Onemli bir antioksidan olarak
bilinmektedir. Indirgenmis glutatyonun peroksitlerle ve disiilfitlerle GSH-Px
enzimi  varhi@inda reaksiyonu sonucu GSSG olugmaktadir. GSSG
konsantrasyonunda artis, oksidatif stresin bir gostergesi olmaktadir. GSSG, tiol
iceren proteinlerin konformasyonu ve aktivitesi lizerine zararl etkileri olan

prooksidan bir madde oldugu i¢in hizla rediiklenmesi gerekmektedir (37, 123).

Hiicredeki 6nemli fonksiyonlarinin (DNA, protein sentezi, enzim aktivitesi
regililasyonu gibi) yani sira antioksidan olarak da gorev yapar GSH-Px, GR ve
GST enzimlerinin substrati ve kosubstratidir. Serbest radikal ve peroksitlerle
reaksiyona girip oksidatif hasara kars1 koruma yapar. Karaciger viicuttaki GSH’un
en 6nemli kaynagidir. Hb’in oksitlenerek methemoglobine doniismesini engeller.
Eritrosit ve l0kositleri oksidatif strese karsi korur. SH gruplarini indirgenmis

halde tutarak, bir¢ok protein ve enzimin inaktivasyonunu engeller (123, 124).

3.4.3. Dogal Antioksidanlar

Son derece zengin bitki Ortiisiine sahip oldugumuz ve giiniimiizde degerini
arttiran fotokimyasallarin bol bulundugu sebze, meyve, kabuklu yiyecekler ve
tahillarin insanlardaki cesitli hastaliklara karsi igerdikleri antioksidanlardan dolay1
koruyucu oldugu, ayrica gida teknolojisinde kullanilan sentetik antioksidanlarin

kanserojen etkiler yaratabildigini diisiindiigiimiizde, bitkisel dogal {irlinlerin
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kullaniminin ve biyokimyasal yaklasimin nedenli 6nemli oldugu anlasilmaktadir

(125, 126)

Baz1 sebze ve meyveler yiiksek antioksidan aktiviteye sahip bilesikler
igerirler. Vitamin C, vitamin E ve karotenoitlerden baska antioksidanlarin ¢ogu
gida bilesigi olarak bulunur. Onemli aktiviteye sahip antioksidanlar ¢ilek, kiraz,
turunggiller ve kivi meyvelerinde, kuru erik ve zeytinde, ayn1 zamanda zeytinyagi
ve meyve sularinda da yiliksek antioksidan aktivite belirlenmistir. Yapilan bir¢ok
calismada kakao taneleri, patates, domates ve 1spanak gibi cesitli sebzelerin

antioksidan potansiyeli analiz edilmistir (126).

3.4.3.1. Likopen ve Ozellikleri

Likopen bircok meyve ve sebzenin yapisinda bulunan ve onlara kirmizi
rengini veren 6nemli bir karotenoiddir. Likopen, en ¢ok domates ile sos, ketgap,
salca ve domates suyu gibi domates iiriinlerinde bulunur. Karpuz, kavun, greyfurt
ve kayis1 likopen iceren diger besin gruplaridir (127, 128). Islenmis veya
pisirilmis domates {rlinlerindeki likopenin biyoyararliligi, ham domates

tiriinlerinden daha ytiksektir (129, 130).

3.4.3.1.1. Likopenin Kimyasal Yapisi

Molekiiler formiilii C40Hse olan likopen, diiz zincirli, 8 tane izoprenin
(CsHg) birlesmesinden meydana gelmis bir hidrokarbondur. Likopen yapisinda -
iyonon halkas1 ve 11 tane konjuge ve 2 tane konjuge olmayan toplam 13 tane ¢ift

bag icermektedir (130) (Sekil 5).
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Sekil 5 Likopenin Kimyasal Yapis1 (130)

3.4.3.1.2. Likopenin Etkileri

Likopenin etkileri genel olarak 3 baslik altinda incelenebilir (130, 131):

1. Antioksidan etki

2. Antikanserojenik etki

3. Antienflamatuvar etki (Sekil 6).
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Sekil 6 Likopenin Insan Saghgindaki Rolii (131).

3.4.3.1.3. Likopenin Antioksidan Etkisi

Likopen insan viicudunda sentezlenmeyen, tiiketilen besinlerden elde

edilen en 6nemli non enzimatik antioksidan ajanlardan biridir. Arastirmalara gore,

tiketilen gidalara bagl likopenin plazma konsantrasyonu arttikga koruyucu

etkisinin arttig1 gosterilmistir (131-133).

Karotenoidler diger serbest radikallerin olusumuna sebep olan O, ortadan

kaldirmada etkilidir. O,~'in giderildigi siirecte enerji likopen molekiiliine aktarilir.

Degisim sirasinda enerji bakimindan zengin bir bilesik olusur. Bilesikteki likopen

fiziksel donme veya 1sinma seklinde enerji dagilmasi ile eski haline doner ve
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baska serbest radikalleri ortadan kaldirmak icin hazir sekilde bilesikten ayrilir.
Likopen, uzun zincir yapiya sahip oldugu ve konjuge c¢ift bag icerdigi icin
antioksidan aktivite gosterir. Likopen de retinol, a—tokoferol ve karotenoidler gibi
oksijen radikallerini yok ederek antioksidan o6zellik gosterir. Fakat lipit
peroksidasyonuna karst likopen, a-karoten ve B-karotenin antioksidan aktiviteleri
karsilastirildiginda likopenin antioksidan aktivitesinin daha yliksek oldugu
goriilmiistiir. Biyolojik membranlarda likopen bir O, temizleyicisidir. Likopen in
vitro ortamda gii¢lii antioksidan oOzellige sahip iken, in vivo ortamda DNA,
protein ve lipitlerin oksidasyonuna karst koruyucudur. Ayrica yapilan klinik
caligmalar domates tiiketiminin, insan lokositlerinde oksidatif DNA hasarini

onledigini gostermistir (126, 127, 129, 131, 132).

Yapilan bir aragtirmada, iki hafta siireyle bir gruba likopen miktar1 yiiksek
domates liriinii verilerek, diger gruba ise domates iiriinleri verilmeden her iki grup
da ikiser saat siireyle diisiik oranda ozon bulunan bir odada birakilmigtir. Domates
irtinii verilen grubun akcigerlerindeki likopenin % 12 daha fazla, akciger
hiicrelerindeki DNA hasarinin ise % 20 daha diisiik oldugu gozlenmistir (133).
Mohanty ve ark. (134) kisir erkeklere 8 mg/giin dozunda 12 ay siireyle likopen
kapsiilii verilerek yaptiklar1 ¢alismada serum likopen diizeylerinde, sperm
motilitesi, morfolojisi, yogunlugu, motilite indeksi ve fonksiyonlarinda bir artis

kaydetmislerdir.

Likopenin antioksidan o6zelliklerinin yani sira antikanserojen, bilylime
faktorleri, bazi hormonlar ve sitokinlerin sinyal iletimi, hiicresel haberlesme,
hiicreler arasindaki baglar1 gii¢lendirme ve hiicre metabolizmasini gelistirme gibi

onemli biyolojik siireclerde rol oynadigi belirlenmistir (127, 129, 131, 132).
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3.4.3.1.4. Likopenin Antikanserojen Etkisi

Likopenin antikanserojenik etkilerini; hiicresel dongiliyli durdurucu etki,
hiicreler aras1 birlesme yerlerinde (gap-junction) haberlesmeyi artiric1 etkisi ve
insiilin benzeri biiytime faktorii 1 (IGF-1) sinyal iletimini inhibe edici etkisi olmak

lizere 3 ana baslik altinda toplamak mimkiindiir (128, 129, 131, 132, 133).

a) Hiicresel Dongiiyii Durdurucu Etkisi: Yapilan arastirmalarda
likopenin prostat ve uterus kanser hiicrelerinin gelisimlerini baskiladigi ileri
stirilmiistiir. Likopen, hiicre gelisimindeki D1 dongiisiinii diizenleyerek hiicresel

dongiideki GO/G1 faz1 arasinda tutukluga onciiliik ettigi saptanmaistir.

b) Hiicreler Arasi1 Birlesme Yerlerinde Haberlesmeyi Artiric1 Etkisi:
Likopenin hiicreler arasi birlesme yerlerindeki haberlesmede etkisinin oldugu ve

doku homeostazinda anahtar rol oynadig ortaya konmustur.

¢) IGF-1 Sinyal Iletimini Baskilayic1 Etkisi: Serum insiilin benzeri IGF-
1 konsantrasyonundaki artis prostat kanseri gibi kanser tiplerinde 6nemli rol
oynar. IGF-1 kan seviyesini yiiksek olusu akciger, kolon, rektum ve prostat
kanseri risklerinin artisini dnceden haber veren belirteglerdendir. Likopen, MCF-7
gbgiis kanser hiicrelerinde uyarilmis IGF-1 artigin1 6nemli derecede diigiirmiistiir.
Inhibisyon gelisimi G1/S hiicre dongiisiiniin ilerlemesinin gecikmesiyle iliskilidir.
Bu etki IGF-1 baglayan proteinlerin likopenle diizenlenebilecegini ileri

siirmiislerdir.
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3.4.3.1.5. Likopenin Antiinflamatuvar Etkisi

Likopen enfeksiyoz etkenlere karsi savunma mekanizmalarini aktive
ederek antiinflamatuvar etki gosterir. Likopen siklooksijenaz ve lipooksijenaz
enzimlerini ~ diizenleyerek proinflamatuvar molekiillerden  prostoglandin,
prostosiklin, tromboksan ve 10kotrien sentezini baskilayarak yangiya yol acan

reaksiyonlarida 6nledigi ileri stiriilmiistiir (127, 129, 131, 132).
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Deney Hayvanlarimin Bakim ve Beslenmeleri

Calismada 3 aylik toplam 34 adet Wistar-Albino 1rki erkek ratlar
kullanilmigtir. Arastirmaya baglamadan dnce Firat Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulundan arastirma igin etik kurul izni alinmistir (Protokol No:
2013/06). Biitin deney hayvanlar1 Firat Universitesi Deney Arastirma
Merkezinden temin edilmistir. Deneysel uygulamalar laboratuvar hayvanlarinin
bakimi ve kullanimi sartlarma (12 saat aydinlik: 12 saat karanlik ve 24+£3 °C)
uygun olarak yiiriitiilmiistir. Deneysel uygulamalar siiresince ratlara standart

ticari rat yemi (pellet yem) ve musluk suyu ad libitum saglanmigtir.
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Tablo 2 Rat Yeminin Bilesimi ve Kalori Degeri

Maddenin Ad1 Birim Deger
Kuru madde % 93.63
Ham protein % 34.15
Ham yag % 3.00
Metabolik enerji kcal/kg 2095
Kalsiyum
Sodyum % 3.36
Magnezyum % 1.09
Cinko % 0.50
Demir
Bakir mg/kg 286.80
mg/kg 920.00
mg/kg 29.33

Balik unu, misir, bugday, aycicegi

Ham maddeler kiispesi, cavdar ve mineral maddeler
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4.2. Kullanilan Geregler

Cihazlar:

. Homojenizator

o Sogutmali santrifiij
o Derin dondurucu

. Spektrofotometre
° PH metre

. Su banyosu

o Distile su cihazi

. Hassas terazi

o Vorteks

4.3. Kimyasal Maddeler

Arastirmamizda kullanilan biitiin kimyasal maddeler analitik saflikta olup

Merck, Sigma, Cayman, DMS firmalarindan satin alinmstir.

