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OZET

Bu c¢alismada, Okratoksin  A’nin (OTA), uzun doénemli kullaniminin
sicanlardaki diabetojenik etkileri incelenmis ve hastalik etiyolojisindeki roli
arastirilmistir. Calisma 42 disi Wistar 1rki sigan {izerinde yiiriitiilmiis, 3 farkli deney
grubundaki si¢anlara giinliikk 45ug/sican doz hesabi ile 6, 9, 24 hafta boyunca yem ile
OTA verilmistir. Deney ve kontrol grubu kan plazma degerleri ELIZA, Glikoz
oksidaz ve Peroksidaz enzimatik kolorimetrik yontemlerle Ol¢iilmiis, sonuglar
MiniTab istatistik paket programi ile degerlendirilmistir. Arastirma sonucunda,
OTA’nin pankreasta kalic1 hasar olusturdugu, bunun sonucunda insiilin degerlerinde
diisme, glikoz ve glukagon degerlerinde ise Onemli oranda artis gorildigi

belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Okratoksin A, insiilin, glukagon, glikoz, sigan plazma.
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ABSTRACT

In this study, diabetogenic effects of long term Ochratoxin A (OTA)
administration in rats were investigated and its role in the etiology of diabetes
mellitus was examined. In this study, 42 female Wistar rats were used. These rats
were divided into 3 different study groups. Rats in these groups received 45 ug OTA
per rat daily in their feed for 6, 9 and 24 weeks, accordingly. Plasma values of study
and control groups were determined with ELISA, Glucose oxidase and Peroxidase
enzymatic colorimetric methods and the results were evaluated by MiniTab statistical
program. OTA was found to cause irreversible pancreatic damage in this study.
Consequently, significant decrease in insulin levels and significant increases in

glucagon and glucose levels were observed.

Key words: Ochratoxin A, insulin, glucagon, glucose, rat plasma.
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1. GIRIS

Diabetes mellitus (DM) diinya ¢apinda yaygin ve epidemik hale gelmis bir
hastaliktir. Yapilan arastirmalara gore, diinyada 2007 yilinda 246 milyon insanin
diyabetli oldugu ve bu saymin 2025’te 300 milyona ulasacagi disiliniilmektedir
(101). Bu hastaligin etiyolojisinde rol oynayan birgok faktor bilinmekle birlikte,
hastaligin karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasina bagli bozukluklarla iligkisi

tam olarak ortaya konulmus degildir (22, 61, 63).

Diabetes mellitus insiilin salinmminda veya viicutta kullanominda ya da
fonksiyonel eksikligine bagli olarak gelisen, hiperglisemi ile karakterize kronik,
metabolik ve hayati ciddi derecede tehdit eden Onemli bir hastaliktir (22, 61).
Hastaligin tanisi ve tedavisi kadar, korunma i¢in etiyolojisinde rol oynayan
faktorlerin ortaya konulmasi da énem arz etmektedir (54). insiilin eksikliginin yam
sira insiiline karst gelisen diren¢ de, DM’un ortaya ¢ikisinda rol oynamakta ve bu

durum karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmasint da dogrudan etkilemektedir (2,
32).

Diabetes mellitus, genglerde tip 1, yetiskinlerde tip 2 diyabet olmak tiizere, iki
farkli klinik seyir gdstermektedir. Diyabetli hastalarin ¢ogunlugu tip 2 diyabettir.
Genglerde sik goriilen tip 1 diyabetin aksine, toplumun %5-10"unda goriilen ve
hastalarin %80’inden fazlasinin 40 yas {stii oldugu tip 2 diyabette, insiilin salgisi
normal veya normalden daha fazladir. Bu durumun tersine tip 1 diyabette glikozun
organizmaya alinmasi sonucu artan plazma glikoz diizeyine karsin instilin cevabinda
yetersizlik olmaktadir (15). Diinyada hasta sayisinin her gegen giin artmasi, seker
hastaligi konusunda yapilan caligmalarin, yeniden gozden gegirilmesini zorunlu
kilmaktadir. Son verilere gore [Uluslararasi Diyabet Federasyonu (IDF) verileri] 11
yetiskinden 1’inde diyabet hastaligi goriildiigii, Ortadogu iilkelerinde bu oranin
%14’lere kadar yiikseldigi ve her alti saniyede bir kisinin diyabet hastaligindan
hayatim1 kaybettigi agiklanmistir. Ulkemizde toplam 10.000.000 hasta bulunmakta,
bunlarin 9.500.000’unun Tip 2 diyabet oldugu bildirilmektedir (34).



Bu nedenle giiniimiizde, diyabet etiyolojisi ilizerine yapilan calismalara
yogunlasildigi gozlenmektedir (45). DM, metabolik hastaliklarin heterojen bir grubu
olarak degerlendirilmekle birlikte, aym1 zamanda kalitsal, sistemik, sosyal ve

ekonomik yonleri de olan bir hastaliktir (10).

Giliniimiizde, cesitli kiif tiirleri tarafindan iiretilen yaklasik 300 mikotoksin
tanimlanmistir. Bu toksinler, ¢esitli kiifler tarafindan salgilanan ikincil metabolitler
olup, insan ve hayvanlarda farkli patolojik ve fizyolojik degisiklikler meydana
getirebilmektedir. Farkli hayvan tiirleri lizerinde yapilan g¢aligmalar, mikotoksin
tirlerinin farkli organlar etkiledigi, bu toksinlerin akut, toksik, mutajenik,
karsinojenik ve teratojenik etkilere, hatta karbonhidrat metabolizmasinda da
bozukluklara sebep oldugu ve bazilarinin bu etkilerin birkagina birden yol agtigi

ortaya konulmustur (4, 89).

Okratoksin A (OTA), Penicillium verrucosum ve Aspergillus ochraceus basta
olmak iizere, baz1 fungus tiirleri tarafindan iiretilen bir mikotoksin tiirii olup, biitiin
memelilerde ve kiimes hayvanlarinda akut ve kronik patolojik lezyonlara sebep
olabilmektedir. Bu toksinin etkisinin birinci derecede bobrekler iizerine oldugu
bilinmekle birlikte, farkli organ ve sistemlere de (karaciger, sinir sitemi ve immiin
sistem v.b) zarar verdigi ortaya konulmustur (42). Ancak OTA’nin pankreas dokusu
tizerine etkileri ve diyabetin etiyolojisindeki yeri tam olarak ortaya konulamamuistir.
Onceki yillarda baz1 hayvan tiirleri {izerinde yapilmis bazi ¢alismalar bulunmakla
birlikte (87-89), OTA’l1 yemle beslemis Wistar 1rki geng disi siganlarda, bu toksinin
karbonhidrat metabolizmasina etkisi ve bunun sonucunda DM’a yol agmasi ile ilgili

herhangi bir calismaya rastlanmamistir.

Yapilan smirh sayida ¢aligmalardan elde edilen sonuglara gore, OTA’ nin
kemiricilerde kanserojenik etki gosterdigi renal neoplazmalara, karsinom ve
adenomlara sebep oldugu ve bu oranin da erkek siganlarda, disilere nazaran daha
yiiksek seviyelerde bulundugu bildirilmis olmakla birlikte, (8, 60, 98, 99), birgok
besinde bulunan ve dogrudan gidalarla insana gegebilen OTA’nin DM’un ortaya
cikmasina sebep olan plazma glikoz, insiilin ve glukagon degerlerinin degisiminde

herhangi bir rolii olup olmadig: bilinmemektedir.



Bu ¢alismada, baz1 funguslar tarafindan {iretilen ve cesitli gidalarla viicuda
alinan nefrotoksik ve kanserojenik bir toksin olan OTA’nin uzun dénemde si¢anlarda
diyabetojenik etki olusturup olusturmadiginin ortaya konulmasi ve bu toksikasyonun
hastaligin etiyolojisinde herhangi bir roliiniin bulunup bulunmadiginin arastirilmasi

amaglanmstir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Okratoksinler

Aspergillus cinsindeki mantarlar genellikle yiiksek nem ve sicakliklarda,
Penicillium cinsi mantalar ise daha diisiik sicakliklarda (5°C gibi) iireyebilmektedir
(40). Okratoksinler (O), basta Aspergillus ochraceus ve Penicillium viridicatum
olmak {izere, iki tiir tarafindan salgilanan bir mikotoksin grubudur (31, 40).
Okratoksinler peptid bagi ile fenilalanine (Phe) baglanmis ve bir izokumarin yandali
tastyan 403 molekiiler agirhiga sahip olup, (53, 58), Okratoksin A, Okratoksin B
(OTB) ve Okratoksin C (OTC) olmak tizere 3 grup olarak degerlendirilmekle birlikte
kimyasal yap1 bakimindan birbirine benzerlik gosterirler (31, 40).

Okratoksin ilireten mantarlarin gida ve yemler i¢in kontaminasyon kaynagi
oldugu bilinmektedir (35, 62, 74). Okratoksin tiirleri i¢inde, toksikolojik etkisi en
fazla olan OTA’dir (78). OTA’nin, dogal dekloro analogu olan OTB, OTA’dan 10
kat daha az toksik etkilidir (82). OTC’nin OTA’nin etil esteri olup, toksik etkisi de
OTA’ya yakindir (24).

2.1.1. Okratoksin A

Okratoksin A; renksiz, kristal yapida olup, polar organik ¢oziicii ve ayni
zamanda organik ¢oziiciiler ile seyreltik sulu bikarbonat ¢ozeltisinde de iyi

¢ozilinebilen bir bilesiktir (62, 97, 103).

OTA,(R)-N-[(5kloro-3,4-dihidro-8-hidroksi-3-metil-1okzo-1H-2-benzopiran-
7-yl)-karbonil]-L-fenilalanin, dihidroizokumarin halkasina amid bag1 {izerinden bagl
L-B- fenilalanin molekiillerinden olusmaktadir (Sekil 2.1.). OTA 12-karboksi
grubundan L-fenilalanine baglanmis bir sekilde olan pentaketit tiirevi
hidroksikumarin yapisindadir (13, 57, 82).



Sekil 2.1. Okratoksin A’nin molekiiler yapis1 (18).

OTA, yapisal olarak dogal floresans ve optik aktivite gostermektedir. OTA
belirleme ¢alismalar1 farkli pH degerlerinde yiiriitiilmiis olup, alkali ¢ozeltide 10 kat
daha fazla floresans 6zellik gosterdigi tespit edilmistir (21). Yapilan ¢alismalarda,
OTA’nin termal ve hidrolitik stabilite olusturabildigi gdzlenmektedir (76). OTA’nin
karanlik ortamda 4-28°C’de bir hafta saklandiginda stabil kalabildigi, on iki haftanin
sonunda toksinin  %45’in  Orneklerden geri alinabilecek durumda oldugu
belirlenmistir. OTA ile kontamine Uriinlerin 3 saat otoklavlanmasi, bu toksini tam
olarak yok etmeyi saglayamamistir. Buna karsilik saf OTA 1s18a kars1 hassastir (18).
OTA gidalarda, dokularda ve kanda analitik metotlardan basta, ince tabaka
kromatografisi olmak iizere, HPLC (yiiksek performans sivi kromatografisi),
immunokimyasal yontemler [Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA), gaz
kromatografisi  kiitle  spektrumu  (GC-MS)] gibi  ¢esitli  yOntemlerle
belirlenebilmektedir (23, 76).

