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DENEYSEL OLARAK AFLATOKSIN B1'E MARUZ BIRAKILAN RATLARDA
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OZET

Aflatoksin B1 (AFB1) insanlarin ve hayvanlarin sik tiikettigi besinlerde uygun olmayan
kosullarda olusarak saglik iizerinde olumsuz etkilere neden olmaktadir. Giglii
antioksidan aktiviteye sahip olan propolis, oksidatif stresi azaltabilir ve bagirsak
mikrobiyota kompozisyonunu modiile edebilir. Ancak, propolisin AFB1 kaynakl
intestinal bariyer hasarini hafifletmesinin altinda yatan mekanizma net degildir. Bu
calisma, AFB1’e maruz kalan ratlarda oral propolis takviyesinin koruyucu etkilerini
aragtirmak Ulzere tasarlanmigtir. Otuz iki adet erkek Sprague Dawley rat dort gruba
ayrilmigtir: Kontrol (CON), Aflatoksin B1 (AFB1) (25 pg/kg/giin AFB1), Propolis
(PRO) (250 mg/kg/giin propolis) ve Aflatoksin B1 + Propolis (AFB1 + PRO) (25
pg/kg/gin AFB1 + 250 mg/kg/glin propolis). Dort haftanin sonunda, serum glutatyon
(GSH), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT), malondialdehit (MDA),
stiperoksit dismutaz (SOD) ve toplam antioksidan kapasite (TAS) diizeyleri incelenmis
ve 16S rRNA sekanslama yoluyla bagirsak mikrobiyotas: analiz edilmistir. Buna gore,
ratlarin GSH ve MDA diizeylerinin gruplar arasinda istatistiksel olarak farkli olmadig:
belirlenmistir (p>0,05). AFB1 grubunda GSH-PX diizeyinin KON grubuna gére anlaml
olarak azaldig1 (p=0,030), propolis verilen gruplarda (PRO ve AFB1+PRO) ise anlamli
bir degisiklik olmadigi goriilmiistiir (p>0,05). Deney gruplarinda SOD ve CAT
diizeyleri incelendiginde AFB1 grubunun en diisiikk enzim aktivitesine sahip oldugu
saptanmistir (sirasiyla p=0,039 ve p=0,059). Propolis verilen gruplarda CAT diizeyi
KON grubuna kiyasla azalma egilimi gostermistir, ancak bu azalma istatistiksel olarak
anlamli  bulunmamistir (p>0,05). PRO grubunun TAS diizeyi KON ve AFBI
gruplarindan anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur (p=0,043). Bray-Curtis
benzesmezlik indeksine gore, KON ve AFB1+PRO gruplarindaki ratlarda bakteriyel
topluluklariin, AFB1 ve PRO gruplarindaki ratlara gore birbirine daha benzer oldugu
goriilmiistiir. Bununla birlikte, alfa ¢esitlilik analizi PRO grubunda bakteriyel topluluk
cesitliliginin diger gruplara gore daha fazla oldugunu ortaya koymustur. Ratlarin diski
orneklerinde toplamda on bakteri filumu tespit edilmistir. Bu filumlar arasinda
Firmicutes, Bacteroidetes ve Proteobacteria deney gruplarinda en bol bulunan
filumlardir. Firmicutes bollugu PRO grubunda KON grubundan dnemli 6lgiide yiiksek
bulunmustur, sirasiyla bakteri bollugunun yaklasik %73,51 ve %71,01’in1
olusturmaktadir. Deney gruplarinda Bacteroidetes ve Proteobacteria bolluklar1 benzer
bulunmustur. Aymi zamanda, propolis takviyesi Lactobacillus, Roseburia ve
Phascolarctobacterium  goreceli  bolluklarindaki azalmayr Onleyerek bagirsak
mikrobiyotasin1 yeniden yapilandirmistir. Sonug olarak, propolis takviyesinin AFB1’e
maruz kalan ratlarda oksidatif stresi hafifletici etki gOstererek, bagirsak
mikrobiyotasinin modiilasyonuna katki sagladig: diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Aflatoksin B1; Bagirsak bariyer hasari; Bagirsak mikrobiyotast;
Oksidatif stres; Propolis
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EFFECTS OF PROPOLIS SUPPLEMENT ON OXIDATIVE STRESS AND GUT
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ABSTRACT

Aflatoxin B1 (AFB1) occurs under unfavorable conditions in foods commonly
consumed by humans and animals, causing adverse health effects. Propolis, which has
strong antioxidant activity, can reduce oxidative stress and modulate gut microbiota
composition. However, the underlying mechanism by which propolis attenuates AFB1-
induced intestinal barrier damage is not clear. This study was designed to investigate the
protective effects of oral propolis supplementation in AFB1-exposed rats. Thirty-two
male Sprague Dawley rats were divided into four groups: Control (CON), Aflatoxin B1
(AFB1) (25 pg/kg/day AFBI), Propolis (PRO) (250 mg/kg/day propolis) and Aflatoxin
B1 + Propolis (AFB1 + PRO) (25 pg/kg/day AFBI1 + 250 mg/kg/day propolis). At the
end of four weeks, serum glutathione (GSH), glutathione peroxidase (GSH-Px), catalase
(CAT), malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD) and total antioxidant
capacity (TAS) levels were examined and intestinal microbiota was analyzed by 16S
rRNA sequencing. Accordingly, GSH and MDA levels of rats were not statistically
different between the groups (p>0.05). In the AFB1 group, GSH-Px level was
significantly decreased compared to the CON group (p=0.030), while there was no
significant change in the propolis groups (PRO and AFB1+PRO) (p>0.05). When SOD
and CAT levels were analyzed in the experimental groups, it was found that AFB1
group had the lowest enzyme activity (p=0.039 and p=0.059, respectively). CAT level
showed a tendency to decrease in the propolis-treated groups compared to the CON
group, but this decrease was not statistically significant (p>0.05). TAS level of the PRO
group was found to be significantly higher than the KON and AFB1 groups (p=0.043).
According to the Bray-Curtis dissimilarity index, the bacterial communities in the KON
and AFB1+PRO groups were more similar to each other than in the AFB1 and PRO
groups. However, alpha diversity analysis revealed that bacterial community diversity
was higher in the PRO group than in the other groups. A total of ten bacterial phyla
were detected in the fecal samples of the rats. Among these phyla, Firmicutes,
Bacteroidetes and Proteobacteria were the most abundant phyla in the experimental
groups. Firmicutes abundance was significantly higher in the PRO group than in the
CON group, accounting for approximately 73.51% and 71.01% of the bacterial
abundance, respectively. Bacteroidetes and Proteobacteria abundances were similar in
the experimental groups. At the same time, propolis supplementation restored the gut
microbiota by preventing the decrease in the relative abundances of Lactobacillus,
Roseburia and Phascolarctobacterium. In conclusion, propolis supplementation may
contribute to the modulation of gut microbiota by alleviating oxidative stress in AFB1-
exposed rats.