4.4. Yontemlerin Uygulanmasi

4.4.1. Deney Hayvanlarinin Hazirlanmasi

Hayvanlar 4 gruba ayrilmistir:

1. Grup: Kontrol grubu (ratlara tedavi verilmemistir) (n: 7)
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2. Grup: Likopen uygulanan grup (5 mg/kg/giin, gavaj, 15 giin) (n: 7)
3. Grup: AFBI1 uygulanan grup (0,5 mg/kg/giin, gavaj, 7 giin) (n: 10)

4. Grup: AFB1 (0,5 mg/kg/gilin, gavaj, 7 giin)+Likopen (5 mg/kg/glin,

gavaj, 15 glin) uygulanan grup (n: 10)

4.4.2. Aflatoksin ve Likopen Uygulamasi

AFBI1 1:1 oraninda dimetilsiilfat (DMSO) / fosfat tamponunda (KH,PO, /
Na,HPO,, pH: 7.2) ¢oziilmiistiir. AFB1 0,5 mg/kg/glin dozunda gavaj yoluyla 7
giin uygulanmistir. % 10’luk likopen misir yaginda ¢oziilmiistiir. Likopen 5
mg/kg/giin dozunda gavaj yoluyla 15 giin uygulanmistir. Likopen uygulamasina

AFB1 uygulamasi ile beraber baglanmis ve toplam 15 giin devam etmistir.

4.5. Orneklerin Toplanmasi ve Biyokimyasal Analizler

Uygulamalarin sonunda ratlar sakrifiye edilerek kan ve karaciger doku
ornekleri alinmistir.  Kan Ornekleri antikoagiilan (EDTA) iceren tiiplerde
toplanmis ve plazmalarini ayirmak i¢in +4 °C’de 3.000 g’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Eritrositler serum fizyolojik (% 0,9’luk NaCl) ile 3 kez yikanarak
hemolizat hazirlanmistir. Hemolizat ile karaciger doku ornekleri biyokimyasal

analizler yapilincaya kadar -80 °C’de saklanmustir.
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4.6. Kan Orneklerinin Hazirlanmasi
4.6.1. MDA Tayini icin Hazirlanmasi

MDA tayini i¢in aliman EDTA’ll kan Ornekleri santrifiij edilerek

plazmalar1 alinmis ve plazma MDA diizeylerine bakilmistir.

4.6.2. GSH Tayini icin Hazirlanmasi

Tam kanin distile su ile 1:10 oraninda ile sulandirilmas: ile elde

edilen hemolizatlarda GSH tayini yapilmustir.

4.6.3. CAT Tayini icin Hazirlanmasi

Plazmasi ayrilan EDTA’li kan Ornekleri, serum fizyolojik ile 3 kez
yikandiktan sonra eritrositler 1:5 oraninda distile su ile sulandirilarak Hb tayini
yapilmistir. Daha sonra diliie edilmis bu kan 6rnekleri 1:100 oraninda 50 mM
fosfat tamponu (pH: 7.0) ile tekrar sulandirilmis ve hazirlanmis bu hemolizatlarda

CAT aktivite tayini yapilmistir.

4.6.4. GSH-Px Tayini icin Hazirlanmasi

Alman tam kanin 1:20 oraninda distile su ile sulandirilmasi ile elde edilen
hemolizatlarda GSH-Px aktivite tayini yapilmistir. Hemolizatlarda ayrica Hb

diizeyleri 6l¢iilmistiir.
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4.7. Doku Orneklerinin Alinmasi, Hazirlanmasi ve Homojenizasyonu

4.7.1. MDA, GSH, CAT ve GST Tayini icin Doku Orneklerinin

Hazirlanmasi

Doku ornekleri iki siizge¢ kagidi arasinda suyu alindiktan sonra tartilarak
distile su ile 1:10 oraninda (agirlik/hacim) sulandirilip, kirilmig buz igerisinde
teflon-cam homojenizatorle homojenize edilmistir. Homojenatlar 3.500 rpm’de 15
dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen siipernatantlarda MDA, GSH, CAT,

GST ve protein tayinleri yapilmistir.

4.7.2. GSH-Px Tayini icin Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Doku ornekleri distile su iginde 1:10 oraninda (agirlik/hacim)
sulandirilip, kirilmis  buz igerisinde homojenize edilmis ve olusan
homojenatlar 1.5 ml’lik ependorflara konularak sogutmali santrifiijde 14.000
rpm’de 55 dakika santrifij edilmistir. Santrifiigasyon islemi sonucunda
slipernatantlar alinmig ve alinan bu silipernatantlarda GSH-Px ve protein tayini

yapilmigtir.

4.8. Kullanilan Yontemler
4.8.1. Plazmada ve Dokuda MDA Diizeyinin Tayini

Prensip: MDA tayini Placer ve ark. (135) tarafindan modifiye edilen
yonteme gore yapilmistir. Bu ydntem lipid peroksidasyonunun aldehit

iriinlerinden biri olan MDA ile TBA’in reaksiyonu temeline dayanmaktadir.
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Olusan MDA, TBA ile pembe renkli bir kompleks olusturmakta ve bu ¢ozeltinin
absorbansi 532 nm’de spektrofotometrik olarak olgiilerek lipid peroksidasyonun

derecesi saptanmigtir.

Metodun Ayiraglar:

1- TBA: 0,67 g TBA 80 ml % 10’luk perklorik asitte ¢oziiliir ve 100 ml’ye

distile su ile dilie edilir.

2- % 10 Triklorasetik Asit (TCA): 10 g TCA distile suda ¢oziilerek 100

ml’ye tamamlanir. Ayirag koyu renkli sisede oda sicakliginda saklanir.
3- Standart: Tetraetoxipropan

4- Renk Aymraci: 3 kissm TCA soliisyonu ve 1 kistm TBA soliisyonu

reaktif siseye konularak 1 dakika magnetik karistiricida karigtirilir. Ayirag giinliik

hazirlanir.
Deneyin Yapilis::
Tablo 3 Plazma ve Doku MDA Diizey Ol¢iimii
Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Ornek - - 0,25
Standart - 0,25 -

Serum Fizyolojik 0,25 - -

Renk Ayiraci 2,25 2,25 2,25
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Tiipler karistirildiktan sonra 100 °C 20 dakika bekletilmistir. Musluk suyu
altinda sogutma isleminden sonra tiipler 3.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek

iist faz absorbansi 532 nm’de okunmustur.

MDA Diizeyinin Hesaplanmasi:

MDA (nmol/ml) = Omegin OD / Standartin OD x Standartin

Konsantrasyonu

MDA diizeyi; plazmada nmol/ml, dokuda nmol/g doku olarak

hesaplanmustir.

4.8.2. Kanda ve Dokuda GSH Diizeyinin Tayini

Prensip: GSH diizeyi Ellman (136) yontemine goére tayin edilmistir.
Bu metod 5,5 dithiobis-2-nitrobenzoik asit eklendiginde stilfidril gruplarinin
oldukca stabil sar1 renk olusturmasi temeline dayanan spektrofotometrik bir

yontemdir.

Metodun Ayiraglar

1- Coktiiriicii  Soliisyon: 1,67 g glasiyel metafosforik asit, 0,2 g

disodyum EDTA ve 30 g NaCl saf suda ¢6ziiniir, 100 ml’ye tamamlanur.

2- Fosfat Ayiraci: 0,3 M Na,HPO, 1 L distile suda hazirlanir. +4 °C’de

saklanir.
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3- Elman Ayiraci: 20 mg 5,5 -dithiobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) %

1’lik Na-sitrat ¢ozeltisi ile 100 mI’ye tamamlanir.

4- GSH Standarti: 2 mg/dl GSH soliisyonu hazirlanir.

Deneyin Yapilisi:

I ml distile su (kér) ve 1 ml Ornekler iizerine 1,5 ml c¢oktiiriicli
soliisyondan konulup, vortekslenmis ve 3.000 rpm’de 30 dakika santrifiij

edilmistir. Elde edilen siipernatant deney ortaminda kullanilmaigtir.

Tablo 4 Kan ve Doku GSH Diizey Ol¢iimii

Kor (ml) Ornek (ml) Standart (ml)
Siiziintii 0,25 0,25 0,25
Na,HPO, 1 1 1
Elman Aywraci | 0,125 0,125 0,125

Tiipler kanstirildiktan sonra 412 nm’de kore karsi absorbanslar

okunmustur.