OTA, kiiflerle kontamine olmus gidalarin tiiketilmesi ile insan ve g¢iftlik
hayvanlarina gegebilen karsinojenik, genotoksik, immiinotoksik ve nefrotoksik etkisi
oldugu iyi bilinen bir mikotoksindir (33, 73, 91).

Okratoksin B; ilk defa 1965 yilinda Giiney Afrikali kimya arastirmacilari
tarafindan tanimlanan, Aspergillus ochraceusun K-804 susundan izole edildigi
bilinen 7 karboksi grubu iizerinden L-fenilalanine bir amid bagi ile baglanmis
dihidroksikumarin tiirevi olan sekonder bir metabolittir. OTA ile birlikte
olusabilecegi gibi ayni mantarlar tarafindan kontamine olmus gidalarda da
bulunabilmektedir (44). Yapisal olarak OTA’ya ¢ok benzer olmasina karsin daha az
toksik ve OTA’ya gore daha hizli metabolize oldugu rapor edilmistir (48).



Deneysel olarak OTB verilen siganlarin proximal tubiil hiicrelerinde mitotik
aktivitede (proliferasyon) hafif bir artis gozlenirken, tekrarlayan doz uygulanan
hayvanlarin renal fonksiyonlar ve histopatolojilerinde herhangi bir degisiklige
rastlanilmadigi ve OTB’nin molekiiler yapisinda 5. pozisyonundaki Klor eksikliginin
okratoksinlerin olusturdugu toksisitede herhangi bir rol oynamadigi, ayrica OTB’nin
daha diisiik toksisiteye sahip olmasiin toksikokinetigindeki farkliliktan (hizl

metabolize olmasi ve atilmasi) kaynaklanabilecegi belirtilmistir (48).

Okratoksin C; OTA’nin etil esteridir. Gida ve yemlerde dogal kontaminant
olarak nadiren rastlanilmaktadir. Cok Yyiiksek konsantrasyonda OTA igeren yemlerde
bulunabilmektedir. inek ve koyunlarin iskembe sivilarinin analizlerinde OTA’nin
hidrolize olmasi ile OTC olustugu gézlenmis, bu durumu gevis getiren hayvanlarin
Oon midelerinde bulunan protozoa ve bakteriyel enzimlerin gerceklestirdigi ifade
edilmistir (26). Hayvansal kaynakli gidalarda kalinti olarak bulunan OTC’nin,
insanlarda 6nemli saglik problemlerine yol agabilecegi belirtilmistir (24).

Penitrem; Okratoksin tiiri olmamakla birlikte, Penisilium tiirii mantarlar
tarafindan hazirlanan bir dizi penitrem A-F isimli tremor yapicit mikotoksin tiirtidiir.
Terreic Acid; Okratoksin tiirii olmamakla birlikte Aspergillum terreus tarafindan

hazirlanan tremor yapici etkili mikotoksin kabul edilmektedir (40).
2.2. OTA’nin Hayvanlarda Emilimi, Organ Dagilimi1 ve Metabolizmasi

OTA viicuda giren diger ksenobiyotikler gibi, biyolojik birikime ve atilima
tabidir. OTA ince bagirsaklar basta olmak iizere, gastrointestinal sistemin iist
kismindan emilmektedir (17). Siganlarda kati besinlerle alinan OTA’nin yaklasik
%60’ bagirsaklardan emildigi gosterilmistir (27). Absorbsiyonu takiben,
OTA’nin plazma toksikokinetigi, doz, uygulama sekli, tiir, cinsiyet ve yasa bagh
olarak degisebilmektedir (66, 78, 98, 99). Kana gecen OTA’nin tamamina yakini
(%99) serum proteinlerine (6zellikle albiimin proteinine) baglanmaktadir (17). Bu
yiizden OTA, bobrek yolu (glomeriiler filtrasyonla) ile ortamdan kolaylikla
uzaklastirilamamakta ve plazmada yiiksek diizeyde OTA birikimi gerceklesmektedir.
OTA’nin bobreklerle atiliminin, proksimal tubiil hiicresinin bazolateral hiicre

membranindaki ksenobiotik tasiyicilar tarafindan gergeklestirildigi diisiiniilmektedir



(14). Ayrica insan ve siganlarda yalnizca %0,02°lik kismi serum albiimin
baglanmadan kalabilmektedir. OTA’nin domuz, sigan, tavuk ve kecilerde en g¢ok
bobreklerde birikim yaptigi, daha disiik oranlarda kas ve yag dokularinda da
bulundugu bilinmektedir (76).

OTA’nin biitiin nefron segmentlerinden geri emildigi, bu nedenle toksinin
bobrek dokusunda biriktigi ve bobrek patolojilerine neden oldugu ifade edilmektedir.
Ara tasiyicilarin bu toksini kandan ayirdigi, boylece bobrek ve karacigerden
atilmimin saglandigi disiintilmektedir (38). Toksinin kandan tasiyici araciligi ile
ayrilmasi organizma i¢in toksisite riskini azaltmakta ancak bobrek ve karaciger gibi
atilmin gergeklestigi organlarda toksisite artisina neden olmaktadir (30). OTA’nin
karacigerden uzaklastirilmasinin, karaciger hiicrelerinin membraninda bulunan
organik anyon tasiyici protein (OATP) sayesinde oldugu One siiriilmiistiir (38).
Karacigerde ayristirilan toksin, safra yolu ile sindirim sistemine gegmekte ve bu
yolla da disar1 atilabilmektedir (78, 96). Ancak safra yolu ile sindirim sistemine

gecen OTA’nin bir kismi enterohepatik yolla tekrar kana donebilmektedir (78).
2.3. OTA Toksisitesi

OTA, domuz ve sigan basta olmak iizere baz1 memelilerde ve bir kisim kiimes
hayvanlarinda hem akut, hem de kronik lezyonlara sebep olan 6énemli bir toksindir.
Canlilar iizerinde bu toksik etkisinin daha ¢ok bobreklerde sekillendigi bildirilmekle
birlikte, bircok ¢alismada toksinin farkli organ ve sistemlere de (karaciger, sinir
sitemi ve immiin sistem) toksik etki gosterdigi ortaya konulmustur (25, 42, 73).
OTA’nin, akut ve sub-akut toksisitesi birgok farkli mekanizma ile ger¢eklesmektedir.
Bu etkileri daha ¢ok mebran peroksidasyonunu hizlandirmasi, kalsiyum hemostazini
bozmasi, mitokondrial solunumu engellemesi ve DNA’da hasar olugturmasi (DNA
sentezinin inhibisyonu gibi) ile gergeklesmektedir (79). Ayn1 zamanda fenilalanin
metabolizmasinda bozulma, fosfoenol piriivat karboksikinaz enziminde azalma,
karbonhidratlardan yag tiretiminin azalmasi ve kanin pihtilasmasinin engellenmesi
gibi bir¢ok biyokimyasal bozukluklara da neden oldugu agiklanmistir (65, 79). Tim
bu bulgulardan dolay1 insan, sican ve fareler {izerinde yapilan bazi c¢alismalarda,
OTA toksisitesine, erkeklerin disilerden daha hassas oldugu belirlenmis, ancak bu

hassasiyetin mekanizmasi bugiine kadar tam olarak aydinlatilamamistir (98, 99).



Mor ve arkadaglari tarafindan yakin zamanda yapilan bir ¢alismada OTA’nin erkek
siganlarda daha zararli olmasinda, testosteron hormonunun 6nemli roliiniin oldugu
ortaya konulmustur (60). Bu galisma sonunda, literatiirde iddia edildigi gibi,
siganlarda OTA’nin toksik etkisinin yalnizca bdbreklerle smirli olmadigi, diger
organlarda da (basta karaciger ve testis/ovaryum olmak iizere) benzer derecede
toksik etki gosterdigi ortaya konulmustur. Ayni c¢alismada disilerde OTA plazma
diizeyi erkeklerden iki kat fazla olmasma ragmen, disilerin bobrek ve karaciger
lezyon diizeylerinin erkeklerden belirgin bir sekilde diisiik oldugu da belirlenmistir.
Disilerin bu yiiksek plazma OTA seviyelerine ragmen organlarindaki lezyonlarin
fazla olmamasi, Ostrojen/testosteron hormonlarinin karsilikli etkilesimlerine bagh

olabilecegi diisiiniilmiistiir (43).
2.4. Hayvan Kanindaki OTA Kaynakh Biyokimyasal Degisimler

Stoev ve arkadaglar’min 1998 yilinda, Bulgaristan’da domuzlarda
nefropatinin goriilme sikligiyla ilgili yaptiklari bir calismada; nefropati goriilme
sikligi ile kan glikoz seviyesi arasindaki iligkiyi aragtirmiglardir. Bu ¢alismadan elde

edilen sonuglar Tablo 2.1.’de verilmistir (84).

Tablo 2.1. Nefropati ve Kan Glikozu Arasindaki Iliski.

Nefropati Siklig Kan Glikoz Seviyesi

1-2% 5.58 = 0.21mmol/I
10-20 % 6.11+0.26 mmol/l
50-60 % 7.02 +£0.26 mmol/I

Bu calismada nefropatinin goriilme sikligr arttiginda kan glikoz, iire ve
kreatin diizeyinin de arttigi rapor edilmistir. Ayrica kolesterol ve kirmizi kan
hiicreleri diizeyi onemli 6lgiide azalirken, I6kositlerde ise artis gézlenmistir. Gelisen
nefropatinin ilk asamalarinda idrar atilimimnin da azaldig: ve ilerleyen asamalarda ise

bobrek fonksiyonlarinin bozuldugu rapor edilmistir (84).



Stoev ve arkadaslari’nin 2012’de yaptigi ¢alismada; mikotoksinlerin neden
oldugu nefropatiyi agiklamak {izere yirmi dort geng domuzu dort gruba ayirarak, her
grubta 3 erkek ve 3 disi domuz olacak sekilde, 3 ay siire ile izledikleri baska bir
calismada ise, kiifli diyetle 3 deney ve bir kontrol grubuna 0,5 ppm OTA, 10 ppm
FB1 (Fumonisin B1) ve OTA + FB1 (0,5 ppm + 10 ppm) vermisler ve en belirgin
hasarin bobreklerde olustugunu, fibrosiz sekillendigi ve proksimal tubiillerde belirgin
dejeneratif degisiklerin meydana geldigini gézlemislerdir. Bu hayvanlarda kanda
serum  kreatin, ire, Aspartat aminotransferaz  (AST) ve  Alanin
aminotransferaz’in (ALT) arttigi, kolesterol, total protein ve albiiminin azaldigi
saptanmigtir. Kan glikoz diizeyinin sadece OTA verilen grupta azaldigi tespit
edilirken, OTA ve FB1 (0,5 ppm OTA+ 10 ppm FB1) beraber verilen gruptaki
degerlerin ise daha diisiik oldugu ifade edilmistir (83).

