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ALBINO FARELERDE AFLATOKSIN B, TOKSISITESINE
KARSI RESVERATROLUN KORUYUCU ROLUNUN
ARASTIRILMASI

OZET

Bu ¢alismada aflatoksin B, ’nin albino farelerde toksik etkileri ve bu toksik etkilere
kars1 resveratroliin koruyucu etkisi arastirilmistir. Toksik etkinin belirlenmesinde
fizyolojik, biyokimyasal ve sitogenetik parametreler kullanilmistir. Bu amagla her bir
grupta 6 albino fare olmak {izere 6 deneysel grup olusturulmustur. Calisma siiresince
I. grup kontrol grubu olarak pellet yem ve su, II. grup : 10 mg/kg resveratrol, III grup
20 mg/kg resveratrol, IV. grup 20 pg/kg aflatoksin B,, V. grup 10 mg/kg
resveratrol+20 pg/kg aflatoksin B,, VI. grup 20 mg/kg resveratrol+20 pg/kg
aflatoksin B, ile muamele edilmistir. Uygulama oncesi ve sonrasinda farelerin canli
agirlik, karaciger ve bobrek agirliklar: 6lgiilerek fizyolojik degisimler arastirilmistir.
Serum orneklerinde alanin transaminaz, aspartat transaminaz, kan iire azotu ve
kreatinin parametreleri, bobrek ve karaciger dokularinda malondialdehit ve glutatyon
diizeyleri incelenerek biyokimyasal parametrelerdeki degisimler arastirilmistir.
Yanak epiteli, eritrosit ve lokosit hiicrelerinde mikronukleus sikligi, kemikiligi
hiicrelerinde ise kromozomal anormalliklerin frekansi belirlenerek genotoksik etkiler
incelenmistir.

Sonug olarak aflatoksin B, uygulanan grupta canli agirligi, bobrek ve karaciger
agirliklarinda onemli azalmalar tespit edilirken aflatoksin B,+resveratrol uygulanan
gruplarda bu azalmalarin geriledigi belirlenmistir. Aflatoksin B, uygulanan grubun
serum alanin transaminaz, aspartat transaminaz, kan iire azotu ve kreatinin
parametreleri diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla yiiksek oldugu, bobrek ve
karacigerde malondialdehit ve glutatyon diizeyinde ciddi anormalliklerin oldugu
saptanmistir. Bu sonuglar aflatoksin B, uygulamasinin karaciger ve bobrek hasarina
neden olduguna ve bu hasarin oksidatif stresten kaynaklandigina isaret etmektedir.
Aflatoksin B, ile birlikte 20 mg/kg resveratrol uygulanan grupta biyokimyasal
paremetrelerde gozlenen anormalliklerde dnemli iyilesmeler gozlenmistir. Aflatoksin
B>’nin yanak epiteli, eritrosit ve lokosit hiicrelerinde mikronukleus olusumunu,
kemik iligi hiicrelerinde ise kirik, fragman, asentrik kromozom, disentrik kromozom,
gap ve ring gibi kromozomal hasarlar1 indiikledigi belirlenmistir. Aflatoksin B, ile
birlikte 20 mg/kg resveratrol uygulamasinin mikronukleus ve kromozomal
anormalliklerin sikligin1 azalttig1 gézlenmistir.

Bu calismada ile bir mikotoksin olan aflatoksin B,’nin albino farelerde secili
biyokimyasal ve fizylojik parametrelerde ciddi degisimlere ve genotoksik etkiye
neden oldugu, resveratroliin ise antioksidan ozelligi ile bu toksik etkilere karsi
koruyucu bir rol sergiledigi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Aflatoksin B,, antioksidan, kromozomal anormallik,
mikronukleus, oksidatif stres, resveratrol
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INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE ROLE OF
RESVERATROL AGAINST AFLATOXIN B2 TOXICITY IN
ALBINO MICE

SUMMARY

Physiological, biochemical and cytogenetic parameters were used to determine the
toxic effects. For this purpose, 6 experimental groups, including 6 albino mice in
each group, were formed. In experimental period, group I was fed with pellet feed
and water as the control group. 10 mg/kg resveratrol, 20 mg/kg resveratrol, 20 ng/kg
aflatoxin B,, 10 mg/kg resveratrol + 20 pg/kg aflatoxin B,, 20 mg/kg resveratrol +
20 pg/kg aflatoxin B, were administered to the group II, III, IV, V and VI,
respectively. Physiological changes were investigated by measuring the body weight,
liver and kidney weight of the mice before and after the application. Biochemical
parameters were investigated by measuring alanine transaminase, aspartate
transaminase, blood wurea nitrogen and creatinine levels in serum samples,
malondialdehyde and glutathione levels in kidney and liver tissues. Genotoxic effects
were investigated by determining the frequency of micronucleus in buccal
epithelium, erythrocyte and leukocyte cells, and the frequency of chromosomal
abnormalities in bone marrow cells.

As a result, while significant decreases were detected in body weight, kidney and
liver weights in the aflatoxin B, applied group, it was determined that these
decreases regressed in the aflatoxin B, + resveratrol groups. It was found that the
serum alanine transaminase, aspartate transaminase, blood urea nitrogen and
creatinine parameters levels of the aflatoxin B, treated group were higher than the
control group, and there were serious abnormalities in the levels of malondialdehyde
and glutathione in the kidney and liver. These results indicate that aflatoxin B,
administration causes liver and kidney damage and this damage is caused by
oxidative stress. Significant improvements in biochemical parameters were observed
in aflatoxin B,+20 mg/kg resveratrol treated groups. It has been determined that
aflatoxin B, induces micronucleus formation in buccal epithelium, erythrocyte and
leukocyte cells, and chromosomal damage such as fracture, fragment, ascentric
chromosome, dicentric chromosome, gap and ring in bone marrow cells. It has been
observed that administration of 20 mg/kg resveratrol together with aflatoxin B,
decreases the frequency of micronucleus and chromosomal abnormalities.

In this study it was determined that aflatoxin B,, a mycotoxin, caused serious
changes in selected biochemical and physiological parameters and genotoxic effect
in albino mice, while resveratrol has a protective role against these toxic effects with
its antioxidant properties.

Keywords: Aflatoxin B,, antioxidant, chromosomal abnormality, micronucleus,
oxidative stress, resveratrol
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BOLUM 1. GIRIS

Mikotoksinler ¢ok ¢esitli tarim triinlerinde ekolojik sartlara bagli olarak mantarlar
tarafindan turetilen sekonder metabolitlerdir. Bu toksinler, belirli sicaklik ve nem
sartlarinda Penicillium, Aspergillus ve Fusarium gibi bazi kiifler tarafindan
uretilmekte ve tarimsal iriinlerde bozulmaya neden olmaktadir. Bugiine kadar
400’tn tzerinde farkli yapilarda mikotoksin tiiri tanimlanmig olup fumonisin,
okratoksin, aflatoksin, zeranol, trikotesenler ve patulin sik rastlanan ve iyi bilinen
mikotoksin tiirleridir. Aflatoksinler pek c¢ok tarimsal {irlinii tehdit eden ve insan
saglig1 agisindan da toksik etkilere neden olan bir mikotoksin tiiriidiir [1]. Insanlar
tarafindan tiiketilen cesitli gidalarda, yemlerde, tahillarda ve kuru yiyeceklerde
yiiksek rutubet ve sicakliga bagli olarak Aspergillus tiirleri hizla ¢ogalmakta ve
aflatoksin tiretmektedirler. Yer fistig1, findik, antep fistig1 gibi yaglh gidalar; Kkuru
incir, kuru iziim gibi meyveler; Karabiber, kirmizibiber gibi baharatlar, yaglh
tohumlar ve tahillar aflatoksin olusumunun sik¢a rastlandigi iiriinlerin basinda
gelmektedir. Hayvanlarm aflatoksin i¢eren yemlerle beslenmesi sonucu peynir, siit,

yumurta ve gesitli et tiriinlerinde de aflatoksin varligi saptanmustir [2,3].

Aspergillus flavus, Aspergillus nomius ve Aspergillus parasiticus kiifleri tarafindan
iiretilen aflatoksinler, floresans ozellikleri ve kromatogramdaki hareketlerine gore
B1, Bz, Gi, Gy, My ve M; olmak {iizere alt1 grupta smiflandirilmaktadr [1,4].
Aflatoksin i¢eren gidalarin uzun siire tiiketimi insan saghigi agisindan ciddi saglik
problemlerine neden olmaktadir. Aflatoksinlerin mutajenik, karsinojenik ve
teratojenik etkiye sahip oldugu, ozellikle bobrek ve karacigerde akut ve kronik
toksisiteye neden oldugu bilinmektedir. Aflatoksinler toksik etkilerinin giiciine gore
aflatoksin Bi>aflatoksin G; >aflatoksin B,>aflatoksin G, seklinde siralanmaktadir.
Bugiine kadar en iyi tanimlanan ve arastirilan aflatoksin tirt B;’dir [1,5]. Bu tez
calismasinda aflatoksin tiirleri arasinda hakkinda daha az bir bilgiye sahip
oldugumuz aflatoksin B, nin toksik etkileri aragtirilmistir. Yaygin bir toprak mantari
olan Aspergillus flavus tarafindan firetilen ve 6nemli bir gida kontaminant1 olan
aflatoksin B,, B;’in dihidro tiirevidir. Aflatoksin B, hepatotoksik, teratojenik ve

kanserojen etkilere neden olabilmektedir [6].



Insanlarin ¢ok sayida ve cesitte karsinojenik ve mutajenik dzellikte kimyasala maruz
kalmasi saglik acisinda pek ¢ok olumsuz etkilere ve ¢ok cesitli hastaliklara neden
olmaktadir. Tiim bu olumsuz etkilerin azaltilabilmesi, kanser, diyabet ve kalp
hastaliklarina karst korunmanm saglanabilmesi i¢in giinliik diyette dogal aktif
bilesenlerin diizenli olarak tiiketilmesi gereklidir. Epidemiyolojik ¢aligmalar, dogal
ve aktif bilesiklerin diizenli tiiketimi ile insanlarin pek cok hastaliga karsi
korunabilecegini ortaya koymustur. Ozellikte oksidatif stres ile iliskili pek ¢ok
hastaligin antioksidan aktiviteye sahip bilesiklerin tiiketimi ile onlenebildigi rapor
edilmektedir [7,8]. Viicuttaki oksidatif stres yiikii ve endojen antioksidan savunma
sistemi bir denge halindedir ve bu dengenin bozulmasi oksidatif hasara neden
olmaktadir. Bu nedenle endojen antioksidanlara ilave olarak diyetle disardan alinan
ekzojen antioksidanlar, bu dengenin yeniden kurulmasina katki saglamaktadir.
Baklagiller, cam agac1 ve 6zellikle tiziimde yogun bir seklide sentezlenen resveratrol,
diyetle alinan antioksidan 6zellikte bir fitoaleksindir. Resveratrol serbest radikalleri
temizleyerek ve antioksidan enzim ekspresyonunu artirarak koruyucu bir aktivite
sergilemektedir. Ayrica oksidatif stres sonucu olusan DNA hasarin1 ve hiicre zar1
lipidlerinin oksidasyonunu da azaltmaktadir [9,10]. Resveratrol antioksidatif,
antiinflamatuar aktivite sergilemekte, mitokondriyal biyogenez ve otofaji gibi
mekanizmalar1 aktive ederek sitotoksik etkileri de onlemektedir. Resveratrol diyabet,
norodejeneratif bozukluklar, bilissel bozukluklar, kanser, bobrek hastaliklar1 ve
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi bir¢ok hastaliga karsi da koruyucu bir o6zellik
sergilemektedir [11,12].