GSH (pumol/ml) = Ornegin OD / Standarttn OD x Standartin

Konsantirasyonu x Diliisyon

GSH diizeyleri; kanda ve dokuda pmol/ml olarak verilmistir.
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4.8.3. Kanda ve Dokuda CAT Aktivitesinin Tayini

Prensip: Eritrosit ve doku CAT aktivitesini 0lgmek i¢in Aebi (137)
metodu kullanilmistir. CAT H,0;’in yikimimi katalize eder. H,O,’in CAT
tarafindan yikim hizi, H,O;’in 240 nm dalga boyunda 15181 absorbe etmesinden

yararlanilarak spektrofotometrik olarak 6l¢iiliir.

Metodun Ayiraglar

1- 50 mM Fosfat Tamponu (pH: 7.0): 6,81 g KH,PO,4 1 L hazirlanir. 8,9

g Na,HPO,4 (2 H,0) 1 L hazirlanir. pH 7.0’ayarlanir.

2- 30 mM H,0, Cozeltisi: 0,34 ml % 30’luk H,O, fosfat tamponu ile 100

ml’ye tamamlanir.

Deneyin Yapilis::

Tablo 5 Kan ve Doku CAT Aktivite Ol¢iimii

Kor (ml) Ornek (ml)
Fosfat Tamponu 1 -
H,0, - 1
Ornek 2 2

240 nm’de kor ile sifir ayar1 yapildiktan sonra 6rnegin 0. (A;) ve 30. (A,)

saniye i¢indeki absorbans farki dl¢iilmek suretiyle CAT aktivitesi hesaplanmaistir.
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CAT Aktivitesinin Hesaplanmasi:
k=(2.3/30) x (log OD1 / OD2) x Diliisyon

CAT’n spesifik aktivitesi; kanda k/g Hb, dokuda k/g protein olarak

verilmistir.

4.8.4. Dokuda GST Aktivitesinin Tayini

Prensip: Doku GST aktivite ol¢limiinde Habig ve ark. (138)’nin metodu
kullanilmigtir. Enzim aktivitesi 340 nm’de 37 °C’de GSH ve 1-klor-2,4-
dinitrobenzen (CDNB) kullanilarak  dakikada olusan S-2,4  dinitrofenil
glutatyonun 1 pmol’unu katalizleyen enzim miktarinin 6l¢iilmesiyle belirlenir.
GSH ile CDNB bilesiginin konjugasyonu sonucu olusan iiriin 1-(S-glutatyonil)-
2,4 dinitrobenzen spektrofotometrik olarak 340 nm’de Olgiiliir (139). Bir {inite
enzim, 25°C’de bir dakikada lpmol substrati (CDNB), 1-(S-glutatyonil)- 2,4

dinitrobenzene ¢eviren enzim aktivitesidir.

Metodun Ayiraglar:

1- 0,1 M Tris Tamponu (pH 7.4): 6,05 g Tris tartilir ve distile suda
¢oziliir. pH 7.4’e ayarlandiktan sonra toplam hacim 500 ml’ye tamamlanir.
2- 1 mM CDNB: 2 mg CDNB tartilir ve 10 ml etanolde ¢oziiliir.

3- 5 mM GSH: 15 mg GSH tartilir ve 10 ml distile suda ¢oziiliir.

Deneyin Yapilis::

48



Tablo 6 Doku GST Aktivite Ol¢iimii

Kor (ul) Ornek (ul)
CDNB 100 100
GSH 100 100
Tris Tampon (pH: 7.4) 22 2,2
Distile Su 100 -
Ornek - 100

Karngtirilarak 25 °C’de 340 nm dalga boyunda 0. ve 2. dakikadaki OD

okunmustur.

GST Aktivitesinin Hesabu:

GST Aktivitesi (U/ml) = AOD /t % V toplam / 0.0096 x Vornek
AOD = Optik Dansite Degisimi

9,6 =1 pmol CDNB’nin 1 cm’lik 151k yolunda verdigi OD degeri
V toplam = Toplam hacim

V ornek = Ornek hacmi

GST’n spesifik aktivitesi; dokuda U/g protein olarak hesaplanmuistir.
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4.8.5. Kanda ve Dokuda GSH-Px Aktivitesinin Tayini

Prensip: GSH-Px aktivite 6l¢imiinde Beutler (139) metodu kullanilmstir.
GSH-Px, GSH’un GSSG oksidasyonunu H,O, kullanarak katalizler.
Glutatyon Peroksidaz

(GSH-Px)
2GSH + R-O-O-H GSSG + H>,0 + R OH

GSSG’nin olusum hiz1 GR reaksiyonu vasitasiyla ol¢iiliir.

Glutatyon rediilitaz
(GR)
GSSG + NADPH+H ™ > 2GSH + NADP'

Reaksiyon ortamindaki t-butilhidroperoksidin (bu enzim dl¢limlerinde en
uygun peroksid substratidir) her bir molekiiliiniin rediiksiyonu i¢in 1 mol GSSG
olusur. GSSG’unn GSH’a rediiksiyonu ise GR enziminin katalizledigi reaksiyonla
olusur. Bu reaksiyonda GSSG’nin her bir moliiniin rediiksiyonu i¢in 1 mol
NADPH okside olur. GSH-Px aktivitesi spektrofotometrik olarak 340 nm’deki

sistemin OD’sindeki diisiisten hesaplanir (Tablo 7).

Metodun Ayiraglar:

1- 1 M Tris-HClI Tamponu (pH: 8): 121,14 gr Tris 1 L distile suda

cozilir. 1,68 gr EDTA ilave edilerek pH: 8’e ayarlanir.
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2- 0,1 M GSH: 0,3 g GSH 10 ml distile suda ¢oziliir. GSH soliisyonlar1

taze hazirlanmig olmalidir.
3-10 U/ml GR: ml’de 10 U olacak sekilde distile suyla hazirlanir.

4- 2 mM NADPH: 0,05 g NADPH 30 ml distile suda ¢dziiliir.
5- 7 mM t-biitilhidroperoksit (t-BOOH): (% 70’lik t-BOOH’in

yaklagik 1:1000 sulandirilmasindan elde edilmistir). Giinliik olarak hazirlanir.

Deneyin Yapilisi:

Tablo 7 Kan ve Doku GSH-Px Aktivite Ol¢iimii

Kor (ul) Ornek (ul)
Tris Tampon (pH:8.0) 100 100
GSH 20 20
GR 100 100
NADPH 100 100
Ornek 10 10
Distile Su 670 660

37 °C’de 10 dakika preinkiibe

edilir.
t-BOOH - 10

Karnigimin 0. ve 2.5. dakikalardaki OD’deki azalma 340 nm’de
kaydedilmistir.
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GSH-Px Aktivitesinin Hesaplanmasi:

GSH-Px (U/ml) =(OD2-0ODI)/t x1/6,22x0,01
OD;,: 2,5 dakika sonundaki absorbans

OD;: 0. dakikadaki absorbans

t: 2,5 dakika

1: Kiivetin toplam hacmi (ml)

0,01: Ornek hacmi (ml)

6,22: 1umol NADPH’in verdigi absorbans

GSH-Px’in spesifik aktivitesi; kanda U/mg Hb, dokuda U/g protein

olarak hesaplanir.

4.8.6. Hemoglobin Tayini

Prensip: Siyanomethemoglobin yontemi (140) ile yapilmistir. Ferrisiyaniir
Hb’deki Fe™’yi oksitleyerek +2 degerden +3 degerli Fe’e gevirir,
methemoglobine doniligmesini saglar. Bunu takiben potasyum siyanid ile stabil bir
pigment olan siyanomethemoglobin meydana gelir. Siyanomethemoglobinin

absorbansi 546 nm’de okunmustur (Tablo 8).
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Metodun Ayiraglar:

1- Drabkin Cozeltisi: 50 mg KCN, 200 mg K;Fe(CN)s ve 1g NaHCO;
tartilarak bir miktar distile suda ¢oziiliir ve L’ye tamamlanir. Koyu renkli sisede 1

yil dayanur.

2- Hb Standarti: 18 g liyofilize Hb standart1 100 ml distile suda ¢oziiliir.

Bu standart 18 g/dl Hb igerir.

Deneyin Yapilis::
Tablo 8 Hb Diizey Olgiimii
Kor (ml) Standart (ml)  Ornek (ml)
Drabkin Cozeltisi 5 5 5
Hb Standard: - 0,02 -
Hemolizat - - 0,02

Tipler iyice kanstirilir. Oda 1s1sinda 20 dakika bekletilir. 546 nm’de kore

kars1 diger tiiplerin absorbanslar1 okunur.

Hb Diizeyinin Hesaplanmasi:

Hb (g/dl): (Ornegin OD / Standartin OD) x 18
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4.8.7. Dokuda Protein Tayini

Prensip: Homojenatlardaki protein miktart modifiye Lowry (141)
yontemine gore Olclilmiistiir. Alkali bakir tartarat ayiract peptid baglari ile
kompleks yapar. Her 7 veya 8 amino asit artig1 1 atom Cu baglar. Fenol ayiraci,
Cu ile muamele edilmis karigima ilave edildiginde mor mavi renk sekillenir. Bu
renk siddeti 650 nm dalga boyunda okunur. Protein konsantrasyonu ile olusan
renk arasinda yliksek konsantrasyonlar i¢in lineer bir iliski olmadigindan 6rnekler

sulandirilarak dl¢timler yapilmistir (Tablo 9 ).

Metodun Ayraglari

1- Alkali Bakir Ayiraci: 10 g Na,COs, 0,1 g potasyum tartarat ve 0,05 g
bakir siilfat, 0,5 N NaOH i¢inde ¢oziiliir ve 100 ml’ye tamamlanir. Bu ¢ozelti oda

1s1sinda 30 giin dayaniklidir.

2- Fenol Ayraci: 2 N Folin-Ciocaltue-Fenol ayiracindan 3,75 ml alinur,
distile su ile 67,5 ml’ye tamamlanir. Bu ¢6zelti 6rnek sayisina gore ¢aligma aninda

giinliik olarak hazirlanir.

3- Protein Standarti: 50 pg/ml Sigir Serum Albumin (BSA)
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Deneyin Yapilist :

Tablo 9 Protein Diizey Ol¢iimii

Kor (ml) Standart Ornek (ml)
(ml)
Alkali Bakir Ayiraci 1 1 1
Ornek - - 1
Distile Su 1 - -
Standart - 1 -
Fenol Ayiraci 4 4 4

Tiipler hemen vortekste iyice karigtirllmis ve 5 dakika 55 °C’de
bekletilmistir. Inkubasyon sonrasi musluk suyu altinda hemen sogutulmustur.
Daha sonra 650 nm’de standart ve ornek tiiplerinin absorbanst kor tiipline karsi

okunmustur.