Keywords: Aflatoxin B1; Gut microbiota; Intestinal barrier damage; Oxidative stress;
Propolis
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KISALTMALAR ve SIMGELER

nL : Mikrolitre

16S rRNA : 16S ribozomal RNA

8-OHdG : 8-Hidroksi-2-deoksiguanozin

AFB1 . Aflatoksin B1

AFBO : AFB1-8,9 epoksit

AFM1 - Aflatoksin M1

AFP1 : Aflatoksin P1

AFQ1 . Aflatoksin Q1

ALP : Alkalin fosfataz

ANOVA : Tek yonlii varyans analizi

ARE : Antioksidan cevap elemani

AST : Aspartat amino transferaz

ATA : Alimentary Toxic Aleukia

Bax : Bcl-2-associated X protein

Bcl-2 : B hiicreli lenfoma 2

BHA - Biitilhidroksianisol

BHT - Biitilhidroksitoluen

BKi : Beden kiitle indeksi

Caco-2 : Kolon kanser hiicre hatti

CAT : Katalaz

cm > Santimetre

CYP450 > Sitokrom P450

Cyt-c : Sitokrom c oksidaz

DMSO : Dimetil stilfoksit

DNA . Deoksiribo Niikleik Asit

DON : Deoksinivalenol

EFSA . Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (European Food Safety
Authority)

ELISA : Enzim bagli immiinosorbent analizi

ER : Endoplazmik retikulum

ETS . Elektron tasima sistemi



FADD
FAO
FAS
FasL
FB1
FDA

GGT
GR
GSH
GSH-Px
GST
H.0;
HCC
IARC

kg

L
LC-MS/MS
LD50
LEfSe
LPS
LOOH
Mcg
MDA
mL
NF-xB
Ng
Nrf2
OTA
OTU

: Fas ile ilisgkili 6liim alan1 proteini

: Gida ve Tarim Orgiitii (Food and Agriculture Organization)
- Hiicre 6ltim reseptorii

: Fas ligand1

: Fumonisin 1

: Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢ Dairesi (Food and
Drug Administration)

: Gram

: Gama-glutamil transferaz

- Glutatyon rediiktaz

: Glutatyon

: Glutatyon peroksidaz

: Glutatyon-S-transferaz

: Hidrojen peroksit

. Hepatoselliiler karsinoma

: Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajansi (International Agency
for Research on Cancer)

> Kilogram

- Litre

: S1vi kromotografi-kiitle spektrometresi

. Letal doz

: Dogrusal diskriminant analizi etki boyutu
: Lipopolisakkarit

- Yiiksek lipofilik peroksitler

: Mikrogram

: Malondialdehit

> Mililitre

. Niikleer faktor-kappa B

: Nanogram

- Niikleer faktor eritroid 2

: Okratoksin A

: Operasyonel taksonomik birim

Xi



PAT : Patulin

PCA : Temel bilesenler analizi (Principal component analysis)

PCoA : Temel koordinat analizi (Principal coordinate analysis)

PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu

PPARY : Peroksizom Proliferator Aktive Edici Reseptor Gama

Ppb : Milyarda bir

Ppm : Milyonda bir

RASFF : Gida ve Yem i¢in Hizli Alarm Sistemi (Rapid Alert System for
Food and Feed)

ROS - Reaktif oksijen tiirleri

SOD - Stiperoksit dismutaz

TAS : Toplam antioksidan kapasite

TBHQ - Terbiitilhidrokinon

TLR4 : Toll benzeri reseptor 4

WHO : Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization)

ZEA : Zearalenon
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1. GIRIS VE AMAC

Mikotoksinler, filamentli mantarlar veya kiifler tarafindan iiretilen toksik sekonder
metabolitlerdir ve "gelismis omurgalilara ve diger hayvanlara dogal bir yolla diisiik
konsantrasyonda verildiginde toksik bir tepki uyandiran dogal iiriinler" olarak
tanimlanmaktadir (Bennett, 1987). Teknolojinin gelismesi ile dogada yiizlerce
mikotoksin  kesfedilmistir.  Mikotoksinler arasinda aflatoksin Bl (AFBI),
deoksinivalenol (DON), zearalenon (ZEA), fumonisin B1 (FB1) ve okratoksin A (OTA)
onemli etkileri ve yliksek tespit oranlari nedeniyle en ¢ok aragtirilan mikotoksin tiirleri
olmustur (Pinotti ve ark., 2016). Gida ve Tarmm Orgiitii (Food and Agriculture
Organization, FAO) 6zellikle tahillar ve sert kabuklu meyveler dahil olmak {izere diinya
capindaki tarimsal {riinlerin en az %25'inin mikotoksinlerle kontamine oldugunu

tahminleri arasinda belirtmistir (Eskola ve ark., 2020).

