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ONSOz

Saglikli beslenme toplum sagliginin vazgecilmez bir 6gesi oldugu gibi
kaliteli ve uzun yasamin da énemli bir kosuludur. Mikrobiyolojik ve kimyasal
kirletenlere maruz kalan besinler hem besin 6gesi degerini yitirmekte hem de
bircok hastaliga zemin hazirlamaktir. Son ylzyilin en énemli hastaliklarindan
biri olan kanserin nedenlerinin basinda hatali ve dengesiz beslenme
gelmektedir. Gidalarin uygun olmayan ortamlarda depolanmasi ve hatal
yontemlerle pisirilmesi basta karaciger kanseri olmak Uzere birgok
komplikasyona zemin hazirlayan aflatoksinler ve heterosiklik aminler gibi
karsinojenlerin olusmasina neden olmaktadir. Son yillarda bu konularda
yapilan c¢alismalar, olumsuz etkileri uzun yillar sonra ortaya ¢ikan ve gen
mutasyonlarina sebep olan bu tip karsinojenlerin etkisini tamamen ortadan
kaldirmayi veya azaltmayl amaclamaktadir. Ozellikle aflatoksinler gibi dogal
yolla sentezlenen karsinojenlerin detoksifikasyonu konusunda yapilan
arastirmalarin sayisinda bir hayli artis olmasina ragmen bu toksinlerin etkisini
tamamen ortadan kaldirma veya etkisini azaltma konusunda kesin bir basari
saglanamamistir.  Aflatoksinlerin  biyolojik yontemlerle detoksifikasyonu
konusunda gecmisten glinUmuze yapilan arastirmalarda laktik asit bakterileri
ve probiyotik bakterileriyle bluyuk basarilar elde edilmistir. Fonksiyonel gidalar
ve kefir gibi probiyotik icerikli besinlerin populer oldugu gunimuzde kefirin
saghk acisindan sayisiz yararlari ortaya atilmig fakat bu konudaki
arastirmalar sinirli kalmistir.

Molekuler tekniklerin ilerlemekte oldugu gunumuzde insan genomu
buyluk oranda desifre edilmis ve bu gelismelerin beslenme biliminin lehine
kullaniimasi ile molekiler nutrisyon, nutrigenetik ve nutrigenomik adli bilim
dallari ginumuiz ve gelecek yuzyila yonelik tibbi beslenme tedavisine farkl
bir bakis acgisi kazandirmigtir. Probiyotik mikroorganizmalarla birlikte birgcok
yararli organik bilesikleri iceren kefir igeceginin antikanserojenik,
antimutajenik etkilerini kanittamak amaciyla gergeklestirilen bu tez

calismasinin aflatoksin gibi karsinojen ve mutajenlerin in vivo biyolojik



detoksifikasyonu konusuna bir katki saglamasini ve bu konudaki yeni
¢alismalara i1sik tutmasini diliyorum.
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1. GIRIS VE GENEL BILGILER

Mikotoksinler, insanlarda ve hayvanlarda toksik, kanserojenik, mutajenik,
teratojenik ve Ostrojenik etkiler gosteren ikincil fungal metabolitlerdir.
Mikotoksinlerin insan ve hayvan sagligi uzerinde sergiledigi toksik etkiler
mikotoksikozis olarak adlandiriimigtir (112, 120, 154). Bu toksinlerin biyolojik
Ozellikleri ve canlilar Uzerindeki etkilerindeki farkliliklar, farkl kimyasal yapilar
sergilemeleriyle agiklanmistir (105). Mikotoksinler ilk kez 1960’da ingiltere’de
mikotoksinle kontamine vyerfistigi tlketen hindilerin toplu &limuyle
kesfedilmis ve literatlire “Turkey X hastali§i” olarak ge¢mistir (120). Bundan
sonra yapilan calismalar, aflatoksinlerin dinyanin birgok bdlgesinde gida
zincirlerini etkileyen potansiyel bir kanserojen oldugunu ortaya koymustur
(153). ilk mikotoksikozis vakalarinin bildirimesinin ardindan 300’den fazla
fungal metabolitin insan ve hayvanlar igin toksik oldugu ve aflatoksinle maruz
kalmanin insanlarda Kwashiorkor ile iligkili oldugu bildirilmigtir (49, 100).

Aflatoksinler mikotoksinlerin baslica Aspergillus Flavus, A. Paraciticus ve
A. Nomius tarafindan Uretilen sekonder fungal toksik metabolitlerdir (82,116).
Aflatoksin B4 (AFB1) memeliler i¢in bilinen en gucli hepatokarsinojen olup,
Dinya Saglk Orgitii (WHO)ne bagh Uluslararasi Kanser Arastirma
Kurulusu (IARC: International Association of Research in Cancer) tarafindan
1A kategorisinde kanserojen olarak siniflandiriimaya alinmisgtir. Aflatoksin M
(AFM1) hidroksile AFB; metabolitidir ve IARC tarafindan grup 2B insan
karsinojeni olarak siniflandiriimigtir (5).

Aflatoksin By'in Sitokrom P450 enzim sistemi ile aktive edilerek yuksek
reaktif ara Urin olan AFB1-8,9-epoksit'e donustugu gosterilmistir ki bu trin
daha sonra DNA'nin guanin kismina baglanarak 8,9-dihidro—8-(N’-guanil)-
9-hidroksiAFB{(AFB4-N’-Gua)’yi meydana getirir (30, 45). Karsinojenlerin
reaktif elektrofilik metabolitlerinin DNA ve diger hicresel makro molekillerle
kovalent bag kurmasi kanser olusumunun temel basamagidir (45).

Aflatoksinler, insan ve hayvanlarda enzimatik/enzimatik olmayan



antioksidanlari azaltarak lipit peroksidasyonuna ve bunun sonucunda da
hicre veya dokuda oksidatif hasara neden olurlar (127). Hucredeki non-
enzimatik antioksidanlarin  (glutatyon, askorbik asit) ve enzimatik
antioksidanlarin (glutatyon peroksidaz, katalaz ve superoksit dismutaz)
diuzeyi hicrenin savunma mekanizmasinin gostergesidir (25).

DNA, RNA, proteinler, karbonhidratlar ve lipitleri iceren hucresel makro
molekullerin batunlugu hucrelerin normal biyolojik ozellikleri igin onemlidir.
Genetik batinltgun saglanmasi 6zellikle genetik bilginin yeni hiicrelere dogru
bir sekilde aktariimasi i¢in oldukga ©onemlidir. DNA’daki herhangi bir
molekuler degisiklik mutasyonlara neden olabilir ki bunlar kalici ve sonraki
kusaklara aktarilabilen degisikliklerdir. Hucreler suphesiz ki ¢gevresel kimyasal
veya fiziksel ajanlardan kaynaklanan zararli/ters molekuller degisikliklere
verilen yanittaki gen ekspresyon profilleri ile farkhlasirlar/degisirler (55, 97).

Cok kucuk miktarda alinmasinin bile yukarida saydigimiz olumsuz etkileri
tetikledigi bilinen bu kanserojenlerin gunlik diyetimizden uzaklagtiriimasi
veya vicuda alinmis olsalar dahi etkilerinin en aza indirilebilmesi birgok
arastirmada oldugu gibi bizim de temel amacimizdir. Aflatoksin
detoksifikasyonunda kullanilan fiziksel ve kimyasal yontemler besin degeri
kaybi, organoleptik 6zelliklerin degismesi ve bazi reaksiyonlar sonucu saglik
agisindan istenmeyen 6gelerin olusumu gibi sonuglar dogurabilir. Tim bu
sebepler arastirmacilari biyolojik yontemlerin kullanimina yoneltmistir (11,
123, 148). Kefir igecegi ¢ok eski yillarda gunlik diyette yaygin olarak
tuketilmis hatta alternatif tipta antibiyotik rolinu Ustlenmigtir. Buna ragmen
Bilim ve Teknolojinin hizli ilerlemesi kargisinda antibiyotiklere yenik diserek
unutulmaya yUz tutmustur. Fakat son 15-20 yil igerisinde bilim adamlarinin
kefir ve diger fermente st drunlerinin olumlu etkileri Gzerine yogunlagsmalari
ile birlikte kefir ve icerigindeki probiyotik mikroorganizmalara olan ilgi
tuketicilerin de ilgisini cekmeyi basarmistir.

Kefir ve diger fermente sut Urlnleri ve igerigindeki laktik asit bakterileri ile
diger organik bilesiklerin antikanserojenik ve saglikli yasamdaki diger aktif
rolleri konusundaki ¢alismalarin sayisi hizla artmaktadir. Bununla birlikte bu

olumlu etkilerin mekanizmasi soru igareti olmaya devam etmektedir. Biz de



calismamizda kefir iceceg@inin toksin detoksifikasyonundaki olasi rolunu
biyokimyasal, fizyolojik, histopatolojik ve molekuler tekniklerle ortaya koymayi

ve daha ileri dizeydeki galismalara zemin hazirlamayl amacglamaktayiz.



1.1. AFLATOKSINLERIN YAPISI VE SENTEZI

Aflatoksinler iki furan ile bir kumarin halkasina sahip olduklari igin
kimyasal olarak difurokumarin grubuna dahildirler ve kimyasal yapilarina
gore, siklopentan halkasi tasiyan difurokumaro-siklopentan serisi (AFB;,
AFB,, AFM,, AFM,, AFM,s, Aflatoksikol) ve lakton halkasi tasiyan
difurokumarolakton serisi (AFG1, AFG,, AFGza, AFGM4, AFGM,, AFGMs3,
AFB3) olmak uzere iki gruba ayrilirlar (63,139,164). Furan halkasinin 8 ve 9.
Karbonlari arasinda doymamis bir ¢ift bag vardir ve bu bolge yuksek reaktif
epoksit yapida oldugundan biyoaktivasyon i¢in en uygun kisimdir (47, 48).

Aflatoksinler uygun kosullar altinda Aspergillus turleri tarafindan
kontamine edilmis karbonhidrattan zengin Ozellikle findik, misir, pamuk,
bugday gibi Urunlerde dretilirler (120). Bunlarin diginda sut, peynir, fistik,
badem, incir, baharatlar ve diger gida ve yem gesitlerinde bulunmaktadir.
Sut, yumurta ve et drtnlerinin de aflatoksin bakimindan kontamine olmalari
hayvanlarin aflatoksin iceren yemlerle beslenmesi sonucu gozlenir. Bununla
beraber aflatoksin kontaminasyonu bakimindan en yuksek riske sahip gidalar
misir, fistik ve pamuk tohumudur (39, 107, 132, 162).

Toksin salinimi igin kuf gelisimi tek basina yeterli degildir. Toksin
sentezi nem, 1Isl, substrat kompozisyonu, diger mikroorganizmalarin varlig,
oksijen ve genetik Ozelliklere de baglidir (28). Toksin geligimi i¢cin %15’in
uzerinde nem, 20-30°C sicaklik ve yeterli oksijen en uygun kosullardir.
Bunlarin yaninda ortamdaki karbonhidrat, lipit, protein, A vitamini
konsantrasyonlari ve pH'In §’in Uzerinde olmasi toksin gelisiminin diger
kosullari arasindadir (1, 169).



1.2. AFLATOKSINLERIN EMiLiMi VE METABOLIZMASI

Aflatoksinlerin metabolizmasi emilim, dagilim, biyotransformasyon ve
atiim olmak Uzere dort asamada gergeklesir (Sekil 1). Aflatoksinlerin disik
molekil agirlikli ve lipofilik molekuiller oldugu igin oldukga hizli emilirler. ince
bagirsagin proksimal ylzeyi kimyasallarin emilimi i¢cin en optimal kisimdir.
Emilen aflatoksin ilk olarak mezenterik venéz kan ile hepatik portal vene

gecer ve karacigere ulasir (81, 129).
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Sekil 1: Aflatoksinlerin toksikokinetigi (125)

Aflatoksinlerin karacigerde kanserojenik etkisini gosterebilmesi igin
biyotransformasyona ugramalari gereklidir. AFB4s metabolizmasinin temel
artnleri AFM4, AFQ¢ ve AFB+-8,9-epoksit (AFBO)'dir. Son arunler ise birer
epoksidasyon urinu olan AFBj-endo-8,9-epoksit ve AFB4-ekso-8,9-
epoksit'tir. Sadece, son urin olan AFB;-8,9-epoksit genotoksiktir ve
cogunlukla DNA ile bag yaparak (8,9-dihidro-N"-guanil)-9-hidroksi-AFB;
(AFB1-N’-Gua) kompleksini olusturur (33, 34, 70, 76).



Diger ksenobiyotikler gibi aflatoksinler de faz | (Aktivasyon) ve faz Il
(Detoksifikasyon) biyotransformasyona ugrayarak metabolize olurlar. Faz | ve
faz Il reaksiyonlarinin ksenobiyotik metabolizmasindaki amaci, bu bilesiklerin
sudaki ¢oézinurligund artirarak idrar veya safra ile vicuttan atimini
kolaylagtirmaktir. Faz | reaksiyonda lipofilik ksenobiyotikler daha polar
turevlerine donusurler ve faz Il reaksiyonlari ile bu polar metabolitler
glukronik asit, sulfat, glutatyon gibi endojen maddelerle baglanip vicuttan
atilirlar (33). Faz | (Aktivasyon) biyotransformasyon suresince metabolik yola
bagli olarak, AFB1 ya aktive olur ya da toksisitesi daha dusuk bilegiklere
donugur. Faz Il (Detoksifikasyon) metabolik yolda ise farkli transferaz
enzimleri faz | metabolitlerinin detoksifikasyon reaksiyonlarini katalize eder
(29).

1.2.1. Faz | metabolizma (Aktivasyon)

Aflatoksin metabolizmasi genis Ol¢clide karaciger ve vicuttaki diger
dokulardaki endoplazmik retikulumdan salinan sitokrom P450 (CYP450)
enzimleri aracihgiyla gergeklesir (Sekil2) (33). Sitokrom P450 enzimleri
aflatoksinleri de igeren birgok ksenobiyotiklerin metabolizmasini katalize
eden hemaprotein ailesine dahil bir enzim grubudur ve insan sitokrom P450
enzimleri birgok fonksiyona sahip mono-oksijenazlar ust enzim grubuna
dahildir. Bu enzimler NADPH-P450 kofaktorliginde elektron transfer
zincirinde terminal oksidaz vazifesi gériirler. insan genomu 50°’den fazla farkli
CYPP450 genlerini igerir ve bunlar 10 farkli gruba daha ayrilirlar (6, 90). Bu
enzimler yag asitleri, steroidler ve ksenobiyotiklerin metabolizmasindan
sorumludurlar. CYP450 ailesinin CYP1, CYP2 ve CYP3 gruplari ksenobiyotik
metabolizmasinda ana rolu Ustlenirler. CYP1 ailesinin Gyeleri CYP1A1,
CYP1A2 ve CYP1B1dir. CYP1A1 bir dizi PAH (Polisiklik Aromatik
Hidrokarbon) metabolizmasindan sorumludur. Bu enzimlerin birgogu
polimorfiktir ve farkli metabolik aktivitelerle meydana gelirler. Enzim
aktivitelerindeki genetik varyasyonlar endojen kimyasallarin karsinogenesisini

olumsuz etkileyebilirler (6, 144).
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Sekil 2: AFB4 Biyotransformasyonuna Genel Bakis (37)

CYP1A2 ve CYP3A4 tarafindan olusturulan yuksek reaktif bilesik olan
AFB-ekso-epoksit DNA’daki gunanin N’ pozisyonuyla kovalent bag
olusturarak somatik gen bozukluklarina neden olabilir. CYP1A2'nin cesitli
ajanlarla inhibe edilmesi AFB kaynakl karsinogenesis riskini azaltabilir (54,

121). Aflatoksinlerin faz | biyotransformasyonu mikrosomal sitokrom P450



(CYP450) enzim sistemi tarafindan gergeklestirilerek reaktif AFB4-8,9-
epoksit (AFBO), hidroksile AFB1 olan AFMi1 ve AFQ4, O-metilasyon sonucu
AFP, indirgenmis form olan aflatoksikol gibi metabolitler meydana gelir ki bu

da bir detoksifikasyon reaksiyonudur (33).

1.2.2. Faz Il Metabolizma (Detoksifikasyon)

AFB+’ in faz | metabolitleri glutatyon-S-transferaz (GST), B-glukronidaz
ve sulfat transferaz enzimleri araciligiyla faz Il biyotransformasyona maruz
kalarak sirasiyla AFB;-glutatyon, AFB4-glukronid ve AFBs-sulfat bilesikleri
meydana gelebilir. Buradaki baslica AFB-epoksit (AFBO) formasyonu AFB1-
glutatyon bilesigidir. Bu konjugasyon (Sekil 3) birgok memelide aktiflesmis
AFB¢in baslica detoksifikasyon vyoludur (12, 108). AFB;s-epoksit
detoksifikasyonunun enzimolojisi ¢ok az bilinmekle birlikte AFBO
detoksifikasyonunda GST’nin katalize ettigi glutatyon (GSH) ile konjugasyon
dnemli bir noktadir. insanlarda GST’nin M1-1 izoformu en énemli izoformdur.
M1-1, M3-3, P1-1, A1-1 ve A2-2 gibi GST izoformlarinin timu AFBO ile
konjugasyon yapma yetenegine sahiptirler (119, 146).

AFB4 metabolizmasi 8,9-¢ift bagin epoksidasyonu, furan ve lakton
halkalarinin hidroksilasyonuyla beraber dimetilasyonunu igerir ve sonugcta
olusan polar metabolitler glukuronidler, sulfatlar veya GSH ile baglanirlar. Bu
metabolitlerin safra veya idrardan izole edilebilmesi mumkundur. AFB4-GSH
konjugasyonu rat safrasindan izole edilen ana metabolit olarak bildirilmigstir
(3). AFB4-GSH bilesiginin olusum reaksiyonu AFB+in detoksifikasyonu ve
AFB+in hepatokarsinojenik etkisinin onlenmesi i¢in 6nemli bir metabolik
yoldur. Detoksifikasyonun GST araciligiyla gerceklesmesi canllarin AFB+’ e

kargi olan direncinin dnemli bir géstergesidir (119).
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Sekil 3: AFB4-Glutatyon Konjugasyonunun Metabolik yolu (166)

Glutatyon ile konjugasyon, ksenobiyotikleri de igeren aflatoksin
metabolizmasinin en onemli basamagidir. Glutatyon (y-glutamil sisteinil
glisin), glutamik asit, sistein ve gilisinden olusur ve kisa adi GSH olarak
bilinir (Sekil 4). Glutatyon molekultindeki sulfidril (-SH), molekulin elektron
aligverigi yapan kismidir (143). Nukleofilik grup gibi hareket eden bu kisim
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toksik metabolitlerin elektrofilik merkezlerine baglanarak onlari nétralize eder

ve suda ¢ozunur hale getirir (54).

i i
HaN"— CH — CH, — CH, ~C —NH—CH—C —NH—CH, — CO0”
| I
coo™ CH,
|

Glutatyon (GSH)

Sekil 4: Glutatyonun kimyasal yapisi (65)

Ksenobiyotikler, GST katalizérlugunde GSH ile baglanamama
durumunda DNA, RNA veya hucre proteinleri ile kovalent bag yaparak ciddi
hicre hasarlarina yol acabilirler (63, 91). Glutatyon ile ksenobiyotiklerin
olusturduklari bilesikler atilmadan once glutatyona ait glutamil ve glisin
gruplan spesifik enzimler tarafindan uzaklastirilirlar ve geri kalan sisteinil
kisminin amino grubuna asetil CoA kaynakl bir asetil grubu eklenir. Bu ileri
reaksiyonlar sonucunda meydana gelen bilesik idrarla atilima ugrayan l-asetil
sistein bilesigi olan merkapturik asittir. Merkapturik asit endojen toksinler,
karsinojenler ve ilaglarin metabolizmasi sonucu olugan 6nemli bir atim Grunu
olarak tanimlanabilir (58).

AFB+4-GSH ve diger GSH S- konjugatlarinin transportu ATP bagiml
GSH S-konjugat eksport pompasi (GS-X pompasi) olarak tanimlanan sistem
tarafindan gerceklestirilir ki bu sistem faz Ill ila¢ metabolik yolu eliminasyon
sisteminin bir bolimudur. GS-X pompasinin diger organ ve hucre tiplerinde
de var oldugu bulunmustur. Fakat AFB4-GSH transportundan sorumlu protein
veya proteinler fiziksel ve biyokimyasal olarak hentz yeterince

tanimlanamamigtir (77, 92).
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Sekil 5: Aflatoksin-GSH Konjugasyonu (92)

GST enzimlerini kodlayan genlerin siniflandiriimasi primer yapilarina,
enzimatik  Ozelliklerine, antikorlarla  ilgili  reaksiyonlarina, yapisal
karakteristiklerine, kimyasal affinitelerine, aminoasit dizilerine ve enzimlerin
kimyasal davraniglarina gore yapilmistir. GST enzim genleri a (alfa), gy (mu),
n (pi), o (sigma), 0 (teta), { (zeta), omega (Q) ve mitokondrial olmak zere
8 grubu igerisine alan bir Ust gruptur. Mitokondrial GST enzimleri kapa-class
olarak da adlandirilirlar. a 6. kromozomda, @ 1. kromozomda, n 11.
kromozomda, 0 22. Kromozomda, Q 10. Kromozomda, ¢ 4. Kromozomda ve
¢ 14. Kromozomda bulunmaktadir (62, 64, 146). p sinifi GST’ler (GSTM1,
GSTM2, GSTM3, GSTM4 ve GSTMS5) polisiklik aromatik hidrokarbonlarin
epoksit turevlerine karsi gosterdikleri yuksek katalitik aktiviteleri nedeniyle ilgi
cekmislerdir. Bu enzimleri kodlayan genler 1. kromozom Uzerindedirler.
Genetik polimorfizm goésteren y (mu) sinift GSTM1 geni 8 ekson ve 7
introndan olusmaktadir (117) ( Sekil 6).
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Sekil 6: insan 1. Kromozomu ve GSTM1-GSTM5 Lokusu (a), M Sinifi
Glutatyon S-Transferazlar ve GSTM1 Geni Ekzon ve intron Bélgeleri (b)
(124).