Protein Diizeyinin Hesaplanmasi:

Protein (ug/ml) = (Ornegin OD / Standartin OD) x Standartin

Konsantrasyonu x Diliisyon

Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analiz igin IBM SPSS Statistics 21 paket programi

kullanilmistir. Grup ortalamalar1 arasindaki farklar tek yonlii varyans analizi
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(One-Way ANOVA) kullanilarak hesaplanmistir. Post-hoc olarak Duncan
testinden faydalanilarak, tiim degerler ortalamatortalamanin standart hatasi

(ortalama+SEM) seklinde hesaplanmistir.
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5. BULGULAR

5.1. Kan Oksidan ve Antioksidan Diizeyleri

0,5 mg/kg AFB1 ve 5 mg/kg likopen uygulanan deney gruplarimin kan

MDA ve GSH diizeyleri ile CAT ve GSH-Px aktivitelerinin ortalama degerlerinin

istatistiksel karsilagtirmasi Tablo 10°da gdsterilmistir.

Tablo 10 AFB1 Uygulanan Ratlarda Likopenin Kan Oksidan ve Antioksidan

Parametreleri Uzerine Etkisi

Kan MDA GSH CAT GSH-Px
(nmol/ml) (numol/ml) (k/g Hb) (U/mg Hb)

Kontrol 7,33+0,322 30,71£1,992 60,46+1,832 0,310,012

Likopen 8,32+0,482 28,66+0,932 54,77+1,822 0,31+0,012

(5 mg/kg)

AFB1 10,38+0,52° 21,80+1,44° 47,45+2,43>  0,25+0,01°

(0,5 mg/kg)

AFB1+Likope 8,11%0,05% 28,78+3,052 55,44+2.762 0,28+0,022

n
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a, b: Aym satirda farkli harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark

Onemlidir.

5.1.1. Kan MDA Diizeyi

Kan orneklerinde yapilan Ol¢limler sonucunda MDA diizeyinde kontrol
grubuna gére AFB1 uygulanan grupta 6nemli bir artis gozlenmis ve bu artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Likopen ve AFB1+Likopen
uygulanan gruplar kontrol grubu ile ayr1 ayrnn karsilastirildiginda MDA
diizeylerinde istatistiksel olarak 6nemli bir fark saptanmamistir. AFB1+Likopen
uygulanan grup AFB1 uygulanan grup ile karsilagtirildiginda MDA diizeylerinde

Oonemli azalma saptanmistir (p<<0.05) (Sekil 7).

12 -
10,38
10 -
8,32 8.1
8- 7,33

MDA (nmol/ml)

0 i E—
Kontrol Likopen AF AF+Likopen

Sekil 7 AFBI1 ve Likopen Uygulanan Deney Gruplarinda Plazma MDA Diizeyleri

58



5.1.2. Kan GSH Diizeyi

Kan GSH diizeyinde kontrol grubuna gére AFB1 uygulanan grupta 6nemli
derecede azalma gozlenmis ve istatistiksel olarak bu azalma anlamli bulunmustur
(p<0.05). Likopen ve AFBl+Likopen uygulanan gruplar kontrol grubu ile
karsilastirildiginda GSH diizeyinde onemli bir fark olmadigi tespit edilmistir.
AFB1+Likopen uygulanan grupta GSH diizeyi AFB1 uygulanan gruba gore

Oonemli bir artis gostermistir (p<0.05) (Sekil 8).

40
30,71
30 - 28,66 28,78
e 218
B 20 -
g
3
o
7
&)
10
0 |
Kontrol Likopen AF AF+Likopen

Sekil 8 AFB1 ve Likopen Uygulanan Deney Gruplarinda Kan GSH Diizeyleri

5.1.3. Kan CAT Aktivitesi

Kan CAT aktivitesinde AFBI1 uygulanan grup kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 6nemli bir diisiis oldugu tespit edilmis ve istatistiksel olarak bu

azalma anlamli bulunmustur (p<0.05). Likopen ve AFBl+Likopen uygulanan
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gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda CAT aktivitesinde onemli bir fark
saptanmamistir. AFBl+Likopen uygulanan grup AFB1 wuygulanan grupla

karsilastirildiginda CAT aktivitesinin istatistiksel olarak onemli artig gdzlenmistir

(p<0.05) (Sekil 9).
75
60,46
60 - 54,77 55,44
47,45
g 45 -
o0
2
: 30 -
)
15
0 n T T I 1
Kontrol Likopen AF AF+Likopen

Sekil 9 AFB1 ve Likopen Uygulanan Deney Gruplarinda Kan CAT Aktiviteleri

5.1.4. Kan GST Aktivitesi

Rat kaninda GST aktivitesi Olgiilemeyecek diizeyde olup, tespit

edilememistir.

5.1.5. Kan GSH-Px Aktivitesi

AFBI uygulanan grupta kan GSH-Px aktivitesinde kontrol grubuna gore

onemli bir diislis gdzlenmis ve istatistiksel olarak bu azalma anlamli bulunmustur
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(p<0.05). Likopen ve AFBl+Likopen uygulanan gruplar kontrol grubu ile
karsilastirildiginda  istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilememistir.
AFB1+Likopen uygulanan grup AFB1 uygulanan grup ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak 6dnemli bir artis oldugu saptanmistir (p<0.05) (Sekil 10).
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Kontrol Likopen OA%S AF+Likopen

Sekil 10 AFB1 ve Likopen Uygulanan Deney Gruplarinda Kan GSH-Px

Aktiviteleri

5.2. Karaciger Oksidan ve Antioksidan Diizeyleri

0,5 mg/kg AFB1 ve 5 mg/kg likopen uygulanan deney gruplarinin
karaciger MDA, GSH diizeyleri, CAT, GST ve GSH-Px aktivitelerinin ortalama

degerlerinin istatistiksel kargilastirmasi Tablo 11°de gosterilmistir.
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Tablo 11 AFB1 Uygulanan Ratlarda Likopenin Karaciger Oksidan ve

Antioksidan Parametreleri Uzerine Etkisi

Karaciger MDA GSH CAT GST GSH-Px
(nmol/g  (umol/ml (k/mg (U/mg (O/g
doku) ) protein)  protein) protein)
Kontrol 0,69+0,0 12,83+1, 0,43+0,0 11,92+0,3 7,32+0,3
28 602 12 62 62
Likopen 0,67£0,0 10,19+0, 0,39+0,0 10,29+0,7 6,84+0,7
a a a ab a

(5 mg/kg) 2 58 1 3 9

AFB1 0,81£0,0 6,27+0,1 0,33+0,0 6,49+0,86° 3,60+0,3
b b b b

(0.5mgkg) 2 : :

AFB1+Liko 0,69+0,0 12,450, 0,38+0,0 9,76+0,42% 5,90+0,7

pen 28 412 12 58

a, b: Ayni satirda farkli harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark

Onemlidir.

5.2.1. Karaciger MDA Diizeyi

Karaciger dokusunda MDA diizeyi, kontrol grubuna gére AFB1 uygulanan

grupta daha yiiksek olarak Ol¢iilmiis ve aradaki fark istatistiksel olarak Onemli
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bulunmustur (p<0.05). Likopen ve AFBI+Likopen uygulanan gruplar kontrol
grubu ile karsilastirildiginda  istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmemistir. AFBl+Likopen  uygulanan grup AFB1 uygulanan grup ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptanmistir (p<0.05)

(Sekil 11).
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MDA (nmol/g doku)
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Kontrol Likopen AF AF+2?ﬁ?open

Sekil 11 AFB1 ve Likopen Uygulanan Deney Gruplarinda Karaciger MDA

Diizeyleri

5.2.2. Karaciger GSH Diizeyi

AFBI1 uygulanan grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda karaciger
dokusunda GSH diizeyinde istatistiksel olarak anlamli diisiis saptanmistir
(p<0.05). Likopen ve AFBl+Likopen uygulamasiin yapildigi gruplar kontrol
grubu ile karsilastirildiginda GSH diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark

tespit edilmemistir. AFBl1+Likopen uygulamasinin yapildigi grup AFBI
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uygulanan grup ile karsilastirildiginda GSH diizeyinde istatistiksel olarak anlamli

artis oldugu gozlenmistir (p<<0.05) (Sekil 12).
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Kontrol Likopen AF AF+Likopen

Sekil 12 AFB1 ve Likopen Uygulanan Deney Gruplarinda Karaciger GSH Diizeyi

5.2.3. Karaciger CAT Aktivitesi

Karaciger dokusunda kontrol grubuna gére AFB1 uygulanan grupta CAT
aktivitesinde istatistiksel olarak 6nemli diisiis bulunmustur (p<0.05). Likopen ve
AFBl+Likopen uygulamasmin yapildigi  gruplar kontrol grubu ile
karsilastirlldiginda CAT aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmemistir. AFBI1+Likopen uygulamasinin yapildigi grup AFBI uygulanan
grup ile karsilastirildiginda CAT aktivitesinde artis oldugu gozlenmistir (p<0.05)

(Sekil 13).
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Sekil 13 AFB1 ve Likopen Uygulanan Deney Gruplarinda Karaciger CAT

Aktiviteleri

5.2.4. Karaciger GST Aktivitesi

Karaciger dokusundaki GST aktivitesi AFB1 uygulanan grupta kontrol
grubuna gore daha diisiik Olgiilmiis, aradaki fark istatistiksel olarak Oonemli
bulunmustur (p<0.05). Likopen ve AFBIl+Likopen gruplari ayri ayri1 kontrol
grubu ile karsilastirildiginda GST aktivitesi kontrol grubuna goére 6nemli bir fark
gozlenmemistir. AFBI1+Likopen uygulanan grup AFBI1 uygulanan grup ile
karsilastirildiginda GST aktivitesi AFB1 grubuna gore daha yiiksek gdzlenmistir