AFBL1, Aspergillus spp. mantar cinsinin 6zellikle A. flavus, A. parasiticus ve A. nomius
tiirleri tarafindan tiretilen, sicaklik ve nemin etkisi ile besinlerde ve yemlerde dogal
olarak olusan bir mikotoksindir (Ismail ve ark., 2018). Bu toksine uygun kosullarda
hasat etme, tasima ve depolama islemleri uygulanmayan tahillar, kuru baklagiller, sert
kabuklu meyveler ve baharat tiirlerinde siklikla rastlanmaktadir (Canavar ve Kaynak,
2013; Wang ve ark., 2020).

Mikotoksinler arasinda en toksik ozellige sahip olan AFBI1, Uluslararasi Kanser
Arastirma Ajansi tarafindan insanlarda Grup IA kanserojen olarak kabul edilmektedir
(WHO ve IARC, 1993). AFBI, baslica hepatoselliler karsinoma ile
iliskilendirilmektedir (Zhou ve ark., 2019) ancak yapilan giincel ¢aligmalar AFB1’in
biyoaktivasyonu ve potansiyel toksik etkilerinin gastrointestinal sistem gibi ekstra-
hepatik dokularda da gergeklestigini ortaya koymustur (Liew ve Mohd-Redzwan, 2018;



Xue ve ark., 2023). AFB1’e maruziyet sonucunda dokularda inflamatuar yanit ve
oksidatif stres meydana gelmektedir (Limaye ve ark., 2018).

Yapilan in vitro ve in vivo calismalarda AFBI1 sitotoksisite mekanizmasinin, hiicre
biitlinliigiine ve DNA hasarina neden olan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusmasi ile
iligkili oldugu tespit edilmistir (Huang ve ark., 2020; Zhang ve ark., 2015). Dolayisiyla
bagisiklik sisteminin aktive olmasi, apoptozun indiiklenmesi ve hiicre proliferasyonu
intestinal bariyer hasarina neden olmaktadir (Robert ve ark., 2017). AFB1 maruziyeti
bagirsak disbiyozuna, faydali bakterilerin azalmasi veya patojenik bakteri
poplilasyonunun artmasi sonucu bagirsak mikrobiyota kompozisyonunda degisiklige
sebep olabilir (Wang ve ark., 2015). Ancak, AFB1’in bagirsak mikrobiyotasi iizerindeki
etkisi ve oksidatif stres yolaklari ile ilgili sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir (Liew ve
Mohd-Redzwan, 2018; Sui ve ark., 2022).

Onemli saglik sorunlarina neden olan AFB1’in eliminasyonu ve inaktivasyonu igin
cesitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemler gelistirilmistir (Nazhand ve ark., 2020).
Gelistirilen yontemlerin yliksek maliyetli olmasi, besinin organoleptik ozelliklerine
zarar vermesi, kabul edilebilirliginin diisiik olmas1 ve besin 6gesi kaybina neden olmasi
gibi nedenlerden dolayr AFB1’in detoksifikasyonunda etkili ve yenilik¢i yontemlere
ihtiya¢ duyulmaktadir (Kabak ve ark., 2006).

Dogal biyoaktif maddeler arasinda yer alan ve bal arilan tarafindan iiretilen propolis,
AFB1’i detoksifiye etmek i¢in umut verici bir yontem olabilir (Mahmoodzadeh-
Hosseini ve ark., 2020). Dahasi, propolisin Aspegillus spp. mantarmin iiremesini ve
aflatoksin biyosentezinde gorev alan genlerin ekspresyonunu inhibe ederek besinlerden
aflatoksin kontaminasyonunu Onledigi c¢alismalarda gosterilmistir (Hamzeh-Pour ve
ark., 2020; Hassanien ve ark., 2021; Ventura-Aguilar ve ark., 2022).

Propolis 300’den fazla polifenol, monoterpen, amino asit, steroid, fenolik aldehit ve
diger inorganik bilesikleri yapisinda bulundurmaktadir (Zeighampour ve ark., 2014). Bu
fenolik bilesiklerin etki mekanizmasimin serbest radikalleri inhibe ederek giiglii
antioksidan aktiviteye sahip oldugu yapilan galismalarda gosterilmistir (Bae ve ark.,
2022; Tsamesidis ve ark., 2022). Bununla birlikte, propolisin oksidatif strese karsi
koruyucu ve bagirsak mikrobiyota kompozisyonunu diizenleyici etkilerini aragtirmaya

yonelik bazi arastirmalar yapilmistir (Chien ve ark., 2023; Okamura ve ark., 2022).
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Dekstran siilfat sodyum ile indiiklenen oksidatif stres modelinde propolisin antioksidan
enzimlerin aktivitesini, toplam antioksidan kapasiteyi, bagirsak mikrobiyotasi
cesitliligini ve zenginligini arttirdigi belirlenmistir (Wang ve ark., 2018). Ratlarda
yapilan benzer bir g¢alismada propolis takviyesinin bagirsak mikrobiyota
kompozisyonunu iyilestirdigi ve intestinal bariyerde bulunan siki baglant1 (tight
junction) proteinlerinin diizeyini arttirdigi saptanmigtir (Xue ve ark., 2019).

Propolisin bagirsak mikrobiyomunu modiile ettigi ve oksidatif hasar1 azalttigi
arastirtlmasina ragmen AFB1 maruziyetinin verdigi bagirsak hasarin1 6nlenmesi
konusunda bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bununla birlikte, AFB1’in neden oldugu
disbiyoz ve bagirsak dokusundaki oksidatif hasar durumunda uygulanan propolis
takviyesine iliskin herhangi bir ¢alisma olmamasi literatiirdeki eksiklikler arasindadir.
Ayni zamanda, diisiik doz AFB1 uygulamasiin etkilerini arastiran ¢aligmalar siirh

diizeydedir.