Bu ¢alismada aflatoksin B,’in albino farelerde potansiyel toksik etkileri ve bu toksik
etkilere karsi resveratroliin koruyucu ozelligi arastirilmistir. Toksik etkiler canli
agirlik ve organ agirligi, kan parametreleri, oksidan/antioksidan denge, mikronukleus
ve kromozomal anormalliklerin olusum sikligi kullanilarak incelenmistir. Bu ¢aligma
ile bir aflatoksin tiirii olan aflatoksin B, toksisitesi ve resveratroliin bu toksisiteye
kars1t koruyuculugu hakkinda literatiire veri girigi saglanmustir. Ayrica c¢aligma
kapsaminda fizyolojik, biyokimyasal ve sitogenetik parametreler kullanilarak
toksisite ve koruyucu oOzellik c¢ok yonli olarak arastirilmistir. Segili her bir
parametredeki degisim birbiri ile iliskilendirilmis ve bu yolla toksisite ve koruyucu

roliin mekanizmasi da aydinlatilmistir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

Giinlimiizde 6nemli saglik sorunlarina neden olan mikotoksinler insan ve hayvanlara
cesitli temas yollar1 ile bulagsmaktadir. Aflatoksinler, mikotoksinler igerisinde en
giiclii biyolojik karsinojen madde bilinmekte ve canlilarda olusturdugu toksik etkileri
nedeniyle pek ¢ok calismanin konusunu olusturmaktadir. Aflatoksinlerin toksik
etkileri maruziyet siiresi ve dozu, tiir, yas, cinsiyete gore degisiklik gostermekle
birlikte aflatoksin tiiriiniin de toksisite lizerinde 6nemli bir etkisi vardir. Aflatoksin
tiirleri ile ¢ok sayida calisma yapilmis olmasina ragmen bu calismalar daha ¢ok
aflatoksin B; ile gergeklestirilmistir. Bu nedenle toksik etkiler, maruziyet, kalint1

analizleri ve insanlardaki metabolizmasi en iyi aydinlatilan tiir aflatoksin B1’dir.

2.1. Aflatoksinler

Aflatoksinler, Aspergillus parasiticus ve Aspergillus flavus mantarlar1 tarafindan
iretilen sekonder metabolitlerdir. A. flavus‘a ait bazi suslar ve A. parasiticus‘un ise
biiyiik bir kismu aflatoksin tiretmektedir. Ancak yapilan bazi ¢alismalarla Aspergillus
nomius ve Aspergillus pseudotamarii’nin de aflatoksin iirettikleri ortaya konmustur.
Aflatoksinler UV 15181 altinda verdigi renk esas alinarak aflatoksin B; (AFB,),
aflatoksin B, (AFB;), aflatoksin G; (AFG;), aflatoksin G, (AFG;), aflatoksin M;
(AFM;) ve aflatoksin M, (AFM;) olmak iizere Dbaslica alti1 grupta
siniflandirilmaktadir [13-15]. Aflatoksin tiirlerinin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri

Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1. Aflatoksinlerin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri [16]

Molekiiler Molekiiler agirhk Erime sicakhig Maksimum floresans
formiil (g/mol) (°C) emisyonu (nm)
AFB; C17H1,06 312 268-269 425
AFB, C17H1405 314 286-289 425
AFG; C17H1,0; 328 244-246 450
AFG, Cy7H1407 330 237-240 450
AFM; Cy7H1,07 328 299 425
AFM, Cy7H1407 330 293 425



AFB; ve AFB;, UV 1s1g1 altinda mavi; AFG; ve AFG; ise yesil floresan renk
vermektedir. Aflatoksin iceren yemlerle beslenen memeli hayvanlarin siitlerinde
saptanan AFM; ve AFM; ise UV 15181 altinda B tiirii aflatoksinler gibi mavi floresan
renk vermekte fakat B toksinlerine kiyasla daha diisik Rf degerlerinden dolay1
kolaylikla aywrt edilebilmektedirler [13,15]. Tim aflatoksin tiirlerinin ultraviyole
sogurma spektrumlart ¢ok benzerdir ve 223-363 nm araliginda maksimum sogurma
sergilemektedirler. Yapisal benzerlikler nedeniyle, aflatoksin tiirlerinin kiziltesi
absorpsiyon spektrumlari da cok benzerdir. Aflatoksinler,
“difurokumarosiklopentenon” ve “difurokumarolakton” yapilarina sahiptirler ve
yapisal olarak birbirine benzemektedirler. AFB,, AFB;’in dihidro tiirevidir ve in
vivoda Bj’e okside olmadigi siirece inaktif haldedir. AFG, ise AFG;’in dihidro
tirevidir ve benzer sekilde biyolojik olarak aktif olabilmesi i¢in G tiiriine okside
olmalidir [13,17]. AFM; ve AFMj; sirasiyla AFB; ve AFB;’nin hidroksi tiirevleridir.

Her bir aflatoksin tiiriiniin kimyasal yapis1 Sekil 2.1°de verilmistir.
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Sekil 2.1 Aflatoksin tiirleri ve kimyasal yapilar1 [18]



2.1.1. Aflatoksin maruziyeti ve metabolizmasi

Aflatoksinlere maruziyet farkli yollarla gergeklesmektedir. Aflatoksinle kontamine
gidalarin dogrudan yutulmasi, kontamine olmus yem ile beslenen hayvanlardan elde
edilen siit, peynir gibi irlinlerin tiikketilmesi ya da endiistrilerde ve fabrikalarda
kontamine gidalarda aflatoksin toz pargaciklarinin solunmasi yoluyla gerceklesen
maruziyet bu yollardan bazilaridir. Aflatoksinler yiiksek oranda yagda c¢oziiniir
bilesiklerdir ve maruziyet yerinden genellikle gastrointestinal sistem ve solunum
yoluyla kan dolasimina kolayca gegmektedir [19-21]. Kan dolagimiyla ulasabildikleri
hiicreler tarafindan absorbe olmaktadir. Kana gecen aflatoksin farkli dokulara ve
ksenobiyotiklerin metabolizmasinin ana organi olan karacigere dagilmaktadir.
Canlilara kontamine olan aflatoksin, memelilerde stoplazmik ve mikrozomal enzim
sistemleri tarafinda c¢esitli sekillerde metabolize edilmektedir. Aflatoksinler
icerisinde en yiiksek toksisiteyi AFB; gostermektedir. Tiim aflatoksin tiirleri arasinda
AFB; toksisitesi ve metabolizmas1 yeterince arastirilmis ve aydinlatilmistir. AFB;
hidroksilasyona ugramakta ve olusan ara metabolit daha sonra glukuronik asit ve
stilfat kojugasyonu ile suda ¢6ziinebilir 6zellikteki siilfat veya glukuronid esterlerine
dontismektedir. Sitozol ve mikrozomlarda bulunan reaktif glutatyon S-transferaz
sistemi, aktiflestirilmis aflatoksinlerin indirgenmis glutatyon ile konjugasyonunu
katalize ederek aflatoksinlerin atilmasini saglamaktadir [6,22]. Suda ¢oziiniir 6zelligi
artmus olan metabolitler, idrar ve safra ile disar1 atilarak viicuttan uzaklastirilmaktadir

(Sekil 2.2).

AFB;, esas olarak faz 1 metabolizmasinda yer alan sitokrom P450 bagimh
monooksijenaz tarafindan aktive edilmektedir. Bu sirada olusan AFM;, AFQ; ve
AFP; gibi ara metabolitlerin ¢ogu AFB;'den daha az toksiktir, ancak AFB;-8-9-
epoksit (AFBo) en toksik metabolittir. AFB;'in kanserojen ve mutajenik etkisi,
elektrofilik ve olduk¢a reaktif olan AFBo'nun DNA gibi makromolekiillerin
niikleofiller i¢in yiiksek afinite sergilemesinden kaynaklanmaktadir [14,23]. AFB;
kendi basmma mutajen olarak aktif degildir fakat biyotransformasyon sonrasinda
aktive edilen AFB;, DNA’da guanil kalintilarina baglanmakta ve aflatoksin B1-N7-
guanin eklentisi (AFB;-N7-Gua) olusmaktadir. AFBo igeren DNA eklentileri

genellikle niikleotid eksizyon onarim yolu ile uzaklastirilmaktadir. Tamirin



gerceklesemedigi durumlarda GC'nin TA'ya doniisiimii gibi nokta mutasyon
olusmakta ve ardindan toksik diizeyde hiicresel degisiklikler ortaya g¢ikmaktadir
[23,24]. DNA'da AFB; maruziyeti sonrasinda olusabilecek alkilasyon, baz kaybimna
yol agarak bir "apurinik bolge" olusumuna neden olmaktadir. AFB;’in alkilleyici
Ozelligi yaninda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu da indiikledigi
bilinmektedir [23,25]. Guindon vd. [26], aflatoksin maruziyeti ile olusan DNA
hasarinm, DNA bazlarmin oksidasyonuna yol acan AFB; aracili ROS olusumundan
kaynaklanabilecegini one siirmiistiir. AFB;'in toksik ve kanserojen etkileri, hem
aktivasyon hizi hem de metabolizmanin birincil ve ikincil diizeylerdeki

detoksifikasyon hizi ile yakindan baglantilidir [27].

AFB; = — AFB;
Glukuronoid & siilfat /
konjugasyonu
~ /
) AR GSH-konjugati
DNA’ya Hidroksilasyon
yapisma vy &
- 3 Epoksit Toksisite
| i + AFB-lisine
Mutasyon ’ - ; 5
v Dihidrodiol — 4~ Proteine . Pcclanma
baglanma/
Kanser yapisma

AFB;-guanine
— > baglanma

Sekil 2.2 AFB;’in metabolizmasi ve toksisitesi [22]

2.1.2. Aflatoksinlerin Toksik Etkileri

Aflatoksinler biyolojik aktiviteleri nedeniyle kanserojenik, teratojenik ve/veya
mutajenik etki gosterebilmektedir. Aflatoksinlerin biyolojik etkilerini uzun siirede

gozlenen ve kisa siirede gozlenen etkiler olmak iizere iki grupta smiflandirmak



miimkiindiir. Uzun siireli maruziyette kronik toksisite, kanser ve genetik kusurlar
gozlenirken, kisa siireli etkiler akut toksisite ve dogum kusurlar1 olarak ortaya
cikmaktadir [28]. Aflatoksinler esas olarak karaciger tarafindan reaktif bir epoksit
ara Uriiniine metabolize edilir veya daha az zararli AFM; haline gelmek icin
hidroksile edilir [29,30]. Insanlarda aflatoksinler, sitokrom P450 mikrozomal
enzimler tarafindan, DNA'ya ve albiimin gibi proteinlere baglanan reaktif bir form
olan AFBo metabolize edilmektedir. Epoksit olduk¢a kararsizdir ve afltoksin-N7-
guanin olusturmak i¢cin DNA'daki guanin bazlarna yiiksek afinite ile baglanir. AFB;-
N7-Gua, DNA'da guanin-timin transversiyon mutasyonlarini olusturabildigi ve hiicre
dongiisiinde p53 baskilayict genini etkiledigi gdsterilmistir. Epoksit hidrolaz ve
glutatyon-S-transferaz aktif AFB;'in hepatik detoksifikasyonunda rol oynamaktadir.
Glutatyon-S-transferaz tarafindan glutatyonun AFB1-8,9-epoksitlere
konjugasyonunun, DNA’ya baglanmayi Onlemede Onemli role sahiptir [31-33].

AFB;’in metabolik aktivasyonu ve DNA ile etkilesimi Sekil 2.3 te verilmistir.