Stoev ve arkadaslari’’nmin 2001°’de yaptig1 ¢alismada; 18 domuz iizerinde,
Bulgaristan’da yaptiklar1 baska bir ¢alismada ise, saf kontamine diyetle 90, 130 ve
180 ppb (ng ¢oziinen/kg veya It) arasi degisen dozlarda OTA ve penisilik asit
verilen, 3 deney ve bir kontrol grubu domuzlarda OTA’nin toksik etkisinin bobrekler
lizerine yogunlastigi agiklanmug, patolojik etkinin doz ve detaya gore farklilik
gosterdigi bildirilmistir. Ug ay boyunca 90 ppb ya da 130 ppb OTA’l1 diyet ile
beslenen domuzlarin bobrekleri incelendiginde makroskobik lezyonlar olustugu, 180
ppb OTA igeren diyetle beslenen domuzlarin bobreklerinde ise gri beyaz renkli
odaklarin meyadana geldigi gbzlenmistir. Ayni ¢alismada 90 ppb ya da 130 ppb
OTA igeren diyetle beslenen domuzlarin bobreklerinin mikroskobik incelemelerinde
ise proksimal tubiiler hiicrelerinin bazilarinda hafif dejenetarif degisiklikler
goriilmistiir. Domuzlarda serum kreatinin artmis oldugu, serum protein ve glikoz
konsantrasyonlarinin ise, bir aylik iyilesme doneminden sonra (OTA ve penisilik asit
verilmesi kesildikten sonra) ¢esitli donem sonlar itibariyle azaldig: tespit edilirken,
ilerleyen zamanlarda artan bir egilim gosterdigi rapor edilmistir. Bu durum
arastirmacilara bobrekler {izerine olan toksik etkinin devam ettigini diistindiirmustiir.
Yine bu hayvanlarda OTA’ya maruz kaldiktan hemen sonra hemoglobin
konsantrasyonunun azaldigi, en son OTA ve penisilik asit verildikten sonraki besinci

aym sonunda kisa bir iyilesme donemi sonrasi tekrar yiikseldigi rapor edilmistir (85).


http://labtestsonline.org.tr/understanding/analytes/alt
http://labtestsonline.org.tr/understanding/analytes/alt

Pleadin ve arkadaslari’nin Zegers Hibrit tipi sekiz domuz {izerinde yaptiklar1
bagka bir calismada ise, domuzlar otuz giin boyunca 300 ppb OTA’ya maruz
birakilmistir. Calisma sonucunda glikoz, albiimin ve total protein diizeyinin azaldigi,
tire, kreatin, potasyum ve alkalen fosfotaz (ALP)’da ise anlamli bir artis goriildigii
tespit edilmistir. Bu toksinin, proksimal tubiiler fonksiyon islevlerini bozdugu,
ilerleyen asamalarda ise bobrek hasari meydana getirdigi bildirilmistir. Bu
hayvanlarda glikoz yeterince hidrolize olamadig: i¢in, kas ve karacigerde glikojen

olarak depo edildigi, boylece kan glikoz seviyesinin de azaldig: rapor edilmistir (75).

Mir ve Dwivedi’nin Hindistan’da Yeni Zelanda irk1 beyaz tavsanlari sekiz
hafta boyunca 1 ve 2 ppm OTA’l1 yemle ile besledikleri baska bir ¢alisma ise, kan
glikoz degerinin tgiincii haftadan sonra azalmaya basladigi, sekizinci haftanin
sonunda ise yari yartya diistiigli sonucuna vartmistir. OTA alimindan sonra bozulan
karbonhidrat metabolizmasiyla beraber glikoz kaybi da meydana geldigi, bu
durumun karacigerde glikojen birikimine yol agtigi belirtilmistir. OTA verilen
gruplarda {ire miktariin artmasi, kreatin ve Kklorlir seviyesinin azalmasi
arastirmacilara nefrotoksiteyi diislindiirmiistiir. Ayrica tavsanlarda bu toksinle
zehirlenme sonucunda azalmig albiimin diizeyleri ile birlikte, serum protein
seviyesinin de distiigii gozlenmistir. Toksin verildikten sonra proteiniiri (idrarda
yiikksek protein bulunmasi) tablosu ortaya ¢ikmustir. Ayni ¢alismada toksinin
karaciger lizerindeki etkileri de incelenmis ve artan ALP, ALT ve AST degerleri

sonucu, karaciger hasar1 gelistigi kanaatine varilmistir (59).

Daha 6nceki birgok ¢alismada da ortaya ¢ikan bulgulardan anlasilacagi gibi,
okratoksikosizin domuzlarda ve diger bazi hayvan tiirlerinde hipoglisemiye neden

olabilecegi rapor edilmistir (77, 84).

Kumar ve arkadaslari’nin 2015 yilinda, okratoksinlerin etkilerini incelemek
lizere otuz gilin boyunca Wistar irki siganlara yemle OTA, misir yagi ve Endosulfan
vermisler ¢alisma sonucunda; OTA verilen grupta ortalama d-hemoglobin (B-121
Glu-GIn) degerinde ve total serum protein, alblimin, globiilin ve kalsiyum fosforda
azalma, kan glikoz, BUN, kreatin ve karaciger enzimlerinde (ALT ile AST) artig
bildirmislerdir. Bu arastiricilar nefronlarda meydana gelen toksik hasari, ortaya ¢ikan

albliminiiri (idrarda albiimin bulunmasi) ve proteinirii ile agiklamislardir.
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Okratoksikozis sonucu meydana gelen kan glikoz seviyesindeki artigin, si¢can ve
domuzlarda birbirine benzer oldugu sonucuna varilmis, bunun karacigerde glikojen
tikenmesi ile olusabilecegi, kan glikoz seviyesindeki yiiksekligin ve gelisen
hiperglisemi tablosunun pankreas beta (B) hiicrelerindeki azalmakta olan insiilin

sentezine bagl olusabilecegi sonucuna vartlmistir (47).
2.5. OTA’nin Bobrek ve Karacigerde Kanserojenik Etkisi

Okratoksin A’nin 1965°te giiclii bir toksin oldugunun ortaya konmasi,
1980’lerin sonlarinda da kanserojenik 6zelliginin kesfedilmesi ve insanlara 6zellikle
de besi hayvanlarina gida {irlinleri ile kolaylikla ulasabilmesinden dolayi, bilhassa
Avrupa Birligi iilkelerinde OTA konusunda duyarlilik ve farkindalik olusmus ve
gidalarda OTA kalintis1 yoniinde bircok yasal diizenleme gergeklestirilmistir. Bu
diizenlemelere, OTA’nin deney hayvanlarinda kanserojenik (bobrek tiimorii)
oldugunun ortaya konmasi dayanak olusturmustur (8, 74). OTA’nin karsinojenik
etkisi deney hayvani tiiriine, cinsiyet, yas ve deney hayvanlarina verilis yoluna bagh
olarak degisebilmektedir (50, 52). Erkek siganlara gavaj yolu (bir aparatla toksinin
dogrudan bagirsaga verilmesi) ile verildiginde OTA kaynakli bobrek timori
olusumu %30°un tiizerine ¢ikmaktadir (12). Ancak ayn1t OTA dozu yem ile
verildiginde bu oran %20’de kalmaktadir (51). Bu galismalardan elde edilen veriler,
OTA’nin insanlar i¢in risk degerine model teskil ettiginden, deneylerdeki OTA
uygulamasinin verilis yolu dnemlidir. Ge¢mis ¢alismalarin diger bir probleminin de
Fischer irki sican kullanimi oldugu goriilmiistiir. OTA uygulamasi sonrasi, Fischer
k1 siganlarda 16semi gozlenmekte ve bundan dolayi siganlarin Sliimiine neden
olarak olas1 bobrek tiimorii ortaya ¢ikisini maskelemektedir. OTA toksikolojisinin ve
kanserojenitesinin si¢an 1rki ve tiirii ile degistigi ve Fischer irki sican kullanimindan
kaynakli problemlerin asilabildigi, Dark aguati ve Fischer-Sprauge Dawley hibrit

irkinin kullanimi ile gosterilmistir (51).

OTA ile kontamine yemlerin tiiketimi kemirgenlerde organ lezyonlari
olusturmanin yaninda, uzun dénemde tiimor olusumuna neden oldugu (35, 62, 74),
diisiik diizeyde OTA alimmin sigan ve farelerde kansere ve oOzellikle bobrek
tiimorlerine yol actig1 ve erkeklerde bobrek tiimorii goriilme olasiliginin, disilerden

daha fazla oldugu ancak bunun sebebinin bilinmedigi (8, 12), bobrek tiimorlerinin
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yaninda, OTA’nin sican ve farelerde yas ve cinsiyete bagli olarak karaciger

kanserlerine de sebep oldugu bildirilmistir (66).

OTA’nin karaciger ve bobrekler {izerindeki etkilerinin arastirilmasi igin yirmi
dort ay siire ile yapilan bir ¢alismada, 50 erkek ve 50 disi B6C3F1 wrk1 fare 3 gruba
ayrilmis ve grup 1 kontrol grubu olurken, grup 2’ye 1 ppm ve grup 3’e 40 ppm OTA
yemle verilmistir. Caligma sonucunda, 40 ppm doz OTA uygulanan gruptaki erkek
farelerde renal neoplazmalar, karsinom ve adenomlarin goriilme sikliginin artigi,
nefropati renal tubiiler genisleme, tubiil epitellerinde yassilagma veya hiperplazi ve
rejeneratif tubiillerde hiicre cogalmasi (nefropati) gibi patolojik reaksiyonlar
gozlendigi bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada 40 ppm doz OTA uygulanan gruptaki disi
farelerde karsinom ve adenomlara rastlanmadigi, daha az renal degisikler gézlendigi
bildirilmistir. OTA ile beslenen erkek ve disi farelerde karacigerde hiicre
neoplazmalarinin insidansinda belirgin miktarda artis tespit edilmistir (8). Tiim bu
bulgulardan dolayi, Uluslararasi Kanser Arastirma Enstitiisii tarafindan OTA,

insanda potansiyel kanserojen madde (Grup 2B) sinifina dahil edilmistir (36).
2.6. OTA’nin Teratojenik ve Mutajenik Etkisi

OTA’nin bir¢ok hayvanda teratojen etkili oldugu bilinirken, bu etki hayvan
tirleri arasinda farklilik gostermektedir. Bunun duyarlilik veya kan plesanta
bariyerinde olusan farkliliklardan meydana geldigi disiiniilmektedir. Deneysel
aragtirmalarda OTA verilen sican yavrularin merkezi sinir sistemi, goz ve iskelet

yapisinda anomali oldugu rapor edilmistir (7, 30).

Jong Chun ve arkadaglari’'nin 1994 yilinda, siganlarda gebeligin yedinci
giiniinde yem ile OTA vererek yaptiklart bir calismada; farkli dozlarda OTA |
(Img/kg/giin), OTA 1l (3mg/kg/giin), OTA Il (5mg/kg/giin) verilen gruplarda, tiim
embriyolar gebeligin yirminci giiniinde sezeryanla alinmis ve gruplardaki anomali
bakilmistir. OTA | grubundaki embriyolarda herhangi bir anomali gézlenmemis,
OTA II grubunda fetal viicut agirliklarinda azalma, fetal 6liimlerde ve fetal anomali
sikliginda artig, kemik anomalileri ve belirgin malformasyonlar tespit edilmistir.
OTA 11 grubunda ise toksik etkilere bagl fetal 6liimler gozlenmistir. Ortaya ¢ikan

sonuglara bakildiginda toksik dozlarda verilen OTA’nin embriyotoksik etkileri
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oldugu gozlenmis, gebelikte teratojenik etkinin OTA maruziyetine gore artabilecegi
aciklanmistir (37). Baska bir ¢alismada gebe farelere OTA uygulandiktan sonra
gebeligin 7. ve 8. giinlerde hiicre popiilasyonunda asir1 hiicre 6limiiniin gozlendigi

bildirilmistir (100).
2.7. Immunosupresyon EtKisi

OTA’ nin ng/ml seviyesindeki ¢ok diisiik konsantrasyonlarinin bile bagisiklik
sistemini olumsuz etkiledigi ve immiin sistemi baskiladig1 yapilan ¢alismalar ile
tespit edilmistir (71). OTA immunosupresif aktivite gosterip, antikor yanitlarinda
degisikler olusturarak timiis, dalak, lenf diigiimlerinde fonksiyon bozukluklar1 ve
bagisiklik hiicrelerinin fonksiyonlarinda azalma ile karakterize immiin sistem
problemlerine yol agmaktadir. OTA’nin immunotoksik etkisi, muhtemelen protein
sentezinin inhibisyonuna neden olmakta ve bagisiklik sistemi hiicreleri ile birlikte

nekroz, apoptozis, dejeneratif hiicre oraninda artis ile de son bulmaktadir (3).