(p<0.05) (Sekil 14).
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Sekil 14 AFB1 ve Likopen Uygulanan Deney Gruplarinda Karaciger GST

Aktiviteleri

5.2.5. Karaciger GSH-Px Aktivitesi

AFB1 uygulanan grup ile kontrol grubu karsilastirildiginda karaciger
GSH-Px aktivitesinde AFB1 uygulanan grupta 6nemli bir diisiis gozlenmis ve
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Likopen ve AFBIl+Likopen
uygulanan gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda GSH-Px aktivitesinde bir
degisiklik gézlenmemistir. AFB1+Likopen uygulanan grup AFB1 uygulanan grup

ile karsilastirildiginda GSH-Px aktivitesi AFB1 grubuna gore daha yliksek

gbzlenmistir (p<0.05) (Sekil 15).
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Sekil 15 AFB1 ve Likopen Uygulanan Deney Gruplarinda Karaciger GSH-Px

Aktiviteleri

5.3. Plazmada AST, ALT, LDH, Glukoz, Total Protein Diizeyleri

0,5 mg/kg AFBI ve 5 mg/kg likopen uygulanan deney gruplarinin plazma
aspartat transaminaz (AST), alanin transaminaz (ALT), laktat dehidrogenaz

(LDH), glukoz, total protein diizeylerinin ortalama degerlerinin istatistiksel

karsilastirmasi Tablo 12°de gosterilmistir.
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Tablo 12 AFB1 Uygulanan Ratlarda Likopenin Biyokimyasal Parametreler

Uzerine Etkisi

Kan AST ALT LDH Glukoz Total
(U/L) (U/L) (U/L) (mg/dy ~ FProtein
(g/d)

Kontrol 158,5+6,82% 63,66+£1,0 1036,25+19,2 74,25+4,03 6,30+0,1
02 0a ab 1a

Likopen 161,50+7,2  59,50+4,9 1069,50+2,02 79,50+2,59 6,35+0,0

(5 mg/kg) la Oa a a 83

AFBI1 19266456 87.50+3.1 1397,25:253 62,0043,71 6,50+0,1
b b c b a

(0,5 mg/kg) | 7 I 3

AF+Likope 140,00+5,7 68,50+2,0 1214,50+£8,37 69,00+£3,46 6,20+0,2
n 74 Da b ab 3a

a, b, ¢: Aym satirda farkli harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark

onemlidir

5.3.1. Plazma AST Diizeyi

Plazmada AST diizeyinde AFB1 uygulanan grup kontrol grubu ile
karsilastirildiginda onemli derecede artis gosterdigi saptanmis ve istatistiksel
olarak bu artis anlamli bulunmustur (p<0.05). Likopen ve AFBI1+Likopen
uygulanan gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda AST diizeyinde 6nemli

fark gozlenmemistir. AFB1+Likopen grubunda AFB1 uygulanan gruba gore
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onemli bir diisiis gozlenmis ve istatistiksel olarak bu azalma anlamli bulunmustur

(p<0.05) (Sekil 16).
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Sekil 16 AFB1 ve Likopen Uygulanan Deney Gruplarinda Plazma AST Diizeyleri

5.3.2. Plazma ALT Diizeyi

AFB1 uygulanan grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda plazma ALT
diizeyinde dnemli derecede artis gdzlenmis ve istatistiksel olarak bu artma anlaml
bulunmustur (p<0.05). Likopen ve AFBI+Likopen uygulanan gruplar kontrol
grubu ile karsilastirildiginda ALT diizeylerinde onemli bir fark goriilmemistir.
AFB1+Likopen uygulanan grupta AFB1 uygulanan gruba gore plazma ALT

diizeyinde 6nemli derecede azalma oldugu gozlenmistir (p<0.05) (Sekil 17).
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Sekil 17 AFB1 ve Likopen Uygulanan Deney Gruplarinda Plazma ALT Diizeyleri

5.3.3. Plazma LDH Diizeyi

AFBI uygulanan grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda plazma LDH
diizeyinde Onemli derecede artis gozlenmis ve istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.05). Likopen uygulanan grupta plazma LDH diizeyinde kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak onemli fark goézlenmemistir. AFB1+Likopen
uygulanan grupta plazma LDH diizeyi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
onemli derecede artis, AFB1 uygulanan gruba gore ise diisiis gOstermistir

(p<0.05) (Sekil 18).
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Sekil 18 AFB1 ve Likopen Uygulanan Deney Gruplarinda Plazma LDH

Diizeyleri

5.3.4. Plazma Glukoz Diizeyi

AFBI1 uygulanan grup kontrol grubu ile karsilagtirildiginda plazma glukoz
diizeyinde azalma saptanmis olup, bu azalma istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Likopen ve AFB1+Likopen uygulanan gruplarda kontrol grubuna
gore plazma glukoz diizeyinde istatistiksel olarak dnemli bir fark gézlenmemistir.
AFB1+Likopen uygulanan grupta AFB1 uygulanan gruba gore glukoz diizeyinde

artis gozlenmis fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Sekil 19).
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Sekil 19 AFB1 ve Likopen Uygulanan Deney Gruplarinda Plazma Glukoz

Diizeyleri

5.3.5. Plazma Total Protein Diizeyi

AFBI1 uygulanan grupta kontrol grubuna gore plazma total protein
diizeyinde istatistiksel olarak Onemli bir fark saptanmamustir. Likopen ve
AFB1+Likopen uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore plazma total protein

diizeyinde farklilik tespit edilmemistir (Sekil 20).
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Sekil 20 AFB1 ve Likopen Uygulanan Deney Gruplarinda Plazma Total Protein

Diizeyleri
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6. TARTISMA

Calismada; rat karaciger dokusunda AF kaynakli olusabilecek oksidatif
hasar ve bu hasara kars1 likopenin 6nleyici etkisinin olup olmadigr arastirilmistir.
Bu amagla kan ve karaciger dokusunda MDA, GSH diizeyleri, CAT, GST ve

GSH-Px enzim aktivitelerinin tayini yapilmistir.

AF’ler, Aspergillus cinsinin toksijenik tiirleri tarafindan, Ozellikle de
tarimsal irlinlerde Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus un gelismesi

sirasinda olusan besin kaynakli sekonder toksik kiif metabolitleridir (14, 12, 13).

Dogada en bol bulunan ve en fazla kontaminasyona yol acan AF
oldugundan, toksikokinetigi ve metabolizmas1 iizerinde en yogun bigimde
calisilmistir. Yapilan ¢aligmalar ile AF’in yem ve gidalarla alindiklarinda sindirim
kanalindan hizla emildigi ve kanda genellikle de serum albiiminlerine baglanmak
suretiyle portal dolasima gectigi ve bu yolla hepatositlere tasindigi ortaya

konmustur (1, 9, 142, 143).

AF’ler dogrudan etkili degildirler; sitozolik ve sitokrom P-450 sistemiyle
birgok metabolite ¢evrilirler. Karacigerde sitokrom P-450 vasitasiyla ugradiklari
metabolik degisiklikler sonucu olusan epoksit tiirevleri (AFB1-2,3-epoksit gibi)
etkili olmaktadir. Klinik olarak zehirli ve karsinojenik etkileri hemen tiimiiyle bu
etkin metaboliti ile ilgilidir (16, 21). Gidalardaki en tehlikeli kanserojenlerden
olan AF’ler, hiicre igerisine, oradan da c¢ekirdege gecerek DNA’ya

baglanmaktadir. Toksik etkilerini DNA ¢ift sarmalin1 sablon olarak kullanip,
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mRNA sentezini gerceklestiren RNA polimerazin DNA’ya baglanmasini

engelleyerek gostermektedirler (144).

AF insanlar ve hayvanlar tarafindan kontamine gida olarak tiiketildiginde
hem 6nemli saglik sorunlarina hem de ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
AF’lerin toksik etkileri; hepatotoksisite, hepatokarsinojenite, nefrotoksisite,
teratojenite, immun sistemin bozulmasi ile hastaliklara kars1 yatkinlik, biiylimenin
yavaglamas1 besin maddelerinden yararlanmanin azalmasi olarak sayilabilir.
AF’ler, hayvanlarda bir ¢esit immun sistem baskilayicisidirlar ve canliy1 ¢esitli
mikroorganizmalarin enfeksiyonuna duyarli hale getirmektedir. Epidemiyolojik
caligmalar ile deney hayvanlarindaki arastirmalar AF’ler ve karaciger kanseri

arasinda istatistiksel olarak belirgin bir iligski oldugunu ortaya koymustur (145).

AF’ler icerisinde bilinen ve en yiiksek toksositeyi gosteren AFBI1’dir.
Sinirh sayida Aspergillus cinsi funguslar tarafindan iretilmesine karsin, yaygin
olarak goriilmektedir. Lipofilik bir metabolit olan ve olduk¢a kararli bir yapidaki
bu toksinin alimi, oksidatif aktivasyon, DNA’larin birbirine baglanmasi ve
kovalent reaksiyonlar yoluyla karaciger ve bobreklerde kansere sebep olmaktadir.
TP53 isimli, timor baskilayict gen de bulunan mutasyona agik olan bir bolgede,
AFBI1 ile DNA’da hasara sebep olmas1 arasinda bir iliski bulundugu belirtilmistir.
Mutasyona acik bolgedeki bu hasarin yanlis bir sekilde tamiri sonucunda, G249T
ya da G249C arasinda bir baz degisimi yasanmakta ve olusturulan proteindeki
amino asitlerden arjininin serine donligmesine neden olmaktadir. Bu degisim ise,
sentezlenen proteinin diizenleyici roliinii bozmaktadir. TP53 genindeki bu
mutasyon, yine bu gen dolayisiyla olusan kanserin yaklasik olarak % 50’sini

olusturmaktadir (146).
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AF’ler, yliksek derecede O, ile baglanmis molekiillerdir ve azalan O,
konsantrasyonu AF {iretimini azaltmaktadir. Artan lipid oksidasyonunun AF
biyosentezini artirdigi, toksijenik A4. flavus ve A. parasiticus’un bulundugu besi
yerine disardan hidroperoksit ve epoksi yag asitlerinin eklenmesi ile belirlenmigtir

(147).