Metabolik

Aktivasyon
H O OCHj3

AFB1-8,9-epoksit

DNA

Aflatoksin-N7-Guanin

Sekil 2.3 AFB;’in metabolik aktivasyonu ve DNA ile etkilesimi [34]



AFB; ve ara metabolitleri DNA'ya baglanarak gen mutasyonlarina, telomer
uzunlugunda degisime ve hiicre dongiisiindeki kontrol noktalarinda degisikliklere yol
acmaktadir. AFB1'in karaciger hiicrelerinde DNA’da guanin bazina baglanarak hiicre
biiylimesini diizenleyen genlerde anormallige ve sonug olarak tiimor olusumuna yol
act1ig1 bilinmektedir. Aflatoksin maruziyeti mitokondriyal DNA’da hasara yol
acmakta, mitokondrilerde membran biitiinligiinii bozmakta, apoptotik yollarda ve
ATP sentez mekanizmasinda anormalliklere neden olabilmektedir. Reaktif AFBo
hiicrelerde mitotik fazi, G; ve G, fazlarmni, hiicre dongiisiindeki DNA sentezini ve
dongiideki c¢esitli kontrol noktalarin1 bozarak hiicrenin anormallesmesine ve
potansiyel kanserojenik etkiye neden olmaktadir (Sekil 2.4) [18,35,36]. AFB;'den en
ciddi sekilde etkilenen organ karacigerdir ve birincil lezyonlar arasinda hemorajik
nekroz, yag asidi infiltrasyonu ve safra kanali proliferasyonu bulunmaktadir.
Aflatoksin tiiketiminden kaynaklanan hastaliklar aflatoksikoz olarak bilinir. Kronik
aflatoksikoz kansere, immiin baskilanmaya ve cesitli patolojik durumlara yol

acarken, akut aflatoksikoz 6liime yol agabilmektedir (6).
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Sekil 2.4 Aflatoksinin hiicre ve kontrol noktasi tizerine etkileri [18]



2.1.3. Aflatoksin B,

AFB; genel olarak A. flavus, A. arachidicola, A. nomius, A. minisclerotigenes ve A.
parasiticus tiirleri tarafindan tretilmektedir. Bir alt tiir olan ve kimyasal olarak
AFB;’den ayirt edilebilen Aflatoxin By, ise A. flavus tarafindan iiretilmektedir (18).
AFB,, karacigerde mikrozomal monooksijenazlar tarafindan daha az toksik reaktif
metabolit AFM,'ye metabolize edilmektedir. AFB,'nin bazi durumlarda Bj'e
metabolize edilmesi de miimkiindiir [37,38]. AFB; bir hepatokarsinojendir. insan
saglhig1 tlizerine toksik etkileri ve metabolizmas: hakkinda cok fazla ¢alisma
bulunmamakla birlikte AFB;’nin ¢esitli ¢iftlik hayvanlar1 tizerinde tehlikeli
hepatotoksik, teratojenik ve kanserojenik etkilere sahip oldugu gosterilmistir [39,40].

AFB;’nin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri Tablo 2.2’de 6zetlenmistir.

Tablo 2.2. AFB;’nin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri [41]

Kimyasal yap1
(Dihydroaflatoxine B1)

Kimyasal formiili C17H140¢

CAs numarasi 7220-81-7

Molekiiler agirlik 314.29 g/mol

Renk Renksiz-soluk sar1 kristaller
Erime 1s1s1 286-289 °C

Cozlniirlik (suda) 249 mg/L, 25 °C

2.2. Resveratrol

Baklagiller, ¢cam agac1 ve ozellikle {iziim tarafindan yogun bir sekilde sentezlenen
resveratrol en az 72 farkl bitki tiirleri tarafindan da ¢esitli stres faktorleri varliginda
tiretilmektedir. Resveratroliin en zengin kaynaklarindan biri, geleneksel Cin ve
Japon ilaglarinda kullanilan bir yabani ot olan Polygonum cuspidatum'dur.

Yenilebilir bitki tiirlerinde varlig1 diisiik olan resveratroliin okaliptiis ve ladin gibi



agaclarda da bulundugu bilinmektedir. Insan diyetinde resveratroliin kaynaklar1 yer
fistig1, fistik ezmesi, iiziim ve saraptir. Uziim suyu ve kirmiz1 sarap yiiksek oranda
resveratrol i¢ermektedir [42,43]. Resveratrolin ilk izolasyonu Veratrum
grandiflorum’dan 1940’11 yillarda gergeklestirilmis olmakla birlikte resveratrol
iceren {iziim ekstraktinin insan saghigi amaciyla kullanomi M.O. 2500’e kadar
uzanmaktadir [44,45]. Resveratrol (3,4’,5-trihidroksi-stilben), stiloen grubu bir
fitoaleksindir. Fitoaleksinler bitkiler tarafindan g¢esitli uyaranlara karsi iiretilen ve
antioksidan, antimikrobiyal, antifungal ve antitiimor gibi pek ¢ok biyolojik aktiviteye
sahip bilesiklerdir. Resveratrol, bitkilerde susuzluk, enfeksiyon, ultraviyole ve ozon
maruziyeti gibi stres kosullarina cevap olarak sentezlenmektedir. Bir ¢ift stiren bagi
ile birbirine baglanmis iki fenolik halkadan olusmaktadir. Bu ¢ift bag, resveratroliin
izomerik formlarinin olusumundan sorumludur [46-49]. Resveratroliin cis- ve trans-

olmak tizere iki izomeri mevcuttur (Sekil 2.5).

cis-resveratrol

trans-resveratrol

Sekil 2.5.Cis ve trans-resveratroliin kimyasal ve 3D yapilar1 [50]
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Baz1 bitkilerde ve sarapta iki izomer bir arada bulunurken iiziim ekstraktinda cis-
resveratrol varhigina rastlanmamustir. Trans-izomerin 254 veya 366 nm dalga
boyunda giines 1s18ina veya ultraviyole radyasyona maruz kalmasi durumunda cis
izomerizasyon meydana gelmektedir. Trans-izomer, cis izomere kiyasla daha baskin
ve kararli bir yapidadir [48,49]. Resveratroliin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri Tablo

2.3’de Ozetlenmistir.

Sistematik ad1 5-[E-2-(4-hidroksifenil)-etil]benzen-1,3-diol
CAs 501-36-0
Molekiiler formiil C14H1,05
Molekiiler agirlik 228.247 g/mol
Erime noktas1 254°C
Coziiniirlik (Su) 0.03g/L
Coziniirlik (DMSO) 16 g/L
Cozuntrliik (Etanol) 50 g/L

PKa 8.99-10.64
Uv-Vis (Amax) cis resveratrol 286 nm
Uv-Vis (Amax) trans resveratrol 304 nm

2.2.1. Resveratroliin Biyosentezi

Resveratrol yiiksek yapili bitkilerde biyotik ve abiyotik stres kosullar1 varliginda
fenilpropanoid yolu {izerinden sentezlenmektedir. Resveratrol, fenilalanin ile tirozin
aminositinden kdken alan bir metabolik yolla iki farkl sekilde sentezlenebilmektedir.
Fenialanin yolunda fenilalanin amonyak liyaz ve sinamat hidroksilaz enzimleri gorev
alirken, tirozin aminoasidinden kdken alan yolda tirozin amonyak liyaz enzimi gorev
almaktadir ve her iki yol para-kumarik asit noktasinda kesigmektedir. Para-kumarik-
asit koenzim A ligaz enzimi ile para-kumaroil-CoA'ya donistiiriilmektedir. Stilben
sentaz veya kalkon sentaz enzimleri ile 4-kumaril-CoA’ya ii¢ malonil KoA molekiilii
ekleyerek poliketid bilesigi sentezlenmektedir. Stilben sentaz ile poliketid bilesiginde

aromatik halkalarm olusumu katalizlenir ve kararsiz bir ara metabolit olan stilben-2-
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karboksilik asit sentezlenir. Bu bilesikden dekarboksilasyon, dehidrasyon ve
enolizasyon gibi ard arda gergeklesen reaksiyonlar ile resveratrol sentezlenmektedir
(Sekil 2.6). Olusan resveratrol bazi1 biyokimyasal reaksyonlarla viniferin, t-piceid, t-

piceatannol ve t-pterostilbene gibi yeni iiriinlere de doniisebilmektedir [50-52].

Biyotik/abiyotik
stres kosullari

STS
Ekspresyonu
ol on
o iy “OWO M\K\/O/
(-] <]
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- on ot |
Cors
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©  +3xMalonoil-CoA® © © ° o o
Hidroksisinnamoil-CoA lSTS
ol o o
1o, 0,
—
X
on STS o
Resveratrol

Sekil 2.6. Resveratrol biyosentez reaksiyonlar1 STS:Stilben sentaz [52]

2.2.2. Resveratrol Metabolizmasi

Giinlik diyetle alman resveratrol cis ve trans olmak iizere iki farkli sekilde
bulunmaktadir. Ayrica glikolize formu olarak 3-O-B-D-glukozid seklinde de

bulunabilmektedir. Resveratroliin glikolize hali enzimatik oksidasyona direng
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gostermekte ve biyolojik etkinligi koruyarak biyoyararlanim ve kararliligin artmasini
saglamaktadir. Resveratrol emilimi yiiksek oranda jejunumda, daha diisiikk oranlarda
ise ileumda gerceklesmektdir. ince barsaktan emilim sonrasinda resveratrol kan
dolagimina gegerek albiimin ve disik yogunluklu lipoprotein (LDL) gibi
lipoproteinlere baglanarak hedef hiicrelere taginmaktadir. Albliimin ve LDL’yi
tantyan reseptorler resveratrol tasiyan yapilarla etkilesmekte ve sonug¢ olarak

resveratrol hedef hiicreye ulagsmaktadir [48,53-55].

Yiksek bir metabolizmaya sahip olan resveratrol, karacigerde resveratrol
monosiilfat, resveratrol monoglukuronid, monosiilfat dihidroresveratrol ve
monoglukuronid dihidroresveratrol gibi ¢esitli konjuge formlara doniismektedir.
Resveratrol, faz II detoksifikasyon enzimlerinin aktivitesini artirarak kendi
metabolizmasint da indiiklemektedir. Cis-formunun glukuronidasyonu, trans-
formuna kiryasla 5-10 kat daha hizlidr ve bu durum cis-formun daha diisiik
biyoyararlanimma yol a¢maktadir [48,56]. Insan idrar Ornekleri ile yapilan
caligmalarda cis-resveratroliin cis-resveratrol-3-O-glukuronid, cis-resveratrol-4’-
silfat ve cis-resveratrol-4’-O-glukuronid metabolitleri  saptanmistir  [57].
Resveratroliin biyoyararlanimi diisiik olmasma ragmen in vivo etkinliginin oldukg¢a
yilksek oldugu rapor edilmektedir. Bu yiiksek etkinlik siilfat ve glukuronid
konjugatlarmin karaciger gibi organlarda tekrar resveratrole doniisimii ile
aciklanabilir. Baska bir olas1 agiklama ise resveratrol metabolitlerinin enterohepatik
resirkiilasyonu, ince bagirsakta dekonjugasyonu ve yeniden emilimidir. In vivoda
olusan resveratrol metabolitlerinin aktivitesi de bu yiiksek etkinlige Kkatk1
saglamaktadir [48,58,59].