Farelerde ve piliclerde yapilan bazi ¢aligmalarda ise, bu toksinin
immunoglobulin seviyesini de olumsuz etkiledigi agiklanmistir. Chang ve Hamilton,
tarafindan 1980°’de yapilan bir calismada kontrol grubu disinda, piliglere 20 giin
boyunca yeme katilarak 0, 0.5 ile 8.0 ug/g arasinda degisen miktarlarda verilen
OTA’nin lenfoid hiicrelerin sayisim1 azalttigi, serum lenfoid dokularda IgG,
(Immunglobulin G), IgA (Immunglobulin A) ve IgM’yi (Immunglobulin M)
baskiladigi gozlenmistir (16).

2.8. DNA, Protein ve RNA Uzerindeki Etkileri

OTA verilen ratlar ile yapilan c¢aligmalarda dalak, bdbrek ve karaciger
hiicrelerindeki DNA zincirlerinde kopmalar meydana geldigi bildirilmistir. Toksinin
asil etkisinin fenilalanin metabolizmasi {izerine oldugu ve bu durumun fenilalanin
tRNA kompleksini (Phe-tRNA) engellemek suretiyle gosterdigi agiklanmistir. OTA,
tRNA (Phe-tRNA) sentetaz tarafindan katalizlenen Phe-tRNA aminoagilasyon
reaksiyonunu fenilalanin ile rekabet edecek sekilde inhibe ettigi bildirilmistir. Protein

sentezine ilave olarak DNA ve RNA sentezi de inhibe edilmektedir (9).
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2.9. Nefrotoksisitesi

OTA ile ilgili yapilan bazi ¢alismalarda, bu toksinin en ¢ok zarar verdigi
organin bobrekler oldugu bildirilmistir (8, 12). Bulgaristan’da domuzlar tizerinde
yapilan bazi arastirmalarda bu toksinin nefropati, renal adenom ve karsinom goriilme
sikliginda artig ile birlikte nefronlarda sivi elektrolit ve asit baz dengesinin
bozulmasimna neden olduguna dair bulgulara rastlanmigtir (84). Kronik olarak
OTA’ya uzun siire maruz kalma durumunda, renal kan akisi, glomeriiler filtrasyon
ile birlikte iire degerinde azalma saptanmis, doz ve maruz kalma siiresine bagl
olarak tablo agirlasmistir. Balkan Endemik Nefropati (BEN) olarak bilinen bu
hastalikta, glomertiler filtrasyon hizinin azalmasi, bobrek fonksiyonlarinin bozulmasi
ile belirgin anemi ve proteiniiri (idrarda protein bulunmasi) goriilmektedir. Ayrica
halsizlik, yorgunluk, basagrisi, soluk cilt, istah ve kilo kayb1 da gériilmekte, ilerleyen
asamalarda tubuler transport, aralikli proteiniiri ve kan nitrojeninde artig gibi spesifik
bulgular da ortaya ¢ikabilmektedir (29, 92).

Danimarka, Polonya ve Macaristan’da domuzlar {izerinde yapilan Dbir
calisgmada, OTA’nin nefropatilerde 6nemli rol oynadigi belirlenmistir. Yemle 0.2, 1
ve 4 ppm miktarlarda karigtirilarak 1 ve 4 ppm dozlarda 3-4 aylik siireler i¢inde
verilen OTA’nin domuzlarin bobreklerinde renk kaybi, nekrozlar ve proksimal tubiil
hiicrelerinde lezyonlar olusturdugu gozlenmistir (73). Yapilan c¢aligmalarda uygun
kosullarda depolanmayan yemlerde OTA kontaminasyonu ve domuzlardaki nefropati
goriilme siklig1 arasinda pozitif bir iliski oldugu, italya’da Alp bolgesinde yapilan bir
calismada, yiiksek miktarda OTA igeren yemle beslenen domuzlarin bobrek ve

mesanelerinde makroskobik ve mikroskobik lezyonlar olustugu bildirilmistir (72).

Yapilan arastirmalarda (11, 28), bobregin %25 vaskiiler icerikten olustugu
tespit edilmistir. Mantle ve arkadaslari’nin 2015, yaptiklar1 bir calismada dokuz hafta
OTA’l1 diyet ile beslenen ratlarin bir bobregi cikartilmig, diger bobregi fizyolojik
sollisyonla perfiize edilip cerrahi olarak cikartildiktan sonra, perfiize edilen ve
edilmeyen her iki bobrekteki OTA miktarini karsilagtirilmistir. Bu ¢aligmada kandaki
%25 OTA igeriginin (2.01+£0.41ug/mL) perfiize edilmeyen bobrekteki OTA degerine
(2.24+0.61 pg/mL) ¢ok yakin oldugunu gostermistir (49).
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Isparta yoresinde Ozgelik ve arkadaslari’nin 2001°de, saglikli bireyler ile
farkli bobrek hastalarinin kan Orneklerinde OTA diizeylerini karsilastirmislar ve
calisma sonucunda diyaliz hastalarinda OTA degerinin, diger gruplardakine kiyasla
onemli 6l¢ilide artmis oldugunu gozlemislerdir (p<0.0001). Ayn1 arastirmada mesane
kanseri ile bobrek hastalarindaki OTA konsantrasyonu, kontrol grubundakilere
oranla daha yiiksek bulunmustur (sirasiyla, p=0.002, p=0.0002). Bu arastirmacilar
diyaliz hastalarinda bulunan yiiksek OTA konsantrasyonunu hastalarin azalan
glomeriiler filtrasyon degeri ile agiklamislar, sonug olarak uzun siireli OTA’ya maruz
kalma durumunda bu toksinin, insan iiriner sisteminde ciddi patolojiler olusturacagi

kanaatine varmiglardir (68).

2.10. Hepatotoksisitesi

OTA ile yapilan ¢aligmalarda, bu toksinin karacigerde apoptozise (hiicre
olimii) sebep oldugu anlasilmigtir (70). Atroski ve arkadaslari’nin 2000 yilinda,
fareler tizerinde iki hafta boyunca yaptiklar1 bir c¢alismada, iki kez OTA
uygulandiktan sonra karaciger hiicrelerinde apoptotik yapilar ile eozinofilik globiiller
ve karacigerde hiicre 6liimlerine dair bulgulara rastlamislardir. Yapilan biyokimyasal
ve histolojik ¢aligmalar sonucunda hiicresel nekrozlara rastlanmadigi, ikinci hafta
sonunda ise sentrilobiiler nekrozlar olustugu gézlenmistir (6). OTA’nin si¢anlarda
yaptig1 degisiklikler ile ilgili yapilan bagka bir arastirmada ise, OTA karistirilan yem
ile beslendikten sonra yapilan glikoz tolerans testinde kan glikoz degerlerinin normal
sinirlarda olmadigr gézlenmis, karacigerde total karbonhidrat, glikojen seviyelerinde
ve glikolitik enzimlerin aktivitelerinde diisme saptanirken, glukoneojenik enzim

seviyesinde ise yiikselme gozlendigi bildirilmistir (86).
2.11. Pankreas Metabolizmasi ve Islev Bozukluklar
2.11.1. Diabetes Mellitus ve Tipleri (Diabetes Mellitus’un Siniflandirilmasi)

Diabetes mellitus karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinin bozulmasi
sonucu ortaya cikan heterojen bir metabolizma bozuklugudur. Insiilin saliniminin
yeterli olamamasi veya insiilin direncinin (insiilinin  hiicreler tarafindan
kullanilamamas1)’ gelismesine baglidir (22, 55, 61). Giiniimiizde, DM ile ayn1 risk

faktorlerini paylagsan diger bazi kronik hastaliklar da s6z konusudur. Toplumda
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beslenme sekli ve hareketsizlik gibi yasam tarzlarindaki degisimler, 6zellikle tip 2
diyabet prevelansimi hizla yiikseltmektedir. Geligmekte olan toplumlar ve bu
tilkelerden gelismis tilkelere go¢ eden insanlarda diyabet epidemisinden siklikla
bahsedilmektedir. Yine diyabetin nedenleri arasinda niifus artisi, yaslanma ve
kentlesmenin getirdigi yasam tarzindaki degisimlere bagli obezite sayilabilir (80,
105). Obezitenin derecesi ve prevalanst 1rklar arasinda da degisiklik
gosterebilmektedir (41).

Klinik olarak diyabet; Tip 1 ve Tip 2 diyabet olmak iizere 2 farkli seyir
gostermektedir. Tip 1 DM olgularinin %90°dan fazlasinin immun kaynakli oldugu
bilinirken, kalan %10’ luk dilimin nedeni heniiz tam olarak bilinmemektedir.
Gecmiste “insiiline bagimli diyabet”, “juvenil diyabet”, “cocukluk ¢aginda baslayan
diyabet” veya “tip I diyabet” olarak da adlandirilan bu formda insiilin yapimindan
sorumlu pankreas B hiicrelerinin ¢ogunlukla otoimmun kaynakli harabiyetine bagl
olarak mutlak insiilin eksikligi tablosu ortaya ¢ikmaktadir. Diyabet hastalarinin %5-
10’unun tip 1 diyabetli oldugu bilinmektedir (93,102). immun kaynakl tipl Diabetes
mellitus olarak bilinen bu form en c¢ok Iskandinav ve Kuzey Avrupa iilkelerinde
goriilmektedir. Hastalik yatkinliginin yaklagik tigte birinin genlere bagl oldugu,
kalan iigte ikisinin de gevresel faktorler araciligiyla olustugu bilinmektedir (56).