GST-y, GSTM1 geni tarafindan, GST-6 ise GSTT1 geni tarafindan
enkode edilir. Bu gen bolgelerindeki homuzigus delesyonlar (null genotip)
enzim eksikligiyle sonuglanir ve bundan dolayl detoksifikasyon yetenegi
azalir. Cesitli calismalarda GSTM1 genotipinin yoklugunun HCC riskini
artirdigi bildirilmistir. GST-p ve GST-0 izomerlerinin glutatyon ile AFB4-8,9-
ekso-epoksit  konjugasyonunu en fazla etkileyen izomerler oldugu
bildirilmigtir. GSTT1 geninin homozigus delesyonunun Afrika orijinli
insanlarda %24-38 oraninda oldugu kaydedilmistir. GSTT1-null genotip ve
aflatoksin-albumin konjugasyonu ile kronik hepatit B (HBV) virusu arasinda
iliski oldugu bildirilmigtir (13, 23).

GSTM1, p sinifinin  bir dyesidir ve genel popllasyonda gen
delesyonlarindan dolayi yokluguna yaklasik %50 oranda rastlanir. GSTM?1’in
polimorfik ekspresyonu, AFB1-8,9-epoksit gibi yUksek reaktif epoksitleri
inaktive etme yetenegiyle iligkilendirilmistir. Birgok g¢alismada GSTM1 null
genotip ile akciger, mesane, larinks ve deri kanseri riskinin artmasi arasinda
iligkiler ortaya konulmustur. GSTM1 hepatosellller karsinoma igin duyarli bir
gendir. GSTT1 de GSTM1 gibi duyarhdir. GSTT1 ve GSTM1 GST ailesinin
uyeleridir ve harici kimyasallari detoksifiye etme yetenegine sahiptirler. Bu
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genlerin  olmamasi durumunda detoksifikasyon yetenegi ortadan
kalkmaktadir (16, 93).

Yukarida bahsedilen reaksiyonlarin 1sidinda detoksifikasyon enzimleri
DNA-toksin formasyonlarini 6nlerken, DNA onarici enzimler gen butinlGginu
koruyarak genomik mutasyonlari ve hucresel neoplastik transformasyonlari
Onlerler. Cunku detoksifikasyon enzimlerinin genetik polimorfizmi ve DNA
onarici enzimler DNA hasarlarini ve gen mutasyonlarini etkileyebilirler,
detoksifikasyonun bu dikkate deger noktasi ve DNA onarim kapasitesi sik sik

insan kanserleri ile iliskilendirilmigtir.



14

1.3. AFLATOKSINLERIN INSAN SAGLIGI UZERINDEKI ETKILERI

Aflatoksin B4, identifiye edilen en gucli genotoksik ve
hepatokarsinojenik ajan olarak bildirilmistir ve ¢cogunlukla kifle kontamine
gidalarin tiketimiyle insan sagligi agisindan risk olusturur (109). AFB;4, tim
hayvan turlerinde, kuslarda, baliklarda akut toksisite gostermekle birlikte LDs
dizeyi 0,3-9 mg/kg arahginda dedismektedir. Aflatoksin B4 alimindan 12-24
saat sonra sute AFM; olarak salinir (27, 94, 158).

Aflatoksinlerin gida maddelerinde bulunduklarinda Hepatoselltler
Karsinoma (HCC) icin risk faktori oldugu, Hepatit B virisi (HBV) ile
etkileserek karaciger kanseri modifikasyonunda énemli bir rol oynadidi iyi
bilinmektedir. Toksin karacigerde metabolize olduktan sonra DNA’da guanine
baglanarak TP53 tumor supresor geninin 249. kodonunda mutasyonlara yol
acabilir (12, 33, 37).

Aflatoksine maruz kalma ile insanlardaki akut hepatotoksisite
arasindaki iligki konusundaki ¢aligmalar sinirlidir. Fakat akut karaciger hasari
vakalari, akut aflatoksikosis ile iligkilendirilmistir (38, 99). Kenya’da Haziran-
Temmuz 2004 suresince 317 akut aflatoksikosis vakasi bildiriimis ve bu
vakalardan 125’i 6lumle sonuclanmigtir. Risk faktorleri arastirildiginda misir
orneklerinde aflatoksin konsantrasyonunun 4400 ppb yani tolere edilebilir
limit olan 20 ppb’den 220 kat daha fazla oldugu goértlmustar. Bu salginlarin
Asya ve Afrika’da periyodik olarak genigledigi bildirilmistir (7).

Peracia ve ark. (1999) insanlarda akut gastrointestinal toksisite
semptomlarini kusma, daire, yuksek ates, abdominal agri, 6dem ve cesitli
gastrointestinal erozyonlar olarak agiklamigtir. Fakat bu etkilerin farmakolojik
mekanizmasi aciklanamamistir  (120). Luzi ve ark. (2002) Guinea
domuzlarindan izole ileum’da aflatoksinlerin akut etkilerini arastirmiglar ve
gastrointestinal etkilerin sebebini sinir terminallerindeki ACh (Asetil kolin)

stimUlasyonuna baglamislardir (99).
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Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar (PAH) ve AFB: gibi genotoksik
karsinojenlerin kansere sebep olmalari, DNA'daki bazlarla kovalent bag
yapma yeteneklerine baglanmigtir. Bu gibi bilegiklerin metabolizmasi
hucresel makro molekullerle reaksiyona girebilme yetenegine sahip ara
urtnler olugturabilen sitokrom P450 araciligiyla gerceklesir. Bu Uranler
DNA'daki bazlarla kovalent bag yaparak karsinojen-DNA Dbilegigini
olugtururlar. Hasarli hucreler bu bilegiklere baglanarak DNA kodlarinda
mutasyonlara neden olurlar. Aflatoksinlerin metabolik etkileri asagidaki gibi
siralanabilir (33, 88, 115, 120).

1. DNA sentezinin, DNA bagimli RNA polimeraz aktivitesinin, mRNA
sentezinin ve protein sentezinin inhibisyonu,

2. Kromozomal bozukluklar, programlanmamis DNA sentezi, kromozom
kiriklari,

3. Hipoalbuminemi (Kwashiorkordaki hipoalbuiminemiye de aflatoksinlerin
sebep oldugu dustnulmektedir),

4. Pihtilagsma faktorleri sentezinin inhibisyonu,

5. Immin sistemin baskilanmasi,

6. Fibrozis ve safra kanali proliferasyonuna bagli olarak karacigerde lipit
dejenerasyonu,

7. Cesitli enzimlerin aktivitelerinin azalmasi,

8. Glikoz metabolizmasinin dizensizligi,

9. Lipit sentezinin (fosfolipitler, serbest yag asitleri, trigliseritler, kolesterol
ve esterleri) inhibisyonu,

10. P53 timor supresor genlerinin mutasyonu,

11.Reaktif oksijen turlerinin olusumu (ROS), mutajenik malondialdehit

(MDA) olugsumuyla lipit peroksidasyonu ve hicre hasarlari.

AFB+-8,9-epoksit hlicresel proteinlerle ve nikleik asitlerle kovalent bag
olusturur. AFB4-DNA bilesigi konsantrasyonlari ile insan ve hayvanlardaki
karaciger kanseri arasinda dogrusal bir iligki vardir. Bu iliski Sekil 7’de
Ozetlenmigtir. AFB4-epoksitin dnemli bir miktari glutatyon gibi gesitli endojen
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ve ekzojen bilesiklerle badlanarak zararsiz hale getirilebilmekle birlikte toksin

ince bagirsaktan emildikten sonra kolayca plazma albimin ile baglanir (125).

AFLATOKSIN ] —>
Metabolitleri

GSH ile

Koniugasyon

Epoksidasyon

Uriinleri
DNA ile
Koniugasvon
Dlhldrodlol

Proteinlerle
Konjugasyon

Sekil 7: Aflatoksinlerin Metabolik Etkileri

Reaktif ara trin olusumu sitokrom P450 vasitasiyla 8,9 vinil baginin
oksidasyonunu gerektirir ve ara urin olan AFB;-8,9-epoksit genotoksik

Ozellik gosterir (71).
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8,9-dihidro-8(N7-guanil)-9-hidroksi-AFB;
(AFB;-N"-Gua)

Sekil 8: 8,9-dihidro-8(N7-guanil)-9-hidroksi-AFB; (66).

AFBs-N"-Gua kompleksi (Sekil 8) stabil degildir ve spontan
depurinasyon sonucu apdurinik bir kisim meydana gelir, eger bu hasar
onariimazsa G—T ve G—A mutasyonlari meydana gelir. Aflatoksin Bi'e
maruz kalmis ratlarda olusan karaciger tumorlerinde yapilan ¢alismada ras
onkogenlerin 12. kodonunda G—T, G—A mutasyonlari belirlenmistir.
Hepatosellller karsinomali insanlarda yluksek dizeyde aflatoksine maruz
kalinan bolgelerde yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda P53 tumor supresor
geninin 249. kodonunda spesifik G—T mutasyonlari belirlenmistir (20).
Sonraki reaksiyonda ise hidrolitik form ya abazik kisma alinir (AP) veya
hidrolitik reaksiyona maruz kalarak guanindeki imidazol halkasi acilarak
stabillesir ve kalici formadoprimidine (AFB4-FAPY) derivatifleri meydana
gelir. AFB4-N’-Gua halkasinin agilmasiyla olusan formlardan en yaygin
olarak izole edilmis olani AFB4-FAPyr'dir (Sekil 9). Ratlara AFB; injekte
ediimesiyle hepatik DNA'nin yaklasik %80’'inde AFB4-N"-Gua, %7’sinde ise
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AFB4-FAPyr olusumu tespit edilmigti. Bu formasyonlar, genetik

mutasyonlarin ve tumaor olugsumunun ilk gostergesi olarak saylimaktadir (33).
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Sekil 9: AFB+-FAPyr Halkasinin Kimyasal Yapisi (33)

AFB+-DNA  formasyonunun gerceklesmesi AFB; kaynakl
hepatokarsinogenesis baslangici igin kritik bir adimdir. Bu mekanizma tam
olarak anlagiimamakla birlikte, toksisitenin AFBin karacigerde sitokrom
P450 ile metabolizmasi suresince meydana gelen intraselliler superoksit
anyon, hidroksil radikal ve hidrojen peroksit (H2O,) gibi reaktif oksijen
turlerinden (ROS) kaynaklandigi ileri strGlmustir. Bu tirler membranlar gibi
¢Ozunebilir hicre bilesenlerine hicum eder ve sonugta hicre fonksiyonlari
zayiflayarak sitolizis meydana gelir (152).

Hepatosellller karsinoma gelisimi ile iligkili major etiyolojik faktorler,
hepatit B ve hepatit C virUsleridir. Bazi ¢cevresel faktorler ise AFB;, diyet kuf
kontaminasyonu, polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), c¢evresel
kirleticilerdir. Uriner aflatoksin metabolit diizeylerinin ve AFB-guanin atiminin
Olcimu ve plazmada AFB4-Albimin 6lgimu ve karaciger dokusunda AFB1-
DNA, 4ABP-DNA ve PAH-DNA bilesenlerinin dlgimleri calismalarda riskin
gosterilmesinde kullanilan kriterler arasindadir (128, 157, 160, 168).

Aflatoksinler hepatik kanserle birlikte malnatrisyon prevelansinin
yuksek oldugu 3. Dunya Ulkelerinde malnutrisyonla iligkilendirilmistir (149).
Ayrica aflatoksin ile Reye’s Sendromu, kwashiorkor ve akut hepatit arasinda
da iligki oldugu bildirilmigtir (100, 156).
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Aflatoksinler serum, idrar, bdbrek, karaciger ve akcigerlerden
kolaylikla izole edilebilirler ve konsantrasyona bagli olarak hastaliklarin
morbiditesini artirirlar. Aflatoksinlerin karacigerin albimin Gretme kapasitesini
azaltarak kwashiorkor ile iliskilendirildigi bildirilmistir (100). Aflatoksine maruz
kalan Bati Afrika cocuklarinda bayume ve gelisme oOnleyici, kilo kaybettirici ve
immuan sistem fonksiyonlarini baskilayici etkilere yol actigi belirlenmistir
(156).

Alinan toksin duzeyine ve maruz kalma suresine baglh olarak;
aflatoksin alimi ile serum alkalen fosfataz (ALP), gamma glutamil transferaz
(GGT), asit fosfataz, laktik dehidrogenaz (LDH), ornitin karbamoil transferaz,
alanin aminotransferaz (ALT), aspartat amino transferaz (AST), lipit
peroksidaz ve izositrik dehidrogenaz etkinligi ile serum biluribin duzeyi
artarken, serum protein, protein kaynakl olmayan azot, ure, hemoglobin ve
pihtilagsma faktorlerinin miktari 6nemli Olcude azalma gosterir (4). Ayrica
suksinat dehidrogenaz, glikoz-6-fosfataz, glutatyon peroksidaz, katalaz,
superoksit dismutaz ve glutatyon rediktaz enzim aktivitelerinde de azalma
meydana gelir. Serum ALT, AST, ALP, asit fosfataz ve LDH duzeylerindeki
artislar  karaciger hasarinin  6nemli  gostergelerindendir.  Karaciger
hacrelerindeki lezyonlarda ve parensimal hicre nekrozlarindaki karaciger
hasarlarinda oldugu gibi bu enzimler kan dolagimina salinirlar (29, 36, 131).

Mitry ve ark. (2000) AFB<’in ratlarda hepatik fosfotidilinositilkinaz ve
protein kinaz-C hucre sinyal sistemlerinin anahtar enzimlerinin aktivitesini
stimule ettigini bildirmislerdir. Fosfotidilinositol halkasinin stimulasyonu DNA
sentezinin aktivasyonuna katkida bulunur ve AFB/in olasI toksik ve
karsinojenik aktivitesine karsi uyarici rol oynar. Ayrica 6zellikle akcigerler,
dalak, karaciger, beyin, bobrekler ve kalpteki cAMP ve cGMP hidrolizis
enzimlerini de inhibe eder. Muhtemelen siklik nukleotid fosfodiesteraz
(PDE)'In da inhibitéraddr. Hucresel siklik nikleotid duzeylerinin degisiminin
aflatoksin aktivitesinde énemli bir yol olduguna inaniimaktadir (131).

Aflatoksin B+’in tavsan karacigeri Uzerine olan etkilerinin histopatolojik
ve biyokimyasal yontemlerle arastirildigi bir calismada; AFB+ birinci gruptaki

tavsanlara 5 ug/kg/gln, diger gruptaki tavsanlara 7,5 pug/kg/gun olarak iki ayri
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dozda 12 hafta sure ile gun asiri verilmis, histopatolojik olarak parankimde
vakuoler dejenerasyon, guve yenigi seklinde nekroz gorulmus, portal alan ve
cevresinde ise lenfositler ve bazi tavsanlarda eozinofil |0kositleri de iceren
iltihabi infiltrasyon ve safra duktus proliferasyonu izlenmistir (147).

Epidemiyolojik calismalar, aflatoksin alimi ile hepatit B ve C virus
enfeksiyonlarinin karaciger kanseri ile iligkili oldugunu ortaya koymustur (110,
146). 2004 yilinda Kenya’da 317 akut aflatoksikosis vakasinda akut hepatit
oldugunu ve 125 oliumun gergeklestigi bildiriimistir (7). Epidemiyolojik veriler
AFB+e maruz kalmis insanlarda CYP3AS5 polimorfizmlerinin mutajenik AFB1-
8,9-epoksit dizeyleriyle iligkili oldugunu (6zellikle CYP3A4 dusik bireylerde)
ortaya koymustur (165). insanlarda AFB;-ekso-epoksite karsi en yiksek
aktiviteyi GST gosterir ki polimorfik hGSTM1-1’in cogu insan populasyonunun
%50’sinde eksikligine rastlanmistir (143).

Arjantin’de karaciger hastaligi olan 20 vakanin serum Orneginde
AFB1 konsantrasyonu 470 pg/ml oldugu bildiriimis ve serum aflatoksin-
albimin reaksiyonunun varli§i Ganbia’da immin sistemi baskilanmig
cocuklarin %93’Un de tespit edilmigtir (152, 161). Cinli yetigkinlerde diyetle
AFB4 alinmasi ile idrar AFMq duzeyleri arasinda pozitif korelasyon tespit
edilmigtir. HCC tespit edilen bireylerde kontrol grubuna gore idrardaki
AFM7in 5,8 kat daha fazla oldugu bildirilmistir. AFBs'e maruz kalan bazi
bireylerin idrarinda ise AFQ tespit edildigi rapor edilmigstir (126).

Aflatoksine maruz kalim yasam boyu etkilidir ve yuksek dozda maruz
kalma ile erken suregte HCC ve buyume geriligi arasinda guglu bir iligki
kurulmustur. Gebelik slresince annenin aflatoksine maruz kalmasi uterusu
etkiler ve anne sitlinde aflatoksin M4 gorilmesine sebep olur. Aflatoksin-
albumin kompleksi, Gambia, Guinea ve Benin gibi Bati Afrika Ulkelerinde
maruz kalan bireyler i¢in spesifik biomarker olarak bildirilmis ve bu bireylerin

yuksek dozda aflatoksin aldigina isaret edilmigstir (120, 126).
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1.4. AFLATOKSINLERIN BiYOLOJIK DETOKSiIFIKASYONU

Uretim ve depolama asamalarinda uygun kuf Gremesi ve aflatoksin
olusumu engellenemediginden, arastirmalar gida ve yem maddelerindeki
mevcut aflatoksinin detoksifikasyonu tUzerine yogunlasmistir. Bununla birlikte,
depolama kosullari Urinleri boceklerden koruyacak, nem artigini nleyecek,
rizgardan ve  sicaklik  degisimlerinden  etkilenmeyecek  sekilde
dizenlenmelidir. Ortam sicakhgindaki ani dususler, Grin icinde nem
kondansasyonuna neden olmakta, bu da yine Urun i¢inde “islak cep” olarak
adlandirilan 1slak noktalar meydana getirmektedir ki, mikotoksinler bu
ceplerde hizla gelisebilmektedir (9, 11, 169). Funguslar aerobik
mikroorganizmalar olduklari igin oksijensiz ortamda iyi gelisemezler. Ozellikle
patulin ve penisilik asit Uretimi dusuk oksijen konsantrasyonlarinda hizla
azalmaktadir. Fungal gelisime imkan vermeyecek sartlarda uzun sure
depolama canli fungus miktarinda azalmaya neden olacaktir. Bu nedenle
gidalarin  depolandiklari  atmosferik ortamin  kompozisyonu fungus
kontrolinde dikkate alinmasi gereken noktalardan birisidir (11, 106, 116,
145).

Risklerin azaltiimasindaki yaklasimin gidalardaki toksin seviyesinin en
aza indirilmesi ile mamkun olacagdi bildirilmistir. Gelismis Ulkelerde kati gida
yonetmelikleriyle basariimasina ragmen, problemin daha yaygin oldugu
gelismekte olan Ulkelerde kontrol olgumlerinin basarisiz oldugu acikga
gorulmektedir. Gelismekte olan Ulkelerin ylUksek riske sahip bolgelerinde
Onleyici stratejilerin kesinlestiriimesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu stratejilerin
guvenli olmasi, pahali olmamasi teknolojik acgidan uygun olmasi
gerekmektedir (44, 74, 96).

Aflatoksinlerin  toksikolojik aktivitesi iki Onemli noktadan ileri
gelmektedir; bunlar fizikokimyasal ve biyokimyasal karakteristikler olarak
tanimlanirlar. ilk nokta furfuran halkasinin C:8,9 pozisyonundaki cift bagdir.

DNA-protein interaksiyonlari bu noktada gergeklesir ve bu makro molekullerin
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normal biyokimyasal fonksiyonlari degiserek hicresel diuzeyde sagliga zararli
etkilere yol acgar. Ikinci reaktif grup ise kumarin bilesiklerindeki lakton
zinciridir. Lakton zinciri, degredasyon igin zayif bir nokta olmasi nedeniyle
kolaylikla hidrolize olur. Buradan yola c¢ikarak degredasyon islemlerinde
temel amag terminal furan halkasindaki ¢ift bagin yok edilmesi veya lakton
zincirinin  pargalanmasidir. Lakton zincirinin agillmasi terminal furan
halkasinin DNA ve proteinlerle etkilesiminin 6nune gecer. Bu reaksiyonlar
sonucunda AFB;, aflatoksin Q1, P4, D1, B2a, B1S, G4 ve B, ye indirgenerek
toksisitesi azalir (106, 108, 118, 133).

Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) gibi laktik asit bakterileri
suslarinin biyolojik detoksifikasyon ama ciyla kullanimi ¢ok idealdir. Cunku
bu tip bakterilerin oral olarak kullanimi mimkuin olan probiyotiklerdendir. LGG
ve diger birgok laktik asit bakterileri probiyotik 6zelikte olduklarindan insan
gastrointestinal sistemi igin ¢ok yonlu yararlar saglarlar ve bunlarin saglikl
diyetlerde glvenle kullanimlari ¢ok eskiye dayanir. Cesitli ¢alismalarda
probiyotiklerin aflatoksinleri degrade ettikleri bildirilmis olsa da bu konuda ¢ok
yonll in vivo galismalara gereksinim vardir (85, 86, 111, 118).

El-Nezami ve ark. (1998) probiyotik laktobasillerin aflatoksinleri
kontamine sivi medyumdan uzaklastirdigini gostermislerdir. Bu olayin
toksinin bakteri hucre duvarina hapsedilerek metabolik yikimlanmasinin
gerceklestigi seklinde oldugu dusinilmektedir (42). Bu mekanizma henlz
anlasiimamakla birlikte Haskard ve ark. (2000) canli bakterinin hucre
duvarindaki protein ve karbonhidrat komponentlerinin etkili oldugunu ileri
surmuslerdir (60). GuUnumuzdeki c¢alismalar probiyotiklerin  aflatoksin
baglayici etkisini daha ¢ok desteklemekte ve Avrupa Gida Endustrisinde st
ve probiyotik kulturlerin kullanildigi aktariimaktadir (41, 46, 118). Bazi
arastirmacilar ise laktik asit bakterilerinin aflatoksin biyosentezini inhibe
ettigini fakat kontamine ortamdan geri almada etkisinin olmadigini ileri
surmuslerdir (11, 72, 85). Alti farkli laktobasil ve bifidobakteri suslarinin
kullanildigi bir ¢alismada bu suslarin AFB¢i baglama kapasitesi in vitro
kosullarda %5,8-31,3 olarak bulunmustur (44).
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El-Nezami ve ark. (2001-2007) yaptiklari ¢galigmalarda 250°den fazla
laktik asit bakterisi izole etmisler ve bunlar arasinda aflatoksinleri baglamada
en etkili suslarin Lactobacillus rhamnosus GG ve LC-705 suslar oldugunu
bildirilmiglerdir (44, 117). Lactobacillus rhamnosus GG ve LC-705 suslarinin
intestinal limende AFB; baglama yetenedi in vivo kosullara bir tavuk
duedonumu kullanilarak arastirildigi baska bir galismada ise Lb. rhamnosus
GG susunun AFB{i %54 oraninda, LC-705 susunun ise %44 oraninda
baglandigi tespit edilmigtir (122). Ayni arastirmacilar Lb. Rhamnosus GG ve
LC-705 suglarinin  aflatoksin  baglama yeteneklerini sivi  ortamda
kargilastirmiglar ve her iki susun da aflatoksini ayni oranda (%80)
bagladigini bildirmiglerdir (40, 43). Canli ve 1si ile inaktive Lb. rhamnosus GG
ve LC-705 suslarinin AFM{i detoksifiye etme oranlarinin karsilastinldigi
baska bir calismada ise elde edilen sonuglar canli ve 1si ile inaktive suglarin
her ikisinin de aflatoksinleri detoksifiye ettigini gostermistir (87).

Yogurt olusumunun AFM; miktarini etkilemedigi ileri surulmusken,
Munksgaard ve ark. (1987) sute bagh olarak AFM; miktarinda bir artis
gozlemlemiglerdir. Bazi ¢calismalarda, yogurttaki asitlik sebebiyle AFB'in tam
bir transformasyonla hidroksi derivatt olan AFBj,ya donustigu, bazi
calismalarda ise, yogurt ve asidifiye sutte AFM; miktarinda %97 gibi ylksek
oranlarda bir azalma oldugu ve durumun enzimatik, mikrobiyal ve asit
koagulasyonu sonucu AFMy’in degredasyona ugramasindan kaynaklandigi
ifade edilmistir (103). Portekiz’ de 96 ticari yogurt orneginin (48 normal, 48
cilekli) AFM; icerigi HPLC ile analiz edilmis, orneklerin 18 (%18,8) ’inde 19-
98 ng/kg AFMy bulunurken 78 (%81,2)'inde toksine rastlanmamigtir (103).
AFM; ile 1,7-2,0 ug/l oraninda kontamine edilmis sutlerle yapilan peynirlerde,
peynir olusumundan sonra peynirdeki toksinde %60, peynir alti suyundaki
toksin miktarinda ise %40 oraninda azalma gérilmastir (95). iki farkli dozda
(708 ppb, 542 ppb) AFM, ile kontamine ettigimiz sitlerle elde ettigimiz kefir
ve yogurdun fermantasyon sonrasi ve gesitli depolama periyotlarindaki AFM;
konsantrasyonu oOlgerek gergeklestirdigimiz daha onceki ¢alismamizda ise;
fermantasyon sonrasinda AFMy’in yikimlanma oranini kefirde % 51.57-88.17,
yogurtta % 33.71-70.24 olarak bulunmustur. Ayni ¢alismamizda bir gunluk
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depolama sonrasinda kefirde % 37-68,02, yogurtta % 35,71-58,22 oraninda;
15. gunun sonunda ise kefirde %35,43-65,98 ve yodurtta ise % 25.14-%
64.88 oraninda detoksifikasyon gerceklestigi tespit edilmistir (114).

Karunaratne ve ark. (1990) Lb. acidophilus, Lb. bulgaricus ve Lb.
planatarum suslarinin kuf gelisimini 6nledigini ve aflatoksinleri degrade
ettigini gostermistir (75). AFB ile kontamine edilmis yogurt ve asit ilave
edilmis sit ile yapilan ¢alismada yogurttaki aflatoksinlerin %90-97 oraninda
azaldigi, sitrik, laktik ve asetik asit eklenmis sutte ise %73-90 arasinda
azalma oldugu bulunmus, yodurttaki detoksifikasyonun daha fazla olmasi
laktik asit bakterilerinin metabolik aktivitesine baglanmigtir (130). Yogurt, kefir
ve ayranla yapilan baska denemeler de bu sonuglari desteklemistir (163). Lb.
rhamnosus GG susunun AFB/’i baglama yetenedi Kankaanpaa ve Tuomola
(2000)'nin caco-2 adhesion (yapisma) modeliyle gosterilmistir (72). Bu susun
aflatoksini baglama yetenegdi %5-30 olarak bulunmugtur. Buradan hareketle
probiyotik bakterilerin adhesion 6zelliklerinin aflatoksin—-bakteri kompleksini
artirma yoluyla aflatoksinleri alikoyabilecegi ve incebagirsaktaki aflatoksin
birikimini azaltabilecegi dusunulmustur. EI-Nezami ve ark.(1998) Aflatoksin
ile Lb. rhamnosus GG ve LC 705 suslari ve Propionibacterium freudenrichii
ssp. shermani JS susunun adhesion yetenegini arastirdiklari c¢alismada,
AFB4 ve laktobasil suslarinin kompleks formlarinin stabilitesinin in vitro
kosullarda 1 saat oldugunu bulmuslardir. Canli, 1si ile inaktive ve asit ile
inaktive bakterinin benzer yanit verdigi, Bifidobakterium’un AFB, Uzerinde
daha etkili oldugu baska galismalarda da belirtilmistir (42).

Canli bir bakterinin aflatoksini baglama yetenegine sahip olabilmesi
icin sayisinin 10”den fazla olmasi gereklidir ve bu baglanma aflatoksin
molekulinun bakteri hiuicre duvarindaki karbonhidrat ve proteinlerle hidrofobik
bir bag kurmasiyla gergeklesir (141). Yirmi gonulli Gzerinde yapilan pilot bir
calismada deneklerin 10 tanesine liyofilize LC705 kapsulu verilmis ve fekal
serbest AFB1 miktarinda azalma goézlenmigtir. Bagska bir ¢alismada ise 90
saghkh erkek 2 gruba ayrilarak, birinci gruba miks olarak LC705 ve
Propionibacterium freudenrichii subsp. shermanii suslari 5 hafta slresince

glinde 2 kez verilmis, diger gruba ise plasebo igirilmistir. Bu deneklerden
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baslangigta, 3 ve 5. haftalarin baglangicinda ve 5. haftanin sonunda olmak
lizere 4 kez idrar ornekleri alinarak AFB-N’-guanin analizi yapilmistir.
Sonucta plasebo alan grubun idrarinda AFB-N’-guanin atiminda énemli bir
farklihk gorulmezken, probiyotik alan grupta 3. haftada %36 ve 5. haftada
%55'lik  bir azalma gobzlenmigtir. Bu arastirmacilar  probiyotik
suplementasyonunun karaciger kanseri riskini azaltabilecegini bildirmiglerdir
(44).

Yogurt ve kefir gibi temel fermente sit GrUnleri hayvan sutlerinin ya
laktik asit bakterileri ya da mayalar veya her ikisinin kombinasyonunun
inkiibasyonu sonucu elde edilirler (102). Sutteki tUm besin maddelerini
icerdigi icin kefirin besin degeri oldukca yiiksektir. inkilbasyon asamasinda
sinbiyotik bir yagam surduren bakteriler ve mayalar, sutteki proteinleri pepton,
peptit ve amino asitlere, laktozu da laktik asit ve etil alkole kadar
parcaladiklarindan  sindirim  problemlerini ortadan kaldinirlar.  Bazi
calismalarda kefir Uretimi sonucu olusan asetik asit, H,O, (Hidrojen Peroksit)
gibi antibakteriyel maddeler ve antibiyotiklerin E. Coli ve Salmonella gibi
patojen bakterileri inhibe ettigi bildirilmigtir (142, 167).

1.4.1. Kefirin Tarihgesi ve Etki Mekanizmasi

Kefir, kefir tanelerinin sit ile inkibasyonu sonucu asidik ve alkolik
fermantasyonlarin meydana getirdigi bir sit Grinudur (140). Gorski (1994)
tarafindan 21. ylzyilin yogurdu olarak tanimlanan kefir, kefir tanelerinin dogal
mikroflorasinin esansiyel komponentlerle fermantasyonu sonucu elde edilen
bir essiz sut Urinudur (14, 167). Tarihgesine bakildiginda kdkeninin Kafkas
Daglar oldugu goérulmektedir. Kafkasya’da Elburus Daglari eteklerinde
yapilmis ve yapimi uzun bir sure gizli tutulmustur (84).

Taneler beyaz-sarimtirak renkte ve gaplari 1-2 mm’den 3-6 mm’ye
kadar degismektedir (Resim 1). Fermantasyondan sonra suzulerek tekrar

kullanilabilmesi en dnemli 6zelliklerindendir (138).
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Resim 1: Kefir taneleri

Kefir igecegi bilesiminde %0,5-1,5 etil alkol, yaklasik %0,7 sut asiti ve
kullanilan sutin yag oranina bagl olarak degismekle birlikte, ortalama %3,2
yag barindirmaktadir. Organoleptik bakimdan aciliga kagmayan eksimsi bir
tat, hafif maya aromasi, yumusak kivamli ve CO; igeriginden dolayi hafif
kopuklu, ferahlatici niteliklere sahiptir (140).

Kefir tanesinde yer alan mikroorganizmalar incelendiginde, en zengin
koloniyi olusturan kismin, disa yakin kisim oldugu goérulmuastir. Bu kisimda
bakteriler basta olmak Uzere ¢ok az sayida mayalar bulunurken, tanenin
merkezine yakin kisimlarda ise mayalar miktarca artarken bakterilerin
azaldigi bildirilmistir (68). Kefir taneleri, icerisinde simbiyoz halde yasayan
laktozu fermente eden ve etmeyen mayalar ile homofermentatif ve
heterofermentatif laktik asit bakterileri ve asetik asit bakterilerinin farkli
turlerini iceren kompleks bir mikrofloraya sahiptir (50). Taneler laktobasil,
laktokok ve leukonostok tirlerini igerir. Kefirdeki Laktobasil turleri
Lactobacillus caucasicus, Lb. casei, Lb. plantarum, Lb. acidophilus, Lb.
kefiranofaciens, Lb. cellobiosus, Lb. bulgaricus, Lb. helveticus spp. jugurti ve
Lb. Lactis; laktokok turleri Lactococcus lactis spp. lactis, Lact. lactis spp.
lactis biovar diacetylactis, Lact. lactis spp. cremoris, Streptococcus
thermophilus, Lact. filant ve Streptococcus durans ve yaygin
leukonostoklardan Leuconostoc dextranicum, Leu. mesenteroides ve Leu.

kefir olarak belirtilmistir. Kefir tanelerindeki mayalar ise Kluyveromyces lactis,
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K. marxianus, K. fragilis, Torula kefir ve Saccharomyces kefir gibi laktozu
fermente eden mayalar ve Saccharomyces cerevisiae, S. carlsbergensis gibi
laktozu fermente edemeyen mayalar olarak bildirilmistir (57,83, 137).

Kefirde fermantasyon sirasinda gergeklesen olaylar, laktozdan laktik

asit olusumu (Laktik asit fermantasyonu), laktozdan etil alkol ve CO, olusumu

(Alkol fermantasyonu), tipik kefir aromasi olusumu ve sinirl élgtide proteinin,
pepton ve amino asitlere parcalanmasi seklinde 6zetlenebilir (51). Buradan
yola gikilarak kefirin bilimsel arastirmalara dayanan saglik agisindan temel

olumlu etkileri asagidaki sekilde siralanabilir (46, 113).

Laktoz intoleransini énler,

Antibakteriyel ve antifungal etkiye sahiptir,
Kan kolesteroliini ddglirtir,

Antioksidatif etki gésterir,

Immdin sistemi giiclendirir,

o a0k wh =

Antimutajenik ve antitimér aktivite gésterir.

1.4.2. Kefirin Antimutajenik ve Antitimor Aktivitesi

Kefirin antitimor aktivitesi ilk olarak Kafkaslarda Kubo ve ark. (1992)
tarafindan kesfedilmistir. /n vivo kosullarda 100-150 mg/kg kefir timorojenik
farelere 10 gun sure ile verilerek Mitomycin C’nin teropatik etkisiyle
Kiyaslanmisg ve tumor buayukliglindeki azalmanin kontrol grubuna goére
istatistik agidan 6nemli oldugu bildiriimistir (22, 80). Cevikbas ve ark.’nin
(1994) 20 gunlik 0,5 ml/gun intraperitoneal ve Shiomi ve ark.’nin (1982)
benzer uygulamalari da bu bulgulari desteklemistir (32, 138). Bagka bir
calismada ise farelere 2 g/kg liyofilize kefiri 9 guin suresince Lewis karsinoma
hicreleriyle birlikte injekte edilmis ve kefir verilen farelerde karsinoma hicresi
gelisiminin kontrol grubuna gore %62 daha az oldugu ayrica bu farelerde
dalak agirliginda ve I6kosit sayisinda artis olmadigi bildirilmigtir (22).

Fermente sut drunlerindeki kazein, kalsiyum ve Bifidobakteria gibi

bilesenlerin tek baslarina antimutajenik etkileri gosterilse de fermente Urlnin
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tamaminin etkisinin ¢ok daha yuksek oldugu bildiriimektedir. Fermantasyon
esnasinda bakterilerin lineer ¢ogalma donemindeki antimutajenik etki en
yuksektir (89). Sicanlarda laktik asit bakterilerinin adiz yoluyla verilmesinin
mide ve kolon mukozasinda kimyasal karsinojenlerden kaynaklanan DNA
hasarlarini etkin bir sekilde azalttigi, bazi laktik asit bakteri tarlerinin
karsinojen kaynakli prenoeplastik degisiklikleri de onledigi ileri surulmagtir.
Tamor hdcreleri  injekte edilen farelerin  fermente sat drlnleri ile
beslendiklerinde tUmor hucrelerinin gogalmasinin engellendigi gozlenmistir
(26). Laktik asit bakterileri ve fermente sut urunleri tuketiminin bagirsak
florasindaki kolon karsinogenesis ile iligkili enzimlerin aktiviteleri Uzerinde
etkisi oldugu gosterilmistir. Toksik ve karsinojenik bilesiklerin karsinojenik
etkilerinin NADPH dehidrogenaz, nitrorediktaz, B-glukronidaz, p-glukozidaz
ve 7-a-dehidroksilaz gibi bakteriyel enzimlerle iligkili oldugu ve probiyotiklerin
bu enzimlerin aktivitelerini azalttigi bildirilmistir (136).

In vitro ve in vivo galigmalarda fermente sit Urlinleri ile bilesimindeki
laktik asit bakterileri veya bunlarin ¢gogalmasini kolaylagtiran prebiyotiklerin
genotoksik karsinojenleri detoksifiye ettikleri, probiyoktiklerin mutasyonlari
engelledigi, DNA zedelenmesini 0Onledigi, ayrica kolon dokusundaki
kemopreventif sistemleri stimule ettikleri gosterilmistir (86).

Kefir ve diger fermente st Urlnlerinin fermantasyonu siresince
antitimor aktivite gosteren ¢ok cesitli bilesikler meydana gelebilmektedir.
Laktik asit bakterilerinin fermantatif etkisiyle laktozun %?20-30'u bakteriler
tarafindan kullaniimaktadir (89). Fermantasyonun ardindan laktoz miktar
azalirken galaktoz, glikoz ve polisakkaritlerin miktari artis gdstermektedir.
Proteinler peptitlere ve serbest amino asitlere donutsirken yaglar ise ugucu
ve uzun zincirli yag asitlerine dénlismektedir (136). Ure miktari azalarak
amonyak olugsumu artmaktadir. Vitamin Bq;, C ve kolin miktarlari azalma
gosterirken folik asit miktar artis géstermektedir. Bunlarin diginda organik
asitlerden pirGvik ve orotik asitte azalma; suksinik, fimerik, benzoik, asetik ve
laktik asit gibi organik asitlerde ise artis gorulmektedir (22, 136).

Kefirin antiproliferatif mekanizmasi tam olarak agiklanamasa da elde

kanitlara dayanarak ileri sirilen mekanizma asagidaki sekilde 6zetlenmigtir
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(Sekil 10). Kefirin oral alimini takiben ¢ok sayida canli bakteri sindirim
sistemine hdcum ederek basit beslenmenin Otesinde antikanserojen ve
kanserin tekrarlamasini dnlemek gibi 6nemli yararli etkiler gosterirler (151).
Bu canli bakteriler icerisinde en onemlileri laktik asit bakterileridir (LAB).
Fermente sut drunlerinin gogus kanserini Onleyici etkisi LAB’nin
enterohepatik sirkllasyona karigarak intestinal floranin normal dengesini
korumasindan ileri gelebilmektedir. Deneysel calismalar LAB’nin kolonda
metabolik, immudnolojik ve koruyucu fonksiyonlari etkileyerek insanlarda
kolon tumora riskini azalttigini gostermistir. Kohwi ve arkadaslari (1978) canli
bifidobakterilerin sarkomalara injeksiyonunun farelerde lethal etkileri

Onledigini ve timor ki¢ulmesine neden oldugunu bildirmislerdir (79).

— ~.

Canli bakteri Sindirim vc_el_intestinal
Biyoaktif bilesikler emilim
i
L Sistemik salinim
Direk Gl alim
¥
Sistemik dokular
v tarafindan alim
Hiicre igi GSH, ‘
Oksiteroller
e Hucre i¢i GSH,
Oksidatif stres oksiteroller
Apoptosis Oksidatif stres
Apoptosis
v pop
Antibakteriyel, antifungal ve
antiproliferatif etki ¢

4

Ekstra intestinal kanser
riskinde azalma, immiin
sistemde giiglenme

Diyare tedavisi ve GIiS
kanser riskinde azalma

Sekil 10: Kefirin Oral Alimi ile Gergeklesen Antiproliferatif Mekanizma
(22).
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Belirli miktarlarda alindiginda bagirsak florasini dengeleyip konakg¢inin
saghgint olumlu yonde etkileyen canlilar olarak tanimlanan probiyotik
mikroorganizmalarla gergeklestirilen uygulamalar “bakteriyel replasman
tedavisi” olarak tanimlanmistir (41, 78). Probiyotik bakteriler intestinal
floranin dengelenmesinde ve gastrointestinal hastaliklarin 6nlenmesinde
kullanilirlar. Spesifik probiyotik suslarin patojenlere karsi antagonistlik,
rotavirus bebek ishallerinin suresini kisaltmasi ve immuin sistem
modulasyonu gibi yararli etkileri yayinlanmistir (167). Bu suslar iceren
fermente st drunlerinin  antimutajenik ve antikarsinojenik 6zelliklerinin
mekanizmasi henuz agikliga kavusmamakla birlikte, fekal bakteriyel enzim
aktivitesindeki degisikliklerle birlikte, promutajenlerin ve prokarsinojenlerin
temel karsinojenlere donusmesi yoluyla diyet mutajenlerinin ve diyet
karsinojenlerinin baglandigi ileri surilmektedir (52). Laktik asit bakterileri,
karbonhidrat kaynaklarindan laktik asit ve asetik asit gibi organik asitler
uretebilmektedir. Cogu mikroorganizmalar bu asitlere ve pH dususlne
hassastir. Laktik asit bakterileri tarafindan aerobik gelisme sirasinda uretilen
hidrojen peroksit de birgok organizma Uzerine inhibitor etki gostermektedir
(111).