2.2.3. Resveratroliin Koruyucu Ozelligi

Resveratroliin koruyucu 6zelligi antioksidan aktivitesi ile yakindan iligkilidir. Reaktif
oksijen tiirleri cesitli hastaliklarin ortaya ¢ikisinda, yaslanma siirecinde ve ¢ok sayida
hiicresel yanit yolaginda rol oynamaktadir. Serbest radikaller, hiicresel proteinlere ve
DNA'ya saldirarak oksidatif stres olusumuna neden olmaktadir. Viicuttaki serbest

radikal yiikii ve endojen antioksidan savunmalar arasindaki bir dengesizlik oksidatif
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hasara neden olmaktadir. Bu nedenle endojen antioksidanlara ilave olarak diyetle
alinacak eksojen antioksidanlar, oksidatif stresin etkilerini azaltabilmektedir. Diyetle
alinan resveratrol O, OH- ve ONOO gibi serbest radikalleri dogrudan temizleyerek,
glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin
ekspresyonunu ve aktivitesini transkripsiyonel olarak ya da enzimatik modifikasyon
yoluyla diizenlereyek koruyucu bir aktivite sergilemektedir [10,60,61]. Resveratroliin
Fe? ile iliskili lipid peroksidasyonunu ve LDL oksdiasyonunu 6nledigi, hidroksil
stiperoksit ve metal-radikalleri lizerinde etkili bir siipiiriicii etkiye sahip oldugu da
gbzlenmistir. Ayrica serbest radikallerin sebep oldugu DNA hasarmi ve hiicre zar1

biitiinliigiindeki bozulmalar1 da dnledigi bildirilmektedir [9].

Resveratrol, sirtuin 1 (SIRT;) aktivatorii olarak da bir koruyucu rol sergilemektedir.
SIRT3, asetil gruplarin1 diger proteinlerden ayiran NAD+ bagimli bir deasetilazdir.
SIRT genlerinin iltihaplanmayi, yag sentezi ve depolanmasini, diyabeti ve yasa baglh
gelisen pek ¢ok hastaligi geciktirdigi rapor edilmektedir. SIRT;'in aktivasyonu
sonucunda antiapoptotik, antioksidatif, antiinflamasyon, mitokondriyal biyogenez ve
otofaji gibi bircok mekanizma yoluyla sito-koruyucu etkiler ortaya ¢ikmaktadir.
Resveratrol uygulamasinin, SIRT; aktivasyonu yoluyla diyabet, ndrodejeneratif
bozukluklar, biligsel bozukluklar, kanser, bobrek hastaliklar1 ve kardiyovaskiiler
hastaliklar gibi pek ¢ok hastaligi Onleyebilecegini gosterilmistir.  Resveratrol,
SIRT;'1 birden fazla mekanizma araciligiyla etkinlestirebilmektedir. Resveratrol'iin
AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK)’in da dahil oldugu bir yol iizerinden
SIRT;'i allosterik etki yoluyla aktive ettigi rapor edilmektedir. Pek ¢ok calisma
SIRT; aktivasyonu ile resveratroliin koruyucu 6zelliginin yakindan iligkili oldugunu
rapor etmistir. Resveratrol uygulamasmin SIRT;, karaciger kinaz B ve AMPK
aktivasyonuna yol agarak mitokondriyal biyogenezi arttirdigi da rapor edilmektedir
[11,12]. Resveratrol, SIRT; aktivasyonu yolu ile gesitli ajanlarla ya da hastalik
sonucu indiiklenen bobrek hasarlarlarini da azaltmaktadir. Resveratrol uygulamasinin
diyabet ve yliksek kan glukozu tarafindan indiiklenen bobrek hasarmi da gerilettigi,
diyabete bagli glomeriiler hipertrofiyi 1iyilestirdigi, iiriner albiimin atilimini

diizenledigi, glomeriiler bazal membran kalnligmi da azalttigi rapor edilmistir

[62,63].
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BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Test Materyali ve Hayvanlarin Bakim

Calisma kapsaminda denek olarak 36 adet Mus musculus var. albinos kullanilmistir.
Albino fareler deney siiresince 12 saat 151k/12 saat karanlik dongiide, 26x15x50
ebatlarinda ¢elik paslanmaz kafeslerde, 22+3°C sicaklikta ve %5545 bagil nem
ortamli laboratuvarda bakimlar1 saglanmistir. Bu ¢alismada, deneysel islemlerde
uygulanan tiim yontemler Giresun Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
ve Diinya Saglik Orgiitii ve tarafindan belirlenen esas ve izine (2017/02 ) gore

yliritilmiistiir.

3.2. Deneysel Gruplarin Olusturulmasi

AFB; ve resveratrol uygulamalarmin etkilerini gézlemleyebilmek igin fareler her bir
grupta 6 fare olacak sekilde rastgele 6 gruba ayrilmistir. Sadece ¢esme suyu ve
standart pellet yem ile beslenen grup kontrol grubu olarak kabul edilmis ve grup |
olarak kodlanmistir. Resveratroliin tek basma toksik etkiye sahip olup olmadiginin
degerlendirilebilmesi i¢in 10 mg/kg ve 20 mg/kg resveratrol uygulanan gruplar; Grup
IT ve III olarak kodlanmistir. AFB;’nin tek basina olusturdugu toksik etkilerin
belirlenebilmesi amaciyla 20 pug/kg AFB; uygulanmis ve bu grup Grup IV olarak
numaralandirilmistir. AFB2’nin potansiyel toksik etkilerine karsi resveratroliin doza
bagli koruyucu 6zelligini belirlemek igin AFB; ve artan dozlarda resveratrol birlikte
uygulanmis, bu gruplar ise Grup V ve Grup VI olarak kodlanmistir. Gruplar ve grup
olusturma prensibi Tablo 3.1°de verilmistir. Ardisik 28 giin siiresince giinliik olarak
hayvanlarim su, yem ve uygulama soliisyonlar1 kontrol edilmistir. Fareler uygulama
periyodundan 7 giin Once deneyin yiiriitiilecegi laboratuvara getirilerek, ortam
sartlarina adaptasyonlar1 saglanmistir. 28 giinliilk uygulama periyodunun sonunda

tiim fareler sakrifiye edilmistir. Ayrica yem ve su alimlar1 da not edilmistir. AFB> ve
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resveratrol uygulama dozlar1 literatiir calismalarinda belirtilen ve net etkilerin

gozlendigi dozlara gore belirlenmistir [64,65].

Tablo 3.1. Gruplar ve grup olusturma prensibi

Gruplar Uygulama

Grup | " Cesme suyu + standart pellet yem

Grup Il 10 mg/kg c.a Resveratrol

Grup 111 20 mg/kg c.a Resveratrol

Grup IV 20 pg/kg c.a. Aflatoksin B,

Grup V 10 mg/kg c.a Resveratrol + 20 ng/kg c.a. Aflatoksin B,
Grup VI 20 mg/kg c.a Resveratrol + 20 pg/kg c.a. Aflatoksin B,

3.3. Canh Agirhk, Karaciger ve Bobrek Agirhklarimin Olgiimii

Uygulama oncesinde ve 28 giinliikk uygulama periyodunun sonunda her bir gruba ait
albino farelerin agirliklar1 anestezik madde verilerek bayiltildiktan sonra hassas
terazi yardimiyla Olglilmiistiir. 28. giiniin sonunda farelerin sakrifiye islemlerinin
gerceklestirilmesinden sonra karaciger ve bobrek organlari alinarak agirliklari hassas

terazi yardimiyla 6l¢tilmiistiir.

3.4. Biyokimyasal Analizler

Uygulama siiresi sonunda her bir gruba ait farelerden kan Ornekleri almarak
serumlari elde edilmis ve alanin transaminaz (ALT), aspartat transaminaz (AST), kan
iire azotu (BUN) ve kreatinin analizlerinde kullanilmistir. Teco Diagnostic Kitleri
kullanilarak AST (Catalog Number: A559-150) ve ALT (Catalog Number: A524—
150) enzim aktiviteleri ile BUN (Catalog Number: B549-150) ve kreatinin (Catalog
Number: C513-480) diizeyleri Medispec 99 M marka otoanalizorde Olgiilmiistiir
[66].
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3.5. Antioksidan/Oksidan Denge

Deney gruplarindaki her bir fare Haloten anestezi altinda kalp eksangunasyon
yontemiyle sakrifiye edilmis, karaciger ve bobrekleri ¢ikarilarak yikanmis ve
biyokimyasal analizler i¢in homojenize edilmistir. Homojenizasyon soguk 0.15 M
KCI banyosunda 16.000 rpm’de homojenizator ile gerceklestirilmis (Ultraturrax
Type T25-B, IKA Labortechnik), homojenatlar 4 °C'de 5000 g de 1 saat santrifiij
edilmis ve siipernatantlarda malondialdehit (MDA) ve glutatyon (GSH) analizleri
gerceklestirilmistir [67]. Doku MDA diizeyi Yoshoiko ve arkadaslarmin [68],GSH

diizeyi ise Beutler [69] tarafindan 6nerilen kolorimetrik yonteme gore belirlenmistir.

3.6. Sitogenetik Analizler

Sitogenetik analizler i¢in mikronukleus (MN) ve kromozomal anormallikler (KA)

testi kullanilmistir.
3.6.1. Mikronukleus Testi

AFB; ve resveratrol uygulamalarinin sitogenetik etkilerini belirlemek amaciyla
yanak mukoza epitel hiicresi, eritrosit ve lokositlerde MN olusum siklig1
belirlenmistir. Yanak mukoza epitel hiicrelerinde MN varliginin tespiti i¢in haloten
anestezisi yardimiyla bayiltilmig farelerin agizlar1 distile su ile yikanmis, sag ve sol
yanak mukoza epitel hiicrelerinden 6rnek almmustir. Hiicreler, steril lamlar iizerine
konularak, 3:1 metanol/asetik asit soliisyonu ile fikse edilmistir. Fast Green ile
boyanan preparatlar 1M-450 Tl model arastirma mikroskobu ile incelenmis ve X500

biiylitmede fotograflandirilmistir [70].

Eritrositlerde uygulanan MN testi Te-Hsiu ve arkadaslarinm [71] onerdigi yonteme
gore gergeklestirilmis, anestezik altindaki farelerin kuyruk venlerinden enjektor
yardimiyla alinan kan 6rnekleri MN analizine tabii tutulmustur. 5 pL kan 6rnegi %
3’lik EDTA ¢ozeltisi ile karistirilarak, steril lamlar {izerine yayilmig ve kuruma
sonrasinda %70’lik etanolde fiksasyon uygulanmistir. Fiksasyon sonrasinda %5°lik
Giemsa ile 15 dakika boyanan preparatlar MN sikliginin tayini i¢in arastirma

mikroskobunda incelenmistir.
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Lokosit hiicrelerinde MN sikligmin belirlenmesi amaciyla her bir gruba ait farelerden
alinan kan 6rnekleri 5.000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmis, pellet tizerine 0.075 M
KCI ¢ozeltisi eklenerek, 20 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Siire sonunda
tiipler 5.000 rpm’de 10 dakika tekrar santrifiij edilmis, pellet 3:1 metanol:glasial
asetik asit ile inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda 16kosit hiicreleri steril lamlar
lizerine yayilarak, %5’lik Giemsa ile boyanmig ve arastirma mikroskobunda

incelenmistir [72].

MN olusumunu belirlemek i¢in Fenech ve ark. [73] tarafindan Onerilen Kriterler
dikkate almmmus, her {i¢ hiicre tipinde de, MN varligim1 tespit etmek amaciyla, her

grupta 1.000 hiicre sayillmistir.

3.6.2. Kromozomal Anormallik Testi

Sitogenetik etkilerin belirlenmesinde kullanilan diger bir test kromozomal anormallik
testidir. AFB2 ve resveratrol uygulamasmin indiikleyebilecegi kromozomal
hasarlarim belirlenmesinde kemik 1iligi hiicreleri kullanilmigtir. Kromozomal
anormallik testi i¢in deney gruplarindaki farelere sakrifikasyon Oncesinde
interperitonal yolla %0.025 oraninda kolsisin uygulanmis ve deneysel asamalarin
sonunda sakrifiye edilen farelerin femurlarindan kemik ilikleri aspire edilmistir. KCI
(0.075 M) ile muamele edilen hiicreler Carnoy’s ¢ozetisi ile fikse edilmistir. Fikse
edilen hiicreler Giemsa (%5) ile boyanmis ve preparatlar arastirma mikroskobunda

Savage [74] tarafindan Onerilen kriterlere gére smiflandirilmastir.