Yapilan bu ¢alismada ilk kez diisiik doz AFB1 uygulamasi sonucu propolis takviyesinin
koruyucu etkisi kapsamli bir sekilde aragtirllmistir. Bu g¢alismanin amaci, AFB1’e
maruz kalan ratlarda propolis takviyesinin oksidatif stres ve bagirsak mikrobiyota

kompozisyonuna etkilerinin aragtirilmasidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Mikotoksinler

Besinler ve tarimsal iiriinler mikrobiyal iireme i¢in elverisli bir ortama sahiptir. Bu
nedenle kiiresel olarak mikrobiyal kontaminasyon O6nemli bir sorun haline gelmistir.
Toprak mahsulleri, yemler ve diger besinlerin hasat dncesi, hasat sonrast ve depolama
gibi agsamalarda uygun kosularda islenmemesi nedeniyle, bu iiriinler mikrobiyal lireme
acisindan yatkin hale gelmektedir. Aspergillus, Fusarium ve Penicillium gibi firsatci
mantar tiirleri uygun c¢evresel kosullar altinda hizla ¢ogalmaktadir ve “mikotoksin™ ad1
verilen sekonder metabolitleri liretmektedir. Mikotoksin kelimesi mantar anlamina
gelen “mykes” veya “mukos” ile zehirlenme anlamina gelen “toxikon” veya “poison”
ifadelerinden tiiretilmistir. Mikotoksinler, zehirli metabolitler olup insan ve hayvan
sagligr icin karsinojenik, teratojenik ve mutajenik gibi cesitli toksik etkilere neden

olmaktadir (Pitt, 2013).

Gida giivenligi ve saglik agisindan 6nemli tehdit olusturan mikotoksinlerin olusumunda
kimyasal, fiziksel ve biyolojik faktorler etkilidir. Hasat Oncesi bitkiye uygulanan
giibreleme ve ilaglama islemleri, mantarin substrat kaynagi, karbondioksit ve oksijen
miktar1 kimyasal faktorler arasindadir. Besinin su aktivitesi, ortamin nem orani, sicaklik
ve besinin mekanik 6zellikleri gibi etkenler fiziksel faktorlere 6rnek olarak verilebilir.
Bunun yani sira mikotoksin iireten mantar sayisi, mantarlarin genetik yapisi ve iireme
yetenegi, bitki veya besinin dayanikliligt mikotoksin {iretimini biyolojik olarak

etkilemektedir (Tiryaki ve ark., 2011).

Teknolojik gelismeler ve ileri analiz teknikleri sayesinde dogada insan ve hayvanlar
tizerinde toksik etkiye sahip 500’den fazla mikotoksin kesfedilmistir (Dey ve ark.,
2022). Tarih boyunca “mikotoksikozis” vakalari goriilse de kayitlara giren ilk
mikotoksin vakast II. Diinya Savasi sirasinda Rusya’da goriilen “Alimentary Toxic

Aleukia (ATA)” dir. ATA, kanda 16kosit sayisinin azalmast sonucu goriilen 16semi



olarak tanimlanmaktadir. Savasin etkisiyle hasadi uygun zamanda ve kosullarda
yapilmayan musirlarin Fusarium, Mucor ve Penicillium gibi kiifler ve metabolitleri ile
kontamine oldugu belirtilmektedir. Kontamine olan bu muisirlarin ekmek yapiminda
kullanilmas: ile birlikte ATA vakalarna yol agtigi bildirilmistir (Lu ve ark., 2023).
Benzer sekilde Bosna Hersek, Bulgaristan, Romanya, Yugoslavya, Hirvatistan,
Sirbistan ve Slovenya’da OTA ile kontamine tahillarin tiiketimine bagli olarak “Balkan
Endemik Nefropatisi” vakalar1 gériilmiistiir. Bu derecede 6liimciil sonuglara neden olan
mikotoksikozis vakalarina ragmen mikotoksinler ile ilgili ilk bilimsel calismalar

1960’larda yapilmistir (Abouzied ve ark., 2002).

Besinlerde ve yemlerde siklikla karsilasilan mikotoksinler aflatoksin tiirleri, OTA,
DON, ZEA, FBI ve patulindir (PAT). Iklim degisikligine bagli olarak gelisen yiiksek
sicakliklara ve kurakliga kars1 dayanikli olan mikotoksinler basta tahillar olmak {izere
kuru meyveler, sert kabuklu meyveler, kuru baklagiller, baharat tiirleri, kahve ve kakao
gibi besinlerde bulunabilmektedir. Ayni zamanda hayvanlarin mikotoksinler ile
kontamine yemleri tiiketmesi sonucu et, silit ve yumurtada mikotoksinlere

rastlanmaktadir (Celik, 2022).

Dogada ¢ok sayida tiirli bulunan mikotoksinler, diisiik dozlarda bile onemli saglik
sorunlarina neden olmaktadir. Kontamine besinler veya yemlerin tiiketimi sonucu
mikotoksinler canli tarafindan sindirildiginde akut veya kronik hastaliklara neden
olabilmektedir. Mikotoksinlerin kanser tiirleri, karaciger ve bdbrek hastaliklari,
bagisiklik sisteminin baskilanmasi, ndérolojik bozukluklar, hemorajik sendromlar,
sitotoksisite, genotoksisite ve bir¢ok teratojenik semptomlar ile iligkili oldugu yapilan
calismalarda gosterilmistir (Yang ve ark., 2020). Tablo 2.1’de bazi mikotoksin tiirleri,

kontaminasyon kaynaklari ve olas1 saglik etkileri verilmistir.