Caligmanin Amacit:

Tdm bu bilgilerin 1s1ginda gelecegin  potansiyel yaklagimi,
aflatoksinlerin kontamine sut UrlUnlerinden ve insan intestinal sisteminden
probiyotik bakterilerle geri alinmasi yonundedir. Fakat bundan once
yapillmasi gereken sey, bu olayin genis bir skalada degerlendirilerek
detoksifikasyon mekanizmalarinin ¢ézilmesi yonunde hareket edilmesidir.
Bundan sonraki agsama ise bu ydntemlerin optimizasyonu ve etkili, ekonomik
bir sekilde kullaniminin gergeklestiriimesidir (18, 22, 40, 111). Bu ¢calismadaki
temel amacimiz, disuk dozda aflatoksin uygulanan deney farelerinde bu
toksinin lipit peroksidasyonu, antioksidan enzim aktivitesi ve karacigerin bazi
fonksiyonel enzimleri ile dokudaki histopatolojik bulgular ve antiokdisan
enzimleri  kodlayan genlerin  ekspresyonlari  Uzerindeki  etkilerini

g6zlemleyerek fermente bir sit Grind olan kefir iceceginin bu etkileri azaltma
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veya tamamen eliminasyonu yonundeki aktivitelerini degerlendirmektir.
alismanin mevcut bilgiler 1s19inda degerlendiriimesi, besin hijyeni, toplum
beslenmesi, molekuler nutrisyon ve nutrigenetik bilimlerine katkida bulunacak

ve gelecekteki calismalarimiza bir temel olugturacaktir.
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2. MATERYAL VE METOT

TUm deneysel uygulamalar Kafkas Universitesi (KAU) Veteriner Fakiiltesi
Besin Hijyeni ve Teknolojisi AD., Histoloji ve Embriyoloji AD., Patoloji AD.,
Biyokimya AD. Laboratuarlari, KAU Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji BéIimi
Laboratuarlari ile KAU Hayvancilik Arastirma ve Uygulama Merkezi ve KAU
Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Laboratuarlar’'nda gergeklestirilmigtir.
Genetik galismalarda ise ODTU Molekiler Biyoloji Laboratuvarlari uzman

personellerinin danigmanligindan yararlaniimistir.

2.1. MATERYAL

2.1.1. Deney Hayvani Materyali

Calismada kullanilan deney hayvanlari KAU Fen Edebiyat Fakiltesi
Biyoloji Bolumid’nden temin edildi. Ortalama 12 haftalik 41 adet Swiss albino
fareler, 15 gin boyunca adaptasyon amaciyla standart fare yemi ve su ile ad
libitum olarak beslendi. Daha sonra 4 esit gruba ayrilarak 12 saat i1sik ve 12
saat karanlik, yaklagik 22+2 °C is1 ve nem orani ortalama %5015 olan 6zel
bir ortam saglandi. Gruplara gore deneysel uygulamalar ve beslenme
sekilleri Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1: Gruplara Gére Deneysel Uygulamalar ve Beslenme Sekilleri

Beslenme sekli ve

Deney gruplari Deneysel uygulamalar
Grup A Standart fare yemi + Su (Kontrol grubu)
Grup B Standart fare yemi + Su+300 ng/kg Aflatoksin B,
GrupC Standart fare yemi + Su+300 ng/kg Aflatoksin B4+ 30 ml/kg kefir

Grup D Standart fare yemi + Su+30 ml/kg kefir
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2.1.2. Standart Fare Yemi

Calismada kullanilan standart fare yemleri Bayramoglu Yem Fabrikasi
A.S. (Erzurum)’den temin edildi. Kullanilan standart yemlerin bilesimi; % 10
Bugday, % 23 Misir, % 15 Arpa, % 8 Kepek, % 26 Soya, % 8 Balik unu, %
4 Et-kemik unu, % 5 Melas, % 0,8 Tuz, % 0,2 Vitamin-mineral [Vitamin A, D3,
E, K3, B1 ve B2, Nikotinamid, folik asit, Biotin, Mn, Fe, Cu, I, Co, Se, Ca ve
Antioksidan (Buthilhidroksitoluol)]'dir.

2.1.3. Aflatoksin B4

Farelere verilecek AFB4 Tarim ve Koy isleri Bakanligi Ankara il Kontrol
Laboratuar’ndan 1ug/ml asetonitril/toluen(%98:%2) solUsyonu igerisinde
temin edildi. Toksin kullaniimadan 6nce Uzerine DMSO (Dimetilsulfoksit) ilave
edildikten sonra asetonitril/toluen 40°C sicak su banyosunda uguruldu.
Hazirlanan toksin sollUsyonu, farelere oral gavaj yoluyla 6 hafta slresince

gun asiri olarak verildi.

2.1.4. Kefir

Kefir yapiminda Ege Universitesi Ziraat Fakiltesi’ nden temin edilen
kefir taneleri kullanildi. Kefir igecegdi, kefir granullerinden Marshal ve Cole
(1985)'nin belirttikleri yonteme goére yapildi (101). Bu yonteme gore, ¢ig sut
bir su banyosunda 10 dakikada 90°C’ye kadar isitildiktan sonra inokulasyon
Isisi olan 25°C’ ye sogutuldu ve %5 kefir granult eklendi. Kefir granilu
eklenen sut 22 °C’ de 20 saat inkubasyona birakildiktan sonra granuller
suzulerek alindi (Sekil 11). Hazirlanan igimlik kefir farelere 30ml/kg oraninda

6 hafta slresince gun asiri oral olarak verildi.
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2.1.5. Kullanilan Kitler ve Kimyasal Malzemeler

2.1.5.1. Otoanalizor Kitleri

Kan serumunda AST analizi icin Olympus OSR6109, ALT analizi igin
Olympus OSR6110, LDH analizi igin Olympus OSR6128 ve Albumin analizi
icin Olympus OSR6202 marka ve kodlu ticari hazir kitler kullanildi.

2.1.5.2. Spektrofotometrik Analizler igin kullanilan Kimyasal

Malzemeler

Spektrofotometrik yOntemlerle yapilan MDA, GSH ve GST

analizlerinde kullanilan kimyasal malzemeler Tablo 2’de siralanmigtir.



Tablo 2: Spektrofotometrik Analizlerde Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Kimyasalin Adi Marka Kod
Sodyum hidroksit Merck 1.06462
Di-sodyum hidrojen fosfat Merck 1.06586
Bakir silfat Merck 1.02790
Folin-ciocalteu Merck 1.09001
Trikloroasetik asit Merck 1.00807
Potasyum klortr Merck 1.04936
Sodyum- Potasyum tartarat Merck 1.08087
Potasyum hidroksit Merck 1.05012
Methanol (%100) Riedel-de haen (sigma) 24229
Hidroklorik asit (%37) Riedel-de haen (sigma) 30721
Fosforik asit (%85) Riedel-de haen (sigma) 04107
Ethanol (%100) Riedel-de haen (sigma) 32221
2-thiobarbiturik asit (%98) Sigma-aldrich T5500
Bathophenonthroline Sigma-aldrich (fluka) 11880
Perklorik asit (%60) Merck 1.00518
Trisma Sigma T1503
Pyrogallol (%99) Sigma-aldrich 254002
Iron (l11) chloride Sigma-aldrich F7134
Sodyum karbonat Riedel-de haen 13418
Hidrojen peroksit (%30) Riedel-de haen 18312
Askorbik asit Sigma A7506
2,6 di tert butil -4-methylphenol Sigma aldrich B1378
Sodyum klorid Riedel de haen 13423
CDNB ( 1-chloro-2,4-dinitrobenzoic acit ) Sigma-aldrich 138630
K;HPO, Merck 4871
DTNB (5-5"-Dithio-bis(2-nitrobenzoic acid)) Sigma D 8130
I{E)C(;)!’l/itathlone reduced SigmaUltra, 98- Sigma-aldrich G6529

Sigma SIB6917.002S

Bovine Serum Albumin
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2.1.5.3. Molekiiler Analizlerde Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Molekuler analizlerde kullanilan kimyasal malzemeler Tablo 3’de

siralanmigtir.

Tablo 3: Molekuler Analizlerde Kullanilan Malzemeler

Kimyasalin Adi Marka Kod
Deoxynucleotide Set, 100 mM Sigma DNTP100
0.25 mL each of 100 mM dATP, dCTP, dGTP and dT
M-MLVREVERSE Transciptase 10.000 unit Promega M1701
RIBONUCLEASE inhibitor 2500 U Promega N251A
Taq DNA Polymerase Sigma D6677
Oligo DT Primer (15) Promega C110A
PCR 100 bp low ladder 250 ul 50 lanes Promega G2101
Trizma® base Sigma T1503
Primary Standard and Buffer, 299,9% (titration), crystalline
Rnaase - Dnase -free Water Qbiogene 2450-204
Agarose Mol Bio Grade Qbiogene | AGAH0100
Chloroform graded for nucleic acid purification Sigma C2432
Isopropanol graded for nucleic acid purification Sigma 19516
Ethanol graded for nucleic acid purification Riedel RH32221
Glacial Acetic Asit Riedel RH27225
Ethylenediaminetetraacetic acid solution Fluka FL0O3690
BioUltra, for molecular biology, pH 8,0, ~0.5 M in H,O 100 ML
Boric acid Sigma B6768
Ethidium bromide Sigma E7637-1G
6 x loading dye 1ml Promega G190A
Tri-Reagent 100ml Sigma T9424
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2.1.6. Kullanilan Cozeltiler
2.1.6.1. Doku Homojenisyanunda Kullanilan Cozeltiler

0,1 M Potasyum Fosfat Tamponu / 0,15 M Potasyum Klorar Cozeltisi:
17,418 g KoHPO4 ve 13,609 g KH2PO4 tartilarak KCI ile ¢ozdaruldu.
Cozelti pH’si NaOH ile 7,4’e ayarlandiktan sonra c¢ozelti KCI ile 1litreye
tamamlandi.

2.1.6.2. Protein Analizinde Kullanilan Cozeltiler

A Cozeltisi: %2 Nay,COs3

2 g Nay,COgs tartilarak 0,1 M NaOH ile 100 mI’ ye tamamlandi.

B Cozeltisi: %1 CuS0O4.5H,0

1 g CuS0O4-5H,0 tartilarak distile su ile 100 ml'ye tamamlandi.

C Cozeltisi: %2 Na-K Tartarat

2 g Na-K tartarat tartilarak distile su ile 100 mI’ ye tamamlandi.

D Cozeltisi: Protein renk reaktifi

50 ml B ¢ozeltisine ilk olarak 0,5 ml %2 Na-K tartarat ¢ozeltisi, daha sonra
0,5 ml %1 CuS0O4.5H,0 eklenerek hazirlandi.

E Cozeltisi: Folin-Ciocalteu

Kullanilacagi gun 1:1 oraninda distile su ile sulandirnlarak hazirlandi.

F Cozeltisi: %0,05 Bovine serum albumin (Stok protein standart ¢ozeltisi)

0,05 g bovine serum albumini 100 ml distile suda ¢ozulerek hazirlandi.

2.1.6.3. MDA Analizinde Kullanilan Cozeltiler

%10’luk Triklor Asetik Asit (TCA):
10 g TCA tartilarak 100 mI’lik balon jojeye alindi ve 100 ml distile su
icinde ¢ozdurulda.
% 0.675'lik Thiobarbutirik Asit (TBA):
0.675 g TBA tartilarak 100 ml'lik balon jojeye konuldu ve 100 ml distile

su icerisinde ¢dzduruldu.
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2.1.6.4. GSH Analizinde Kullanilan Cozeltiler

0,1 M Fosfat Tamponu:
17,418 g KoHPO4 ve 13,609 g KH2PO4 tartilarak KCI ile ¢ozduaruldu.
Cozelti pH’si NaOH ile 7,4’e ayarlandiktan sonra c¢ozelti KCI ile 1litreye
tamamlandi. Ardindan 5 mM EDTA c¢ozeltisi eklenerek pH’si NaOH ile 8’e

ayarlandi.
5 um DTNB (5-5"-Dithio-bis(2-nitrobenzoic acid)) ¢ozeltisi:
99 mg DTNB tartildiktan sonra 500 ml distile su i¢erisinde ¢dzduruldu.
GSH standartlari:
GSH stok standardi 20, 50, 75, 100 mg/dl olacak sekilde distile su ile
¢ozdurulerek deney gununde hazirlandi.
%5’lik TCA c¢dzeltisi:

5 ml TCA alinarak distile su ile 100 ml'ye tamamland.

2.1.6.5. GST Aktivite Olgiimiinde Kullanilan Gozeltiler

30 mM CDNB (klorodinitrobenzen):
1,550 g CDNB 250 ml etanol igerisinde ¢ozulerek hazirlandi.

30 mM GSH Cébzeltisi:
800 mg GSH 100 ml distile suda ¢ozdurulerek hazirlandi.

100 mM Potasyum Fosfat Tamponu (pH: 6.,5):
17,41 g Ko;HPO4 ve 13,60 g KHyPO4 tartilarak distile su ile ¢dzduraldu.

Cozelti pH’si NaOH ile 6,5’ e ayarlanarak ¢ozelti hacmi distile su ile 1 litreye

tamamlandi.

2.1.7. Kullanilan Gen Primerleri

GSTM1 ve GSTT1 gen sekanslari esas alinarak ilgili Primer Dizayn
Software programi yardimiyla dizayn edilen gen primerleri Operon Molecules

firmasi tarafindan dretildi. Kontrol geni olarak B-aktin kullanildi.
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2.1.7.1. GSTM1 Gen Primeri

Calismada kullanilan GSTM1 gen primerinin kimyasal ve molekuler
Ozellikleri Tablo 4’de gosterilmistir. GSTM1

calismamizda kullanilan primerin sekans icerisindeki yeri SekKil

gorildigi gibidir (104).

Tablo 4: GSTM1 Geninin Molekiler ve Kimyasal Ozellikleri

geninin tam sekansi

GSSM1 F (5’-3’) : tctactctgagttcctgggca

GSSM1 R (5’-3’) : agagagaaccaggagccaca PRODUCT SIZE: 359
oD F:11,95; R: 12,78

Pmol F: 63565,62; R: 58234,86
LENGTH F:21; R: 20

MW F: 6388,23; R: 6178,05
Mg F: 406,07; R: 359,78
E260 F: 187994,7; R: 219456,2
Tm F: 62,57; R: 62,45

Scale 50 nmole

pl /100uM F: 635,66; R: 582,35
Operon Molecules, Order No: 55183249

CTGCCTTCCGCTTTAGGGTCTGCTGCTCTGGTTACAGACCTAGGAAGGGGAG
TGCCTAATTGGGATTGGTGCAGGGTTGGGAGGGACCCGCTGTTTTGTCCTGC
CCACGTTTCTCTAGTAGTCTGTATAAAGTCACAACTCCAAACACACAGGTCAG
TCCTGCTGAAGCCAGTTTGAGAAGACCACAGCACCAGCACCATGCCTATGAT
ACTGGGATACTGGAACGTCCGCGGACTGACACACCCGATCCGCATGCTCCTG
GAATACACAGACTCAAGCTATGATGAGAAGAGATACACCATGGGTGACGCTC
CCGACTTTGACAGAAGCCAGTGGCTGAATGAGAAGTTCAAGCTGGGCCTGG
ACTTTCCCAATCTGCCTTACTTGATCGATGGATCACACAAGATCACCCAGAGC
AATGCCATCCTGCGCTACCTTGCCCGAAAGCACCACCTGGATGGAGAGACA
GAGGAGGAGAGGATCCGTGCAGACATTGTGGAGAACCAGGTCATGGACACC
CGCATGCAGCTCATCATGCTTGTTACAACCCTGACTTTGAGAAGCAGAAGCC
AGAGTTCTTGAAGACCATCCCTGAGAAAATGAAGCS’

3'CCTTCCCGCTCCCTTCTGCAGCTT
GGTCAGCCCCATCTCCTCACCCTCTTCCCAGTCAAGTCCACACAGCCTTCATT
CTCCCCAGTTTCTTTCACATGGCCCCTTCTTCATTGGCTCCCTGACCCAACCT
CACAGCCCGTTTCTGCGAACTGAGGTCTGTCCTGAACTCACGCTTCCTAGAAT
TACCCCGATGGTCAACACTATCTTAGTGCTAGCCCTCCCTAGAGTTACCCCGA
AGTCAATACTTGAGTGCCAGCCTGTTCCTGGTGGAGTAGCCTCCCCAGGTCT
GTCTCGTCTACAATAAAGTCTGAAACACACTT

Sekil 11: GSTM1 gen sekansi
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2.1.7.2. GSTT1 Gen Primeri

Calismada kullanilan GSTT1 gen primerinin kimyasal ve molekuler

Ozellikleri Tablo 5'de gosterilmistir.

calismamizda kullanilan primerin sekans icerisindeki yeri S$ekKil

gorildig gibidir (104).

GSTM1

Tablo 5: GSTM1 Geninin Molekiiler Ve Kimyasal Ozellikleri

geninin tam sekansi ve

12’de

GST1F (5°-3’) : tccctgttttccttggtgag

GST1 R (5°-3’) : gggacagtccttcaccttca PRODUCT SIZE: 305
oD F:11,64; R: 13,06

Pmol F: 68607,52; R: 71724,7
LENGTH F: 20; R: 20

MW F: 6081,05; R: 6052,99
Mg F:417,21; R: 434,15
E260 F: 169660,7; R: 182085,1
Tm F:60,4; R: 62,45

Scale 50 nmole

pl / 100uM F: 686,08; R: 717,25
Operon Molecules, Order No: 55183249

ACACTTGGCTTGATAGGGATCCCTACTAGCCAGCCTGGACTTTTTGATAGTCT
GGCCAGTTACAGAAGTGGTTCCCGCCGCCTATGCCATGGTTCTGGAGCTGTA
CCTGGATCTGCTGTCGCAGCCCTGTCGCGCCATTTATATCTTCGCCAAGAAG
AACAATATCCCGTTCCAGATGCACACGGTGGAGCTGCGCAAGGGTGAGCAC
CTCAGCGATGCGTTTGCCCGGGTGAACCCCATGAAGAGGGTACCAGCCATG
ATGGATGGTGGCTTCACCCTGTGTGAGAGTGTGGCTATCTTGCTCTACCTGGC
ACACAAGTATAAGGTTCCTGACCACTGGTACCCCCAAGACCTGCAGGCTCGT
GCTCGTGTAGACGAGTACCTGGCATGGCAGCATACGGGCCTTCGGAGAAGC
TGCCTCAGGGCCCTGTGGCATAAGGTGATGTS' TCCCTGTTTTCCTTGGTGAG

TGAAGGTGAAGGACTGTCCC3'CCTGCTGACCTCATCATAAAGCAGAA
GCTGATGCCCAGAGTGCTGGCAATGATCCAGTGACGTCAGACGCTTCATCCC
TGCACCAGCTGCGGCAGTTCACAACTCACAGTTCACAATTCACAACTTGCATT
ACACTGGGGATGCACCTCACTCCTCACACCATGATGGCTCTCAGGCTCAGCT
CCATCTTCACCCTTTTTCTGTGATAGCCACACATGACCTCAACTATAATCACTA
CTTTCCCCTTGAGTCTGGGTAATAAACTGGGGCTTGATTTGGGCTTTAAAAAA
AAAAAAAA

Sekil 12: GSTT1 Gen Sekansi
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2.1.7.3. B-aktin Gen Primeri

Calismada kullanilan 3-aktin gen primeri (285 bp) (165);
F: TCATGAAGTGTGACG

R: CCTAGAAGCATTTGC’ dir.

2.1.8. Kullanilan Alet ve Ekipmanlar

Tum analizlerde kullanilan cihaz ve ekipmanlarin ad, marka ve

modelleri Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6: Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihaz ve Ekipmanlar

Cihaz/ekipman adi Marka Model
Otoanalizor Olympus AU600 IVD
Termocycler Techne Genius FGENOS5TD
Sogutmali santrifuj Universal Hettich Zantrifugen
Mikrosantrif(j Biofuge fresco Heraeus
Spektrofotometre UVWIN 5,0 Te0U
Homojenizator Braun Potter S
PH metre Hanna HI221
Hassas terazi Precisa XB220A
Magnetik karigtirici Velp Scientifica MSH basic
Sicak su banyosu Memmert -

Etdv Nuve FN500
Vorteks Velp Scientifica Rx3
Mikrodalga firin Bosh -

Jel Elektroforez E-C Apparatus Corp. | EC 3000P

Jel Elektroforez Tanki

E-C Maxicell Primo

E-C 340, EC320

Laminal Hood

Nuve

LN 090

Dijital kamera Sanyo Xacti 6 mp EGO
UV kabin Vilber Lourmat -

Mikropipet Rainin SL 1000
Mikropipet Rainin SL 200
Mikropipet Rainin SL 100
Mikropipet Rainin SL 10
Buzdolabi Bosch KSU 3621
Derin dondurucu Bosch freezer-no frost

Distile su cihazi

Simsek Laborteknik

SS 200
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2.2. METOT

2.2.1. Farelerde Canhli Agirlik Olgiimii
Canli agirlik olgumleri, deneysel uygulamalarin baslangicinda ve
bitiminde sabah saatlerinde, fareler hareket edemeyecekleri bir kap igerisine

konularak hassas dijital terazi yardimiyla gergeklestirildi.