Tip 1 DM ozellikle B-hiicre yikimina bagli olan bir formudur. Pankreas (3
hiicrelerinin yikim hiz1 kisiden kisiye degismektedir. Cocuk ve genglerde yikim hizh
olurken, eriskinlerde ise bu siire¢ daha yavas olmaktadir. Bu kisiler hastalik belirgin
hale gelmeden 6nce metabolik a¢idan normaldirler. Bazilarinda hafif diizeyde aghik
hiperglisemisi tablosu ortaya ¢ikmakta bu durum ilerleyen asamalarda hizli bir
sekilde hiperglisemiye ve ketoasidoza yol agmaktadir. Erigkinlerde ise rezidiiel -
hiicre fonksiyonlarinin varligi ile hastaligin belirgin hale gelmesi uzun zaman
alabilmektedir (39). Bunun sonucu olarak kan dolasiminda ya insiilin bulunmamakta
ya da ¢ok azalmakta olup, bu olay katabolik bir siire¢ ile birlikte olusmaktadir.
DM’ta plazma glukagon diizeyi yiiksek oldugundan, pankreastaki B hiicrelerinin
yanitinda insiilinojenik uyarilara kars1 yetersizlik olusmaktadir. Bu bireyler diyabetin
tespitinde sonra bir ka¢ yil daha insiilin tedavisine ihiya¢ duymadan yasamlarini

idame ettirebilmektedirler. Daha sonra katabolik durumu geriye dondiirmek,
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ketoasidozu Onlemek, hiperglukagonemiyi azaltmak ve kan glikozunun diismesini
saglamak i¢in disaridan insiilin takviyesine ihtiya¢ duyulmaktadir (41).

Tip 2 Diabetes mellitus: “insiiline bagimli olmayan diyabet”, “eriskin diyabet
veya tip II diyabet” olarak da isimlendirilen bu form, tiim diinyada tan1 konulan
diyabet vakalarinin %90’dan fazlasini olusturmaktadir (93, 102). Hastaligin bu formu
normalde yetigkinlerde goriiliirken, giiniimiizde c¢ocuk ve addlesanlarda da
goriilmeye baslamistir. Hastaligin ortaya ¢ikisinda genetik ve ¢evresel faktorlerin
yani sira insiilin direnci ve B hiicre kayb1 gibi sebepler 6ne ¢ikmaktadir. Diyabet
stirecinin erken doneminde, pankreas B hiicre hiperplazisi ortaya ¢ikmakta, abartilmis
insiilin ve proinsiilin yanitlar1 sekillenmektedir. Langerhans adaciklarin kronik
amiloid birikimi ile birlikte kalitsal genetik defektler, p hiicre islevini bozacak
sekilde ilerlemektedir (56).

Tip 2 diyabet, genellikle subklinik, klinik belirti vermedigi ve hiperglisemi
tablosu da kademeli olarak ortaya g¢iktigi i¢in, teshisi zor olmaktadir. Ancak bu
kisilerde insiilin diizeyi normal veya yiiksek olmasina ragmen, kan sekeri seviyesi
normal sinirlarda tutulamamaktadir. Insiilin resistans1 denilen bu durum, diyet ve
ilaglar ile diizenlenebilmekte, boylece kan sekeri normal diizeylere gelebilmektedir.
Tip 2 diyabet; yashlarda, obezite durumunda gegmiste aile hikayesi mevcudiyetinde,
hipertansiyon ve gestasyonel diyabeti (hamilelikte diyabet) olanlarda daha sik
goriilmektedir. Hastalik bazi irklarda (Kizildereliler, Hawaii, Asya-Hindular ve
Afrika kokenli Amerikalilar vb) Avrupa kokenlilere nazaran daha erken yaslarda
ortaya ¢ikabilmektedir (39).

Tip 2 diyabet, insiilin sekresyonu veya insiilinin hiicrelere girigsindeki
bozukluklar sonucu ortaya ¢ikmakta, bu da kan glikoz degerinin ylikselmesine yol
acmakta, devaminda ise hiperglisemi sekillenmektedir (5, 64). Hastalarda
hiperglisemiye bagl olarak agiz kurulugu, cok su igcme, sik idrara ¢ikma, yorgunluk
ve uyku hali goriilmekte, bu kisiler ndrolojik ve kardivaskiiler komplikasyonlarla
birlikte doktora bagvurmaktadirlar. Hastalarda kronik cilt enfeksiyonlar1 yaygin
goriilmekte, kadinlarda kasint1 ve vajinit baslangi¢ belirtileri arasinda sayilmaktadir.
Laboratuvar bulgularinda idrarda glikoziiri (idrarda glikoz) ve ketoniiri (idrarda

keton) goriiliirken, aclik ve tokluk kan sekerinde ylikselmeler meydana gelmektedir
(56).
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Diyabet kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in énemli bir risk faktorii olmasinin
yaninda, metabolik sendromlarla iligkilendirilmesi agisindan da 6nem tasimaktadir
(5). DM’ta zaman iginde mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlar
gelismekte, Tip 2 diyabet prevalansi arttikga komplikasyonlara bagli morbidite ve
mortalite oranlar1 da artmaktadir. Diyabetin en 6nemli komplikasyonlarindan olan
arterosklerotik kardiyovaskiiler hastaliklar, 6zellikle koroner kalp yetmezligi, tip 2
diyabetlilerin 6nde gelen 6liim nedeni oldugu ve diinyada Sliimlerin %34’iinden

sorumlu oldugu ifade edilmektedir (20, 39).
2.11.2. Insiilin ve Diyabet

Insiilin, pankreastaki Langerhans adaciklarimn B-hiicreleri tarafindan iiretilen
polipeptit yapida 6000 dalton molekiil agirliginda bir hormon olup, iki disilfiilfiir
kopriisii ile bagl iki aminoasit zincirinden olusmaktadir.  hiicreleri pankreas
kiitlesinin yaklastk %]1’ini olusturmaktadir. Insiilin, dokular tarafindan enerji
kullanimininda etkili ve enerji homeostazisini siirdiiren en 6nemli hormonlardan
biridir. Insiilin anabolik etkili olmakla birlikte; glikojen, triagilgliserol ve protein
sentezini uyardigi gibi, birgok membran enzimini de aktive ya da inaktive
edebilmektedir. Insiilinin birgok protein ve mRNA’nin sentez veya yikim hizini
degistirdigi, hiicre biiyiime ve farklilagsmasini da etkiledigi bilinmektedir. Insiilinin
glikoz metabolizmas: iizerine etkileri; karaciger, kas ve yag dokusu olmak iizere, ii¢
dokuda belirginlesmektedir. Bu hormon Kkaracigerde glukoneogenezis sonucu
glikojen sentezini artirmakta, glikojen yikimini inhibe etmekte ve boylece glikoz
sentezini azaltmaktadir. Insiilin seviyesi diistiigiinde ise karaciger, glukoneogenezis
ve glikojenoliz yoluyla dolasima glikoz salmakta ve dokulara enerji saglamaktadir.
Insiilin seviyesi yiikseldiginde ise karacigerde glikoz glikojene ¢evrilmekte ve depo
edilmektedir (39). Insiilin aym zamanda kas ve yag dokusunda hiicre
membranlarindaki glikoz taginmasii ve glikoz kullanimi da artirdigr ifade
edilmektedir (41).
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2.11.3. Glukagon ve Diyabet

Glukagon, tek zincir halinde dizilmis 29 aminoasidden olusan kiigiik
molikilli bir polipeptiddir. Molekiil agirligi 3500 dalton olup, pankreas (Langerhans
adaciklarmmin o alfa) hiicreleri tarafindan sentez edilerek salgilanmaktadir.
Plazmadaki pankreatik glukagon konsantrasyonunun 100-250 pg/ml arasinda
degistigi, pankreasta bu bezin yas agirlhigmin grami basina 5-10 pg glukagon
bulundugu bilinmektedir. Aclik ve hipoglisemi halinde glukagon salgilanmasi
artarken, plazmadaki glikoz diizeyinin yiikselmesi durumunda ise inhibe

edilmektedir (41).

Glukagon, kan glikoz diizeyinin normal seviyede tutulmasini saglamaktadir.
Kan glikoz diizeyinin diismesiyle uyarilan glukagon, kan sekerini hizla
arttirtp, insilin etkisine zit tepki gostermektedir. Glukagonun primer hedefi
karaciger olup, ilk etkisini karacigerde c-AMP seviyesini artirarak gostermektedir.
Hipoglisemi durumunda glukagon artarken, insiilin salgist azalmaktadir. Diger
yandan Epinefrin biiylime hormonu (GH) ve Kortizol gibi stress hormonlari,
glukagon salgisini direkt olarak artirdiklart bilinirken, vazopressin ve B-endorfinin

ise glukagon salgisint dolayli uyarmaktadir.

Karbonhidrat metabolizmasinin temelini glikogenezis olusturmaktadir.
Glikogenez; glikozdan glikojen sentezlenerek depo edilmesi veya glikoz
molekiillerinin mevcut glikojen molekiillerine eklenerek zincir olusturulmasi
olayidir. Glikojenoliz ise glikojenin glikoza pargalanmasidir. Glikoliz; glikozun 6nce
anaerobik kosullarda glikojene daha sonra da pirilivik asit ve lakdik aside kadar
parcalanmasi olayidir. Glikoneogenez; karbonhidrat olmayan maddelerden glikoz

sentezlenmesi olayidir (39).

Glukagon, hiicre ylizeyindeki spesifik reseptorlerine baglanarak etkisini
gostermekte ve karacigerde hem glikoliz hem de glikoneogenezisi uyararak glikoz
yapimini artirmaktadir. Glukagon hormonu kan sekerini yiikseltici etkisini, fosforilaz
enzimini uyararak ve glikojenin glikoza doniismesini hizlandirmak suretiyle
gerceklestirmektedir. Bu nedenle insiilin saliniminin aksine glukagon salinimi aglik
sirasinda artmakta, glikozun yiikselmesi durumunda ise baskilanmaktadir. Insiilin ve

glukagonun zit isleyisi kan glikoz diizeylerinin dar bir alanda tutulmasini
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saglamaktadir (toklukta 120 mg/dL, aglikta 60 mg/dL) (39). Diger yandan
glukagonun lipojenezi inhibe edip, ketojenezi artirdigi da bilinmektedir. Glikolizin
inhibe edilmesi asetil-CoA yapimini da inhibe edeceginden, yag asitlerinin 6zellikle
de keton cisimlerinin yikimi da artmaktadir. Yag asitlerinin sitoplazmadan
mitokondriye transferinde 6nemli bir enzim olan Karnitin Agil Transferaz- | enzimi
(CAT-I) yiiksek glukagon ile uyarilmakta ve bdylece mitokondriyal yag asidi

metabolizmasi da hizlanmaktadir (19).
2.11.4. Glikoz ve Diyabet

Metabolizmanin en 6nemli enerji kaynagi glikoz olup, tiim hiicreler enerji
icin gerekli glikozu kandan saglamaktadirlar. Glikozun kullanilabilmesi i¢in hiicre
icine girmesi gerekmektedir. Glikozun hiicre i¢ine girmesi bircok dokuda insiilin
hormonu kontrolii altinda meydana gelmekte ve glikoz hiicreye aktif transportla
girmektedir. insiilin plazma glikoz diizeyini diisiirmesi; kas ve adipoz dokuya glikoz
girisini artirarak ve hepatik glikojen yikimi ile birlikte glukoneogenezisi inhibe
ederek gerceklesmektedir. Boylece insiilin, kan sekerinin yiikselmesini 6nlemektedir
(39). Glikozun, enerji olarak kullanimi diginda bir¢ok maddenin yapisina da katildigi
bilinmektedir. Kan glikozu baslica, laktoz, glikozaminoglikan, glikoprotein,
glikolipit, glukuronat ve pentoz sentezlerinde kullanilmaktadir (69). Kan glikozu
ayni zamanda glikojenez igin de kullanilmaktadir. Glikoz diizeyi 5 mmol/L yi astig1
zaman glukokinaz aktive olurken, karacigerde glikoz-6-fosfat olusumu es zamanl
olarak artmaktadir. Kandaki glikozun kaslara veya karacigerdeki depolara girisini
insiilinin  kolaylastirdigi  bilinmektedir. Yiikselen insiilin, glikojen sentezini
hizlandirip, lipogenez igin gerekli gliserol ve yag asitlerini glikozdan
sentezlemektedir. Insiilinin yetersiz salgilandigi durumlarda kan glikozu viicut
dokular tarafindan kullanilamamakta, boylece kan glikoz diizeyi de yiikselmektedir
(94). insanlarda kan glikoz diizeyi normalde 70-100 mg/dl'arasinda degismekte ve bu
degerlerin asilmasi durumunda diyabete yatkinlik (94), bu degerin 170-180 mg’1
asmas1 durumunda ise diyabet tablosu ortaya ¢ikmakta, bu durumda glikoz idrarla

atilmakta ve bu olay glikoziiri olarak adlandirilmaktadir (69).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Bu calisma daha o6nce Akdeniz Universitesi tarafindan desteklenen
2012.01.0115.005 nolu ve ““Wistar ki disi sicanlarda Okratoksin A
toksikodinamiginin Gstrojen ve testoron hormonu ile iliskisinin aragtirilmasi’’ isimli

projenin plazma 6rneklerinden yapilmistir.