Tablo 2.1. Mikotoksin tiirleri, kontamine oldugu besinler ve sagliga zararlari

Mikotoksin | Kontamine olan | Saghga zararlar Kaynak
tiirleri besinler
AFB1 Bugday, misir, Kanser, bagisiklik sisteminin (McMillan et
yulaf, arpa, piring | baskilanmasi, oksidatif stres ve al., 2018)
biiyiimede gerilik
ZEA Bugday, musir, Erken ergenlik, meme kanseri (Wan et al.,
yulaf, arpa, piring 2021)
FB1 Misir, liziim Teratojenik, nefrotoksik ve (T. Wang et
hepatotoksik al., 2022)
OTA Tahillar, kabuklu | Nefrotoksik (bdbrek tiimorleri), (L. Wang et
yemigler, kuru karsinojenik al., 2022)
meyveler, kahve,
kakao
DON Bugday, misir, Protein sentezinin inhibisyonu, (Sumarah,
yulaf, arpa, pirin¢ | inflamatuar yanit, kusma, abdominal 2022)
agri, diyare, bas agrisi, bagisiklik
sisteminin baskilanmasi
PAT Meyveler (elma), | Intestinal bariyer fonksiyonunun (Q. Zhai et
silajlar bozulmasi, fizyolojik islevlerin al., 2019)
baskilanmasi

Kisaltmalar: AFB1, Aflatoksin B1, DON, Deoksinivalenol, OTA, Okratoksin A, PAT,
Patulin, ZEA, Zearalenon.

Besin ve yem 6rneklerinde mikotoksin varlig1 ve tiiriiniin arastirildigit BIOMIN Diinya
Mikotoksin Calismas1 2020 sonuglarina gore, 59 iilkeden toplanan orneklerin
%67’sinde mikotoksine rastlanmistir (BIOMIN, 2020). Ayni yontemler kullanilarak
2021°de tekrarlanan c¢alisma sonuglarinda bu oran %65 olarak aciklanmistir. Asya
bolgesi her iki calismada da mikotoksin kontaminasyonunun en yogun oldugu bdlge
olarak rapor edilmistir. Asya bolgesinde karsilagilan mikotoksinlerin basinda ise AFBI
(%92) gelmektedir. Bununla birlikte, mikotoksin goriilme orani en diisiik olan bolge

%24 ile Kuzey Avrupa olarak belirlenmistir (BIOMIN, 2021).

Benzer sekilde besinlerde veya yemlerde sagliga yonelik risk durumunda o iiriinlerin
geri toplatilmasi, alikonulmasi ve dagitiminin durdurulmasi gibi aksiyonlar1 yerine
getiren Gida ve Yem i¢in Hizli Alarm Sistemi (Rapid Alert System for Food and Feed-
RASFF), mikotoksinleri ilk 10 tehlike arasinda degerlendirmektedir. RASFF
raporlarinda aflatoksinlerin besinlerde en yaygin goriilen mikotoksin tiirli olduguna yer

verilmistir (Agriopoulou ve ark., 2020).



2.2. Aflatoksinler

Aflatoksinler A. flavus, A. nomius ve A. parasiticus mantarlari tarafindan iiretilen ve en
toksik metabolit grubunda yer alan mikotoksin tiiriidiir (Nodoushan ve ark., 2019).
Tarihteki ilk aflatoksikoz vakast 1960 yilinda Ingiltere’de bir hindi ciftliginde
goriilmistiir. Burada, 100.000’den fazla hindinin aflatoksin ile kontamine yemleri
tilkketilmesi sonucu karaciger nekrozu ve intestinal inflamasyona bagli olarak 6ldigi
bildirilmistir (Bullerman, 1979). Aflatoksinler su aktivitesi 0,98-0,99, sicaklig1 12-42°C
ve pH'1 3,5-8,0 arasinda olan ortamlarda iireyebilmektedir. Aflatoksin agisindan baslica
riskli besinler; tahil irlinleri (bugday, arpa, yulaf, misir vb.), kuru baklagiller, sert
kabuklu meyveler (yer fistig1, findik, ceviz, badem, Antep fistig1 vb.), kuru meyveler
(kuru incir, kuru kayisi, kuru tiztim vb.), baharat ¢esitleri, siit ve triinleridir (Erginkaya

ve Kabak, 2010).

Dogada aflatoksinlerin yaklagik 18 ¢esidi bulunmaktadir. Bunlardan Aflatoksin B1, B2,
M1, M2, G1 ve G2 en yaygin olanlaridir. Aflatoksin ifadesinin yaninda yer alan “1”
ifadesi major grubu, “2” ifadesi ise minor grubu temsil etmektedir. Harflendirmeler ise
aflatoksinlerin ultraviyole 151k altindaki goriintiilerine gore belirlenmistir. Aflatoksin B1
ve B2 tiirlerinin ultraviyole 151k altinda mavi (blue) goriinmesi, G1 ve G2 tiirlerinin
yesil (green) goriinmesi, M1 ve M2 tiirlerinin siit lirlinlerinde bulunmast nedeniyle siit
(milk) aflatoksini olarak adlandirilmaktadir (Adeyeye, 2016). Sekil 2.1°de

aflatoksinlerin kimyasal formiilii verilmistir.
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Sekil 2.1. Aflatoksinlerin kimyasal formiilleri (Ozkaya ve Temiz, 2003).

Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization, WHO), Amerika Birlesik Devletleri
Gida ve Ilag Dairesi (Food and Drug Administration, FDA), Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi (European Food Safety Authority, EFSA) ve Avrupa Birligi Komisyonu
(European Commission) aflatoksinlerin besinlerde bulunabilecek iist limitlerine dikkat
¢ekmistir (European Commission, 1881). Aymi sekilde Tiirkiye’de Tarim ve Orman
Bakanligi’'nin Tirk Gida Kodeksi Gidalarda Bulasanlarin Maksimum Limitleri
Yonetmeligi’'nde riskli besinlerde aflatoksin {ist limitleri belirlenmistir. Avrupa
Komisyonu ve Tiirk Gida Kodeksi’ne gore aflatoksinlerin en yaygin oldugu tahil ve

tirtinlerinde AFB1 miktar1 maksimum 2 mcg/kg; AFB1+AFB2+AFG1+AFG2 miktar

maksimum 4 mcg/kg olarak sinirlandirilmstir (Tiirk Gida Kodeksi, 2011).




2.3. Aflatoksin B1

Aflatoksinler arasinda en giiclii kanserojen olan AFBI1 insan beslenmesinde kullanilan
gesitli tarim {riinlerine kontamine olmaktadir (Matsuda ve ark., 2013). Besinlerdeki
AFBI1 miktarlar1 1 mcg/kg (1 ppb) ile 12.000 mcg/kg (12 ppm) arasinda degisebilir.
Gelismekte olan iilkelerde yasayan bireylerin besinlerde 0,03 ila 0,45 mg/kg (30-450
ppb) araliginda AFB1'e maruz kaldiklar1 bildirilmistir (Wang ve ark., 2016a). Bununla
birlikte, Kenya'da birgok insami1 6ldiiren bir aflatoksikoz salgininda, AFBl'e maruz
kalma, giinde kisi basina neredeyse 50 mg'dan fazla bulunmustur (Probst ve ark., 2007).
RASFF’nin 2009-2018 yillar1 arasinda Tiirkiye menseili bildirimlerinin yaklasik
yarisint mikotoksinler olusturmaktadir. Bu yillarda toplam 1236 aflatoksin bildirimi
yapilmistir. En yiiksek aflatoksin tespiti 2009 yilinda (174 bildirim), en diisiik tespit ise
2014 yilinda (87 bildirim) yapilmistir (Masatcioglu ve Mustafa, 2023). RASFF’ nin
2022 Tiirkiye mensgeili iiriin bildirimlerinde 46’s1 kuru incirde ve 24’1 Antep fistiginda
olmak {iizere toplamda 70 aflatoksin bildirimi yapilmistir (European Commission,
2023).

2.3.1. Aflatoksin B1’in Kimyasal Yapisi ve Metabolizmasi

AFBI, furofuran ve lakton halkalarindan olusmaktadir. DNA ve proteinlerin furfuran
halkas1 ile etkilesime girdiginde biyokimyasal yapilarinda bozulmalar oldugu
belirtilmektedir. Kumarin parcasinda yer alan lakton halkas: ise alkalilere karsi hassas
bir yapiya sahiptir ve kolaylikla hidrolize olmaktadir. AFB1 suda ¢oziinmezken, alkol
ve kloroform gibi ¢oziiciilerde ¢oziinmektedir. AFB1’in aktivite gdsterebilmesi igin
uygun pH araligt 3-10’dur. Optimum pH"1 disinda AFB1 stabil 6zellik
gostermemektedir. Ultraviyole 1s1ik altinda pargalanabilen AFB1, 100°C gibi yiiksek
sicakliklara kars1 direngli bir yapiya sahiptir. Dolayisiyla besinlere uygulanan diisiik
sicakliktaki pisirme yontemleri ve pastdrizasyon iglemleri toksinin elimine edilmesinde

yetersiz kalmaktadir (Karatekeli, 2021).

AFBI direkt olarak karsinojenik etkiye sahiptir ve metabolizma iizerinde sitotoksik ve
genotoksik etkilere neden olmaktadir. Agiz yoluyla alinan AFBI’in metabolizmasi
oldukca karmagiktir. Esas olarak alinan AFB1’in yaklasik yaris1 pasif difiizyon yoluyla
duedonumdan emilmektedir. Emilmeyen AFBI1 ise fekal yolla viicuttan atilmaktadir

(Lin ve ark., 2012). Bagirsaklardan emilen AFBI1, portal ven araciligiyla karacigere
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taginmaktadir. Buradan basta bobrekler olmak iizere mezenterik ven ile diger dokulara

dagitilmaktadir (Cao ve ark., 2022).

Karacigere ulasan AFBI, sitokrom P450 (CYP450) enzimleri tarafindan
biyotransformasyona ugramaktadir. CYP450 enzimlerinin yan1 sira alkol
dehidrojenazlar, aldehit rediiktazlar, epoksit-hidrolazlar ve keton rediiktazlar AFBI
metabolizmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Bu enzimlerin gerceklestirdigi reaksiyonlar
sonunda AFM1, aflatoksin Q1 (AFQ1), aflatoksin P1 (AFP1) ve AFB1-8,9 epoksit
(AFBO) gibi metabolitler olugsmaktadir. Biyotransformasyon yoluyla olusan ara iirtinler
diski, idrar, meni, siit, yumurta ve safra ile viicuttan atilmaktadir. AFB1 metabolitlerinin
kalan kismi ise oOzellikle AFBO, glutatyon (GSH) ile konjugasyon olusturarak
detoksifiye olmaktadir veya DNA ve protein yapilarina zarar vererek karsinojenik etki

gostermektedir (Cao ve ark., 2022; Karatekeli, 2021).
2.3.2. Aflatoksin B1’in Saghk Uzerine Etkileri

AFB1’in toksik etkileri alim miktarina ve maruziyet siiresine bagli olarak
degismektedir. AFB1’in 6liimciil dozu (LD50) insanlarda ve hayvanlarda farklidir. Orta
ve yliksek miktarda AFB1 alimina bagh olarak gelisen akut aflatoksikozis durumunda
kusma, kanl ishal, Oksiirik, 6dem, akut karaciger hasari, anemi, istahsizlik, ciltte
sararma, abortus ve hatta 6lim goriilebilir. Orta veya diisiik miktarda uzun siire AFB1
maruziyeti kronik komplikasyonlara neden olabilir. Kronik aflatoksikozis biiylimede
gerilik, karaciger enzimlerinin aktivitelerinin artmasi, konjenital bozukluklar, bagisiklik
sisteminin baskilanmasi, DNA hasar1 ve gesitli mutasyonlara yol agabilir (Benkerroum,
2020).