2.2.2. Karaciger ve Kan Orneklerinin Alinmasi

Calismanin 45. ginu sol kalpten arterial kan alindiktan sonra servikal
dekapitasyon ile Otenazi edilen deneklerden karaciger, bobrek ve kan
ornekleri alindi. Kan o6rneklerinin 15 d, 2500x g, +4°C’de santrijuf ile
plazmalari ayrildiktan sonra ayni gun analiz edildi. Karaciger dogrudan
alinarak soguk serum fizyolojik su ile yikandiktan sonra pH 7,4 buffer (Tris-
HCL) igerisinde %10 oraninda homojenize edildi. Homojenisyondan 6nce
histopatolojik ve gen ekspresyonu analizleri igin yeterli miktarda karaciger
ornekleri ayrildi. Histopatolojik analizler icin ayrilan karaciger ve bobrek
dokulari % 10 formalinde tespit edildikten sonra parafine gémuldu ve 5 pm’lik
kesitler alinarak hematoksilen-eozin (H.E.) ile boyandi. Gen ekspresyonu igin
alinan 50-100 mg karaciger dokusu 1 ml Tri-Reagent igerisine konuldu.
icerisine 1 ml Tri-Reagent konulan tabani diiz 2-3 ml'lik tipler icerisinde doku
homojenizatdér yardimiyla iyice homojenize edildi. Homojenize edilen 6rnekler
1,5 ml'lik ependorf tliplere konularak analiz guintine kadar +4°C de depolandi
(135).
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2.2.3. Biyokimyasal analizler

2.2.3.1. ALT, AST, LDH ve ALBUMIN analizleri

ALT, AST, LDH ve albimin analizleri Otoanalizér cihazina uygun ticari
analiz test kullanilarak ve kan serumlarinin alindiyi gin KAU Saglik
Arastirma ve Uygulama Merkezi Biyokimya Laboratuar’nda gerceklestirildi.
Analiz oOncesinde jel igeren biyokimya tuplerine alinan kan oOrnekleri
sogutmali santrifij kullanilarak 3500 RPM, 5 d, +4°C’de santriflj edilerek
supernatantin ayrilmasi saglandi. Alinan supernatantlar kitlerle birlikte
Otoanalizér cihazina ylklenerek okuma gergeklestirildi. Sonuglar AST, ALT

ve LDH icin IU/L ve alblmin igin gr/dl olarak degerlendirildi.

2.2.3.2. MDA Analizi

Aerobik sartlarda TBA (2-thiobarbiturik asit) ile 90°C’de inkibasyonu
sonucu pembe renkli kompleks olusturan MDA'nin  absorbansi
spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda okundu. Analizler ve analize ait
degerlendirmeler, Draper and Hadley (1990) ve Hammouda ve ark. (1995)a
gore yapildi (35, 59).

Deney tuplerinin her birine 2,5 ml % 10’'luk TCA konulduktan sonra
uzerine de 0,5 ml plazma eklendi. Vorteksle karistirma isleminin ardindan,
tuplerin agzi kapatilip 90°C’deki su banyosunda 15 dakika bekletildi. Tupler
su banyosundan alindiktan sonra buz igerisinde 15 dakika bekletildi ve
ardindan oda sicakligina gelmesi saglandi. Bu islemlerden sonra 3000
rom’de 10 d, +4°C’de santrifuj edilerek supernatant elde edildi.

Tuplerden 2 ml sUpernatant alinarak baska tlplere aktarildi ve tzerine
1 ml % 0.675lik TBA eklenerek 90°C’deki su banyosunda 15 dakika
bekletildi. Ornekler tekrar buz dolu kap igerisinde 15 dakika bekletildikten
sonra, oda sicakligina gelmesinin ardindan spektrofotometrede 532 nm’de
kor tupune karsi absorbanslari okundu. Koér tupl hazirlanirken, deney
baslangicindaki plazma yerine 0,5 ml distile su konularak diger tlplere

uygulanan islemlerin aynisi uygulandi.
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MDA degerleri, MDA-TBA kompleksinin 532 nm’deki ekstinksiyon
katsayisindan (n = 1.56*105cm™ M™) yararlanilarak nmol/ml cinsinden

hesaplandi.

Ornek absorbansi1 = axbxc¢

a = Ekstinksiyon Katsayisi (1.56*105 cm-1 M'1) bu sabit bir degerdir.
b = Isik Yolu (analizde kullandigimiz kiivetin 1sik yolunun 1 cm olarak ayarlandh).

¢ = Ornek Konsantrasyonu
Konsantrasyon = Absorbans / 1.56*105 cm™ M™ x 1 cm
Analize ait dilusyon faktoru ile yukaridaki denklem carpildi.

Konsantrasyon = Absorbans / 1.56*105 cm™ M™ x 1 cm x dilusyon faktori

Bu analizdeki dilusyon faktorimuz: 9'dur.

1. dilusyon: (2,5+0,5)/0,5=6
2. dilusyon: (2+1)/2=1,5
Toplam: 6 x 1,5=9

Dilusyon faktoru, analizde kullanilan reaktiflerin ve 6rnegin ilave edilen
ml degerlerine gore hesaplanir. Elde edilen degeri nmol / mlye

donustirdagumuizde

Konsantrasyon (mol/l) = [Absorbans / 1.56*105 cm™ M x 9

Konsantrasyon (nmol/l) = Absorbans x 57.69 cm™ M
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2.2.3.3. GSH Analizi

Redukte Glutatyon (GSH) Sedlak ve Lindsay (1968)in belirttigi
yonetme gore Elman’s Ayraci kullanilarak yapilmigtir (135). Doku homojenat
supernatantindan 1ml santriflj tUplerine alindiktan sonra 4 ml %5’k TCA
eklendi ve oda isisinda 5 d bekletildi. 1000 x g, 15 d, +4°C’de santriflj islemi
yapilarak asagidaki protokol gerceklestirildi.

Kor Tiipii: 2 ml fosfat tamponu (pH=8) + 0,25 ml DTNB ¢ozeltisi + 200 pl distile su

Deney Tiipii: 200 pl Siipernatant + 2 ml fosfat tamponu (pH=8) + 0,25 ml DTNB

¢oOzeltisi

Yukaridaki protokole gore hazirlanan karigimlardan 2 ml alinarak
kuars tupler icerisine aktarildi ve 1-2 dakika igerisinde spektrofotometrede
412 nm dalga boyunda kore karsi okundu. GSH standartlari da ayni
yontemle caligildi ve GSH standart egrisi olusturularak (Grafik 1) doku

orneklerindeki GSH miktarlari hesaplandi.
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Grafik 1: GSH Standart Egrisi
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2.2.3.4. Doku Protein Miktari Tayini

Proteinlerin alkali ortamda bakir iyonlari ile biuret tepkimesi vermesi
esasina dayanir. Peptit baglan alkali ortamda bakir tuzlari ile mor renkli
kompleks olusturur. Dokudaki protein miktar tayinleri protein yapisindaki
trozin ve triptofan amino asitleri fosfo molibdat-fosfotungustat ¢ozeltisi (folin-
Cocalteu) ile indirgenme reaksiyonlari baz alinarak gerceklestirilmistir (75).

Standart olarak % 0.05 gram sigir serum albumini igeren ¢dzeltiden
0.010, 0.020, 0.030, 0.040, 0.050 ml ve numune olarak doku
homojenizatindan 0.005 ml ayri ayri tlplere pipetlendi. Hacimleri 0.075 ml'ye
distile su ile tamamlandi. Her bir tipe 1,5 ml Protein Renk Reaktifi eklendi.
Tupler 15 dakika oda sicakliginda bekletildi.

Karisimlara 1:1 oraninda seyreltilmis folin-ciocalteu ¢ozeltisinden 0.15
ml ilave edilerek karigtirildi. Oda sicakliginda 1 saat bekletildikten sonra 750
nm’de kore karsi spektrofotometrede okundu. Kor, tlplere distile su
konularak hazirlandi ve numunelerle ayni islemlere tabi tutuldu. Sonuglar
olusturulan standart egri (Grafik 2) yardimiyla mg protein/ml doku homojenat

olarak degerlendirildi.
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Grafik 2: Albumin Standart Egrisi
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2.2.3.5. GST Aktivite Olgiimii

GST aktivite 6lcimu Habig ve ark. (1974)'nin yontemine gore yapildi

(58). Bu yonteme gore kor tupu ve deney tupleri asagidaki sekilde hazirlandi.

Kor Tiipii: 0,1 pl GSH ¢ozeltisi + 0,1 ul CDNB g¢ozeltisi + 2,2 pl Potasyum -fosfat tamponu +

0,6 pul Distile su

Deney Tiipii: 0,1 ul GSH ¢ozeltisi + 0,1 ul CDNB ¢ozeltisi + 2,2 pl Potasyum -fosfat tamponu

+ 0,6 ul Stipernatant

Seklinde  hazirlanan  karnisimlarin - 340 nm’de  absorbanslari
saptandi(A+) . Bes dakika sonra yeniden kor tlpune karsi okuma yapildi (Ap)

ve absorbans farki alinarak asagidaki formul ile spesifik aktivite hesaplandi.

Absorbans farki (A,-A) / 5

Spesifik aktivite =
Glutatyon Ekstraksiyon sabiti (mM™'cm™) x Kiivetteki protein
konsantrasyonu (mg ml™)

Spesifik aktivite= pmol/dk /mg protein
Glutatyon ekstriksiyon sabiti = 9,6 mM™ / cm™

2.2.4. GSTM1 ve GSTT1 Gen Ekspresyon Analizleri

2.2.4.1. Total RNA izolasyonu

Total RNA, Chomczynski ve Sacci (1987) tarafindan tanimlanan,
guanidin isothiocyanate/Phenol-kloform metodunun modifikasyonu olan Tri-
Reagent kullanilarak elde edildi (24).

Total RNA izolasyonu amaciyla Tri-Reagent icerisindeki doku +4°C
de,12000 g’ de 10 dakika Santrifuj edildi. Santrifuj edildikten sonra
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istenmeyen dokular igeren dipteki pelet alinmadan Ustteki berrak sivi (DNA-
RNA iceren kisim) alindi. Supernatant 1,5 ml’lik yeni steril ependorflara
konuldu.

Supernatant steril ependorfa alindiktan sonra tzerine 0,2 ml kloroform
ilave edildi. 10-15 s galkalandiktan sonra oda isisinda 10-15 d bekletildi. Bu
asamadan sonra +4°C, 12000 g’de 15 d santrif(j edildi. Santrifyj isleminden
sonra tupte 3 tabaka olustu. En Ustteki seffaf tabaka RNA, ortada pembe ince
halka DNA ve dipte koyu kirmizi tabaka protein icermektedir. Mimkin

oldugunca DNA'ya dokunmadan RNA alindi (Resim 2).

r

Resim 2: Doku Homojenizatinda RNA ve DNA'nin Goranumd

Alinan RNA yeni ependorfa konuldu ve iizerine 0,5 ml izopropanol
eklenip 5-10 d oda isisinda bekletildikten sonra 10 d, 12000 g, +4°C’de
santrifij edildi. Santrifijden sonra RNA pelet seklinde tipln dip kenarina
yapisti. Ustteki sivi (sipernatant) tip egilerek uzaklastirildi. Peleti yikamak
icin Uzerine %75’lik Ethanolden 1 ml konuldu. Ardindan 3-5 n vortekslenerek
peletin yapistigi yerden ayrilmasi saglandi. 7500 g, +4°C'de 5 d santrifjj
yardimiyla pelet ¢oktlraldi (Resim 3).
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Resim 3: RNA'nin Pelet Seklinde Gorunuma

Ethanol ile yikama asamasindan sonra uzerindeki alkol dékulda.
Tapun agzi bir kagit havluya hafifge vurularak alkolin tamaminin dokilmesi

saglandi (Resim 4).

Resim 4: Tuplerden Alkolin Uzaklastiriimasi

Kalan alkollin u¢gmasi igin tipun agzi agik bir sekilde oda isisinda 5-10
d bekletildi. Uzerine ortalama 30-40 pl bidistile su konuldu. Tupler 10-15 d,
55-60°C’deki su banyosunda bekletilerek peletin ¢dzilmesi saglandi. 1
pl’'deki RNA konsantrasyonu Spektrofotometre ile 260-280 nm dalga
boyunda kore (NF su) karsi dl¢uldu.

2.2.4.2. mRNA Eldesi

mRNA’lar ¢ekirdekten g¢ikarken son uglarina gok sayida adenin (poly
A) baglanir. mRNA’nin bu 6zelliginden faydalanilarak OligodT ile baglanmasi

saglanir. Bu primerin g¢alistigi en ideal i1s1 derecesi 70°C’dir. RNA’nin miktari
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her tlpte farkh oldugu icin 6rneklere konulacak Oligo dT miktar asagidaki
sekilde hesaplanmistir.

RNA miktari + Oligo DT miktari + Nukleaz Free Su Miktari = 15 pl

ORNEK: 1,8 (RNA miktari) + 2 (oligo DT, sabit) + 11,2 (NF su miktar) = 15 pl

Ornek tiipleri, her bir numunedeki RNA konsantrasyonu baz alinarak
ve tuplere konulacak oligo DT miktari (2 pl) sabit tutularak toplam tip hacmini
15 pl'ye tamamlayacak sekilde NF su eklenerek hazirlandi.

Ornekler hazirlandiktan sonra cDNA elde etmek igin PCR cihazinda 1.

programa konuldu (Resim 5). Bu sekilde mRNA elde edilmis oldu.

PCR 1. PROGRAM

a. 70°C’de 5d 1sitma
b. 4°C’de 2 d sogutma

Resim 5: PCR Sistemi
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2.2.4.3. cDNA Eldesi

cDNA elde etmek igin dncelikle dNTP set ve MMLV master miks adli
karisimlar hazirlandi.

dNTP set hazirlanmast:

dNTP set icerisinde her bir bazi igeren 4 ayri tip vardir (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP). Her bir tipten 40 ul dort ayri tipe konuldu. Daha sonra her bir

tup Uzerine 60 ul nuikleazsiz su eklenerek kisa bir sire vortekslendi.

MMLYV master miks hazirlanmasi:

Her bir 6rnek icin 8 ul MMLV enzim buffer, 2 ul dATP, 2 pl dCTP, 2 ul
dGTP, 2 I dTTP, 1 pul rRNA’sin, 1,6 yl MMLV-RT, 6,4yl Nukleazsiz su
eklenerek her bir tap igin 25 pl karisim elde edildi. PCR 1. programdan

¢ikarilan orneklerin her birine laminal hood igerisinde 25 pl master miks

eklendi. Bu asamadan sonra PCR 2. Program ile devam edildi.

PCR 2. PROGRAM

a. 37°C 1 s isitma
b. 95°C 5 d isitma
c. 4°C sogutma

ikinci programin tamamlanmasi ile cDNA’yi elde edilmis oldu.

2.2.4.4. Primer ve Mastermiks hazirlanmasi

Primerlerin hazirlanmasi

Primer liyofilize oldugu igin oOncelikle birka¢ dakika santrifij edildi
(7500 g,1 d, +4°C). Uzerine 500 ul NF su ilave edilerek ¢dzdirildi.
Cozdurllen primerler kisa bir sure vortekslenerek 7500 rpm’de 1 d tekrar
santrifdj edildi.

Master Miks’in hazirlanmasi

Bir tup igin, 5 yl taq buffer, 1 ul dNTP, 1 ul Primer forward, 1 yl Primer

revers, 1 pl Taq enzimi, 41 uyl NF su eklenerek hacimler 50 mlye
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tamamlandi. Hazirlanan mastermiks kisa bir sure vortekslendi. Daha sonra
her bir tip igin 50 pl master miks, 2 pl 6rnek (cDNA’si elde edilmis
orneklerden) ve 2 ul mineral oil ilave edildi. Hazirlanan tupler PCR cihazinda

3. programa konuldu.

PCR 3.PROGRAM

a. 94°C’de 5 d i1sitma

b. 60°C’de 1 d 1sitma

c. 72°C’de 1,5 d 1sitma

d. 94°C’de 1 d i1sitma

e. 60°C’de 1 d i1sitma

f. c adimina dénulerek e adimina kadar gergeklesen islemler
30 kez tekrarlandi

g. 72°C’de 10 d 1sitma

h. 4°C’ye sogutularak bekletme

PCR cihazinda yukaridaki asamalardan gegen ve son urun olarak
adlandirilan numuneler Jel Elektroforez iglemi igin hazir hale gelmis oldu.
Cihazdan cikarilan son Urlnler jelde yuritme islemine kadar -20°C’de

depolandi.

2.2.4.5. Jel Hazirlama

%1,5'luk jel hazirlamak amaciyla 3,75 g Agar (Agarose Mol. Bio.
Grade) tartildiktan sonra 245 ml TBE eklenerek hi¢ tortu kalmayacak sekilde
mikrodalga firnda 5 d surede eritildi. 1 pl ethidium bromide eklenip
calkalandi. Jel Elektroforez tankina ait 24 diglik taraklar resimdeki gibi
yerlestirildikten sonra, hazirlanan jel kaliba dokuldu (Resim 6). Jel tanki oda
iIsisinda 10 d bekletilerek jelin donmasi saglandi. Kalip igerisindeki jel

renginin grilesmesiyle jelin dondugu anlasildi ve kalip igerisindeki taraklar
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yavasca cikarildi. Taraklar ¢ikarildiktan sonra kalip, icerisinde TBE bulunan

jel elektroforez tankina yerlestirildi (Resim 7).

Resim 7: Kalibin Jel Elektroforez Tankina Yerlestiriimesi

2.2.4.6. Orneklerin Jele Yiiklenmesi ve Jelde Kosturulmasi

Taraklarin ¢ikarilmasiyla jel Uzerinde elde ettigimiz kuyucuklardan en
bastakine igerisine 2 pl loading dyle (boya) eklenmis 8 pl DNA loading
marker sollisyonu konuldu. Sonraki kuyucuklara ise 2 ul loading dyle(boya) +
10 I oOrnekler yan yana Resim 8'deki gibi yuklendi. Tum o&rnekler

yuklendikten sonra, tankin Gst kapadi kapatilarak Jel Elektroforez cihazi 100
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volta ayarlandi ve 1 saat suresince yurutilme islemi gerceklestirildi
(Resim 9).

Resim 8: Orneklerin Jeldeki Kuyucuklara Yiklenmesi

Resim 9: Jel Elektroforez Sistemi

2.2.5. Histopatolojik Analizler

Cahgsmanin 45. gunu batin deneklerden sol kalpten arterial kan
alindiktan sonra servikal dekapitasyon ile 6tenazi edildi. Daha sonra sistemik
nekropsileri yapilan bu farelerden karaciger, bdbrek, dalak ve

bagirsaklarindan doku oOrnekleri alinarak %10’luk tamponlu formalin
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solisyonunda tespit edildi. Tespit edilen dokular gesme suyunda yikanarak
dereceli alkoller, ksilol ve parafin serilerinden gegirilerek parafinde bloklandi.
Parafin bloklardan 5 mikron kalinliginda alinan kesitler hematoksilen-eozin
(H.E.) ile boyanarak olusan Mikroskobik lezyonlar 1sik mikroskobunda
degerlendirildi (98).

2.2.6. Istatistik ydontem

Her bir grubun deney oncesi ve sonrasi agirlik degisimleri ile gruplar
arasindaki agirlik dedisimlerini karsilastirmak igin tek faktorde tekrarli
Olcimler icin iki faktdérld ANOVA modeli kullaniimigtir. ClUnkU karisik desenler
icin iki faktorlt ANOVA, gruplar arasi ve gruplar i¢i desenin birlikte yer aldigi
karigik Olgimlerin analizinde siklikla kullanilan gok faktorli bir analizdir (2,
17). Bahsi gegen desen iki faktorl icerir. Bu arastirmada, deneysel islemler
(kontrol, aflatoksin, aflatoksin+kefir ve kefir) birinci faktért; canli agirhgi igin
yapllan on ve son oOlgumler (tekrarh Olgumler) ise ikinci faktorl
olusturmaktadir.

Deneysel islemlerin gruplar arasinda herhangi bir fark yaratip
yaratmadigi Kruskal Wallis H-Testi kullanilarak incelenmigtir. Elde edilen
veriler, esit evren ortalamalari hipotezini test etmek Uzere kullanilan Tek
Yonlu Varyans Analizinin gerektirdigi normallik ve varyanslarin homojenligi
varsayimini kargilamadigi i¢in Tek yonli ANOVA yerine non-parametrik bir
istatistik olan Kruskal Wallis H-testi tercih edilmistir (2, 17). Gruplar arasinda
g6zlenen anlamh farkin hangi gruplar arasindaki anlaml farklara bagl olarak
ortaya ciktigr ise gruplarin ikili kombinasyonlari Uzerinden Mann Whitney U-
testi uygulanarak farkin kaynagi incelenmistir. Arastirmanin tum istatistiksel

islemleri SPSS 15.0 paket programi ile gergeklestirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Farelerin Canli Agirlik Bulgulari

Deneysel uygulamalarin baglangi¢c ve bitiminde deney hayvanlarinin
Olculen canli vucut agirlik ortalamalarinin gruplara gore dagilimi Tablo 7’ de

gOsterilmigtir.