Bu ¢alismada Okratoksin A’nin (OTA), uzun dénemli kullaniminda, Wistar
irk1 siganlardaki diabetojenik etkilerinin incelenmesi amaci ile yiiriitiillmiis olup,

ayrica bu toksinin hastalik etiyolojisindeki rolii de aragtirilmistir.

Calismada kullanilan 16 haftalik, yaklasik 4 aylik 42 disi sican, Akdeniz
Universitesi, Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve Bakim Unitesinden temin edilmistir.
Bu c¢alisma Akdeniz Universitesi, Deney Hayvanlart Yerel Etik Kurulundan
12.12.2011 tarih ve 2011.12.02 protokol numarasi ile onay almistir.

Deneye dahil edilen siganlar, Akdeniz Universitesi, Deney Hayvanlari
Yetistirme ve Bakim Unitesinin temin ettigi ve sicanlarin saghk ve ferahi igin
optimize edilmis oda sartlarinda tutulmustur. Disi sicanlar 4 veya S'erli gruplar
halinde kafeslerine yerlestirilmis ve toz haline getirilmis standart sigcan yemi ile
beslenmistir. Sicanlarin su ihtiyact musluk suyu ile karsilanmistir. Siganlarin
altliklar1 {initenin yetkili kisileri tarafindan haftalik olarak degistirilmis ve si¢anlarin
saglik ve ferahlar1 da giinliik olarak iinitenin sorumlu Veteriner Hekimi tarafindan

periyodik olarak kontrol edilmistir.
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3.2. Deney Gruplarmin Ozellikleri ve Okratoksin A Uygulamasi

Calismada kullanilan deney hayvanlarinin gruplandirilmasi, grup sayist,

beslenme sekli ve siireleri Tablo 3.1.’de verilmistir.

Tablo 3.1. Deney hayvani gruplar1 ve beslenme sekli.

Grup | Grup Adi Sican | Beslennme sekli ve siireleri
No sayisi
G-I OTA verilen 7 6 hafta boyunca OTA’li yem ile
beslenmistir.
Kontrol grubu 7 6 hafta boyunca normal yem ile
beslenmistir.
G-Il OTA verilen 7 9 hafta boyunca OTA’li yem ile
beslenmistir.
Kontrol grubu il 9 hafta boyunca normal yem ile
beslenmistir.
G-1l1 | OTA verilen 7 24 hafta boyunca OTA’ll yem ile
beslenmistir.
Kontrol grubu 7 24 hafta boyunca normal yem ile
beslenmistir.

Besleme islemi giinliik olarak gerceklestirilmis ve her sican basina yaklasik
20 gr yem kafeslerin yanlarina yerlestirilmis olan metal yemliklere konmustur. OTA
uygulamast da toz yemlere toksinin 5 mg/kg olacak sekilde eklenmesi ile
gerceklestirilmistir. Bir disinin glinlik tlikettigi yem ortalama 15 gr olarak
hesaplanmis, her bir siganin giinliik almis oldugu OTA dozu 45 pg/sigan seklinde
gerceklesmistir.

3.3. Plazma Orneklerinin Toplanmasi

Deney hayvani si¢anlarin kuyruklarindan kan oOrnekleri (yaklagik 1,5 ml)
deney siiresi boyunca haftada bir kez olmak iizere, heparinlenmis kaniil yardimi ile

alinmistir. Hayvanlara kan alimi oncesi eter ile kisa siireli anestezi uygulanmus,
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alman kan ornekleri hemen santrifiigasyona (10.000 rpm, 1 dakika) tabi tutularak

plazmalar1 ayristirilmis ve drnekler analiz yapilincaya kadar -40 °C'de saklanmuigtir.
3.4. Glikoz, Insiilin ve Glukagon Hormon Tayini

Sicanlardan elde edilen plazma Orneklerinden insiilin ve glukagon miktar
tayini ELISA temelli insiilin ve glukagon Tayin Kiti (Sigma- Aldrich Chemie
GmbH, St.Louis, Insulin Catolog Number Rab 3050, Glucagon Catolog Number
Rab 0202, St. Louis, USA) kullanilarak yapilmistir. Okumalar BioTek Epoch
mikroplaka spektrofotometresinde gerceklestirilmis ve sonuglar insiilin pU/mL,
glukagon i¢in pg/mL ve glikoz mg/dl olarak kaydedilmistir.

Ornekler, insiilin ve glukagon standartlar1 kit protokoliinde belirtildigi gibi
hazirlanmis ve 450 nm'de okuma gergeklestirilmistir. Insiilin analizleri icin standart
egri araligl; 4.69 — 300 plU/mL, glukagon analizleri igin ise standart egri araligi 0.1 —
1000 pg/mL’dir.

Plazma glikoz olgiimleri GOD-POD (Glikoz oksidaz ve Peroksidaz)
enzimatik kolorimetrik metod ile Gesan Chem 200 SN: 1102422 nolu otoanalizorii

ile calisilmistir.
3.5. Verilerin Istatiksel Analizi

Incelenen verilerin istatistiki olarak karsilastirllmasinda MiniTab (2011)
istatistik paket programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Grup dagilimlart One-way
ANOVA analizi ile yapilmis; gruplar arasi 6nem diizeyleri ise tek yonli varyans

analizi ile iki 6rnek t testiyle degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR
Calismada kullanilan 6nce 3 gruba daha sonra da kendi i¢inde deney ve
kontrol grubu olarak 2’ye ayrilan 42 disi sican 6, 9 ve 24 hafta siiresince OTA igeren
yem ile beslenmis, sicanlarin plazma OTA seviyeleri sirasiyla 12.50, 13.46 ve 12.21
pg/ml bulunmustur. Bu sonuglarla ilgili verilerin glikoz degerleri Tablo 4.1."de,

insiilin degerleri Tablo 4.2.’de ve glukagon degerleri Tablo 4. 3.”de verilmistir.

4.1. GOD-POD Enzimatik Kolorimetrik Glikoz Tayini Sonuclar:

Tablo 4.1. Farkli siirelerde OTA’li yemle beslenen sicanlarda plazma glikoz

degerleri.
Maksimum
Birey Minimum Degerleri Glikoz Degerleri P
Grup Grup Adi say1si Degerleri (mg/dl) (mg/dl) Deger
No (n) (mg/dl) (ortalama +SE) i
G-I Deney-OTA-6 7 164.00 230.00
hafta 194.00 £8.30 0.009
**
Kontrol 7 156.00 174.00 162.40+3.20
G-Il Deney-OTA- 7 192.00 352.00
9 hafta 234.30+21.00
Kontrol 7 162.00 204.00 181.20+6.90 0.048
*
G-l Deney-OTA- 7 182.00 232.00 205.60+8.00
24 hafta 0.007
**%
Kontrol 7 162.00 180.00 173.20+£3.10

*:P<0.05 **:P<0.01, ***: P<0.001
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Deney ve kontrol grubu haftalar1 (P) Ortalama + SE (Ortalama + Standart
Hata) olarak gosterilmistir.

Tablo 4.1.’de goriilecegi lizere OTA’l1 yemle beslenme siiresine gore glikoz
degerlerinde farklilik oldugu ve 6 hafta siireyle beslenen grupta, kontrol grubuna
gore glikoz degerlerinde artig goriildiigii, en yiiksek degerin 9 hafta siireyle beslenen
grupta bulundugu, daha uzun siire (24 hafta) OTA’li yemle beslenen grupta bu
degerin artmadigi goriilmektedir. G-1 grubunda 6 hafta boyunca OTA verilen 7
siganin glikoz degerleri (minimum ve maksimum) 164 ile 230 arasinda degismis,
kontrol grubunda ise bu degerler 156, 174 olarak ger¢eklesmistir. G-1 grubunda 6
hafta OTA verilen deney grubu ile kontrol gruplart arasinda glikoz degerleri
acisindan istatistiksel olarak 6nemli farklilik bulunmustur (p< 0.01).

G Il grubunda 9 hafta boyunca OTA verilen 7 siganin glikoz degerleri
(minimum ve maksimum) ise 192 - 352 arasinda degismis, kontrol grubunda ise bu
degerler 162-204 olarak gergeklesmistir. G-Il grubunda 9 hafta OTA verilen deney
grubu ile kontrol gruplar1 arasinda glikoz degerleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunmustur (p<0.05).

G Il grubunda 24 hafta boyunca OTA verilen 7 siganin glikoz degerleri
(minimum ve maksimum) 182-232 arasinda degismis, kontrol grubunda ise bu
degerler 162- 180 olarak gergeklesmistir. G-Il grubunda 24 hafta OTA verilen
deney grubu ile kontrol gruplari arasinda glikoz degerleri agisindan istatistiksel

olarak 6nemli farklilik bulunmustur (p< 0.01).
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4.2. ELISA (Plazma)-Insiilin ve Glukagon Teshis Sonuclar1

Tablo 4.2. Farkli siirelerde OTA’li yemle beslenen sicanlarda plazma insiilin

degerleri.
Grup Grup Adi
No Birey | Minimum | Maksimum Insiilin P Degeri
sayis1 | Degerleri Degerleri Degerleri
(n) (ulU/ml) (ulU/ml) (ulU/ml)
(Ortalama+
SE)
G- Deney-OTA-6 7 20.00 24.79 22.80 + 0.000***
hafta 0.50
Kontrol 7 26.20 31.55 28.07 +
0.81
G-1l | Deney-OTA-9 7 27.32 23.24
hafta 20.56 0.68
0.010*
Kontrol 7 27.32 45.35 33.28 =
2.60
G-I Deney-OTA 7 22.25 29.58 25.23 +
-24hafta 0.90 0.003**
Kontrol 7 29.01 58.36 39.70 £
3.40

*:P<0.05 **:P<0.01, ***:P<0.001
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Tablo 4.2.°de goriilecegi tizere OTA’l1 yemle beslenme siiresine gore insiilin
degerlerinde farklilik bulundugu ve 6 hafta siireyle beslenen siganlarda insiilin
degerlerinin kontrol grubuna goére distiigii, 9 haftaliklarda bu degerin diismeye
devam ettigi, insiilin degerinde en ¢ok azalmanin 24 haftalik deney grubunda
bulundugu belirlenmistir. G-1 grubunda 6 hafta boyunca OTA verilen 7 siganin
insiilin degerleri (minimum ve maksimum) 20 ile 24.79 arasinda degismis, kontrol
grubunda ise bu degerler 26.20 ile 31.55 olarak gerceklestirilmistir. G-1 grubunda 6
hafta OTA verilen deney grubu ile kontrol gruplari arasinda insiilin degerleri
acisindan istatistiksel olarak 6nemli farklilik bulunmustur (p<0.001).