AFB1 potansiyel bir karsinojendir ve Uluslararasi Kanser Arastirmalari Ajansi
(International Agency for Research on Cancer, IARC) tarafindan insanlar iizerinde grup
1A karsinojen olarak siniflandirilmaktadir. Zehirlenme tiiriine bagli olarak dokularda ve
organlarda (karaciger, bobrek, dalak, pankreas, testis, ovaryum vb.) hasarlar ortaya
cikabilir ve hastaliklara neden olabilir. Viicuda alinan AFB1’in toksik etki mekanizmasi
oldukc¢a karmagiktir (Hua ve ark., 2021). AFB1 maruziyetinden sonra CYP450 enzimi
AFB1’t ROS ve AFBO’ya déniistiirmektedir. Olusan ROS mitokondriyal hasara,
endoplazmik retikulum (ER) stresine ve DNA hasarina neden olabilmektedir.

Mitokondriyal disfonksiyon sonucunda sitoplazmaya sitokrom c¢ oksidaz (Cyt-c)
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salinmaktadir ve apoptoza neden olan kaspaz-3’iin aktive olmasini saglayan kaspaz-9
aktiflesmektedir. ER stresi ile saperon proteinler (BiP/GRP78) uyarilmakta ve kaspaz-
3’lin aktiflesmesini saglamaktadir. Diger taraftan AFBO, hiicre 6liim reseptdriiniin (Fas)
trimer olusturmasini destekleyerek kaspaz-8 ve kaspaz-3 aktivitesini arttirmaktadir.
Dolayisiyla mitokondriyal disfonksiyon, ER stresi ve hiicre 6liim reseptorlerinin trimer
olusturmas1 sonucu apoptoz indiiklenmektedir. Boylece AFBI1 toksisitesi ile oksidatif
hasar, apoptoz ve immiinotoksisite meydana gelmektedir. Sekil 2.2°de AFBI’in

toksisite mekanizmasi 6zetlenmistir (Wang ve ark., 2022).

Bagisikhk
hiicreleri

il
Vs ‘—o{ immiinotoksisite ]
# AFB1 ‘%"

AL (~ FasL
M MRS '."‘0,'..
CYP450 '

a\.\“’“es / \A/,_\/
0*5\6 R o ‘AFBO.

casp —— (\m p9) : ‘ :
— Oksidatif stres

13 2

Sekil 2.2. AFBI’in toksisite mekanizmasi. “-—” ifadesi aktivasyonu, ifadesi
inhibisyonu simgelemektedir (Wang ve ark., 2022). AFB1: Aflatoksin B1, AFBO:
AFB1-8,9 epoksit, ARE: Antioksidan cevap elemani, Bax: Bcl-2-associated X protein,
Bcl-2: B hiicreli lenfoma 2, CYP450: Sitokrom P450, Cyt-c: Sitokrom ¢ oksidaz,
FADD: Fas ile iliskili 6lim alant proteini, FAS: Hiicre 6liim reseptorii, FasL: Fas
ligand1, Nrf2: Niikleer faktor eritroid 2, ROS: Reaktif oksijen tiirleri.

Belirtilen mekanizma dogrultusunda AFB1 maruziyeti genomik DNA, proteinler ve

bagisiklik sistemi bilesenleri iizerinde genotoksisite, immiinotoksisite, akut ve kronik
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toksik etkilere neden olabilmektedir. Bu durumda AFBO ve ROS iiretiminin inhibe
edilmesi veya viicuttan atilmasi AFB1’in zararl etkilerinin 6nlenmesi agisindan oldukca

onemlidir (Wang ve ark., 2022).
2.3.2.1. Aflatoksin B1’in Karaciger Uzerine Etkileri

AFB1  baglica  biyotransformasyonunun  gergeklestigi  karacigeri  dogrudan
etkilemektedir. Karaciger dokusunda meydana gelen oksidatif stres ve detoksifiye
islemleri karaciger enzimlerinin ylikselmesine neden olmaktadir. Aflatoksikozis alkalin
fosfataz (ALP), aspartat amino transferaz (AST), gama-glutamil transferaz (GGT) ve
sorbitol dehidrogenaz (SDH) aktivitelerini arttirmaktadir (Coppock ve ark., 2012).
Karacigerde AFB1’in detoksifikasyonu sonucu olusan AFBO, AFB1 guanin
eklentilerini olusturan DNA'ya ve AFBl-albumin ve diger protein eklentilerini
olusturan proteine kovalent olarak baglanabilir. Hepatik DNA'da AFBI-guanin
eklentilerinin olusumu, AFB1'in hayvanlarda anahtar genlerde mutasyonlara neden olan
kanserojen etkileri i¢in kritik 6dneme sahiptir. Yiiksek maruziyet sonucu incelenen
karaciger dokularinda p53 geni ve kodon 249°da mutasyonlar gozlemlenmistir. AFB1-
guanin eklentileri ve karaciger hasarina yol acan ROS olusumu kanserojenik
mekanizmalara zemin hazirlamaktadir. Boylece AFB1 maruziyeti hepatoselliiler
karsinoma (HCC) riskini arttirmaktadir (Wu ve Santella, 2012). Diinya genelinde
AFB1’in HCC vakalarinin %4,6-28,2’sinden sorumlu oldugu bildirilmistir (Cao ve ark.,
2022). Buna ek olarak, AFB1 ile kontamine olmus besinlerin tiiketimine bagli olarak
ozellikle Hindistan, Afrika ve Giineydogu Asya’da HCC insidansinin arttigt
belirlenmistir (Manda ve ark., 2018).