Hayvan tiirleri, AF’lerin akut ve kronik toksisitesine ve duyarliliklaria
gore farkli cevap vermektedir. AFB1 uygulanarak karacigerde DNA hasar diizeyi
incelenmis ve baz1 spesifik tiirlerin  duyarhiliklar1  kalitatif  olarak
degerlendirilmistir: Buna gore karacigerde AFB1-DNA baglanma diizeyi azalan

siralamasi sican > domuz > kobay > fare seklinde tespit edilmistir (148).

Aflatoksikozis olaylarinda en ¢ok etkilenen organlarin basinda karaciger
ve bobrekler gelmektedir (49). Lakkawar ve ark. (28) tavsanlarin yemlerine 50
giin siireyle 0,5 ppm AFBI ilave ederek olusturduklar: aflatoksikoz sonucunda en
cok etkilenen organlarin karaciger ve bobrek oldugunu agiklamislardir. AFBI
oncelikle hepatoselliiler karsinom olusturur, ancak mide karsinomu ile kolon
adenokarsinomuna da yol acabilmektedir. AFB1 en kuvvetli karaciger
karsinojenidir, diger AF’ler daha zayif etkilidir. AFG1 bobrek tiimorleri, AFB2
karaciger tiimorii olusturmaktadir (4). Besinlerle alinan AFB1 duodenumdan etkili
bir sekilde emildikten sonra karacigerde hiicresel sitokrom P-450 enzim sistemi
yoluyla lipid peroksidasyonuna ve hiicresel hasarlara yol acan AFB1-8,9-epoksite
doniistiiriilerek metabolize olmaktadir (148). Shen ve ark (149) AFBI1 kaynakhi
hiicre hasarlarinda O,-, ‘OH ve H,0O, gibi ROT’nin rolii oldugunu rapor

etmislerdir.
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Giambrone ve ark. (65) 400 ppb ve iizerindeki miktarlarda AF igeren
yemle beslenen hindilerde yiiksek oranda oliimlerin goriildiigiinii; Witlock ve
Wyatt (150) ve Quist ve ark. (151)’min yaptig1 c¢aligmalarda ise 100 ppb ve
daha yiiksek miktarda AF igeren yemlerle kisa siireli (14 giin), Rauber ve
ark. (152) ise daha uzun siireli (21-42 giin) beslenen hindilerde kan
parametrelerinde degisme, karaciger hasar1 ve canli agirlik artisinda azalma

oldugunu bildirmislerdir.

Aflatoksikozis AF konsantrasyonu ve maruz kalma siiresi ile iligkilidir.
Edrington ve ark. (153) 2,5 ppb AF iceren diyetin biiylime donemindeki kuzularda
karaciger hasar1 olusturmak i¢in yeterli oldugunu goérmiislerdir. Hinton ve ark.
(154) 40 hafta boyunca 4 hafta araliklarla 0; 0,01; 0,04; 0,4 ppm verilen
hayvanlarda olusan hepatoseliiler vakuoler degisikligin; 40 hafta boyunca siirekli

1,6 ppm AF verilen hayvanlardakinden daha az oldugunu agiklamislardir.

Organizmada metabolik ve fizyolojik olaylar sonucu ROT iiretilmekte ve
zararli oksidatif reaksiyonlar olusabilmektedir. Gilinlimiizde ¢ok sayida arastirmaci
serbest radikallerin DNA, proteinler, lipitler ve hiicrenin diger bilesenleri lizerinde
sebep oldugu oksidatif hasar1 arastirmaktadir (86, 92, 122, 155). Serbest
radikallerin nukleusta ve DNA’daki etkileri genotoksik ve mutajeniktir. Serbest
radikaller piirin ve pirimidin modifikasyonuna veya DNA iplikleri ve kromozom
kirilmalara, onkojen aktivasyonuna neden olduklar1 icin karsinogeneziste

onemlidirler (12, 29, 32).

AF’in ROT’lerinin seviyesinde artmaya neden olduklar1 bildirilmistir.
AFB1 ozellikle serbest radikallerden DNA, protein ve lipidlerle kolayca

reaksiyona girerek DNA’nin yapisinda mutasyonlara, proteinlerin yapisina
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baglanarak proteinlerde yapi1 degisikliklerine ve dolayisiyla da proteinlerin
oksidasyonuna ve lipid peroksidasyonuna neden olan -OH radikalinin salinimina

neden olurlar (57, 149, 156, 157).

Oksidatif streste hiicrede bir takim degisiklikler olmaktadir. Bunlardan 8-
hidroksi-2-deoksiguanozin DNA yikimlanmasinda o6nemli bir markir olarak
bildirilmistir. Lipid peroksidasyonu sonucunda ortaya ¢ikan en 6nemli iirlinlerden
biri olan MDA lipid peroksidasyonunu gosteren parametrelerden birisidir (35,
147, 157). Farelerde ve diger hayvan tiirlerinde yapilan ¢aligmalarda, AF’nin
biyolojik materyalde oksidatif stres belirte¢lerinde degisikliklere neden oldugu
gosterilmistir (12, 13, 57, 149, 158). Ratlarin karacigeri iizerine yapilan benzer
bir caligmada, 1 mg/kg AFB1 verilen grupta lipid peroksidasyonunun arttigi buna
bagli olarakta MDA diizeyi kontrol grubunda diisiik iken, AFB1 grubunda daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir (57). Yaptigimiz calismada 7 gilin siire ile
uygulanan AFB1’in kan ve karaciger dokularinda MDA diizeylerinde onemli
derecede artisa neden oldugu goézlenmis, MDA diizeylerindeki artistan lipid
peroksidasyonun Onlenemedigi tespit edilmistir. AF uygulanan ratlarda artmis
MDA seviyeleri daha once bildirilen bulgular (13, 57, 151, 149) ile uyum
i¢indedir.

AFBI1 lipid peroksidasyonunun dolayisi ile de onun bir iiriinii olan MDA
miktarmin artmasina neden olmaktadir. Calismada, AFB1 uygulanmis ratlarin kan
ve karacigerinde MDA diizeylerindeki artis AFB1’in toksik 6zelligi nedeniyle
olabilir ve AF’nin hiicresel antioksidan savunma sistemi tarafindan tolere
edilemeyen yiiksek diizeyde serbest radikallerin olusumuna neden oldugunu

gostermektedir. Bu degisiklikleri AF’nin dogrudan etkileri ya da AF tarafindan
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olusan metabolitler ve bu metabolitlerin olusumu sirasinda iiretilen serbest

radikaller tetiklenmis olabilir.

AF’lerin MDA seviyesini artirmalarinin nedeni g¢esitli aragtirmacilar
tarafindan ROT’lerinin artisina ve bunun da lipid peroksidasyonunu artirmasina
baglanmistir (156, 158-160). PCB (Aroclor 1254) ile yapilan g¢alismada ise
PCB’nin H,0,, ‘OH miktari ile lipid peroksidasyonunu ve buna bagli olarak MDA

diizeyini artirdig1 bildirilmistir (122).

AF kullanimi ile DNA, RNA, protein miktarinda ve antioksidan enzim
aktivitesinde Onemli derecede azalma meydana geldigini gosteren calismalar

mevcuttur (13, 38, 57, 159).

Madhusudhanan ve ark. (161) yaptig1 calismada, AF uygulamanin 42.
giininde GSH diizeyi, GSH-Px ve SOD aktivitelerinde diisiis, MDA
konsantrasyonunda ise artig gozlenmistir. AF grubunda MDA diizeyindeki artis
AF uygulamasia bagli olarak antioksidan savunma sisteminin yetersizligi ya da
serbest radikal (‘OH, H,0O, gibi) artisindan kaynaklanan membran lipid
peroksidasyonunun bir kanit1 sayilmakta olup bir¢ok arastiric1 (13, 57) tarafindan

bildirildigi gibi beklenen bir sonugtur.

Onemli bir indirgeyici ajan ve antioksidan olan GSH, hiicrenin oksido-
reduksiyon dengesini siirdiiriip hiicreleri endojen ve eksojen kaynakli oksidanlarin
zararli etkilerinden korumaktadir. GSH akciger, bagirsak, bobrek ve kismen
karaciger gibi eksojen toksinlere direkt olarak maruz kalabilen organlar i¢in ¢ok
onemlidir. Karaciger, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonuyla devreye giren ve ayni

zamanda GSH i¢in ana depo olan bir organdir. GSH en yiiksek hiicre ici
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derigsimine (~10 mM) hepatositlerde ulasir (162). GSH’un en 6nemli gorevi,
enzim ve proteinlerin tiyol gruplarimin indirgenmesi ile rediikte formlarinin yeterli
diizeylerde kontroliinii saglamaktir. Tiyol grubuna sahip birgok enzim diigiik hizda
fakat okside olarak ya da O,’in direk etkisi ile hizla aktivitelerini yitirirler. Iste
GSH kendisi okside olup tiyol gruplarin1 tekrar indirgeyerek bunlarin
aktivasyonunu saglar. Ozellikle H,O,’nin elemine edilmesinde GSH’in

oksitlenebilirliginden faydalanilir (37).

GSH ve GST dokularin AFB1’in zararh etkilerinden korunmasinda 6nemli
rol oynarlar. GSH ROT ile -SH grubunun dogrudan etkilesimi ile enzimatik
olmayan bir antioksidan olarak hareket edebilir veya bir kofaktor veya bir

koenzim olarak, ROT’u enzimatik detoksifikiye edebilir (30, 38, 163).

Calismada AFBI1 uygulanan ratlarda GSH diizeyinin azaldig1 saptanmaistir.
GSH diizeyindeki azalma karacigerde AFB1’in epoksit tiirevlerinin (AFB1-8,9-
epoksit gibi) GSH ile konjugat olusturup viicuttan atilimini kolaylastirmasi
esnasindaki kullanimina baglanmakta olup, bu calismada AFB1 uygulamasiyla
GSH diizeyinde meydana gelen azalma Farombi ve ark. (37) ile El-Gibaly ve ark.
(10)’n1n ratlardaki bulgulariyla benzerlik gostermektedir. AFB1 uygulanan grupta
GST aktivitesi kontrol grubuna gore daha diisiik tespit edilmis, aradaki azalma
istatistiksel olarak onemli bulunmustur. GST, GSH ile AFB1-8,9-epoksidlerden
AFB1-epoksid-GSH konjugatlar olusturmak iizere konjugasyonu katalize eder,

bdylece hiicre i¢ci GSH igerigi azalir.