G 1l grubunda 9 hafta boyunca OTA verilen 7 siganin insiilin (minimum ve
maksimum) degerleri 20.56 — 27.32 arasinda degismis, kontrol grubunda ise bu
degerler 27.32 - 45.35 olarak gergeklesmistir. G-Il grubunda 9 hafta OTA verilen
deney grubu ile kontrol gruplari arasinda insiilin degerleri agisindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik saptanmustir (p<0.05).

G Il grubunda 24 hafta boyunca OTA verilen 7 sicanin insiilin degerleri
(minimum ve maksimum) 22.25 ile 29.58 arasinda degismis, kontrol grubunda ise bu
degerler 29.01- 58.36 olarak ger¢eklesmektedir. G-111 grubunda yer alan ve 24 hafta
OTA verilen deney grubu ile kontrol gruplari arasinda insiilin degerleri agisindan

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur (p<0.01).
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Tablo 4.3. Farkli siirelerde OTA’li1 yemle beslenen siganlarda plazma glukagon

degerleri.
Grup | Grup Ad1 | Birey | Minimum | Maksimum Glukagon P
No sayist | Degerleri Degerleri Degerleri Degeri
(n) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
Ortalama =+
SE
G-I Deney- 7 158.80 403.56 269.10+£38.00 | 0.008
OTA-6 *x
hafta
Kontrol 7 68.40 162.40 122.80+18.00
G-Il | Deney- 7 83.96 681.04 317.00+73.00
OTA-9
hafta 0.035*
Kontrol 7 74.92 233.76 129.80+24.00
G-1l1 | Deney- 7 203.92 936.48 559.00 0.004
Ora-ze +£104.00 *x
Kontrol 7 40.52 194.84 109.60+23.00

*:P<0.05 **:P<0.01, ***: P<0.001

Tablo 4.3.’te goriilecegi lizere G-1 grubunda OTA’l1 yemle beslenme siiresine
gore glukagon degerlerinde farklilik oldugu, 6 hafta siireyle beslenen sicanlarda
glukagon degerlerinin kontrol grubuna goére artmaya basladigi, 9 hafta siireyle
beslenen grupta bu artisin devam ettigi, glukagon degerlerinde en ¢ok artisin ise 24
haftalik deney grubunda bulundugu saptanmustir.

G | grubunda 6 hafta boyunca OTA verilen 7 sicanin glukagon degerleri
(minimum ve maksimum) ise 158.80- 403.56 arasinda degismis, kontrol grubunda
ise bu degerler 68.40 - 162.40 olarak gerceklestirilmistir. G-1 grubunda yer alan ve 6
hafta OTA verilen deney grubu ile kontrol gruplar1 arasinda glukagon degerleri

acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmustir (p<0.01).
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G 1l grubunda 9 hafta boyunca OTA verilen 7 siganin glukagon (minimum ve
maksimum) 83.96-681.04 arasinda degismis, Kontrol grubunda ise bu degerler 74.92
ve 233.76 olarak gerceklesmistir. G-II’de yer alan 9 hafta OTA verilen glukagon
deney grubu ile kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

saptanmustir (p<0.05).

G 111 grubunda yer alan ve 24 hafta boyunca OTA verilen 7 sicanin glukagon
degerleri (minimum ve maksimum) 203.92 ile 936.48 arasinda degismis, kontrol
grubunda ise bu degerler 40.52 ile 194.84 olarak gergeklesmistir. G-111 grubunda 24
hafta OTA verilen deney grubu ile kontrol gruplari arasinda glukagon degerleri

bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p<0.01).
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5. TARTISMA

Insanlar icin en 6nemli enerji kaynag: karbonhidratlar olup, bu nedenle alinan
besin maddelerinin %60’m1 karbonhidratlar olusturmaktadir. Sindirim agizda
baslamakta midede tamamlanmakta emilim ise biiylik oranda ince bagirsaklarda
gerceklesmekte ve kalin bagirsaklarda sonlanmaktadir. Karbonhidratlarin sindirimi
ve emilimi de benzer sekilde gergeklesmekte ve bu durum karbonhidrat

metabolizmasini olusturmaktadir.

Diabetes mellitus organizmanin karbonhidrati ve pargalanma firiinlerini
kullanma yeteneginin azalmasi ile karakterize olan bir ¢esit metabolizma hastaligidir
(39). Ozellikle Tip 2 diyabet, pre-diyabetin patogenezi ikincil hiperinsiilinemiye
ragmen anormal kan glikoz diizeylerine neden olan goreceli insiilin yetersizligi ve

doku insiilin direnci ile iliskilendirilmektedir (1).

Onemli bir mikotoksin tiiri olan OTA tarim iiriinleri ve yemlerde sik
karsilasilan zehirlenmelere sebep olmaktadir. Bu mikotoksinin glikoz ve insiilin
metabolizmasini etkiledigi ve karacigerde glikojen birikmesine yol agtig1, son olarak
da sSAMP (Siklik adenozin monofosfat) bagimli protein kinaz ve bobrekte glikojen
sentezi i¢in anahtar niteliginde bir enzim olan fosfoenolpiruvat karboksikinazin

etkinligini engelledigi agiklanmistir (40).

Bu calismada son donemlerde 6nemi artmis olan OTA’nin disi ratlarda
karbonhidrat metabolizmasina olas1 etkileri arastirilmis, glikoz, insiilin ve glukagon
parametreleri ile bunlarin birbiriyle olan iliskileri degerlendirilmis ve elde edilen
sonuglar karsilastirilmistir. Bu toksinin insan ve hayvanlarda diyabetojenik etkileri
tizerinde yapilan caligma sayist sinirhidir. Bu sebeple yaptigimiz aragtirma ile bu

konuya 151k tutulacag: diigiiniilmiistiir.

Diger bir ¢alismada ise, Wistar irki ratlara 24 hafta boyunca intraperitoneal
0,2 mg/rat ve yemle 50 pg seviyesinde olacak sekilde 30-180 dakika arasinda farkli
sirelerde Terreik Asit (mikotoksin kabul edilen madde) verilmistir. Calisma
sonucunda, intraperitoneal verilen ratlarda ilk 30 dakikada glikoz degerlerinin
kontrol grubundakilere oranla daha yiiksek oldugu, kontamine diyet ile beslenen

ratlarda glikoz diizeyinin toksin enjekte edilen gruba gore daha diisiik ¢iktig1 ve
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toksin enjekte edilen grubun en yiiksek degerinin 91.9 + 3.9 (°p<0.001) oldugu
aciklanmistir (81).

Bu ¢alismada da benzer sonuglar bulunmus, 24 hafta siire ile OTA verilmis
deney grubunun kontrol grubuna gore istatistiksel acidan Onemli oldugu tespit

edilmistir.

Subramanian ve arkadaslari’nin 1985 yilinda yaptiklar1 baska bir ¢alismada,
bir giinliik civcivlere on bes giin boyunca 0.1 M (1 It ¢6zeltide 0,1 Mol sulu sodyum
bikarbonat ¢o6zeltisi) ile 10 pg OTA intraperiteonal yolla ve kontamine diet ile
verilmig, deney grubunda glikoz seviyesinin kontrol grubuna gore daha yiiksek
bulundugu ve en yiiksek degerinin ise intraperitoneal verilen deney grubunda oldugu
rapor edilmistir. Bu arastiricilar deney gruplarinda glikojen sentetaz aktivitesinde
belirgin bir diisiis ile artan fosforilaz aktivitesini karaciger glikojen seviyesindeki
azalmaya baglamislar ve okratoksin toksikozu sirasinda yiiksek kan sekeri seviyeleri
gbzlemislerdir. Bu durumun diisiik glikoz oksidasyonu ile glikojen sentezinin ve
artmis glukoneogenezin kombinasyonuna bagli olabilecegi diisiiniilmiis, Aspergillus
ochraceus toksikozunun insiilin diizeyinde azalmaya neden oldugu ve diyabet
kosullarma zemin hazirladigr sonucuna varilmistir (87). Bizim g¢aligmamizda da

deney gruplarindaki yiiksek glikoz degerleri, bu ¢aligmayla paralellik gdstermistir.

Mikotoksinlerin karbonhidrat mekanizmasi iizerine etkilerinin incelendigi bir
diger calismada, Wistar 1rki ratlara, yarim saatten iki saate kadar baz alinan stireler
icinde kontamine diyetle ve intraperitoneal olarak 0.1 ml Penitrem (mikotoksin tiirii)
uygulanarak, ratlarin glikozu kullanma ve kandan atabilme kabiliyetine bakilmstir.
Calisma sonucunda, glikoz seviyesinde ve karaciger lipit diizeyinde artig goriiliirken,

insiilin ve karaciger glikojen diizeyinde diigme goriildiigli rapor edilmistir (90).

Toksinlerin diabetojenik etkilerinin incelendigi bagka bir ¢aligmada ise, OTA;
ratlara 1-2 mg/kg olacak sekilde, domuzlara 0.2-1 mg/kg gilinlik doz olarak
verildiginde ¢alisma sonucunda, sAMP’a bagimli protein kinaz ve bobrekteki
glikojen sentezi i¢in anahtar niteliginde bir enzim olan fosfoenolpriivat-

karboksikinazin (PEPCK) azaldig1 bildirilmistir (46, 95).
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Subramanian ve arkadaslari’nin 1989’da, OTA aktivitelerinin karbonhidrat
metabolizmasinda metabolitler ile insiilin konsantrasyonu seviyesindeki degisikleri
incelemek {iizere yaptiklar1 bir ¢alismada; siitten kesilmis 120 £ 15 g agirhiginda
albino her rata oral giinliik 0,1 M sodyum bikarbonat igeren 100 pg OTA verilmistir.
Arastirma sonucunda karaciger glikojen igeriginin biiyiik 6lgiide tiikendigi, laktat ve
piriivat diizeylerinde 6nemli bir azalma oldugu belirlenmistir. Elde edilen sonuglara
gore kan glikoz seviyesi 59.20 + 4.80 iken, toksin verildikten sonra, 112.40 + 5.10’a
kadar yiikseldigi, diger yandan insiilin diizeyi normalde 21.30 =+ 1.30 iken OTA
uygulandiktan sonra 15.40 + 1.80 seviyelerine kadar diistiigli gdzlenmistir. Burada
glikoz hiicre i¢ine giremedigi i¢in, glikojen yikimi artmakta ve depolardaki glikojen
pargalanip, serbest glikoz agiga ¢ikmaktadir. Bunun tersi durumunda ise hiicre i¢ine
glikoz alinamadig i¢in, glukoneogenezis (karbonhidrat dis1 kaynaklardan glikoz ve
glikojen yapilmasi) ve glikogenolizi artmaktadir. Glikoliz (glikozun pargalanmasi)
ve glikogenezis baskilanip, glikojenezis (glikozdan glikojen sentezi) yapilamadigi
icin glikojen sentezi azalmaktadir. Arastiricilar OTA toksikasyonu sirasinda
OTA’nin karaciger hasari yaptigi, total karbonhidrat diizeyinde azalma meydana
getirdigi ve glikoz seviyesinde artisa sebep olabilece§i sonucuna varmislar, instilin
seviyesindeki azalmayi pankreas hiicrelerindeki insiilinin serbest birakilmasinin
azalmas1 veya sentezinin inhibe olmasma baglamislardir. OTA’nin normalde
diyabetojenik etkili oldugu ve insiilin diizeyini azaltarak toksik etki gosterdigi
bilinmektedir. Glikojen igeriginde azalma, karbonhidrat rezervlerinde de azaltmaya
yol agmaktadir. Calisma sonucunda OTA’nin etkilerine bagl olarak karbonhidrat
metabolizmasinda gorev alan enzimlerin aktivitelerinin bozuldugu ve karbonhidrat
metabolitlerinin insiilin konstantrasyonlar1 iizerine olumsuz etkileri olduguna dair
bulgular elde edilmis, OTA toksikasyonu sirasinda, karbonhidrat kullaniminda ve
glikoz-6-fosfat-dehidrogenaz aktivitesinde azalma, glikoz-6-fosfotaz ile fruktoz-1,6-

bifosfataz aktivitesin de ise artma goriilmiistiir (89).