Tablo 7. Deney oncesi ve sonrasi agirlik aritmetik ortalama ve standart
sapma degerleri

Deney oncesi Deney sonrasi

agirhk (gr) agirhk (gr)
Deney Gruplan* N X s N S
Kontrol (A) 10 34,74 5,03 10 40,67 3,85
Aflatoksin (B) 10 38,22 4,97 10 31,54 2,85
Aflatoksin+Kefir (C) 10 32,07 4,04 10 37,40 3,57
Kefir (D) 11 34,29 449 11 38,05 3,52

*A: Standart yem+su, Aflatoksin B: Standart yem+su+AFB(300ppb), C: Standart yem+su+AFB:(300ppb)+Kefir
(30ml/kg), D: Standart yem+su+ Kefir (30ml/kg)

Tablo 7°’de goruldugu gibi kontrol grubu agirlik ortalamasi deney
oncesinde 34,74 iken deney bitiminde 40,67’ye yukselmigstir. Aflatoksin+kefir
uygulanan grubun agirlik ortalamasi deney oncesinde 32,07 iken deney
sonrasinda 37,40’ a yukselmigtir. Kefir grubunda ise 34,29 olan baslangi¢
agirhk ortalamasi deney sonunda 38,05 olarak olgulmustur. Kontrol,
Aflatoksin+kefir ve Kefir uygulanan gruplardaki deney hayvanlarinin
agirliklarinda deney suresince bir artis gozlenmesine karsin; Aflatoksin
uygulanan grupta deney oncesi agirlik ortalamasi 38,22 iken bu deger deney
sonrasinda 31.54’e dusmaustur. Agirliklardaki bu degisim Grafik 3'de

gOsterilmigtir.
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30, 007
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Deney Oncesi Deney sonrasi
Olgiim

Grafik 3: Agirlhk degisim grafigi

Deneysel uygulamalarin, deney oOncesine goOre deney sonrasinda
gOzlenen s6z konusu agirhk degismelerinin anlamh bir farkhlik gdsterip

go6stermedigine iligkin iki faktérlli Anova sonuglari Tablo 8’ de verilmistir.

Tablo 8: Deney oncesi ve sonrasi agirliklarin ANOVA sonuglari

Varyansin Kaynagi Kareler Sd Kareler F P
Toplami Ortalamasi

Gruplararasi 581,233

Grup (Deneysel iglemler) 114,536 3 38,179 3,027 .042

Hata 466,697 37 12,613

Deneklerigi 1378,349

Olgiim (Deney dncesi-sonrasi) 88,937 1 88,937 4,310 .045

Grup*olgiim 525,968 3 175,323 8,497 .000

Hata 763,444 37 20,634

Toplam 1959,582
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Tablo 8’e gore deneysel uygulamalarin deneklerin agirliklari Gzerinde
deney Oncesinden sonrasina anlaml farkhlik gosterdigi, yani farkli deneysel
gruplarda olmak ile tekrarli dlgimler faktorlerinin agirhk Uzerindeki ortak
etkilerinin anlamli oldugu bulunmustur [F.37= 8,497, p<.01]. Bu bulgu,
deneysel islemlerin deney hayvanlarinin canli agirliklari Uzerinde etkili
oldugunu gostermektedir. Yapilan bu acgiklama iki faktorin (deneysel
islemler-6lgumler) ortak etkisine vurgu yapmaktadir. Ancak analiz ile ayni
zamanda deneysel islemler ve Olgcumlerin ayri ayri temel etkileri de tespit
edilebilmektedir. Bu durum su sekilde yorumlanabilir. Deneysel iglemler 4
ayri gruptaki deney hayvanlarinin agirliklari Gzerinde anlamli bir farklilasma
yaratmistir [F(1.37)= 3,027, p<.05]. Ayrica olgim temel etkisi ile ilgili olarak da
deney oncesinden deney sonrasina deneklerin agirlik ortalamalar arasinda

anlamli bir farklilagma oldugu gortlmektedir [F1.37= 4,310, p<.08].

3.2. Biyokimyasal bulgular

Gruplar arasindaki farklilasmalar Kruskal Wallis H-Testi kullanilarak
degerlendirilmistir. Yapilan istatistikler, deneysel islemlerin tUm parametler
icin gruplar arasinda anlamli bir farkllasmaya neden oldugunu ortaya
koymustur. Ortaya ¢ikan farkin hangi gruplar arasinda oldugunu tespit etmek
amaciyla non-parametrik ve gruplar ikigerli olarak karsilastirma esasina
dayal bir istatistik teknik olan Mann Whitney U-testi kullaniimigtir.

3.2.1. Serum AST, ALT ve LDH Bulgular

Deneysel uygulamalardan sonra alinan kan oOrneklerinin analizinde
elde edilen AST, ALT ve LDH sonuglarina ait grup ortalamalari ve standart

sapmalar Tablo 9’ da verilmistir.
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Tablo 9: AST, ALT ve LDH Ortalama ve Standart Sapma Degerleri

Parametre Deneysel Gruplar* n X S
Kontrol (A) 10 323,50 149,99
AST (IU/L) Aflatoksin (B) 7 732,43 171,77
Aflatoksin+Kefir (C) 8 734,50 123,33
Kefir (D) 8 721,62 256,05
Kontrol (A) 10 191,50 127,05
ALT (IU/L) Aflatoksin (B) 8 272,25 85,39
Aflatoksin+Kefir (C) 8 150,37 47,42
Kefir (D) 8 203,25 76,73
Kontrol (A) 4 2712,50 990,72
LDH (IU/L) Aflatoksin (B) 8 4145,62 1157,84
Aflatoksin+Kefir (C) 8 2915,12 630,59
Kefir (D) 8 3581,25 1173,04

*A: Standart yem+su, Aflatoksin B: Standart yem+su+AFB(300ppb), C: Standart yem+su+AFB;(300ppb)+Kefir
(30ml/kg), D: Standart yem+su+ Kefir (30ml/kg)

Tablo 10’da deneysel uygulamalarin AST enzimi Uzerindeki etkisinin
gruplara gore farklilagsmasi gosteriimektedir. Tablodaki “anlamh fark”
sutununda belirtilen karsilastirmalar, hangi gruplar arasinda fark oldugunu

ifade eden Mann Whitney U-testi sonuglarini yansitmaktadir.

Tablo 10: AST bulgulari igin Deneysel Uygulamalarin Kruskal Wallis H-Testi
sonuglari

Deney Gruplar N Sira sd ¥° P Anlamh Fark
Ortalamasi

Kontrol (A) 10 6,90 3 15,81 .001 A-B,A-C,A-D

Aflatoksin (B) 7 21,29

Aflatoksin+Kefir 20.50

(C)

Kefir (D) 8 22,38

Analiz sonuglari, AST degerlerinde deneysel uygulamalar sonrasinda
anlamli bir fark olustugunu gostermektedir [x2 3= 15,81, p<.01]. Bu bulgu,
deneysel iglemlerin AST enzimi igin gruplar arasinda anlamli bir fark
olusturdugunu ortaya koymaktadir. Farkin kaynagi, gruplarin ikili

kombinasyonlari Gzerinden Mann Whitney U-testi uygulanarak incelendiginde



60

kontrol grubunun diger deney gruplarina gore anlamli gekilde farkli oldugu

bulunmustur. Ayrica gruplarin sira ortalamalari dikkate alindiginda uygulama
sonrasinda en yuksek AST degerinin Kefir grubunda (?_C=721,62) , en

dusuk AST degerinin ise kontrol grubunda (?_C=323,50) oldugu tespit
edilmigtir (Tablo 9). AST degerinin Kefir (D) grubunda en yuksek degeri
almasi kefir icece@inin karaciger hasarina neden olduguna isaret
etmemektedir. Boyle bir sonug, ancak numune yetersizligine bagh olarak

gerceklesmis bir analiz hatasi olarak yorumlanabilir.

Tablo 11’de deneysel uygulamalarin ALT enzimi Uzerindeki etkisinin
gruplara gore farklilasmasi goOsteriimektedir. Bu tablodaki “anlamh fark”
sutununda belirtilen karsilastirmalar, hangi gruplar arasinda fark oldugunu

ifade eden Mann Whitney U-testi sonuglarini yansitmaktadir.

Tablo 11: ALT bulgulari icin Deneysel Uygulamalarin Kruskal Wallis H-Testi
sonugclari

Deney Gruplari N Sira sd X P Anlamli
Ortalamasi Fark

Kontrol (A) 10 15,55 3 8,06 .045 B-C

Aflatoksin (B) 8 25,38

Aflatoksin+Kefir

(C) 11,75

Kefir (D) 8 17,81

Analiz sonuglari, ALT degerlerinde deneysel uygulamalar sonrasinda
anlamli bir sekilde fark olustugunu gostermektedir [x? 3)= 8,06, p<.05]. Bu
bulgu, deneysel islemlerin ALT enzimi igin gruplar arasinda anlaml bir fark
olusturdugunu ortaya koymaktadir. Farkin kaynagi, gruplarin ikili
kombinasyonlari uzerinden Mann Whitney U-testi uygulanarak incelendiginde
aflatoksin ile aflatoksin+kefir gruplari arasinda anlamh bir fark oldugu
sonucuna ulasilmigtir. Gruplarin sira ortalamalari dikkate alindiginda

uygulama sonrasinda en yuksek ALT degerinin Aflatoksin grubunda

(;=272,25), en dusuk ALT degerinin ise Aflatoksin+Kefir grubunda (?_C
=150,37) oldugu tespit edilmigtir.
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Asagidaki Tablo 12'de deneysel uygulamalarin LDH enzimi Uzerindeki
etkisinin gruplara goére farklilagsmasi gosterilmektedir. Tablo 12'deki “anlaml
fark” sutununda belirtilen karsilastirmalar, hangi gruplar arasinda fark

oldugunu ifade eden Mann Whitney U-testi sonuglarini yansitmaktadir.

Tablo 12: LDH bulgulari i¢cin Deneysel Uygulamalarin Kruskal Wallis H-Testi
sonugclari

Deney Gruplan n Sira sd X° P Anlamh
Ortalamasi Fark

Kontrol (A) 4 9,63 3 8,29 .04 B-C

Aflatoksin (B) 8 20,31

Aflatoksin+Kefir 8 9.75

(C)

Kefir (D) 8 15,88

Analiz sonuglari, LDH degerlerinin deneysel uygulamalar sonrasinda
anlamli bir sekilde farklilastigini gdéstermektedir [)(2 3= 8,29, p<.05]. Bu
bulgu, deneysel iglemlerin LDH enzimi igin gruplar arasinda anlamli bir fark
olusturdugunu ortaya koymaktadir. Farkin kaynagi, gruplarin ikili
kombinasyonlari Gzerinden Mann Whitney U-testi uygulanarak incelendiginde
aflatoksin ile aflatoksin+kefir gruplari arasinda anlamh bir fark oldugu
sonucuna ulasilmigtir. Gruplarin sira ortalamalari dikkate alindiginda

uygulama sonrasinda en yuksek LDH degerinin Aflatoksin grubunda

(3_6=4145,62), en duslk ALT degerinin ise Aflatoksin+Kefir grubunda

(*¥=2915,12) oldugu tespit edilmigstir (Tablo 9).

3.2.2. Serum ALBUMIN Bulgulari

Deneysel uygulamalar sonrasinda alinan kan érneklerinin analizinde
elde edilen albimin sonuglarina ait grup ortalamalari ve standart sapmalari

Tablo 13’de verilmisgtir.
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Tablo 13: Serum ALBUMIN Ortalama ve Standart Sapma Degerleri

Parametre Deney Gruplan* n X S
_ Kontrol (A) 10 3,03 0,15
ALBUMIN Aflatoksin (B) 8 2,46 0,35
(gr/dl) Aflatoksin+Kefir (C) 8 2,49 0,21
Kefir (D) 8 2,65 0,24

*A: Standart yem+su, Aflatoksin B: Standart yem+su+AFB(300ppb), C: Standart yem+su+AFB:(300ppb)+Kefir
(30ml/kg), D: Standart yem+su+ Kefir (30ml/kg)

Tablo 14'de deneysel uygulamalarin serum albimin Gzerindeki
etkisinin gruplara gore farkhlasmasi gosterilmektedir. Tablo 15'deki “anlamli
fark” sdOtununda belirtilen karsilagtirmalar, hangi gruplar arasinda fark

oldugunu ifade eden Mann Whitney U-testi sonuglarini yansitmaktadir.

Tablo 14: Albumin bulgulari igin Deneysel Uygulamalarin Kruskal Wallis H-
Testi sonuclari

Deney Gruplari n Sira sd X P  Anlamh Fark
Ortalamasi
Kontrol (A) 10 28,30 3 18,03 .00 A-B,A-C,A-D

Aflatoksin (B) 8 11,25
Aflatoksin+Kefir

11,44
(C)
Kefir (D) 8 16,31

Elde ettigimiz sonuglar, deneysel uygulamalarin her bir deneysel
gruba ait ALBUMIN degerlerini anlamli bir sekilde farklilastirdigini
gOstermektedir [x2 3= 18,03, p<.01]. Farkin kaynagi, gruplarin ikili

kombinasyonlari Uzerinden incelendiginde kontrol grubunun (*=3,03),

aflatoksin  (¥=2,46), aflatoksin+kefir (¥=2,49), ve kefir (¥=2,65)
gruplarindan anlamli bir sekilde farklilagtigi sonucuna ulasiimistir (Tablo 13).
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3.2.3. Lipit Peroksidasyon Bulgulari

Deneysel uygulamalar sonrasinda alinan karaciger dokularinin analizi
ile elde edilen MDA degerlerine ait grup ortalamalari ve standart sapmalari

Tablo 15°de verilmisgtir.

Tablo 15: MDA Ortalama ve Standart Sapma Degerleri

Parametre Deney Gruplan* n X S
Kontrol (A) 10 1,06 0,36

MDA Aflatoksin (B) 10 4,94 2,45

(nmol/ml)  Aflatoksin+Kefir (C) 10 1,14 0,42
Kefir (D) 11 1,03 0,75

*A: Standart yem+su, Aflatoksin B: Standart yem+su+AFB(300ppb), C: Standart yem+su+AFB;(300ppb)+Kefir
(30ml/kg), D: Standart yem+su+ Kefir (30ml/kg)

Tablo 16’da deneysel uygulamalarin MDA seviyesine olan etkisinin
gruplara gore farklilagsmasi gosterilmektedir. Tablo 16’daki “anlamli fark”
sutununda belirtilen karsilastirmalar, hangi gruplar arasinda fark oldugunu

ifade eden Mann Whitney U-testi sonuglarini yansitmaktadir.

Tablo 16: MDA bulgulari icin Deneysel Uygulamalarin Kruskal Wallis H-Testi
sonuglari

Deney Gruplari n Sira sd ¥x° P Anlamh Fark
Ortalamasi
Kontrol (A) 10 16,45 3 22,66 .00 A-B, B-C, B-D

Aflatoksin (B) 10 36,50
fg;atoksm+Keflr 10 17,70
Kefir (D) 11 14,05
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Elde ettigimiz sonuglar, deneysel uygulamalarin her bir deneysel
gruba ait MDA degerlerini anlamli bir sekilde farkhlastirdigini gostermektedir

Ve 3= 22,66, p<.01]. Farkin kaynagi, gruplarin ikili kombinasyonlari
Uzerinden istatistik olarak incelendiginde kontrol grubu (?_C=1 ,00) ile aflatoksin
(¥=4,94) grubu, aflatoksin (¥=4,94) ile aflatoksin+kefir (¥=1,14) ve

aflatoksin+kefir (;=1,14) ile kefir (;=1,03) gruplari arasinda anlamli bir

farkhlasma oldugu sonucuna variimigtir (Tablo 15).

3.2.4. Antioksidan Enzim Bulgulan

Deneysel uygulamalar sonrasinda alinan karaciger dokularinin analizi
ile elde edilen GSH ve GST degerlerine ait grup ortalamalari ve standart

sapmalari Tablo 17°de verilmistir.

Tablo 17: GSH ve GST Ortalama ve Standart Sapma Degerleri

Parametre Deneysel Gruplar* n X S
Kontrol (A) 10 1,21 0,16
GSH Aflatoksin (B) 10 0,87 0,08
(nmol/ml)  Aflatoksin+Kefir (C) 10 1,81 0,69
Kefir (D) 11 1,28 0,11
Kontrol (A) 10 1,90 0,64
GST Aflatoksin (B) 10 9,28 7,65
(umolidk/mg  Aflatoksin+Kefir (C) 10 2,36 0,66
protein) Kefir (D) 11 1,73 1,39

*A: Standart yem+su, Aflatoksin B: Standart yem+su+AFB(300ppb), C: Standart yem+su+AFB;(300ppb)+Kefir
(30ml/kg), D: Standart yem+su+ Kefir (30ml/kg)

Tablo 18’de deneysel uygulamalarin GSH seviyesine olan etkisinin
gruplara gore farklilagsmasi gosterilmektedir. Tablo 18'deki “anlamli fark”
sutununda belirtilen karsilastirmalar, hangi gruplar arasinda fark oldugunu

ifade eden Mann Whitney U-testi sonuglarini yansitmaktadir.
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Tablo 18: GSH bulgulari icin Deneysel Uygulamalarin Kruskal Wallis H-Testi
sonuglari

Deney Gruplarn* n Sira sd x° P  Anlamh Fark
Ortalamasi
Kontrol (A) 10 21,70 3 2526 .00 A-B,A-C,B-C,B-D

Aflatoksin (B) 10 5,50
,(Gg;atoksm+Kef|r 10 31,05
Kefir (D) 11 25,32

Analiz sonuglarina gore deneysel uygulamalarin gruplar arasinda GSH
degerleri acisindan anlamh bir farkhlagsma olusturdugunu goéstermektedir

[x?2 3= 25,26, p<.01]. Farkin kaynagi, gruplarin ikili kombinasyonlari
uzerinden Mann Whitney U-testi uygulanarak incelendiginde kontrol (?_C=1,21)

ile aflatoksin (¥=0,87) grubu, kontrol (¥=1,21) ile aflatoksin+kefir (*=1,81)

gruplan arasinda anlamh bir farkhlasma oldugu goérilmektedir.  Ayrica

Aflatoksin (¥=0,87) grubu ile aflatoksin+kefir (X=1,81), aflatoksin grubu (¥

=0,87) ile kefir (;=1,28) grubu arasinda anlamli bir farkhlagsma oldugu
sonucuna ulagiimistir (Tablo 17).

Tablo 19'da deneysel uygulamalarin GST aktivitesine olan etkisinin
gruplara gore farklilagsmasi gosterilmektedir. Tablo 19'daki “anlamh fark”
sutununda belirtilen karsilastirmalar, hangi gruplar arasinda fark oldugunu

ifade eden Mann Whitney U-testi sonuglarini yansitmaktadir.

Tablo 19: GST bulgulari igin Deneysel Uygulamalarin Kruskal Wallis H-Testi
sonuglari

Deney Gruplar n Sira sd x° P Anlamlh Fark
Ortalamasi
Kontrol (A) 10 15,20 3 18,72 .00 A-B, B-C, B-D

Aflatoksin (B) 10 34,80
fg;atoksm+Keflr 10 19.90
Kefir (D) 11 14,73
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Analiz sonuglari, deneysel uygulamalarin gruplar arasinda GST
aktivitesi agisindan anlamli bir fark olusturdugunu gdstermektedir [x> 3)=

18,72, p<.01]. Farkin kaynagi, gruplarin ikili kombinasyonlari Uzerinden Mann
Whitney U-testi ile incelendiginde; kontrol grubu (¥=1,90) ile aflatoksin (¥
=9,28) grubu, aflatoksin (?_C=9,28) grubu ile aflatoksin+kefir (;=2,36) grubu

ve Aflatoksin (?_C=9,28) grubu ile kefir (?_C=1,73) grubu arasinda anlamli bir

farkhlasma oldugu gorulmektedir (Tablo 17).
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3.3. Gen Ekpresyon Bulgular

3.3.1. GSTM1 Gen Ekpresyon Bulgulari

Numunelerin GSTM1 primerleriyle PCR cihazindan elde edilen
artnlerin jel elektroforezde kontrol genimiz olan B-aktin ile kosturulmasi

sonucu resimlenen goruntd Resim 10°da gosterilmigtir.

Kantral Aftokein Aflatoksinsked|r

GETM1

Kongral Afiaknken Adlataknrvkedir

F-Aktin

Resim 10: GSTM1 ve kontrol (B-aktin) gene ait jel goruntusu

Deney gruplarina ait GSTM1 ve f-aktin dansitometre degerlerinin

ortalama ve standart sapmalariTablo 20’de gosterilmistir.