CAT primer enzimatik savunma sistemlerinden birisidir ve kanser,
diyabet, katarakt, ateroskleroz, iskemik-reperfuzyon hasari, artrit, norodejeneratif

hastaliklar, beslenme yetersizligi ve yaslanmay1 i¢ine alan pek ¢ok patolojik
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sartlarda ortaya cikan oksidatif strese karsi savunmada antioksidan sistemin
oncelikli bir enzimidir (91, 111). Mayis papatyast adi verilen Marticaria
chamomilla L. ekstresinin oksidatif hasar {izerine etkinin arastirildigi bir
calismada, Mayis papatyasinin karbon tetrakloriir ile karacigerde olusturulan
oksidatif hasar {izerine oksidatif stresi baskilaylp antioksidan sistemi
giiclendirdigi, CAT aktivitesini arttirdig1 6zellikle artan dozlarda oksidatif stresi

daha iyi baskiladig1 gézlenmistir (164).

Cimen ve ark. (165) tarafindan rat eritrositlerinde CAT enziminin
karakterizasyonu ve kinetigini incelenmis ve farelerde CAT enziminin bir¢ok
sekli saptanmistir. Ilag ve kimyasal maddelerin biiyiik kisminin viicudun belli
organlarinda serbest radikal olusum hizini artirabildigi, bu nedenle, antioksidan
enzimlerin hem hiicrenin kararliligini korumada hem de serbest radikalleri yok

etmede ¢ok dnemli oldugu sdylenmistir.

Yaptigimiz c¢alismalarda AFB1’in CAT aktivitesi iizerine olan etkisi
aragtirtlmistir. Sadece AFB1 uygulanan grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda
CAT aktivitesinde istatistiksel olarak 6nemli azalma bulunmustur. Bulgularimiz

literatiir sonuclari ile paralellik gostermektedir (91, 93, 111).

GSH-Px detoksifikasyon sirasinda ylikseltgenmis endojen antioksidanlari
indirgeyerek rejenerasyonlarii saglar. Bu esnada kendisi de yiikseltgenmis olur.
GSH-Px’in katalizledigi bu reaksiyonda, GSH'1n enzim aktivitesi i¢in esas oldugu
aciktir. GSH siirekli olarak hiicreler tarafindan kullanildigindan, sentezinin
inhibisyonu hizli tiikkenmesine yol agabilir (93, 95, 111). Calismada kontrol grubu
ile kiyaslandiginda AFB1 grubunda antioksidan olmayan (GSH) ve antioksidan

enzimlerin (CAT, GST ve GSH-Px) aktivitesinde azalma oldugu saptanmustir.
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GSH-Px diizeyindeki azalma, GSH ile birlikte H,O,’in detoksifikasyonu i¢in etkin
kullanimina baglanabilir. Nitekim ¢esitli arastiricilar (13, 37, 57) bu ¢alismadaki
bulgulara benzer sekilde aflatoksikoziste GSH’ye paralel olarak GSH-Px

aktivitesinde azalma oldugunu ifade etmektedirler.

Hiicrenin enzimatik antioksidan savunma sistemini olusturan SOD, CAT
ve GSH-Px enzimleri belirli dokulara bagl olarak artar veya azalabilir. AFB1’in
neden oldugu oksidatif stresin CAT, GST ve GSH-Px aktivitelerini diisiirmesinin
sebeplerinden birincisi AFB1’in neden oldugu ROT’lerinin enzim aktivitesi
{izerine inhibisyon etkisi yapmalar1 olabilir. Ikinci bir sebep ise, ROT lerinin
proteinlere baglanarak proteinlerde yapisal degisikliklere ve buna baglh olarakta

proteinlerin oksidasyonuna neden olmalari olabilir.

CAT ve GSH-Px gibi antioksidan enzimler ROT’lerine kars1 ilk savunma
hattin1 olusturmus ve AFB1 uygulamasi ile enzim aktivitelerinde azalma
gbzlenmigstir. AFB1 verildikten sonra bu enzimlerin aktivitelerinde diisiis ROT
tarafindan bu enzimlerin inaktivasyonuna bagl olabilir. GSH-Px GSH varliginda
lipid peroksidin hidroksi asitlere donilisiimiinii katalize ederek, H,O, ve lipid
peroksitleri uzaklastirir. AFB’e baglh olarak GSH-Px aktivitesinin azalmasi1 ROS
tarafindan protein yapisinda degisiklikler ve ayni zamanda substrat (GSH)

kullanilabilirliginin azalmasi nedeniyle olabilir.

Karabacak ve ark. (166) ratlara 400 mg/kg/giin dozunda AF uygularak
kan, karaciger, bobrek, beyin, dalak dokularinda MDA, SOD, CAT ve GSH-Px
aktivitelerinde degisiklikler saptamiglardir. Bu degisiklikler, dogrudan AF’in

serbest radikallerin iiretilmesine neden olmasi ile iligkili olabilecegini ve serbest
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radikallerin daha az zararli veya zararsiz metabolitlere doniisiimii sirasinda

antioksidanlarin tiiketimlerine bagl olabilecegini bildirmislerdir.

Enzimatik antioksidan savunma sistemleri lipit peroksidasyonuna karsi
dogal koruyuculardir. SOD, CAT ve GSH-Px enzimleri O,~ ve H,O,-in  6nemli
siiptiriictileridirler. Bu enzimler -OH olusumunu oOnler ve oksidatif hasardan
hiicresel bilesikleri korurlar. AFB1 uygulanan grup kontrol grubu ile
karsilastirildiginda antioksidan enzim (CAT, GSH-Px, GST) ve non-enzimatik
antioksidan (GSH) daki azalma AFBI1 kaynakli hepatik hasar esnasinda gézlenen
artmis MDA seviyelerinden sorumlu olabilir. Bizim sonug¢larimiz fare karacigeri

icin daha 6nceden raporlanan bulgularlar desteklenmektedir (13, 57, 90).

Eraslan ve ark. (159) yaptiklar ¢alismada, erkek Ross PM3 1rki et¢i civeiv
kullanmiglardir. Civcivler biri kontrol diger dordii deneme olmak {izere bes gruba
ayirilmusltir. Kontrol grubuna AF icermeyen ticari broiler yemi verilirken, deneme
gruplarindan grup 2, 3, 4 ve 5’e sirasiyla 0,05 ppm, 0,1 ppm, 0,5 ppm ve 1,0 ppm
AF (ortalama olarak, % 81,30 AFBI1, % 10,40 AFB2, % 5,75 AFGI ve % 2,55
AFQG?2) igeren yem verilmigltir. Calismanin 15, 30 ve 45. giinlerinde kan 6rnekleri
alimmig ve eritrositlerde SOD, CAT, GSH-Px, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
(G6PD) aktiviteleri ile MDA diizeyleri tespit edilmistir. Calisma sonucunda,
kontrol grubuna gére SOD aktivitesinde, 30. ve 45. glinde grup 4 ve 5’de; GSH-
Px aktivitesinde 30. giinde grup 5’de, 45. giinde grup 4 ve 5’de; CAT
aktivitesinde 45. giinde grup 5’de; G6PD aktivitesinde 45. giinde grup 5’de
onemli bir azalma ile MDA diizeyinde grup 5’de onemli bir artis tespit edilmistir.
Sonug olarak, yiiksek dozda (0,5-1,0 ppm) ve uzun siireli (30 ve 45 giin) verilen

AF lipid peroksidasyona sebep olmustur. Zira, bu doénemlerden 30. giinde
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ozellikle SOD ve GSH-Px aktiviteleri ile 45. glinde birincil olarak SOD ve GSH-
Px (grup 4 ve 5 i¢in), ikincil olarak (grup 5 i¢in) CAT ve G6PD enzim aktiviteleri
ve MDA diizeylerindeki istatistiksel baz1 6nemli degisimler bu hipotezi destekler
niteliktedir. Ayrica, lipid peroksidasyonun ortaya konulmasinda en duyarh
parametrelerin MDA, SOD ve GSH-Px olabilecegi; boylece de bu parametrelerin,
dogal olarak AF zehirlenmesi olugsmus kanatlilarda zehirlenmelerin siddetinin
ortaya konulmasi, AF’le miicadele ile ilgili birtakim Onlemlerin alinmasi ve
yapilan uygulamalarin basarili olup olmadiginin belirlenmesi yoniinden 6nem

tagiyabilecegi anlagilmistir.

Yapilan arastirmalar gostermistir ki, AF {reten funguslar ve AF
biyosentezi, bir¢ok antioksidan tarafindan, kullanilan konsantrasyonlara bagl

olarak engellenmistir (147, 161).

AF’in zararli etkisini 6nlemede pek ¢ok kimyasal madde kullanilmis ve
bazi uygulamalardan basarili sonuglar elde edilmistir. Fakat bunlardan ticari
olarak kullanilanlarin sayis1 son derece smirlidir. Aliiminosilikatlar, bentonitler
ve clinoptilolit i¢eren zeolitler AF’leri baglayip gastrointestinal kanaldan bunlarin

emilimini azaltan inert bilesiklerdir (98, 125).

Glinlimiizde yapilan bir¢cok calisma karotenoidlerin, 6zellikle likopenin,
diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) oksidasyonunu ve lipid peroksidasyonunu
engelledigini kanitlanmistir. Ayrica karotenoid bakimindan eksik diyetlerin
tiiketiminin MDA diizeylerinde belirgin bir yiikseklige neden oldugu bildirilmistir
(131, 132). Likopen hiicre membranlarinda bolgesel olarak, membran lipidlerinde

meydana gelen okdidatif stresi engellemede 6nemli bir yere sahiptir. Bu etkisini
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kalinliga dayaniklilik ve akigskanlhigina etki ederek sagladig: bildirilmektedir (130,

132).