Bu calismada da Subramanian ve arkadaslari’nin bulgularina benzer sonuglar
elde edilmis, OTA verilen deney gruplarinda kontrol gruplarina gore, kan glikoz
diizeyi yiiksek bulunmustur. En yiiksek degerin 9 hafta OTA verilen deney grubunda
oldugu, bunu daha sonra, 24 hafta ve 6 hafta OTA verilmis deney grubu hayvanlarin
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izledigi tespit edilmistir. Buna gore OTA’nin doz ve zamana bagh olarak,

diyabetojenik etkilerinin artabilecegi kanaatine varilmistir.

Subramanian ve arkadaslar’’nin aynt y1l OTA’nin ratlarda diyabetojenik
etkilerini arastirmak {izere yaptiklar1 baska bir ¢alismada ise, siitten kesilmis albino
ratlari deney hayvami olarak kullanmislar ve sekiz hafta siire ile her rata 0,5 M
sodyum bikarbonat esliginde giinliik oral 100 pug OTA verilmesi sonucunda, kan
glikoz diizeyinin yiikseldigini, serum insiilin dilizeyinin ise dustigiini
belirlemiglerdir. Bu arastiricilar  OTA toksikasyonu bakimindan bir 06nceki
caligmalari ile benzer sonuglar elde etmislerdir. Subramanian ve arkadaslari’nin OTA
toksisitesine bagli olarak, kan glikoz seviyesinin artmasi ve insiilinin seviyesindeki
diismenin, pankreas hiicrelerindeki insiilinin serbest birakilmasin azalmasi veya
insiilin sentezinin inhibe olmasina bagl olabilecegini diisiinmiisler, kandaki glikoz
seviyesinin artmasini ise karaciger glikojenin tiiketilmesinden kaynaklanabilecegi
kanaatine varmislardir. Yine OTA toksikasyonu sonrasinda karaciger hiicrelerinde
total karbonhidrat seviyesindeki diisme, glikojenin azaldigmin bir gdstergesi olarak
ifade edilmistir. Glikojen sentezinde azalmanin ise, OTA’nin  glikojen
metabolizmas1 iizerine toksik etkisine bagli olarak, (karaciger hasarindan

kaynaklanabilecegi) varsayilmistir (88).

Bu ¢alismada da Subramanian ve arkadaslari’nin elde ettigi sonuglara benzer
bulgular elde edilmis, 9 hafta boyunca OTA wverilen deney grubundaki glikoz
seviyesinin, kontrol grubuna oranla yiiksek olmasi, istatistiksel ag¢idan Onemli
bulunmustur. Deney gruplarinin serum insiilin diizeyleri ise kontrol grubuna gore
diisiik olmakla birlikte, ancak deney gruplar1 arasinda insiilin seviyeleri agisindan

istatistiksel olarak dnemli bir fark saptanmamustir.

Mir ve Dwivedi’nin Hindistan’da Yeni Zelanda irki beyaz tavsanlart sekiz
hafta boyunca 1 ve 2 ppm OTA’ll yemle ile besledikleri bagka bir ¢alisma ise, kan
glikoz degerinin iic¢lincii haftadan sonra azalmaya basladigl, sekizinci haftanin
sonunda ise yar1 yartya distiigii belirtilmistir. Bu hayvanlarda OTA’nin karaciger
hasar1 olusturdugu ve boylece glikoz kaybi meydana geldigi, bu hayvanlarda
karbonhidrat mekanizmasinin bozulmasinin, glikojenoliz aktivasyonunu inhibe

etmesi ile birlikte karacigerde glikojen birikimine yol ac¢tig1 bildirilmistir (59).
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Pleadin ve ark Zegers Hibrit tipi sekiz domuz iizerinde yaptiklar1 bagka bir
calismada ise, domuzlar otuz giin boyunca 300 ppb OTA’ya maruz birakilmistir.
Calisma sonucunda glikoz degerinin azaldigt ve OTA’nmin bu hayvanlarin

bobreklerinde hasar meydana getirdigi bildirilmistir (75).

Stoev ve arkadaslari’nin, yirmi dort geng domuzu dort gruba ayirarak, her
grubta 3 erkek ve 3 disi domuz olacak sekilde, 3 ay siire ile izledikleri baska bir
calismada, kiiflii diyetle 3 deney ve bir kontrol grubuna 0,5 ppm OTA, 10 ppm FB1
ve OTA + FB1 (0,5 ppm + 10 ppm) vermisler, kan glikoz diizeyinin sadece OTA
verilen grupta azaldigi tespit edilirken, OTA ve FB1 (0,5 ppm OTA+ 10 ppm FB1)
beraber verilen gruptaki degerlerin ise daha da diisiik bulundugu ifade edilmistir

(83).

Zheqian Zhang ve arkadaglari’nin 36 saglikli siitten kesilmis domuz yavrusu
tizerinde 0.4 mg /kg ile 0.8 mg / kg aras1 degisen dozlarda OTA vererek 14, 28, 42
giinliik periyotlarda takibini yaptiklar1 deneysel bir calismada ise, diger ¢alisma
sonuglarindan (siganlardaki calisma sonuglarindan) farkli olarak OTA’nin 42. giinde

glikoz seviyesini yariya diisiirdiigii ileri stiriilmustiir (104).

Kumar Nandar ve arkadaslari’nin 2015 yilinda, yaptig bir ¢alismada, Wistar
k1 erkek ratlara otuz giin boyunca 4 ppm OTA vermisler, calisma sonucunda
kontrol grubunda kan glikoz diizeyi 80.13 + 2.10 oldugunu, OTA verildikten sonra
bu degerin 100.23 + 2.38’lere kadar yiikseldigini bildirilmislerdir. Yine bu
hayvanlarda kreatin, ALT, ALP, BUN’un (kan iire azotu) arttigi, total protein,
albiimin kalsiyum ve globulin seviyelerinin ise diistiigii gézlenmistir. Albiimin ve
AG (alblimin /globulin orani) azalmasinin OTA’ nin nefronda meydana getirdigi
hasardan, karacigerde glikojen tiikenmesinin de kan glikoz diizeyinin artigina neden
olacagi diisiiniilmiis, hipergliseminin ise pankreasin [ hiicrelerinden salgilanan
insiilinin serbest birakilmasimin azalmast veya sentezinin inhibe olmasindan

kaynaklandig1 kanaatine varilmustir (47).

Bu calismada ise 6, 9, 24 hafta boyunca OTA verilen deney grubu ile kontrol
grubunun glikoz seviyeleri karsilastirildiginda, deney gruplarinda belirlenen artisin

istatistiksel agidan 6nemli oldugu ve Kumar ve arkadaslarinin bulgular ile uygunluk

34



gosterdigi goriilmiistiir. Yine ¢alismamizda 6, 9, 24 hafta boyunca OTA verilen
deney grubunun insiilin degerleri, kontrol grubunun insiilin diizeylerine oranla daha
diisiik bulunmus, buna gore deney grubunda kontrol grubuna nazaran glikoz
diizeylerinin yiiksek olmasi ile birlikte bu sonuglar, OTA’nin diyabet gelisimine
katkisinin bir sonucu olarak degerlendirilmis, pre-diyabetik donemde ise glikoz
homeostazindaki bircok metabolik hasarin diyabete zemin hazirlayabilecegi

sonucuna varilmistir.

OTA ile ilgili farkli hayvan tiirlerinde (domuz si¢an vb) yapilan deneysel
calismalarda glikoz ve insiilin degerleri ile ilgili veriler yer almakla birlikte,
glukagon degerleri ile ilgili herhangi bir ¢aligmaya rastlanilmamis, dolayisiyla bu

calismada verilen glukagon degerleri ilk veriler olarak degerlendirilmistir.

Bu ¢aligmada glukagon diizeyleri deney gruplarinda yiiksek bulunmustur. Bu
durum OTA’nin pankreasin [ hiicrelerinde olusturdugu yikim sebebi ile «
hiicrelerinden salgilanan glukagon miktarinin relatif olarak artmasi sonucunda
oldugu diisiiniilmiistiir. Bu bulgular Ozmen ve arkadaslari’nin 2007 yilinda yaptiklari

calisma sonuglari ile uyumlu bulunmustur (67).

Calisma sonucunda son zamanlarda insan ve hayvanlarda artis gdsteren
DM’un insidensinde bir¢ok faktoriin etkili oldugu belirtilmekle birlikte, gidalarla
almman OTA’nin miktar ve siireye bagl olarak diyabet olusumundaki rolii tam olarak
ortaya konulabilmis degildir. Bu ¢alismada sicanlarda OTA’nin pankreas iizerinde
patolojik etkileri ve dolayisi ile DM olusumuna katkisi aragtirilmis, glikoz, insiilin ve
glukagon degerleri ile Olciilen pankreas hasarinin kalici oldugu ve bunun da DM’a

sebep oldugu kanaatine varilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Son zamanlarda Diabetes mellitus insidansinin insan ve hayvanlarda giinden
giine artt1g1, bu hastaligin gelisiminde birgok faktoriin etkili oldugu, gidalarla alinan
OTA’nin miktar ve silireye bagli olarak, DM’in olusmasinda etkili olabilecegi ancak

bu konu ile ilgili sinirli ¢alisma bulundugu bilinmektedir.

Bu calisma ile DM patojenezinde OTA’nin pankreas iizerine patolojik
etkisinin oldugu, glikoz, insiilin ve glukagon diizeylerinin pankreas hasarma bagl
olarak kalici1 sekilde ilerledigi ve bu durumun DM riskini artirdigi ortaya

konulmustur.

Arastirmada 6, 9 ve 24 hafta boyunca OTA verilen siganlarda 6lgiilen plazma
glikoz, insiilin ve glukagon degerlerinin DM etiyolojisine, hastaliktan korunma
konusundaki bilgi birikimine ve Diabetes mellitus’un erken dénemde tanisina katki
saglayacagi diistiniilmiis, bu konudaki ¢alismalarin siirdiiriilmesi gerektigi kanaatine

varilmstir.
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