Tablo 20: GSTM1 ve [B-Aktin Dansitometre ortalama ve standart sapma
degerleri

Parametre Deney Gruplarn* X S

Kontrol (A) 4095,67 2190,03
GSM1 Aflatoksin (B) 834,00 222,72
Aflatoksin+Kefir (C) 5298,67 2029,06

Kontrol (A) 4547 44 926,12
B-AKTIN  Aflatoksin (B) 5037,76 405,17
Aflatoksin+Kefir (C) 5085,98 208,01
Kefir (D) 3 5278,16 915,84

n
3
3
3
Kefir (D) 3 7930,33 404,47
3
3
3

*A: Standart yem+su, Aflatoksin B: Standart yem+su+AFB(300ppb), C: Standart yem+su+AFB;(300ppb)+Kefir
(30ml/kg), D: Standart yem+su+ Kefir (30ml/kg)
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Deney gruplarina gore spesifik dansite olgumleri sonucu elde edilen
bant alanlarinin grafiksel gérunimu, ortalama dansite degerleri ve kontrol

genleriyle karsilastiriimasi sekil 13’de 6zetlenmistir.

Kontrol (A) Aflatoksin (B) Aflatoksin+kefir (C) Kefir (D)
GSTM1

gstm1 forimage | gstm1 forimage j gstm forimage joif; | gstm for image J.Aif]

]

OD: 4095,67 OD: 834 OD: 5298,67 OD: 7930,33
B-aktin
gstm? far image j.t gstm1 far image jtif; gstm1 forimage jAif; L getm1 for image J4if, Un

JUGE

OD: 4547 OD: 5037 OD: 5085 OD: 5278
*A: Standart yem+su, Aflatoksin B: Standart yem+su+AFB(300ppb), C: Standart yem+su+AFB;(300ppb)+Kefir
(30ml/kg), D: Standart yem+su+ Kefir (30ml/kg)

Sekil 13: GSTM1Dansite egrilerinin kontrol genlerle karsilastiriimasi
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Tablo 21'de deneysel uygulamalarin GSTM1 gen ekspresyonuna olan

etkisinin gruplara gore farklilagsmasi gosterilmektedir.

Tablo 21: GSTM1 ve B-aktin gen ekspresyon bulgulari i¢in Deneysel

Uygulamalarin Kruskal Wallis H-Testi sonuglari

Deney Gruplarin n Sira sd x° P Anlamli
Ortalamasi Fark
- Kontrol (A) 3 6 3 9462 .024 A-B,B-C,B-D
E Aflatoksin (B) 3 2
(7} Aflatoksin+Kefir (C) 3 7
o Kefir (D) 3 11
Kontrol (A) 3 5 3 0,744 ,863
£ Aflatoksin (B) 3 6,67
» & Aflatoksin+Kefir (C) 3 7,33
Q @ Kefir (D) 3 7

Analiz sonuglari, deneysel uygulamalarin gruplar arasinda GSTM1
gen ekspresyonu agisindan anlamli bir fark olusturdugunu gdstermektedir
[x2 3= 9,462, p<.05]. Farkin kaynagi, gruplarin ikili kombinasyonlari

uzerinden Mann Whitney U-testi ile incelendiginde; kontrol grubu
(¥=4095,67) ile aflatoksin (¥=834) grubu, aflatoksin (¥=834) grubu ile
aflatoksin+kefir (*¥=5298,67) grubu ve Aflatoksin (¥=834) grubu ile kefir

(J_C=7930,33) grubu arasinda anlaml bir farklilasma oldugu goértlmektedir
(Tablo 20). Kontrol geni (B-aktin) ile ilgili sonuglar degerlendirildiginde gruplar
arasindaki farkin anlamli olmadi§i agikga goriilmektedir (x* @)= 0,744, p>.05).



70

3.3.2. GSTT1 Gen Ekspresyon Bulgular
Numunelerin ¢alismada kullandigimiz  GSTT1 primerleriyle PCR
cihazindan elde edilen Urdnlerin, jel elektroforezde kontrol genimiz olan
B-aktin ile kosturulmasi sonucu resimlenen goérinti Resim 11de

gOrulmektedir.

Kamtral Aflxlokein AlNalakaintHalir

GETT1

Kontrol Afiatohsin Afldckeintkedfir
f-Aktin

Resim 11: GSTT1 ve kontrol (3-aktin) gene ait jel gorantusu

Deney gruplarina ait GSTT1 ve B-aktin dansitometre degerlerinin

ortalama ve standart sapma deg@erleri Tablo 22’de gosterilmisgtir.

Tablo 22: GSTT1 ve B-Aktin Dansitometre ortalama ve standart sapma
degerleri

Parametre Deneysel n X S
uygulamalar *
Kontrol (A) 3 2984,17 632,72

GST1 Aflatoksin (B) 3 2955,17 929,65
Aflatoksin+Kefir (C) 3 2986,65 290,44
Kefir (D) 3 2560,52 376,12
Kontrol (A) 3 2774,65 389,76

B-AKTIN  Aflatoksin (B) 3 3268,36 309,05
Aflatoksin+Kefir (C) 3 3600,84 340,58
Kefir (D) 3 3134,65 494,23

*A: Standart yem+su, Aflatoksin B: Standart yem+su+AFB:(300ppb), C: Standart yem+su+AFB4(300ppb)+Kefir
(30ml/kg), D: Standart yem+su+ Kefir (30ml/kg)



Deney gruplarina gore spesifik dansite olgumleri sonucu elde edilen
bant alanlarinin grafiksel gérunimu, ortalama dansite degerleri ve kontrol

genleriyle karsilastiriimasi Sekil 14’de 6zetlenmistir.

Kontrol Aflatoksin Aflatoksin+kefir Kefir
GSTT1
V gstt11 forimage P —
OD: 2984,173 OD: 2955,17 0OD:2986,651 OD: 2560,52
B-aktin
nstt11 for imaog gstt11 for image ﬁi pstt11 forimange

OD: 2774,651 OD: 3268,358 OD: 3.601 OD: 3.135

Sekil 14: GSTT1 Dansite egrilerinin kontrol genlerle karsilastiriimasi
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Tablo 23’de deneysel uygulamalarin GSTT1 gen ekspresyonuna olan
etkisinin gruplara gore farklilagsmasi gosterilmektedir. Tablodaki “anlaml
fark” sutununda belirtilen kargilagtirmalar, kullanilan istatistik ydnteme

dayanarak hangi gruplar arasinda fark oldugunu ifade etmektedir.

Tablo 23: GSTT1 ve [-aktin gen ekspresyon bulgulari igin Deneysel

Uygulamalarin Kruskal Wallis H-Testi sonuglari

Deneysel n Sira sd x° P  Anlamli
uygulamalar Ortalamasi Fark
Kontrol (A) 3 7,67 3 1,974 578

= Aflatoksin (B) 3 7

'5 Aflatoksin+Kefir (C) 3 7,33

o Kefir (D) 3 4

c Kontrol (A) 3 2,67 3 5872 118

= Aflatoksin (B) 3 7,33

®  Aflatoksin+Kefir (C) 3 9,67

@ Kefir (D) 3 6,33

Analiz sonuglari, deneysel uygulamalarin gruplar arasinda GSTT1 gen
ekspresyonu agisindan anlaml bir fark olugturmadigini gostermektedir. Fakat
P degeri 0,05 degerinden c¢ok kuglk bir oranda ylksek kalmistir
[x @)= 1,974, p>.05]. Kontrol geni (B-aktin) ile ilgili sonuglar da GSTM1’de
oldugu gibi degerlendirildiginde gruplar arasindaki farkin anlamh olmadigi

acikga goriilmektedir (x? 3= 5,872, p>.05).
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3.4. Histopatolojik Bulgular

Calisma gruplarinda yer alan farelerde makroskobik bir bulgu
gorulmemistir. Karacigerin mikroskobik incelemesinde kontrol (Resim 12) ve

sadece kefir (Resim 13) verilen deneklerde herhangi bir bulguya rastlanmadi.

Resim 12: Kontrol grubundaki bir farede normal karaciger histolojisi,
x185, H.E.

Resim 13: Kefir grubundaki bir farede normal karaciger histolojisi,
x185, H.E.
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Toksisite grubu olan 300 ppb Aflatoksin B¢ verilen grupta karacigerde
hiperemi, hepatositlerde ortadan siddetliye kadar degisen bulanik siskinlik
ve/veya hidropik dejenerasyon nedeniyle hepatik kordonlarda dissasiasyon
g6zlendi (Resim 14). Bazi hepatositlerde kesin kenarli, igleri bos kuguk
vakuol olugumlarn tespit edildi (Resim 15). Ayrica genellikle midzonal

yerlesim gosteren fokal koagulasyon nekrozlarina rastlandi (Resim 16).

Resim 14: Sadece Aftoksin verilen bir farede karacigerde siddetli
derecede hidropik dejenerasyon ile midzonal boélgede fokal nekroz, x185,
H.E.
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Resim 15: Sadece Aflatoksin verilen bir farede hepatositlerde
perisentral yerlesimli vakuol olusumlari, x370, H.E

Resim 16: Sadece Aflatoksin verilen bir farenin karacigerinde
midzonal bélgede fokal nekroz (N), x185, H.E.
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Aflatoksinle ile Dbirlikte kefir verilen grup toksisite grubuyla
kiyaslandiginda olusan lezyonlarin siddetinde belirgin azalma oldugu, buna
badli olarak karaciger hepatik kordonlarin normal dizende seyrettigi, lob
yapisinin bozulmadigi goérilda (Resim 17). Hepatositlerde sekillenen hafif
derecedeki bulanik sigkinlik ve/veya hidropik dejenerasyonun tum lob
boyunca esit duzeyde yerlesim gosterdigi, toksisite grubunda olusan vakuol

ve nekroz olusumlarinin bu grupta sekillenmedigi gértldi (Resim 18).

Resim 17: Sadece Aflatoksin ile birlikte kefir verilen bir farenin
karacigerinde hafif derecede hidropik dejenerasyonu, x92, H.E.
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Resim 18: Sadece Aflatoksin ile birlikte kefir verilen bir farenin
karacigerinde hafif derecede hidropik dejenerasyonun yakin gérinimu, x185,
H.E.

Bobreklerin histopatolojik incelemesinde ise, kontrol (Resim 19) ve
sadece kefir (Resim 20) verilen grupta histolojik yapida degisiklik

sekillenmedigi gorulda.

Resim 19: Kontrol grubundaki bir farede bdbregdin normal histolojik
gOrinumu, x370, H.E.
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Resim 20: Kefir grubundaki bir farede boébregin normal histolojik
gorunumu, x370, H.E.

Aflatoksin verilen grupta o6zellikle korteksteki tubul epitellerinde orta
siddette hidropik dejenerasyon, az sayida epitelde nekroz, glomerular yumak
ve intertubuler bdlgede hiperemi belirlendi (Resim 21). Bazi tubul
lGmenlerinin genigledigi ve eozinofilik bir kitle ile dolu oldugu goéruldd.

Medullada ise yer yer intertubuler kanamalara rastlandi.
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Resim 21: Sadece Aflatoksin verilen bir farede bobrek tubuluslarinda
orta derece hidropik dejerasyon ve tek tuk epitellerde nekroz, intertubuler
bdlgede hiperemi, x370, H E.
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Aflatoksin ile birlikte kefir verilen grupta ise sadece proksimal tubul
epitellerinde hafif derecede hidropik dejenerasyon ile intertubuler bdlgede

hiperemi gézlendi (Resim 22).

Resim 22: Aflatoksin ile birlikte kefir verilen bir farenin bdbreginde
hafif derecede hidropik dejenerasyon ve intertubuler bdélgede hiperemi x370,
HE.
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4. TARTISMA VE SONUC

Sut ve sut drunleri, insanlar ve diger memelilerin beslenmesi agisindan
tartisiimaz bir dneme sahiptir. Fermente sut Urlnlerinin yaygin bir besin
kaynagi olmasinin en onemli dayanagi, eski caglarda buzdolabi gibi
sogutucularin olmamasina ragmen Uretimden sonra uzun sure tuketilmesinin
muUmkin olmasidir (18). Bazi arastirmacilar kefiri fermente st Grlnlerin
sampanyasi olarak tanimlamis ve hafif ickilere bir alternatif olabilecegini ileri
surmuagtur (22, 46, 56, 80). Bununla birlikte kefirdeki probiyotik bakterilerin
oral olarak verilen karsinojenlerin yarattigi DNA hasarlarini ve lipit
peroksidasyonlarini 6nledigi de belirtilmigstir (32).

Probiyotik bakterilerin koruyucu etkileri, kendileri veya metabolitleri
tarafindan karsinojen ara reaktiflerin baglanarak ortamdan
uzaklagtirimasinin yaninda karsinojenleri aktive veya deaktive eden
enzimleri etkileyerek ortaya c¢iktigi disundlmektedir (44). Aflatoksin ve
heterosiklik aminler gibi toksik ve genotoksik bilegsenlerin karsinojenik
etkilerinin  NADPH dehidrogenaz, nitrorediktaz, B-glukronidaz ve 7-a-
dehidroksilaz gibi bakteriyel enzimlerle iligkili oldugu ve laktik asit
bakterilerinin ise bu enzimlerin etkisini azalttigi bildirilmistir (22, 51).

En glcli dogal gida toksini olan AFB+’in kronik dozunu (300 ppb)
kullanarak gergeklestirdigimiz bu ¢alisma, aflatoksinin deney hayvanlarinda
yaratti§i fizyolojik, biyokimyasal, histopatolojik ve molekuller etkilerini
sergilemek ve yine oral yolla verilen kefir iceceginin bu etkileri ne dizeyde

elimine ettigini arastirmak amaciyla gergeklestirilmistir.

Bati Afrika’da diyet yoluyla aflatoksine maruz kalan ¢ocuklarda blyime
ve geligsme geriligi, kilo kaybr ve immun sistem fonksiyonlarinda azalma gibi
bulgulara rastlanmistir (8, 15, 100). AFB, ile kontamine yemlerle beslenen
domuzlarda vicut agirhgr artisinin dasmesi ve yem tuketiminde azalma;
broilerler de agirlik azaligl, bunun yaninda karaciger ve bdbrek agirliginda

artig gorulmustir (67). Bizim c¢alismamizin sonuglari da bu verileri
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desteklemektedir. Deneysel uygulamamiz suresince kontrol grubu farelerin
canh vucut agirlik ortalamasi 34,74’ten 40,67’ye yukselirken, AFB1 uygulanan
farelerde 38,22'den 31.54’e dusmustlr. Bunun yaninda aflatoksinle birlikte
kefir verdigimiz farelerin agirlik ortalamasi 32,07’den 37,40’a yukselmisgtir.
Tek basina kefir tukettirdigimiz D grubu farelerdeki agirlik artisi da yine
kontrol grubuna paralellik géstermistir (Tablo 7, Grafik 3). istatistiksel agidan
da anlamli (p<0,05) olan bu sonuglar degerlendirildiginde, alti haftalik dizenli
kefir tlketiminin aflatoksinlerin buyime ve gelisme Uzerindeki olumsuz etkileri
ortadan kaldirdigi gorulmektedir. Karademir (2003) broilerde yaptigi
calismada icme suyuna %7,5 oraninda kefir eklenmesinin canl agirhk
artisinda anlamh bir artis sagladigini bildirmistir (73). Kefir ve probiyotik
suglarin canli agirhk kazanimi Uzerine olumlu etkileriyle ilgili galismalar
mevcut iken, aflatoksin ile birlikte verilen kefirin canli agirlik Gzerindeki etkileri
ile ilgili herhangi benzer bir caligmaya rastlanmamistir.

Aflatoksin alimi ile serum alkalen fosfataz (ALP), gammaglutamil
transferaz (GGT), asit fosfataz, laktik dehidrogenaz (LDH), ornitin karbamoil
transferaz, alanin aminotransferaz (ALT), aspartat amino transferaz (AST),
lipit peroksidaz ve izositrik dehidrogenaz etkinligi ile serum biluribin duzeyi
artarken, serum protein, protein kaynakl olmayan azot, ure, hemoglobin ve
pihtilasma faktorlerinin miktari énemli dlglide azalma gostermektedir (4).
Serum ALT, AST, ALP, asit fosfataz ve LDH dlzeylerindeki artiglar karaciger
hasarinin 6nemli gostergelerindendir (31, 36, 131). Siganlara intraperitoneal
olarak verilen degisik dozlardaki Aflatoksin B{in bazi serum enzim
dizeylerine etkisi arastirilmis, AFB4 verilmesinden sonraki 5. saatte asit
fosfataz (ASP), serum glutamik oksala asetik transaminaz (SGOT), serum
glutamik piruvik transaminaz (SGPT) degerlerinde artma, alkalen fosfataz
(ALP)'da ise azalma; 5. gun ise butun enzim degerlerinde artis gozlenmistir.
Bu enzimler Uzerinde 1000 ug/kg aflatoksin B¢'in 500 ug/kg doza gére daha
fazla etkili oldugu belirlenmistir (148, 150).

Calismamizda kontrol grubundaki AST ortalamasi 323,5 iken,
aflatoksin uygulanan grupta bu deger 734,5'e ylkselmistir (p<0.01). Fakat

aflatoksin ile birlikte kefir uygulanan C grubu ile tek basina aflatoksin
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uygulanan B grubu arasinda herhangi bir fark ortaya ¢ikmamistir. Buna
karsin ALT degerlerinde B ve C grubu arasinda anlamli bir fark gorulmustur
(p<0,05). Kontrol grubunda ALT degeri 191,5 iken aflatoksin uygulanan
grupta ise 272,25 e ¢ikmistir. Toksin ile birlikte kefir uygulanan grupta ise bu
enzimin deg@eri 150,37’e dusmaustur. Kontrol (A) grubu ile aflatoksin+kefir (C)
grubu arasinda istatistik agidan bir fark bulunmamasi (p>0,05) kefir
tuketiminin ALT degerlerindeki artisi yani karaciger hasarini oOnledigini
gOstermektedir (Tablo 9).

Calismamizdaki bulgulart LDH (Laktik Dehidrogenaz) agisindan
degerlendirdigimizde kontrol grubunda 2712,5 olan LDH ortalamasi toksin
uygulanan grupta 4145,62 oldugunu goriayoruz. Bu bulgu da yine AST ve
ALT degerlerindeki artis gibi aflatoksinlerin karaciger hasarlarini ne derecede
tetikledigini ortaya koymustur. Aflatoksin ile birlikte kefir verdigimiz C grubu
farelerde LDH degerinin 2915 (p<0,05)" e dusmesi kefir tuketiminin ALT’ de
oldugu gibi LDH degerleri agisindan da olumlu etkiler sergiledigini ortaya
koymustur. Kontrol (A) grubu LDH ortalamasi ile aflatoksin+kefir (C) grubu
LDH ortalamasi arasinda istatistik bir fark gorulmemesi (p>0.05) toksin ile
birlikte kefir tiketiminin LDH degerlerindeki olumsuzluklarin 6nine gectigini
gOstermektedir (Tablo 9,10,11). Bu konuda benzer bir deneysel ¢alisma ile
kargilasmamig olmamiz calismamizi diger caligmalarla kargilastirmamizi
mumkuadn kilmamistir.

Uriner aflatoksin metabolit dizeyleriyle birlikte AFBs-guanin atiminin
Olcimu ve plazmada AFB+-Albumin dlgimu ve karaciger dokusunda AFB1-
DNA, 4ABP-DNA ve PAH-DNA bilesenlerinin dlgimleri calismalarda toksisite
riskinin goOsteriimesinde kullanilan  kriterler arasindadir (100, 168).
Calismamizda kontrol (A) grubunda 3,03 olan albumin deger ortalamasi
toksin uygulanan grupta (B) 2,46’ya dusmustur (Tablo 13). B, C ve D gruplari
ile kontrol gruplari arasinda istatistiksel acgidan anlamli bir fark olmasi
(p<0.05) ve B ile C gruplar arasindaki farkin istatistik bir anlam tagimamasi
(p>0,05) kefir kullaniminin aflatoksinin albimin Uzerindeki olumsuz etkiyi
iyilestirmedigini gostermistir. Bununla birlikte sadece kefir uygulanan D

grubuna ait albumin degerinin de kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde
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dismesi bu konuda kesin bir yargiya varmamizin onune gecmistir. Ayrica
deney farelerinden kan almanin ¢ok gu¢ olmasi ve alinan kan érnek hacminin
tum analizler icin yetersiz kalmasi Ozellikle AST ve Albuimin analiz
sonuglarinin saglkl olmayabilecegini dugundurmustur.

Maruz kalim ile birlikte reaktif oksijen tdrlerinin olusumu (ROS),
mutajenik malondialdehit (MDA) olugsumuyla lipit peroksidasyonu ve hucre
hasarlarinin meydana gelmesi aflatoksinlerin en &6nemli metabolik
etkilerindendir (53, 60, 69).

Antioksidan 0zellikteki biyolojik bilesikler hucrelerin ROS ve diger
serbest radikallerin zararli etkilerine kargi korunmasinda 6nemli bir rol
oynarlar (127). AFB4 uygulanan ratlarda uygulama sonrasi primer olarak rat
hepatositlerinde ROS olusturarak lipit peroksidasyonuna neden oldugu
gOsterilmigtir (19). Bizim galismamizda da aflatoksinlerin lipit peroksidasyonu
neden oldugunu gosteren en onemli gosterge karaciger dokusundaki MDA
(Malondialdehit) degerleridir. Kontrol (A) grubunda 1,06 olan MDA degeri
aflatoksin uygulanan B grubunda 4,94’e yukselmigtir (Tablo 15, p<0,01). Bu
sonu¢ calismamizda dusuk dozda uygulanan AFB<in bile hucre hasarina
neden oldugunu net bir sekilde gostermektedir. Kefir i¢ceceginin lipit
peroksidasyonunu onlemedeki etkinligini gostermek amaciyla Aflatoksin ile
birlikte kefir uygulanan C grubunda MDA degeri 1,14’e dusmustir. Bu deger
sadece toksin uygulanan B grubu ile kiyaslandiginda lipit peroksidasyonunun
istatistik acidan anlamli bir sekilde oniune gecildigi sonucuna variimistir
(p<0,01). C ve D (Kefir) gruplarindaki sonuglarin A grubu ile benzer olmasi
ve Ozellikle sadece kefir verilen D grubu degerinin aritmetik ortalamasinin A
grubundan kliglUk olmasi ¢alismamizin temel amaclarindan birisini
desteklemektedir (Tablo 15, 16).