Likopenin giivenlik araligi genis olup ratlara giinliikk viicut agirliginin %
0,25, % 0,5 ve % 1 i kadar diyetlerine eklenmis likopen 90 giin boyunca verilmis
ve gruplar arasinda hematolojik, kilo kaybi, su tiiketimi, organ agirlig: (karaciger,
akciger, beyin, dalak, bobrek), klinik, idrar analizi, idrar voliimii agisindan

saptanmamis ve herhangi bir toksisite belirtisi goriilmemistir (126, 130-132).

Likopen iceren gidalarin tiiketimi sonucunda kan likopen seviyesi artar ve
bu durumda yaglarin, proteinlerin ve DNA'nin oksidatif hasardan daha az
etkilenmesine neden olur (128, 134). Likopen, ROT’lerine bagl serbest radikal
hasarina kars1 hiicreleri korur, hem in vitro hem de insan ¢alismalarinda lenfosit
DNA’sinin oksidatif hasara karsi duyarliligini azaltarak, H,O, ve nitrojen dioksiti
inaktive ederek ve lenfositleri nitrojene bagli membran hasar1 ve hiicre 6liimiine
kars1 beta karotenden daha etkili bir sekilde koruyarak giiclii bir antioksidan

oldugu gosterilmistir (119, 121).

Briviba ve ark. (167) nin yaptiklar1 calismada saglikli insanlarda likopenin
ve diger karotenoidlerin oksidatif strese ve LDL oksidasyonuna kars1 koruyucu
etkilerinin olmadigin1 ve antioksidan enzimlerde degisiklik gozlenmedigini

bildirmislerdir.

Likopenin antioksidan enzim aktivitelerini anlamli o6l¢iide arttirdigini
bildiren aragtirmalar bulunmaktadir (129-132). Calismada AFB1 uygulanan
ratlarda kan ve karaciger dokularinda GSH, CAT, GST ve GSH-Px aktivitelerinde

anlamli diislis gozlenmis olup literatiir bulgularin1 desteklemektedir. Ratlara
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antioksidan etkisi olan likopen AFBI1 ile birlikte verildiginde genel olarak MDA,
GSH diizeyleri ve CAT, GST, GSH-Px gibi antioksidan enzim aktivitelerinin
kontrol grubuna yaklastig1 saptanmistir. Bu durum likopenin serbest radikal
tiretilmesini sinirlayarak oksidatif stres ve serbest radikalleri dnleme yetenegine
sahip olmasi ile agiklanabilir. Likopen tarafindan GSH konsantrasyonu ve GST
aktivitesinin diizelmesi AFB1 kaynakli oksidatif stresi ve karaciger hasarini

azaltic1 bir rol oynadigin1 gostermektedir.

Alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) viicutta
bircok organ ve dokuda yaygin olarak bulunan hiicre i¢i enzimlerdir. ALT
oncelikle karaciger ve bobreklerde bulunup, kalp ve iskelet kasinda daha az
miktarda mevcut iken, AST daha ¢ok kalp kasi, karaciger ve iskelet kaslarinda
bulunur. Karacigerdeki ALT seviyesi serumdan 3000 kat, AST aktivitesi ise
yaklasik 7000 kat daha fazladir. ALT hiicre stoplazmasinda bulunurken AST hem
stoplazmada hem de mitokondirada bulunur. ALT nin yar1 dmrii 47+10 saat, AST
nin yar1 émril ise 1745 (mitokondrial AST nin yar1 dmrii daha uzundur) saattir

(168, 169, 170).

Masoero ve ark. (171), 10 giin boyunca giinliikk 98 ng AFBI1 verilerek 34
sigirda yaptiklar1 c¢alismalarinda, kan parametrelerinden albiimin, globiilin,
bilirubin, AST ve gama glutamat trasferaz (GGT) parametrelerini incelemisler ve
albiimin (0 pg/giin doz: 33,75g/L, 98 ng/giin doz: 37,5 g/L), globiilin (0 pg/giin
doz: 33,83 g/L, 98 ng/giin doz: 38,5 g/L) ve GGT aktivitesinin (0 pg/glin doz:
26,58 U/L, 98 pg/glin doz: 29,58 U/L) AFB1 uygulamasindan sonra &nemli
derecede arttigini, AST ve bilirubin degerlerinin ise Onemli bir degisime

ugramadigini bildirmislerdir.
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Battacone ve ark. (172) 24 koyun kullanarak yaptiklari 14 giinliik bir
calismada denemeye diyette AFB1’in olmadigi kontrol grubu ile 1,13, 2,30 ve
5,03 pg/kg konsantrasyonlarda AFB1’in bulundugu diger iic grup ile
karsilagtirmiglardir. Denemenin 8. giiniinden 14. giiniine kadar da diyete giinliik
12 g ticari maya ilave edilmistir. Kan parametrelerinden kreatinin, AST, GGT,
alkalen fosfataz (ALP), LDH, kolesterol, toplam protein ve kalsiyum AFBI1
tiikketiminden hem birinci haftada hem de ikinci haftada etkilenmemistir. ikinci
hafta sonunda sadece serumdaki iire (0 pg/kg doz: 53,9 mg/d, 5,03 pg/kg doz:
44,8 mg/dl) ve fosfor (0 pg/kg doz: 4,88 mg/dl, 5,03 pg/kg doz: 3.95 mg/dl)

konsantrasyonu diyetteki AFB1 tarafindan 6nemli derecede etkilenmistir.

AF’lerle zehirlenmelerde klinik belirtiler ortaya ¢ikmadan once, yemdeki
toksin diizeyine ve maruz kalma siiresine gore hiicre ve dokularda goriilen hasara
bagli olarak biyokimyasal degisiklikler sekillenir. Serum ALP, aldolaz,
gammaglutamil transferaz, asit fosfataz, LDH, ornitin karbamoil transferaz, AST,
ALT, lipit peroksidaz ve izositrik dehidrojenaz ve bilirubin diizeyi artarken;
serum protein, protein kaynakli olmayan azot, iire, Hb ve pihtilagma faktorlerinin
miktar1 6nemli 6l¢iide azalir (168). Calismada AFBI uygulanan grup kontrol
grubu ile karsilastirildiginda plazma AST, ALT ve LDH diizeylerinde 6nemli
derecede artis bulunmustur. Plazma AST, ALT, LDH ve ALP aktivitelerindeki
artiglar karaciger hasarmin diagnostik gostergeleri olarak bilinir. Hepatoselluler
lezyonlarin ve parengimal hiicre nekrozlarmin bulundugu karaciger hasarlarinda
oldugu gibi, bu enzimler kan dolagimina salinirlar (169-170). Likopen ile tedavi

bu enzim diizeylerini diisirmiistiir ve degerler kontrol hayvanlarmin ile
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karsilastirilabilir olmustur. Bu likopenin hepatoprotektif  roliinii

distindiirmektedir.

Mosaad ve ark. (96) AF uygulamasinin serum AST, ALP, kolesterol, total
bilirubin, LDH, kreatin kinaz (CK), iire ve kreatinin seviyelerini artirdigini;
trigliserid, protein ve albliimin seviyelerini ise azalttigin1 bildirmislerdir.
Genellikle bu sonuglar karacigerin  hipofonksiyonunu ve dejeneratif
degisikliklerini gosterebilir. Kan protein diizeylerinde azalma ile birlikte kan {ire
ve kreatinin diizeylerinde artis protein katabolizmasi ve/veya bobrek
disfonksiyonu gosterebilir. Bu sonuglar agik bir sekilde, AF’in literatiirde
bildirilen ile tutarli karaciger dokusunda zararli etkiye ve oksidatif strese sahip

oldugunu gostermistir.

AF ile beslenen ratlarda kapsamli hepatoselliller nekroz, yagh
infiltrasyonu ve safra yollar1 ¢ogalmasi gézlenmis olup, AF uygulanan tavsan ve
broilerde de serum protein konsantrasyonunun diisiik oldugu bildirilmistir.
Azalmig protein biyosentezi ve salgilanmasi DNA, RNA ve protein ile bagli AF

olusumuna bagli olabilir (171).

Likopen ile yapilan bir baska ¢aligmada, bir grup si¢anda kronik alkolizm
olusturulmus. AST ve ALT serum degerleri ve AST/ALT oraninin alkolik
karaciger hasarinin bir gostergesi oldugu saptanmis. Karaciger doku drneklerinin
patolojik incelenmesi sonucu alkoliin karaciger hasar1 yaptigi tespit edildikten
sonra, siganlarda alkol+likopen grubunda serum AST, ALT degerleri alkol
grubuna gore anlamli olarak diisiik bulunmus ve sonucglar kontrol grubuyla
yakinlik gdstermis. Karaciger doku kesitlerinin patolojik incelenmesi sonucu bu

gruptaki karaciger hasarmin alkol grubuna gore daha az oldugu saptanmustir.
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Alman karaciger doku Orneklerinin patolojik incelenmesi sonucu etanol alan
grubun, % 10’unda makrovezikiiler yaglanma, % 30’unda mikrovezikiier
yaglanma, % 60’inda sinozoidal hiicrelerde artis ve parankim hiicrelerinde sisme
saptanmis. Alkol+likopen grubunun % 40’1 normal parankim yapisina sahip iken,
% 20’sinde mikrovezikiiler yaglanma, % 40’inda hepatositlerde sisme tespit
edilmis. Kontrol grubundaki karaciger orneklerinde ise normal parankim yapisi
gbozlenmis. Tiim bu sonuglarla beraber oksidatif stres ile aciklanan alkolik
karaciger hastaliklarinin gelisim siirecinde deneysel olarak antioksidan 6zellikleri

bilinen likopenin koruyucu etkisi oldugu gosterilmis (172).

Sonug olarak; calismada elde edilen bulgular; 0,5 mg/kg diizeyinde AFB1
uygulamasmna karst 5 mg/kg likopen wuygulamasimin oksidatif  stres,
antioksiadanlar ve biyokimyasal parametreler {izerine olumlu etki gosterdigi ve
likopenin AF kaynakli hepatotoksisiteye  kars1 koruyucu etkisi oldugunu

gostermistir.
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