3.7. istatistiksel Analiz

Deneysel islemler sonucunda elde edilen bulgularin istatistiksel analizi SPSS for
Windows V 22.0 (SPSS Inc, Chicago, IL) programi kullanilarak gerceklestirilmis,
deney gruplar1 arasindaki istatistiksel olarak Onemli sayilan farkliliklarin
degerlendirilmesi amaciyla Duncan ve One-way ANOVA testleri kullanilmistir.
Sonuglar ortalama £SD olarak verilmis ve p degerleri <0.05 oldugunda istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.
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BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu c¢alismada AFB;’nin albino farelerde potansiyel toksik etkileri canli agirlik ve
organ agirli@, kan parametreleri, oksidan/antioksidan denge ve sitogenetik
parametreler kullanilarak arastirilmis ve bu toksik etkilere karsi resveratroliin

koruyucu 6zelligi incelenmistir.
4.1. Fizyolojik Parametreler

AFB; ve resveratrol uygulamalarinin farelerde canli agirlik ve organ agirhigi iizerine
etkileri Tablo 4.1°de verilmistir. Kontrol grubunda baslangi¢ canli agirlik ortalama
33,50+1,80 g olarak tespit edilmis ve uygulama siiresi sonunda yaklasik olarak 12,40
g’lik bir agirhik artis gozlenmistir. Benzer bir artis 10 pg/kg ve 20 pg/kg resveratrol
uygulanan Grup II ve III’te de goézlenmistir. Bu sonu¢ tek basina resveratrol
uygulamasinin canlilarda agirlik kazanim {izerine herhangi bir toksik etkiye neden
olmadigmi gostermektedir. Canli agirhigi bakimindan en belirgin azalma 20 nug/kg
AFB; uygulanan grupta gozlenmis ve bu gruptaki farelerin canli agirliginda kontrol
grubuna kiyasla 1,3 kat bir azalma gozlenmistir. AFB, uygulamasmin canli agirlik
iizerinde olusturdugu anormallikler karaciger ve bobrek agirliklarinda da
gozlenmistir. Grup I, II ve III’e ait karaciger ve organ agirliklarinda istatiksel olarak
onemli bir fark gozlenmezken(p>0,05), 20 ug/kg AFB;, uygulanan grupta istatiksel
olarak 6nemli azalmalar belirlenmistir (p<0,05). Grup 1V’te karaciger ve bobrek
agirliklarinin  kontrol grubuna kiyasla swrasiyla 1,89 ve 1,86 kat azaldig:
belirlenmistir. Bu sonug¢ karaciger ve bobrek agiliklarinin AFB; toksisitesinden

benzer diizeyde etkilendigini gostermektedir.

AFB; uygulamasinin canlilarda agirhik kazanimi ve organ agirhigi tizerine olumsuz
etkileri istahsizlik, halsizlik, protein/lipid kullanim mekanizmalarinda bozulma,
protein sentezi ve lipogenezin engellenmesi ile iligkilendirilebilir. Lipoliz-lipogenez
dengesi canli agirligmin artisinda onemli bir role sahiptir ve canlilarda kilo alimi

lipogenez ve yag birikimi ile artmaktadir [75, 76]. Canlilarda lipid metabolizmas1
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adipoz doku ve karaciger ile yakindan iliskilidir. Genel olarak, yag asidi sentezi (de
novo lipogenez), trigliserit sentezi, lipit depolanmasi, lipoliz ve LDL salgilanmasi
dahil olmak {izere pek ¢ok Ilipid metabolizmas1 karaciger hepatositlerinde
gerceklesmektedir. Cogu karaciger hastaliginda da lipid metabolizmasinda bozukluk
oldugu rapor edilmektedir [77]. Aflatoksinlerin hepatoksik etkileri ve diger dokular
iizerindeki olumsuz etkileri sonucu ortaya ¢ikabilecek lipid metabolizmasi bozuklugu
canlilarda kilo alimmnmi ve organ agirhigmni onemli derecede etkileyebilecektir.
Literatiirde AFB, uygulamasmin canlilarda kilo alimi sizerine etkisi ile ilgili bir
calisma bulunmamakla birlikte diger aflatoksin tiirleri ile ilgili veriler mevcuttur.
Arvind ve Churchil, 6 hafta siire ile 1ppm AFB; ile beslenen piliglerin agirlik
kazaniminda %33.94’lik bir azalma oldugunu belirmislerdir [78]. Han ve
arkadaslari, AFB; uygulamasinin viicut agirhigi ve besin aliminda azalmaya neden
oldugunu rapor etmis ve 6zellikle kilo kazanimindaki azalmay1 sindirim enzimlerinin
aktivitesindeki anormallikle iliskilendirmislerdir. Ayni ¢alismada bulgularimizin
aksine 20 pg/kg ve 40 pug/kg AFB;1 uygulamasmin bobrek ve karaciger organlarin
agirliklarinda artis oldugu da rapor edilmistir [79].

Canli agirlik ve organ agirliklar1 analizinde gozlenen onemli bir diger sonug ise
AFB; ile birlikte resveratrol uygulamasini kilo kazaniminda ve organ agirliklarinda
yeniden artisa neden olmasidir. Resveratrol ile AFB;’nin birlikte uygulandigi Grup V
ve VIl’ya ait canh agirliklarinda 20 pg/kg AFB;, uygulanan gruba kiyasla bir artis
gbzlenmis, bu artisa ragmen canli agirlik diizeyleri kontrol grubunun gerisinde
kalmistir. Bu iyilesme 20 mg/kg resveratrol uygulamasi alan Grup VI’da daha
belirgindir. Sadece AFB, alan grupta canli agwrhginda 1,78 g’lik bir artis
gozlenirken, AFB; ve 20 mg/kg resveratroliin birikte uygulandigi grupta bu artis 7,5
g olarak belirlenmistir. Resveratroliin canli agirlig1 iizerine arttirict etkisi bobrek ve
karaciger organ agirhiklarinda da gozlenmistir. 20 mg/kg resveratrol uygulanan Grup
VI’da karaciger ve bobrek agirliklarinin AFB, uygulanan gruba kiyasla sirasiyla 1,46
ve 1,55 kat arttig1 gozlenmistir. Resveratroliin bu iyilestirici o6zelligi AFB;
uygulamasi ile olusan toksik etkilerin bastirilmasi ile agiklanabilir. Resveratrol lipid
peroksidasyonunu ve LDL oksidasyonunu onleyerek, plasmada total cholesterol,
diistik dansiteli lipoprotein kolesterol seviyelerini azaltarak, plazma HDL diizeylerini

artirarak lipid metabolizmasinda énemli koruyucu bir rol sergilemektedir [9,80]. Bu
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koruyucu rol AFB;’nin lipid metabolizmasi tizerindeki olumsuz etkilerini azaltarak
canli agirhginda yeniden artisa neden olmustur. Aflatoksin kaynakli oksidatif stres,
canli dokularinda ciddi toksik etkilere neden olmaktadir ve oksidatif hasardan en
ciddi sekilde etkilenen organlarin baginda karaciger ve bdbrek gelmektedir.
Aflatoksin maruziyeti sonucunda karacigerde hemorajik nekroz, yag asidi
infiltrasyonu ve safra kanali proliferasyonu goriilmektedir [6]. Bobreklerde ise
Ozellikle aflatoksin gibi kontaminatlarin olusturdugu oksidatif hasar tubuler
apoptozis, inflamasyon ve renal yetmezlige neden olabilmektedir. Resveratrol
Ozellikle oksidatif hasar1 ve inflamasyonu azaltarak bobrek ve karaciger gibi
dokularda o6nemli bir koruyucu rol sergilemektedir [81]. AFB; uygulamasi
sonucunda bobrek ve karaciger dokularmin agwrhginda goézlenen azalmanin
resveratrol ile yeniden artisa gegmesi bu koruyucu 6zellik ile agiklanabilir. Kim,
farelerde proksimal tiiplerde indiiklenmis apoptozis ve sitotoksisitenin resveratrol
uygulamasi ile baskilandigini ve bobrekte koruyucu bir 6zellik sergiledigini rapor
etmistir [82]. Highab ve arkadaslar1 toksik maddeye maruz kalan siganlarin
karacigerinde gozlenen nekrotik hiicre, hidropik dejenerasyon ve lipid profilinde
degisim gibi histopatolojik bulgularin resveratrol uygulamasi sonrasinda azaldigini,
karaciger hiicreleri tlizerinde resveratroliin koruyucu bir rol istlendigini

belirtmislerdir [83].

Tablo 4.1 Fizyolojik parametreler iizerine AFB; ve resveratrol uygulamasinin etkileri

Gruplar Uygulama oncesi  Uygulama sonrasi Karaciger Bobrek
canh agirhk (g) canh agirhk (g) agirhg (Q) agirhgr (9)
Grup | 33,50+1,80° 45,90+2,30 2,30+0,34° 1,60+0,32°
Grup Il 33,76+1,88% 45,72+2,25 2,24+0,32° 1,57+0,30°%
Grup I 33,34+1,72° 44,96+2,18 2,19+0,30° 1,52+0,28%
Grup IV 33,58+1,83¢ 35,36+1,94 1,22+0,15 0,86+0,18"
Grup V 33,89+1,87° 37,90+2,11 1,50+0,18° 1,10+0,21°
Grup VI 33,66=1,86" 41,16+2,16 1,78+0,25° 1,34+0,24°

(@-d)

Degerler ortalama +SD olarak gosterilmistir (n=6). Ayni siitunda farkli harfler™™ ile gosterilen

veriler istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).
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4.2. Biyokimyasal Parametreler

AFB; ve resveratrol uygulamasmin segili biyokimyasal parametreler tizerine etkisi
Tablo 4.2 ve Sekil 4.1’de verilmistir. Kan parametrelerinden karaciger markir
enzimleri olan ALT ve AST ile bobrek hasar indikatorii olan BUN ve kreatinin
diizeyleri incelenmistir. Grup I, II ve III’te incelenen ALT ve AST diizeylerinde
herhangi bir anormallik belirlenmemis ve gruplar arasinda belirlenen farkliligin
istatiksel olarak 6nemsiz oldugu tespit edilmistir (p>0,05). 20 ug/kg uygulanan AFB;
uygulanan grupta ALT ve AST seviyelerinde o6nemli derecede artis oldugu
saptanmustir. Karaciger markir enzimleri olan AST ve ALT diizeylerinin kontrol
grubuna kiyasla sirastyla 1,53 ve 1,70 kat arttigi belirlenmistir. ALT ve AST
diizeylerindeki istatiksel olarak O6nemli olan bu artislar, AFB> uygulamasinin

karacigerde ciddi hasarlara neden olduguna isaret etmektedir.

Aflatoksinlerin karsinojenik ve mutajenik etkileri yaninda hepatoksik ve nefrotoksik
etkileri de bilinmektedir. Aflatoksinler hepatositlerde polimeraz aktivitesini inhibe
etmekte, karacigerde biyokimyasal ve histopatolojik degisimlere sebep olmakta ve
hepatoselliiler nekroza neden olmaktadir [84]. Aflatoksin tarafindan indiiklenen tiim
bu etkiler karaciger dokularinda hasara neden olmakta, hiicre harabiyeti ve organ
yetmezligi ile sonuglanabilmektedir. Hepatositlerde gozlenen bu anormallikler, bu
hiicrelerde bulunan enzimlerin kana gegisine ve kandaki diizeylerinin artmasina
neden olmaktadir. AST, karaciger, beyin, pankreas, kalp, bobrek, akciger ve iskelet
kas1 dahil olmak tizere ¢esitli dokularda bulunmaktadir. Bu dokularda hasar olusumu
sonrasinda AST doku hiicrelerinden kan dolasimma gegmekte ve kan diizeyi
artmaktadir. Artmig AST seviyeleri doku hasarinin gostergesi olmakla birlikte tek
basina karaciger harabiyetine isaret etmemektedir. ALT ise yogunluklu olarak
karacigerde bulunmakta ve ALT’nin kan diizeyindeki herhangi bir yiikselme,
karaciger hasarmm dogrudan bir gostergesi olarak kabul edilmektedir [85]. AFB:
uygulanan grupta her iki enzimde birlikte gézlenen artis karaciger harabiyetinin bir
kanitidir. Benzer sekilde, Han ve arkadaslar1 20 pg/kg or 40 ng/kg AFB;
uygulamasiin ALT ve AST enzimlerinde 6nemli artisa neden oldugunu, bu artigin
ise AFB;’den kaynaklanan karaciger hasar1 sonucunda hepatositlerden kana enzim

gecisinden kaynaklandigimni rapor etmislerdir [79].