Glutatyon molekulundeki nukleofilik grup gibi hareket eden sulfidril
(-SH) kisim toksik metabolitlerin elektrofilik merkezlerine baglanarak onlari
notralize eder ve suda ¢dzunur hale getirerek ksenobiyotiklerin (AFB gibi)
nakleofilik GSH ile konjugasyonunu saglarlar (119). Ksenobiyotiklerin GST
katalizorlugunde GSH ile baglanamamasi durumunda DNA, RNA veya hucre
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proteinleri ile kovalent bag yapmasi ciddi hicre hasarlariyla sonuglanabilir
(58).

Glutatyon-S-transferaz enzimleri AFB4-8,9-epoksitlerin ekso ve endo
izomerlerinin GSH ile konjugasyonunu katalize ederek biyoaktive edilmis
AFB<in olusturacadi doku hasarina kargi korumada kritik bir rol oynar.
Genotoksik 6gelere kargl devreye giren hucresel savunma mekanizmalari bu
O0gelerin metabolik aktivasyonlarini azaltirlar veya metabolik detoksifikasyonu
artirirlar. Calismamizdaki antioksidan enzim parametrelerini
degerlendirdigimizde, toksin uygulanan B grubunda glutatyon (GSH)
konsantrasyonunun kontrol grubundaki 1,21'lik degerine kargin 0,87’e
distigint gorayoruz (p<0,01). Aflatoksin uygulanan gruptaki lipit
peroksidasyonu artisi bu bulguyu dogrulamaktadir. Aflatoksin ile birlikte kefir
uygulanan C grubundaki GSH konsantrasyonunun ise kontrol grubundan
daha yuksek bir degere ulasmasi (1,81) ve B grubu ile arasindaki farkin
istatistik acidan anlamli olmasi (p<0,01) kefir tiketiminin antioksidan
savunmay! gugclendirerek AFB; detoksifikasyonunu artirdiginin énemli bir
gostergesidir (Tablo 17).

Glutatyon-S-transferaz  (GST) gibi GSH bagimh enzimlerle
gerceklestirilen detoksifikasyon genetik hasara kargi hlcresel savunmada
major rol oynamaktadir. Boylece dokularda GST ve GST ‘nin izoformlarinin
konsantrasyonu 6nemli Ol¢lide artis gosterir (92). Bu bilgiye dayanarak
bulgularimizi inceledigimizde, kontrol grubunda 1,9 olarak Olgulen GST
aktivitesinin AFB1 uygulanan grupta 6nemli bir artig gostererek 9,28’e ¢iktigi
gOrulmustir (Tablo17). Buna karsin Aflatoksin ile birlikte kefir uygulanan C
grubunda ise 2,36 dederine dustugu gozlenmigstir. Bu sonu¢ da kefirin AFB;4
kaynakh hicre hasarlarinin onine gegerek glutatyon konsantrasyonundaki
dugusu oOnledigi boylece GST aktivitesinin kontrol grubuna daha yakin bir
deg@ere dustugu soylenebilir.

Kefir igceceginin antimutajenik ve antikarsinojenik 6zelliklerine birgok
arastirmada degilmis olmasina ragmen etki mekanizmasi tam olarak
aydinlatilamamigtir. Bu mekanizma kefirdeki biyoaktif bilesikler hedef doku

ve organlar tarafindan alinarak htcre igi glutatyon ile apoptosis ve hicresel
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proliferasyonda aktif rol Ustlenen TNF-a gibi sitokinlerin duzeyinin
modiilasyonunda rol oynamasi seklinde yorumlanmistir (10). in vitro hiicre
KaltarG ile yapilmis bir calismada kefir kullanilan timoér hucreleri ile kefir
kullaniimayan timor huicrelerindeki GSH konsantrasyon farklari Grafik 4’de
goOrulmektedir. Grafikteki A kismi kefir kullaniimayan tUmor hicresini, B kismi

ise kefir ile tedavi edilen tumor hucresini gostermektedir (22).
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Grafik 4: MCF-7 (A) ve kefir ekstrakti ile tedavi edilmis HMEC timor

hucrelerinde GSH konsantrasyonlarinin kargilagtiriimasi (22).

Hicresel GSH  konsantrasyonlarinin  modulasyonu  hlcre
proliferasyonunda ve tumér direncinde 6énemli bir rol oynamaktadir. Birgok
calismada GSH-modulasyon tedavilerinde hicresel GSH yanitinin normal
hacreler ile tumor hucrelerinde hucresel dayaniklilik ve proliferasyondan
dolayi farkh olabilecegi bildirilmistir (3, 10, 143, 144).
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GSTM7T’in en 6nemli substratlari arasinda aril oksit, AFB1ve AFB+-8,9-
epoksit yer almaktadir (134). Enzim bu karsinojenleri glutatyon ile konjuge
ederek detoksifiye etmektedir. GSTM1 null bireylerin teorik olarak daha fazla
seviyede karsinojen-DNA bilesenlerine sahip oldugu bildirilmistir (6). GSTT1
enzim geninin substratlari arasinda diklorometan (DCM), etilendibromid
(EDB), p-nitrobenzil klorid (PNBC), p-nitrofenetil bromid (PNPB), metilklorid
(MeC), metiliodid (Mel) ve degisik halojenize metan ve etanlar bulunmaktadir
(159). GST izoenzimleri M1a-1a, T1-1, M3-3, P1-1, A1-1 ve A2-2 nin
insanlarda AFBO ile konjugasyon yaptigi ve M1a-1a nin en aktif izoenzim
oldugu bilinmektedir (155).

Bizim calismamizdaki GSTM1 ve GSTT1 gen ekspresyon bulgularini
inceledigimizde, deneysel uygulamalarin gruplar arasinda GSTM1 gen

ekspresyonu agisindan anlamh bir fark olugturdugu gorulmektedir
X2 3= 9,462, p<.05]. Kontrol grubu (*¥=4095,67) ile aflatoksin (*=834)
grubu, aflatoksin (¥=834) grubu ile aflatoksin+kefir (¥=5298,67) grubu ve

Aflatoksin (X=834) grubu ile kefir (¥=7930,33) grubu arasinda anlamli bir
farkhlasma oldugu gruplarin ikili kombinasyonlari Gzerinden Mann Whitney U-
testi ile incelendiginde gorulmektedir (Tablo 21). Kontrol geni (B-aktin) ile ilgili
sonuglar degerlendirildiginde gruplar arasindaki farkin anlamh olmadigi
acikca goriilmektedir (x?2 3= 0,744, p>.05). Kontrol genimiz olan B-aktin’in
higbir deneysel uygulamadan etkilenmedigi icin “housekeeping” gen olarak
kullaniimigtir. Gruplar arasinda B-aktin gen ekspresyonu agisindan bir fark
olusmamasi galisma agisindan bir pozitif kontrol rolu Ustlenmektedir.
Aflatoksinlerin histopatolojik etkileri 6zellikle karaciger ve safra kanali
hicrelerinde kendini gostermektedir. Bu etkiler baslica safra kanall
hiperplazisi olmak Uzere, c¢ekirdek buyumesi, nukleus inklizyonlari ve
hepatositlerde buyume ile karakterizedir (61). Aflatoksin Bqin tavsan
karacigeri Uzerine olan etkilerinin histopatolojik ve biyokimyasal yontemlerle
arastinldigi bir galismada; AFB; birinci gruptaki tavsanlara 5 ug/kg/gin, diger
gruptaki tavsanlara 7.5 pg/kg/gun olarak iki ayri dozda 12 hafta sire ile gun
asir verilmig, histopatolojik olarak parankimde vakuoler dejenerasyon, guve
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yenigi seklinde nekroz gorulmus, portal alan ve ¢evresinde ise lenfositler ve
bazi tavsanlarda eozinofil I6kositleri de igeren iltihabi infiltrasyon ve safra
duktus proliferasyonu izlenmistir (4, 147). Biyokimyasal incelemede serum
ALT duzeyinin deney oOncesine gore yukseldigi ve karaciger hasari ile
paralellik gosterdigi saptanmistir (21, 147).

Bizim galismamizda ise kontrol grubuna kiyasla toksisite grubu olan
300 ppb Aflatoksin B4 verilen grupta karacigerde hiperemi, hepatositlerde
ortadan siddetliye kadar degisen bulanik siskinlik ve/veya hidropik
dejenerasyon nedeniyle hepatik kordonlarda dissasiasyon gozlendi (Resim
20). Bazi hepatositlerde kesin kenarli, igleri bos kuguk vakuol olugsumlari
tespit edildi (Resim 21). Ayrica genellikle intermedier yerlesim gdsteren fokal
koagulasyon nekrozlarina rastlandi (Resim 22). Bdbreklerin histopatolojik
incelemesinde ise Aflatoksin verilen grupta Ozellikle korteksteki tubul
epitellerinde orta siddette hidropik dejenerasyon, az sayida epitelde nekroz,
glomerular yumak ve intertubuler bolgede hiperemi belirlendi (Resim 27).
Bazi tubul limenlerinin genisledigi ve eozinofilik bir kitle ile dolu oldugu
goruldi. Medullada da yer yer intertubuler kanamalara rastlandi.
Calismamizda ALT degerinin yukselmesi de bu bulguyu desteklemektedir.

Aflatoksinle ile birlikte k efir verilen grup toksisite grubuyla
kiyaslandiginda karacigerdeki lezyonlarin siddetinde belirgin azalma oldugu,
buna bagli olarak karaciger hepatik kordonlarin normal dizende seyrettidi,
lob yapisinin bozulmadigi goruldu (Resim 23). Hepatositlerde sekillenen hafif
derecedeki bulanik sigkinlik ve/veya hidropik dejenerasyonun tum lob
boyunca esit dizeyde yerlesim gdsterdigi, toksisite grubunda olusan vakuol
ve nekroz olusumlarinin bu grupta sekillenmedigi goruldi (Resim 24).
Bobreklerde ise Aflatoksin ile birlikte kefir verilen grupta sadece proksimal
tubul epitellerinde hafif derecede hidropik dejenerasyon ile intertubuler
bdlgede hiperemi gézlendi (Resim 28).

Kefirin  AFB; detoksifikasyonundaki roliuni in vivo ortamda
biyokimyasal, histopatolojik ve molekuler parametrelerle kanitlamak amaciyla
gerceklestirdigimiz bu g¢alisma daha ©Once kefir ve yogurt ile

gergeklestirdigimiz in vitro calismanin takipgisi olarak gergeklestirilmigtir
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(114). Bulgularn bitun olarak literatur bilgiler 1si1ginda degerlendirdigimizde,

siddetli bir toksin olan AFB{in dusuk doza ragmen deney farelerinde

beklenen olumsuz etkileri sergiledigini gormekteyiz. Buna gore

¢alismamizdan elde edilen sonuglar agagida siralanmigtir:

AFB+’in blyime ve gelisme Uzerindeki olumsuz etkilerinin bilinmesi
nedeniyle deney farelerinde ¢alismanin baslangi¢ ve bitiminde agirlik
Olgumu yapilmig ve kefir ile birlikte toksin uygulanan grupta bu
olumsuz etkinin 6nune gecilebilmistir.

Karacigerin fonksiyonel enzimlerini olumsuz etkiledigi bilinen AFB;
duguk dozlarda bile bu etkilerini gostermis fakat kefirin 6zellikle AST
ve LDH acgisindan koruyucu etkisi istatistiksel olarak onemli
bulunmustur.

Vucudun antioksidan savunmasini olumsuz etkileyen AFB+4, glutatyon
(GSH) mekanizmasini inhibe ederek lipit peroksidasyonuna ve
dolayisiyla hucre hasarina neden olmustur. Toksin verilen grubun
kefir tiketmesi ile GST aktivitesi ve glutatyon mekanizmasinin
normal isleyisi saglanarak lipit peroksidasyonun onune gegilebilmigtir.
Toksin uygulamasi ile gerceklesen histopatolojik defektler kefir
verilen grupta ortaya ¢cikmamis, bu bulgular ALT enzimi ile paralellik
gostermigtir.  Ayrica dokularin histopatolojik incelemeleri tim
biyokimyasal bulgularimizi desteklemistir.

GSTM1 ve GSTT1 gibi molekuler parametrelerle desteklenen
calismamizda aflatoksin metabolizmasi ile primer iligkisi oldugu
disunidlen GSTM1 genindeki ekspresyonlar bu dlsunceyi
desteklemis ve toksin verilemesi ile dansitedeki degismeler anlamh
bulunmustur. Toksinle birlikte kefir verilen gruptaki bulgularin kontrol
grubu ile aralarindaki farkin anlamli olmamasi GSH, GST ve MDA
bulgularindaki anlamh farkhliklari desteklemek acgisindan 6nem

tasimaktadir.

Elde edilen bu sonuglar kefirin aflatoksin detoksifikasyonundaki roltinu

kanitlamak agisindan in vitro caligmalarla paralellik gostermekle birlikte,
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detoksifikasyondaki rolinun aflatoksin ve benzer sekilde metabolize olan
diger ksenobiyotiklerin faz Il reaksiyonlarini etkileyerek sergiledigini GSH,
GST ve GSTM1 bulgularindaki olumlu etkilerine baglayabiliriz. Buna ragmen
bu olumlu etkilerin mekanizmasini agiklamak tam olarak mumkdan degildir.
Bundan sonraki ¢alismalarin bu mekanizma Uzerindeki yogunlastiriimasi ve
Ozellikle molekuler parametrelerin denek sayisi artirilarak tekrarlanmasi
yararli olacaktir. Ayrica kefir igeceginin olumlu etkilerinin probiyotik
mikroorganizmalardan mi yoksa kefirin bilesimindeki organik bilesiklerden mi
kaynaklandigini ¢ozmeye yonelik kontrolli ¢alismalara ihtiyag duyulmaktadir.
Kefirin detoksifikasyondaki rolinU ¢ozmek amaciyla isaretlenmis toksin veya
isaretlenmis probiyotik mikroorganizmalarla gerceklestirilecek ileri duzeydeki
¢aligsmalar bu olumlu etkilerin mekanizmasini ¢ozebilmek agisindan buyuk bir

onem arz etmektedir.
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5. OZET

Bu calisma, dislik dozda aflatoksin uygulanan deney farelerinde bu
toksinin lipit peroksidasyonu, antioksidan enzim aktivitesi ve karacigerin bazi
fonksiyonel enzimleri ile dokudaki histopatolojik bulgular ve antioksidan
enzimleri kodlayan gen ifadeleri Uzerindeki etkilerini gdzlemleyerek kefir
icece@inin bu etkileri azaltma veya tamamen eliminasyonu yonundeki
aktivitelerini arastirmak amaciyla gercgeklestiriimigtir. Calisma ortalama 12
haftalik Swiss albino farelere standart diyetle birlikte 45 glin stresince 300
ng/kg AFB4, 300 ng/kg AFB+1+ 30 ml/kg kefir, 30 ml/kg kefir ve kontrol
(standart diyet) uygulamalariyla doért grup Uzerinde gergeklestirildi.

Calismada Oto-analizor ile ALT, AST, LDH ve albimin olgimleri,
Spektrofotometrik yontem kullanilarak MDA, GSH ve GST aktivitesi ve RT-
PCR yontemi ile GSTM1ve GSTT1 gen ekspresyon analizleri gergeklestirildi.
Histopatolojik farkliliklari dederlendirmek amaciyla dokular hematoksilen-
eozin (H.E.) boyama ile incelendi

Elde edilen bulgular degerlendirildiginde, AFB; uygulanan grupta
agirhik kaybi goérilmesine karsin, AFB, ile birlikte kefir tiUketen grupta ise
agirlik artigi kontrol grubu ile paralellik sergilemistir. Aflatoksin ile birlikte kefir
verilen grup ile aflatoksin verilen gruplarin ALT ve LDH degerleri arasindaki
fark anlamh (P<0,05) bulunmustur. Aflatoksin uygulanan grupta lipit
peroksidasyonu (MDA) kontrol grubuna goére anlamli bir sekilde artarken,
aflatoksin ile birlikte kefir verilen grubun MDA degerindeki dusis anlamli
bulunmustur (P<0,01). Buna paralel olarak GSH konsantrasyonu ile GST
aktivitesi istatistik agidan her iki grup arasinda farkli bulunmustur. Aflatoksin
ve aflatoksin+kefir gruplarinda GSTM1 gen ekspresyon profilleri istatistik
agidan anlamli (P<0,05) bulunmustur. Karaciger ve bdbregin histopatolojik
incelemelerinde AFB+ verilen grupta nekrozlara rastlanirken, AFB ile birlikte
kefir verilen grupta lezyonlarin siddetinde belirgin bir azalma olmustur. Bu
olumlu etkiler, kefir icecegindeki probiyotik mikroorganizmalarin ve organik
bilesiklerin ksenobiyotik metabolizmasinin faz Il reaksiyonunu etkileyerek

vucuttaki antioksidan savunmayi guglendirmis olabilecegine baglanmigtir.
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6. SUMMARY

This study has been achieved to observe the effects of low dose aflatoxin
in mice on lipid peroxidation, antioxidant enzyme activitiy, some functional
hepatic enzymes together with histopathological findings in tissue and gen
expressions that codes the antioxidant enzymes and investigate the activities
on reducing or completely eliminating these effects of the kefir contents.
Study has been performed on four groups by applying 300 ppb AFB4, 300
ppb AFB4+30 ml/kg kefir, 30 mil/kg kefir together with standard diet during 45
days and control (standard diet) to Swiss albino mice which are average 12
weeks age.

In the study, ALT, AST, LDH and albumin measurements were performed
by auto-analyzer, MDA, GSH and GST activity by spectrophotometric method
and GSTM1 and GSTT1 gen expressions were analyzed by using RT-PCR.
Tissues were observed to evaluate the histopathological differences by
haematoxylin-eosin (H.E.) staining.

When our findings have been considered, we observed a weight loss in
AFB+ group while weigt gain was concordant with the control group in kefir
consumed group together with AFBy. We observed a significant difference
(P<0,05) between kefir given group together with aflatoxin and aflatoxin given
group in ALT and LDH values. While the lipid peroxidation (MDA) increased
significantly in aflatoxin given group with respect to the control group, the
decrease in MDA was significant in kefir given group together with aflatoxin
(P<0,01). In parallel with this finding, we observed a statistically significant
difference in GSH concentration and GST activity between two groups.
GSTM1 gen expression profiles were statistically significant in aflatoxin and
aflatoxin+kefir groups (P<0,05). In histopathological investigations of the liver
and kidney, necrosis were recognized in AFB4 given group while there was
an evident decrease in the intensity of lesions in the kefir given group
together with aflatoxin. These positive effects might depend on the possibility
that the probiotic microorganisms and organic compounds in the kefir drink
might support the antioxidant defence in the body by effecting the phase Il

reaction of the xenobiotic metabolism.
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8. OZGEGMIS

1975 1gdir dogumluyum. Ilk, orta ve lise dgrenimimi Igdir ve Kars illeri
cevresindeki cesitli egitim-0gretim kurumlarinda tamamladim. 1992 yilinda
basladigim Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Fakultesi Beslenme ve
Diyetetik Bolumu’'nden 1996 yilinda mezun olarak “Diyetisyen” uUnvanini
aldim. Ayni yil HU Saglik Bilimleri Enstitlisii Beslenme Bilimleri Programi'nda
Yuksek Lisans egitimime basladim. 1997 yilinda Saglik Bakanligi Kars
Dogum ve Cocuk Bakimevi Hastanesi’'ne diyetisyen olarak atanmam Gzerine
Yuksek Lisans egitimimi tez asamasinda birakmak zorunda kaldim. 2002
yilinda tekrar Kafkas Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Besin Hijyeni ve
Teknolojisi programinda Yuksek Lisans egitimime baglayarak 2004 yilinda
“Bilim Uzmani” Gnvanini aldim. 2004 yilinda ayni anabilim dalinda doktora
programina basladim. Ayni yil Kars Dogum ve Cocuk Bakimevi'ndeki
gérevimden ayrilarak KAU Kars Saglik Yiksekokulu’na arastirma gorevlisi
olarak atandim. 2007 yilinda KAU Tip Fakdltesi Hastanesi'nin aktif hizmet
vermeye baglamasiyla bu hastanede Klinik ve poliklinik diyetisyeni olarak
gérevlendiridim ve ayni gorevi halen siirdiirmekteyim.. Bunlarin yaninda KAU
Mazik ve Siir Kulibd’'nin kurucu Uyeleri arasinda yer alarak sanatsal

faaliyetlere katkida bulunmayi sirdurmekteyim. Evli ve bir cocuk babasiyim.