22



250 -

OAST
200 - OALT ]
150 -
AST
ALT
Diizeyi 100 - ',7'
(UL v
>
o N
50 5:'
0 .5

Grup | Gruplll - Grup IV~ GrupV  Grup VI

Sekil 4.1. ALT ve AST diizeyleri iizerine AFB; ve resveratroliin etkisi

AFB; uygulamasimnin bobrek indikatorii olan BUN ve kreatinin diizeylerinde de artisa
neden oldugu belirlenmistir. Kontrol grubuna kiyasla 20 pg/kg uygulanan AFB;
uygulanan grupta BUN ve kreatinin diizeylerinin sirasiyla 1,34 ve 2,33 kat arttig1
belirlenmistir. Aflatoksinler, bobrek dokusunda glomeriiler kilcal damarlarda hasar,
kortikal kan damarlarinda tikaniklik, pihtilasma nekrozu, inflamasyon gibi etkilere,
uzun siireli maruziyette fokal kanama ve tikaniklik alanlarina neden olmaktadir [86].
Bobreklerde olusabilecek potansiyel hasarlarin tahmininde BUN ve kreatinin
kullanilmaktadir. Kreatinin, kastaki kreatin fosfatin parcalanma {iriiniidiir ve
genellikle viicut tarafindan kas kiitlesine bagli olarak sabit bir oranda tiretilmekte ve
bobrekler yardimiyla disariya atilmaktadir. Bobrek hasar1 ya da yetmezliginde
kreatinin yeterince filtre edilemediginden kandaki diizeyi de artmaktadir. Bobrek
harabiyetinde kullanilan diger bir indikator de BUN’dur. Bobrek hastaligi veya
yetmezligi, idrar yolunun bobrek tasi nedeniyle tikanmasi, ates, sok gibi durumlarda
BUN diizeylerinde artis oldugu bilinmektedir [87]. Bu ¢alismada gozlenen 20 pg/kg
AFB; uygulamasmin BUN ve kreatinin diizeylerinde ciddi artiglara neden olmasi

bobrek harabiyetine isaret etmektedir. Bu bulgularimizi destekler bicimde Eraslan ve
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arkadaslar1 da 500 pg/kg aflatoksin uygulamasinin albino ratlarda iirik asit, BUN ve
Kreatinin diizeylerinde 6nemli artislara neden oldugunu ve bu artigslarin bobrek

hasarina igaret ettigini rapor etmislerdir [88].

Tablo 4.2. BUN ve kreatinin diizeyleri lizerine AFB; ve resveratroliin etkisi

BUN (mg/L) Kreatinin (mg/L)
Grup | 280,00+8,75° 6,15+1,80"
Grup Il 282,00+8,92° 6,10+1,74°
Grup I 277,00+8,54° 6,12+1,76"
Grup IV 375,00+11,46% 14,38+2,96°
Grup V 342,00+10,51° 12,2542,42°
Grup VI 308,00+9,73° 9,56+2,15°

Degerler ortalama+SD olarak gosterilmistir (n=6). Ayn1 satirda farkli harfler®® ile

gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).

Kan analizlerinden AFB> uygulamasinin tek basina karaciger ve bobrek indikator
parametrelerinde 6nemli bir artisa neden oldugu goézlenirken, AFB: ile birlikte
resveratrol uygulamasmmin bu parametrelerdeki artisi  yeniden azalttigi da
belirlenmistir. 20 mg/kg resveratrol uygulanan Grup VI’da ALT ve AST
diizeylerinin sadece AFB; uygulanan gruba kiyasla sirasiyla 1,37 ve 1,23 kat azaldig1
gozlenmistir. Bu azalmaya ragmen AST ve ALT diizeylerinin kontrol grubuna goére
hala yiiksek seyrettigi belirlenmistir. Bobrek markir parametrelerine bakildiginda,
sadece AFB; uygulanan gruba gore BUN ve kreatinin diizeylerinin 1,21 ve 1,5 kat
azaldig1 tespit edilmistir. AFB; uygulamasi ile artan ALT, AST, BUN ve kreatinin
diizeylerinin resveratrol uygulamasi ile azalmasi, resveratroliin koruyucu 6zelligi ile
aciklanabilir. Resveratrol oOzellikle oksidatif hasara bagli olarak gelisen
makromolekiil oksidasyonunu, lipid peroksidasyonunu ve inflamasyonu azaltarak
bobrek ve karaciger gibi dokularda 6nemli bir koruyucu rol sergilemektedir [81].
Literatiirde resveratroliin AFB; kaynakli hasarlara karsi koruyucu etkisi iizerine
caligma bulunmamakla birlikte pek ¢ok kimyasal tarafindan indiiklenen karaciger ve
bobrek hasarlarmi azalttigi rapor edilmektedir. Sener ve arkadaslar1 asetoaminofen
tarafindan indiiklenen karaciger hasarina karsi 100 mg/kg resveratrol uygulamasinin
siganlarda indiiklenmis oksidatif hasar1 azaltarak antioksidan bir koruma

sergiledigini ve karaciger hasarini azalttigmi rapor etmislerdir [89]. Palsamy ve
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Subramanian 5 mg/kg resveratrol uygulamasinin kreatinin kleransinda diizelmeye
neden oldugunu, oksidatif stresi ve inflamasyonu azaltarak bobrek iizerinde

koruyucu 6zellikte oldugunu belirlemislerdir [90].
4.3. Antioksidan/Oksidan Denge

AFB; uygulamasmin fizyolojik parametrelerdeki ve segili kan parametrelerindeki
olumsuz etkilerine benzer bir toksik etki antioksidan/oksidan denge iizerinde de
goriilmiistiir. Viicuttaki eksojen/endojen oksidan molekiillerin etkisi antioksidanlarla
notralize  edilmektedir. Ekzojen oksidan molekiillerin artist  ve endojen
antioksidanlarin yetersiz kalmasi, antioksidan/oksidan dengenin bozulmasma neden
olmaktadir. AFB,’nin bu denge lizerindeki etkilerini incelemek igin karaciger ve
bobrek organlarinda MDA ve GSH diizeyleri incelenmis ve sonuglar Sekil 4.2 ve
4.3’te verilmistir. Kontrol grubu ve sadece resveratrol uygulanan gruplarda MDA
diizeylerinin birbirine yakin oldugu goézlenmistir. 20 pg/kg AFB; uygulamasmin
bobrek ve karaciger dokularmin MDA diizeylerinde 6nemli bir artisa neden oldugu
saptanmustir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda AFB; uygulamasinin karaciger ve
bobrek dokularinda MDA diizeylerini sirasiyla 1,5 ve 2,6 kat arttirdigr gézlenmistir.
Aflatoksin tiirlerinin oksidatif strese neden oldugu pek ¢ok c¢alisma ile ortaya
konmustur [18,29,30,35,36]. Oksidatif stres hiicrelerde hasara ve lipid
peroksidasyonuna neden olmaktadir. Okaryotlarda lipid peroksidasyonundan en ¢ok
etkilenen hiicresel yapi, pek ¢cok doymus ve doymamis lipid tiirlerleri igeren hiicre
zaridir. MDA ise membran lipidlerinin peroksidasyonu sonucunda olugan mutajenik
bir driindiir [91,92]. Normal biyokimyasal siire¢ sonunda hiicrelerde MDA diisiik
diizeylerde olusabilmekte ve antioksidan sistem ile giderilebilmektedir. Artan MDA
diizeyi hiicrede oksidatif strese ve lipid peroksidasyonuna isaret etmektedir. AFB;
uygulanan grupta kontrol grubuna gére 6nemli derecede artan MDA diizeyi oksidatif
hasara ve AFB;’nin karaciger ve bobrekte lipid peroksidasyonuna neden olduguna
isaret etmektedir. Benzer sekilde Shen ve arkadaslar1 AFB;’e maruz kalan siganlarda
birinci giinlin sonunda karaciger MDA diizeylerinde artis oldugunu, ii¢lincli giinde
MDA’nin ¢ok yiiksek bir diizeye ¢iktigmi, 14 giin siire ile yiiksek seyrettigini ve
sonu¢ olarak AFB; uygulamasmin karacigerde hiicre hasarma ve lipid

peroksidasyonuna neden oldugunu belirtmislerdir [93].
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Bu caligmada 20 pg/kg AFB,’ye maruz kalan farelerde artan MDA diizeyinin
resveratrol uygulamasi ile azalma egilimi gosterdigi de saptanmistir. 10 mg/kg ve 20
mg/kg resveratrol uygulanan Grup V ve VI’da sadece AFB; alan gruba kiyasla
karaciger MDA diizeylerinin 1,12 ve 1,28 kat azaldig1 belirlenmistir. Bobrek MDA
diizeylerindeki azalma ise sirasiyla 1,26 ve 1,50 kat olarak bulunmustur. Karaciger
ve bobrek MDA diizeylerinde en belirgin diizelme 20 mg/kg resveratrol uygulanan
grupta gozlenmis ve fakat bu gruptaki MDA diizeylerinin hala kontrol grubundan
daha yiiksek oldugu da saptanmistir. MDA diizeyinde gozlenen bu azaltici etki
resveratroliin antioksidan rolii ile agiklanabilir. Resveratrol oksidan molekiilleri
dogrudan temizleyerek, glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve katalaz gibi
antioksidan enzimlerin ekspresyonunu ve aktivitesini arttirarak koruyucu bir aktivite
sergilemektedir [10,60,61]. Resveratrol lipid peroksidasyonunu azaltmakta, DNA
hasarmi ve hiicre zar1 biitlinliiglindeki bozulmalar1 da Onleyebilmektedir [9].
Literatiirde resveratrol uygulamasinin AFB; ile indiiklenen lipid peroksidasyonu
tizerine koruyucu etkisini rapor eden bir ¢alisma bulunmamakla birlikte pek g¢ok
dokudaki lipid peroksidasyonunu azaltici etkisinden s6z edilmektedir. Kasdallah-
Grissa ve arkadaslar1 karaciger, kalp, beyin ve testis dokularinda indiiklenmis lipid
peroksidasyonu sonucunda artan MDA diizeylerinin resveratrol uygulamasi ile

%72,7-40,5 oranlarinda azaldigini ifade etmislerdir [94].
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Resveratrol ve AFB, uygulamasmnin GSH diizeyleri lizerine etkisi Sekil 4.3’te
verilmistir. Kontrol grubu ve sadece resveratrol uygulanan gruplarda GSH
diizeylerinin birbirine yakin oldugu gozlenmistir. Resveratrol uygulamasmin GSH
diizeyini diisiik bir seviyede arttirdigi fakat bu artisin istatiksel olarak anlamsiz
oldugu gozlenmistir (p>0,05). 20 pg/kg AFB; uygulamasmin karaciger ve bobrekte
GSH diizeylerinde azalmaya neden oldugu, kontrol grubu ile kiyaslandiginda AFB,
uygulamasinin karaciger ve bobrek dokularinda GSH diizeylerini sirasiyla 1,32 ve
2,3 kat azalttigi gozlenmistir. AFB,’nin karaciger ve bobrek MDA diizeyindeki
arttiric, GSH diizeylerindeki azaltic1 etkisi diisliniildiigiinde oksidan/antioksidan
dengenin bozuldugu sdylenebilir. MDA seviyesindeki artis, oksidatif hasarin bir
kanitidir ve bu hasar1 noétralize etmek igin enzimler ve enzimatik olmayan
antioksidan molekiiller rol oynamaktadir. GSH, enzimatik olmayan bir tripeptid
antioksidandir ve serbest radikallerin uzaklastirilmasinda antioksidan savunmanin
onemli bir pargasidir. Hiicredeki rediikte GSH, serbest radikalleri notralize ederek
hiicreyi oksidatif hasara kars1 korumaktadir. Bu reaksiyonun bir sonucu olarak, GSH
molekiilleri oksitlenmis GS-SG durumuna doniismekte ve rediikte GSH miktar:
azalmaktadir [95]. Kisaca, MDA oranindaki artis ve rediikte GSH oranindaki azalma,
AFB;nin  neden oldugu  oksidatif hasar1  kanitlamaktadwr.  Aflatoksin
metabolizmasinda glutatyon konjugasyonu da oOnemli bir yere sahiptir ve
konjugasyon GSH miktarindaki azalmaya da katki saglamaktadir [6]. Literatiirde de
aflatoksin maruziyetinin antioksidan molekiillerin seviyelerinde degisime neden
oldugu rapor edilmektedir. Kheir Eldin ve arkadaslar1 250 pg/kg AFB;1 uygulanan
sicanlarda hepatoksik etkinin olustugunu, karacigerde rediikte glutatyon diizeyinin
azaldigini ve lipid peroksidasyonunun arttigini rapor etmislerdir [96]. Bu ¢alisma ile
resveratroliin karaciger ve bobrekte azalan GSH diizeylerinde iyilesme sagladigi, doz
artig1 ile birlikte gozlenen iyilesmesinin daha baskin oldugu da belirlenmistir. 20
mg/kg resveratrol uygulamasmin AFB, uygulanan grupta karaciger ve bobrek GSH
diizeylerinde gozlenen azalmayi 1,16 kat ve 1,65 kat gerilettigi belirlenmistir. Benzer
sekilde Sener ve arkadaglar1 farelerde 30 mg/kg resveratrol uygulamasinin bozulmus
antioksidan dengeyi diizenledigini ve azalan GSH diizeyinde iyilesmeye neden

oldugunu rapor etmislerdir [89].
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Sekil 4.3 Karaciger ve bobrekdeki GSH diizeyleri iizerine AFB; ve resveratroliin etkisi

4.4. Genotoksik Etki

AFB;’nin genotoksik etkileri ve bu etkilere karsi resvaretroliin koruyucu etkisi yanak
epiteli, eritrosit ve 16kosit hiicrelerinde MN olusumu ile kemikiligi hiicrelerinde KA
frekanslar1 incelenerek degerlendirilmistir. AFB2 uygulanan grupta olusan MN’ler ve
tim gruplara ait MN olusum sikliklar1 Sekil 4.4’te verilmistir. Kontrol grubu ve
sadece resveratrol uygulanan Grup I, II ve III'te istatistiksel olarak 6nemli diizeyde
bir MN olusumu gézlenmemistir. Bu ii¢ grupta yanak epiteli ve eritrosit hiicrelerinde
herhangi bir MN olusumu gozlenmezken Grup I ve Grup II'ye ait lokosit
hiicrelerinde ¢ok diisiik ve istatiksel olarak 6nemsiz diizeyde bir MN olusumu
gozlenmistir (p<0,05). Bu sonuglar tek basina resveratrol uygulamasmnin MN
olusumunu indiiklemedigini gostermektedir. 20 ug/kg AFB; uygulanan grupta
yiiksek diizeyde istatiksel olarak anlamli MN sikliklar1 elde edilmis (p<0,05) ve test
edilen ii¢ hiicre grup arasmda en yiikksek MN olusumu Grup IV’e ait l6kosit
hiicrelerinde gozlenmistir. 20 pg/kg AFB, uygulanan grupta yanak epiteli, eritrosit
ve lokosit hiicrelerinde gozlenen MN degerleri sirastyla 31,46+3,28, 57,92+5,85 ve
80,35+7,70 olarak bulunmustur.
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MN’ler niikleus boliinmesi sirasinda anafazda geride kalan, hasar goren ve ana
nukleusta yer almayan kromozom fragmanlarindan veya tam kromozomlardan
kaynaklanmaktadir. Mitoz boliinmenin telofaz asamasinda geciken kromozomlar ve
fragmanlar etrafinda bir niikleer zarf olusarak ana c¢ekirdege benzeyen, daha kiigiik
boyutlarda MN yapilar1 ortaya ¢ikmaktair. Bir hiicrede olusan MN, kromozomal
fragmanlardan, ¢ift sarmalli DNA kirilmalarindan, tek sarmalli kirilmalardan ya da
geri kalmis, kutuplara c¢ekilemeyen kromozomlardan kaynaklanmaktadir. MN
olusumu ve sikliginin artmasi hiicrede olusan toksik etkilerin varhgna isaret
etmektedir. Bu nedenle MN testi, hiicrelerin maruz kaldig1 kimyasallarin toksisitenin
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir [97,98]. Bir hiicrede olusan MN’nin
biiylikliigii toksisitenin mekanizmasi hakkinda bilgi saglamakta ve hiicrenin maruz
kaldigi kimyasalin anojenik ya da klastojenik etkisinin belirlenmesini de
saglamaktadir. Anojenik etki sonucu olusan MN’ler sentromer boliinme hatalar1 ve ig
iplik¢igi bozukluklarindan kaynaklandigi igin daha biyiik, klastojenik etki
sonucunda olusan MN’ler ise kromozom kiriklarindan koken aldiklar1 i¢cin daha
kiiciik boyutlara sahiptir. MN testi ile kimyasallarin genetoksik etkisinin bulunup
bulunmadig1 belirlenebilirken, bu toksik etkinin hangi yolla gergeklestigi de tahmin
edilebilmektedir [97,99]. AFB; ile muamele edilen gruplara ait yanak mukoza,
eritrosit ve lokosit hiicrelerinde MN olusumu AFB;’nin genotoksik etkisinin
oldugunu, hem biiyiik hemde kii¢iik boyutlarda MN olusumlarinin gézlenmesi ise
hem anojenik hemde Kklastojenik etkinin olustugunu gostermektedir. Bu sonug,
AFB2’nin sentromer boliinme hatalarmna, ig iplik¢igi bozukluklarina, kromozom
kiriklar1 ya da kutuplara c¢ekilmede anormalliklere neden olarak MN olusumunu
indiikleyebilecegini gostermektedir. Benzer sekilde Ezekiel ve arkadaslar1 7-35 giin
stire ile diyetlerinde AFB; uygulanan farelerde beslenme siiresinin artmasi ile
eritrositlerde MN sikligmin arttigin1 ve AFB1’in mutajenik ve genotoksik etkiye
neden oldugunu rapor etmislerdir [35]. Corcuera ve arkadaslar1 ise AFB; uygulanan
siganlarda kemik iligi hiicrelerinde toksik etkinin olustugunu ve 0.25 mg/kg dozda
uygulanan AFB;’in kemik iligi hiicrelerinde MN olusumunu indiikledigini

gozlemlemislerdir [100].
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Sekil 4.4. Yanak epiteli, eritrosit ve 16kosit hiicrelerinde olusan MN’ler ve MN olusum sikliklari a.

yanak epiteli hiicresinde normal ¢ekirdek, b. yanak epitel hiicresinde olusan MN, c. 16kosit
hiicresinde normal ¢ekirdek, d. 16kositte MN olusumu, e. ¢ekirdeksiz eritrosit hiicresi, f.

eritrositte MN olusumu
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AFB>’nin genotoksik etkilerinin belirlenmesi amaciyla MN olusumlar ile birlikte
kemik iliginde KA olusumlar1 ve olusum sikliklar1 da incelenmis ve sonuglar Tablo
4.3’te verilmistir. Grup I, II ve III’te diisiik diizeyde gap olusumu disinda herhangi
bir kromozom anormalligine rastlanmamis, bu anormalliklerin seviyesi de istatiksel
olarak 6nemsiz bulunmustur (p>0,05). Sadece resveratrol uygulanan Grup Il ve
IIT’teki anormallik diizeylerinin kontrol grubu ile paralel seyretmesi 10 mg/kg ve 20
mg/kg dozlarinda resveratroliin genotoksik etkiye neden olmadigini gostermektedir.
20 pg/kg AFB; uygulanan grupta yiiksek diizeyde ve istatiksel olarak anlamli
kromozom anormallikleri tespit edilmistir (p<0.05). Bu anormallikler arasinda en
yiilksek oranda ve 53,1845,50 diizeyinde kromozom kiriklarinin olustugu
belirlenmistir. Tiim anormallikler birlikte degerlendirildiginde olusum siklarina gore
kromozom  anormalliklerini  kirik>fragman>asentrik ~ kromozom>disentrik
kromozom>gap>ring seklinde swalamak mimkiindiir. Bu anormalliklerin
gbzlenmesi AFB;’nin genotoksik etkisini kanitlamaktadir. Aflatoksinlerin genotoksik
etkileri canli sistemlerde olusturdugu oksidatif stres ve hasarla yakindan iliskilidir.
Aflatoksinler canli sistemlerde, DNA'ya ve albiimin gibi proteinlere baglanan reaktif
bir form olan aflatoksin-8,9-epoksite metabolize edilmekte ve bu metaobolit DNA’da
guanin bazlarma yiiksek afinite ile baglanarak afltoksin-N7-guanin yapilarmi
olusturmaktadir.  Aflatoksin-N7-guaninin  DNA'da guanin-timin transversiyon
mutasyonlarini olusturmakta ve hiicre dongiisiinde p53 baskilayici genini de olumsuz
yonde etkilemektedir [31-33].

Kemik iligi hiicreleri oksidatif hasara ve klastojenik kimyasallara duyarlidir, bu
nedenle mutajenite ve/veya antimutajenite taramasi i¢in yaygmn olarak
kullanilmaktadir [46]. Kemik iligi hiicrelerinde yiiksek yiizeyde kirik ve fragman
olusumu AFB’nin klastojenik etkisine isaret etmektedir. Klastojenik etki sonucu
olusan kromozom ve kromatidlerdeki kirilmalar fragmentlerin olusumuna da neden
olmaktadrr [101, 102]. AFB; uygulanan grupta gozlenen yiiksek MN diizeyi de
kiriklarin ve fragmentlerin olusumu ile yakindan iligkilidir. Bu calisma ile AFB;
uygulamasi sonucunda gozlenen yiiksek diizeyde MN olusumu ve yine yiiksek
diizeyde kiriklarm olusumu da birbirini desteklemektedir. Bir kromozom iki
kirllmaya ugradiginda ve kirik uglar yeniden birlestiginde ring kromozomlar ortaya

cikmaktadir. Mitozda bazi hiicrelerin ring kromozomlarin kutuplara ¢ekilememesi
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durumunda hiicrelerde kromozom kaybi/fazlaligi olusabilmekte ve bu da genom
kararsizligina neden olabilmektedir [103]. Gap olusumlar1 ise bir veya her iki
kromatitte bir kromatidin genisligini agmayan akromatik lezyonlar olarak
tanimlanmakta ve gap olusumu ve sikliginmn artmas: dnemli toksisite indikatorii
olarak kabul edilmektedir [102]. Disentrik ve asentrik kromozomlar da kirilma
sonucunda olugmakta, disentrik kromozom daha ¢ok kromozom kiriklarinmn yeniden
diizenlemesi sonucunda ortaya g¢ikmaktadir. Disentrik kromozom, iki sentromere
sahip anormal bir kromozomdur ve her biri bir sentromere sahip iki kromozom
segmentinin fiizyonu ve sonrasinda sentromere sahip olmayan fragmanlarin kaybi
olugsmaktadir [104]. Tim bu etkiler birlikte degerlendirildiginde; kromozomal
anormalliklerin ¢cogunun kromozomlardaki kiriklardan koken aldigi ve AFB>’nin
baskin olarak kromozom kirigina neden oldugu ve kiriklarm yeniden diizenlenmesi
sonucunda diger anormalliklerin gozlendigi sdylenebilir. Literatiirde diger aflatoksin
tirlerinin 6zellikle AFB:’in genotoksik etkisini rapor eden pek c¢ok c¢alisma
bulunmaktadir. Fetaih ve arkadaslari, AFB:’in si¢anlarda kemik iliginde gap, kirik,
delesyon, disentrik kromozom, yapiskanlik, hipopoliploidi, sentromerik
diizenlemeler gibi makro-DNA hasarlarma neden oldugunu belirtmislerdir [102].
Bagka bir ¢alismada Theumer ve arkadaslar1 aflatoksin uygulamasimin ratlarda DNA
ve RNA hasarlarina neden oldugunu ve bu genotoksik etkinin intraselliiler ROS

olusumundan kaynaklandigini rapor etmislerdir [105].

Tablo 4.3. Aflatoksin B, nin genotoksik etkileri

Parametre Grup | Grup Il Grup 111 Grup IV Grup V Grup VI

Kirik 0,00£0,00°  0,00+0,00"  0,00+0,00° 53,18+5,50* 40,10+4,32° 26,94+3,51°
Fragman  0,00+0,00"  0,00+£0,00°  0,00£0,00° 38,76+3,92* 26,37+3,15° 17,48+2,78°
Asentrik  0,00£0,00°  0,00+0,00  0,00+0,00° 25,14+2,96° 16,53+2,58" 11,40+2,16°
Disentrik  0,00+0,00  0,00+0,00°  0,00+0,00° 18,74+2,52*° 11,63+1,97°  7,35+1,18°
Gap 0,2240,53"  0,14+0,36°  0,11+0,32° 13,78+2,18"  8,66+1,84"  3,75+1,24°
Ring 0,00+0,00  0,00+0,00°  0,00£0,00° 9,67+1,85*  5,16+1,52°  1,88+0,96°

Degerler ortalama+SD olarak gosterilmistir (n=6). Ayni satirda farkli harfler(a-d) ile gosterilen

ortalamalar istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).

32



AFB; ile indiiklenen kromozomal hasarlara karst resveratrol uygulamasinin
koruyucu 6zellik sergiledigi ve resveratrol dozunun artmasi ile birlikte KA olusum
sikliginin da azaldig: belirlenmistir. Resveratroliin en belirgin koruyucu 6zelligi gap
olusumuna kars1 gézlenmis, Grup VI’da 20 mg/kg resveratrol uygulamasinin tiim
kromozom anormalliklerini belirgin sekilde azalttigi saptanmustir. 20 mg/kg
resveratrolin  AFB, tarafindan indiiklenen kromozom hasarlarin1 %49.34-80.5
araliginda azaltici bir etki sergiledigi belirlenmistir. KA olusumuna karsi gozlenen bu

koruyucu 6zellik resveratroliin multi-biyolojik 6zellikleri ile agiklanabilir.

Resveratrol serbest radikalleri temizleyen, glutatyon ve katalaz gibi antioksidanlari
indiikleyen giiglii bir antioksidan aktiviyete sahiptir [105,106]. Resveratrol hiicre
siklusu iizerinde de diizenleyici bir role sahiptir. Hasarl hiicrelerde hiicre dongiistini
baskilayarak hiicrenin Go/G: fazinda yada S fazinda kalmasini saglamaktadir. Ayrica
siklin D1, D, ve siklin E’nin ekspresyonunu inhibe ederek ve siklin baglh kinazlarin
ekspresyonunu azaltarak da hiicre dongiisiinii diizenleyebilmektedir [107-109]. Bu
yolla hasarli hiicrelerin boliinmesini Onleyerek DNA hasar1 ve kromozom
anormalliklerinin sikligin1 da azaltabilmektedir. Macar ve arkadaslar1 [110] fragman,
yapiskan kromozom, vagrant kromozom, esit olmayan kromatin dagilimi, kopri,
anormal polarizasyon gibi kromozomal anormalliklere kars1 resveratrol
uygulamasinin azaltic1 etkisini rapor etmislerdir. Carsten ve arkadaslar1 [112]
radyasyon uygulanmis fare kemik iligi hiicrelerinde olusan kromozomal hasarlara
kars1 100 mg/kg resveratrol uygulamasmin 6zellikle 30 giinde yliksek bir koruyucu
ozellik sergiledigini ve uygulama sonunda kromozomal anormalliklerin kontrol
grubu diizeyine geriledigini gozlemlemislerdir. Ayrica tek basina 100 mg/kg
resveratroliin herhangi bir kromozom hasarinin olusumunu indiiklemedigini de ifade
etmislerdir. Literatiirdeki bu sonuglar, ¢alismamizda elde edilen sonuglar1 da
destekler niteliktedir.

33



BOLUM 5. SONUC VE ONERILER

Tarimsal iirtinler hasat, isleme ve depolama gibi ¢esitli asamalarda ortam kosullarina
bagl olarak kiiflerle kontamine olmaktadir. Kontamine olan kiifler, gidalarda ve
yemlerde insan ve hayvan saghgi igin ciddi tehlikeler olusturan mikotoksin
tretmektedir. Mikotoksinler i¢inde yiiksek organizmalara en etkili olanlar
aflatoksinlerdir ve insanlar T{zerinde direk arastirmalar yiiritiilemediginden
aflatoksinlerin etkilerinin net olarak smiflandirilabilmesi olduk¢a zordur. Hayvan
denemelerinde kronik ve akut etkileri saptanan aflatoksin gibi pek ¢ok kimyasalin
insanlarda da toksisiteye neden olacagi bilinmektedir. Bu bakimdan aflatoksinin
etkileri hayvanlarda pek ¢ok calismada ile arastirilmis ve ozellikle AFB;’in toksik
etkileri yeterince aydmnlatilmistir. Diger aflatoksin tiirleri ile ilgili literatiir calismalar1
heniiz yeterli diizeyde degildir.

Bu ¢alismada AFB;’in albino farelerde potansiyel toksik etkileri ve bu toksik etkilere
kars1 resveratroliin koruyucu 6zelligi arastirilmistir. AFB, uygulanan farelerde canli
agirhik ile bobrek ve karaciger organ agirliklarinda 6nemli azalmalar tespit edilmistir.
Bobrek ve karaciger dokularinda antioksidan/oksidan dengedeki degisimler GSH ve
MDA diizeyleri ile incelenmis, her iki organda da GSH diizeylerinde azalma, lipid
peroksidasyonu gostergesi olan MDA diizeylerinde artis olugu saptanmistir. Bu
bulgular karaciger ve bobrek dokusunda olusan oksidatif hasara isaret etmektedir.
AFB; uygulanan grupta bobrek hasar indikat6rii olan BUN ve kreatinin ile karaciger
markir enzimleri olan ALT ve AST diizeyleri incelenmis, bu parametrelerde kontrol
grubuna kiyasla oOnemli artislar belirlenmistir. Karaciger ve bobrek organ
agirliklarindaki azalma, antioksidan/oksidan dengedeki bozulma ve ALT, AST, BUN
ve kreatinin seviyelerindeki artislar AFB,’nin karaciger ve bobrek organlarinda
hasara neden oldugunun bariz kanitlaridir. AFB; uygulanan grupta yanak epiteli,
eritrosit ve 16kosit hiicrelerinde MN olusumunun indiiklenmesi ve kemik iliginde
kromozomal anormalliklerin gozlenmesi AFB,’nin genotoksik etkilerini de ortaya
koymaktadr. AFB;’nin farelerde olusturdugu bu toksik etkilerin temeli oksidatif
hasara dayanmaktadir. AFB,’nin oksidatif hasara neden oldugu &zellikle MDA ve

GSH oranlarindaki degisim ile kanitlanmis ve karaciger, bobrek organlarinin bu
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hasara karsi olduk¢a duyarli olduguda tespit edilmistir. Oksidatif hasar Oncelikli
olarak hiicre zar1 biitlinliigiinde ve devaminda hiicre fonksiyonunda bozulmalara yol
acmaktadir. Calismadan elde edilen Onemli bir diger bulgu ise resveratrolun
AFB;’nin genotoksik, fizyolojik ve biyokimyasal hasarlarma karst koruyucu
Ozelliginin saptanmasidir. Bu koruyucu 06zellik doza bagl olarak artmig fakat bu
artisin dogru orantili olmadig1 da belirlenmistir. Resveratroliin koruyucu ozelligi
antioksidan aktivitesi ile yakindan iliskilidir. AFB,, hiicrelerde oksidatif stres
yaratarak toksik etki sergilemektedir. Antioksidan 6zelligi bulunan resveratrol bu
toksik etkiyi oksidatif stresi azaltarak engellemekte ve koruyucu ozellik
sergilemektedir. Resveratrol 6zellikle hiicre dongiisii, hiicre sinyal mekanizmalar1 ve
apoptoz gibi onemli siireglerde de diizenleyici gorev alarak hasarli hiicrelerin

proliferasyonunu azaltarak iyilestirici etki gostermektedir.

Sonug olarak bu ¢aligsma ile bir aflatoksin tiirii olan aflatoksin B’nin albino farelerde
fizyolojik, biyokimyasal ve genetik yonden toksik etkilere neden oldugu,
resveratroliin ise tiim bu toksik etkilere karsi azaltici/iyilestirici bir 6zellik
sergileyerek koruyucu rolii oldugu belirlenmistir. Literatiirde aflatoksin tiirleri ile
yapilmis pek ¢ok calisma bulunmakla birlkikte AFB,’nin detayl arastirildigi bir
calisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada ile 6zellikle agiz yolu ile alman AFB,’ nin
yanak epitelinde MN olusumunu indiikledigi ile ilgili literatiire ilk veri girisi
saglanmustir. Antioksidan ozellikteki resveratroliin koruyucu Ozelligi ile ilgili
literatiirde pek ¢ok veri bulunmaktadir. Fakat AFB; tarafindan indiiklenen toksisiteye
kars1 resveratroliin koruyucu 6zelligini rapor eden bir ¢alisma da bulunmamaktadir.
Bu bakimdan bu c¢alisma resveratroliin AFB, toksisitesine kars1t doza bagh bir
koruyucu rol sergiledigini rapor eden ilk caligma niteligi de tagimaktadir. Yiiksek
yasam kalitesinin siirdiiriilebilirliginde canlilara kontamine olan kimyasallarin toksik
etkilerinin aydinlatilmas1 ve bu etkilerin azaltilmasi igin arastirmalarin yapilmasi
olduk¢a onemlidir. Ozellikle toksik etkilerin ve bu etkilere karsi dogal iiriinlerin
koruyucu roliiniin ¢oklu parametre kullanilarak arastirildigi ve her bir bulgunun
birbiri ile iligkilendirilerek toksisite mekanizmasinin aydinlatildigi ¢alismalar
oldukca degerlidir. Bu noktadan hareketle, bu ¢aligma toksisiteye karsi koruyucu
maddelerin etki mekanizmalarini inceleyen pek ¢ok arastirmaya yon verecek ve

rehber olacaktir.
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