2.3.2.2. Aflatoksin B1’in Bobrek Uzerine Etkileri

AFB1 ile kontamine besinlerin veya yemlerin tiiketilmesi sonucu insanlarin ve
hayvanlarin bobrek dokularinda birikim meydana gelmektedir. Bu birikim bobrekte bazi
patolojik ve fizyolojik degisikliklere neden olabilmektedir. Kiimes hayvanlan ile
yapilan caligmalarda AFBI ile kontamine yemlerin verilmesi renal tiibiiler epitelyal
hiicre dejenerasyonuna, bobrek/viicut agirligi oraninda artisa, glomeriiler filtrasyon
hizinin azalmasina, renal tiibiilerden glukoz reabsorbsiyonunun azalmasina, idrarda
sodyum ve potasyum atiminda artisa neden olmustur (Quezada ve ark., 2000; Tung ve
ark., 1973; Wei ve ark., 2014). Nijeryali ¢ocuklar (Adelusola ve Oyelese, 1998) ve Sri
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Lankali kronik bobrek yetersizligi olan hastalarin (Desalegn ve ark., 2011) bobrek
otopsilerinde yiiksek oranda AFBI1 (%60) ve diger mikotoksin (%93,5 OTA) tiirleri
tespit edilmistir. Bu kanitlar ile bobreklerde AFB1 birikimi oldugu ve AFB1’in kronik
bobrek hastaliklarina zemin hazirladigi vurgulanmaktadir. Ancak AFB1 maruziyeti ve

renal disfonksiyon arasindaki iliskiyi arastiran sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir.

2.3.2.3. Aflatoksin B1’in Gastrointestinal Sistem ve Bagirsak Mikrobiyotasi

Uzerine Etkileri

Intestinal saglik bagirsak dokusunun yapisal biitiinliigii, bakteriyel cesitliligi ve
inflamatuar durumu ile yakindan iliskilidir. Bagirsak mikrobiyotas1 besinlerin sindirimi,
besin dgelerinin emilimi, metabolizmas: ve immiinolojik fonksiyonlarinda 6nemli bir
role sahiptir (Fang ve ark., 2020). Patojenik bakteriler, viriisler, antibiyotikler, diyet
bilesimi ve toksinler gibi bir¢ok faktdr bagirsak mikrobiyotasini degistirebilir, konagin
fizyokimyasal aktivitelerinin ~disfonksiyonuna ve hastaliklara neden olabilir.
Dolayisiyla, intestinal fizyolojik fonksiyonlarin yonetimi konagin sagligi ve gelisimi
acisindan oldukga 6nemlidir. Bagirsak mikrobiyotasinin ekzojen stresorlere duyarlilig
g6z Oniline alindiginda, bagirsak mikrobiyotasinin disbiyozu ile ilgili arastirmalar,
konagin sagligini iyilestirmek i¢in bir odak noktasi haline gelmistir (Bischoff, 2011; Qi
ve ark., 2017).

AFBI1, bagirsak mikrobiyotasin1 ve bagirsak aktivitesini degistiren ekzojen faktorler
arasinda yer almaktadir. Yapilan ¢caligmalarda bagirsak mikrobiyotasinin AFB1 ve diger
mikotoksinlerin degradasyonunu ve transformasyonunu sagladigi bildirilmistir. Bu
nedenle, 6zellikle AFB1 bagirsak sagligi ve bagirsak mikrobiyotasi agisindan 6nemli bir
kaygi sebebi olarak addedilmektedir (Tao ve ark., 2023; Xue ve ark., 2023). Bagirsakta
AFB1’in toksik etkilerini degerlendirmek amaciyla yapilan in vitro bir caligmada kolon
kanser hiicre hatt1 (Caco-2) kullanilmigtir. Buna gore, AFB1’in hiicre biiylimesini inhibe
ettigi, laktat dehidrojenaz aktivitesini arttirdifi ve genetik hasara neden oldugu
belirlenmistir. Ayn1 zamanda AFB1 sitotoksisite mekanizmasinin, hiicre zar1 ve DNA

hasarina yol ROS olusumu ile iligkili oldugu bulunmustur (Zhang ve ark., 2015).

AFB1’in bagirsak mikrobiyotas1 tiizerindeki etkileri yogun olarak arastirilmasina
ragmen elde edilen veriler oldukca smirhidir. Bagirsak mikrobiyotast ve AFBI1

etkilesiminin arastirildigi  bir ¢alismada AFB1 maruziyeti sonunda filogenetik
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cesitliligin azaldig1r ancak mikrobiyota kompozisyonunun diizenlendigi saptanmistir.
Bununla birlikte, filum diizeyinde 6zellikle laktik asit bakterilerinde ise degisiklik
gbzlenmemistir (Wang ve ark., 2016a).

Calismalarda kullanilan AFB1 dozu, maruziyet siiresi, hayvan tiirii ve ¢alismanin in
vitro olarak dizayn edilmesi gibi degiskenler toksinin mikrobiyota tizerindeki

etkilerinde farkliliga neden olmaktadir (Liew ve Mohd-Redzwan, 2018).
2.3.2.4. Aflatoksin B1’in Bagisikhk Sistemi Uzerine Etkileri

AFBI1 inert bir bilesiktir ve CYP450 enzimi ile biyoaktive edilereck AFBO’ya
doniismektedir. Daha sonra AFBO, DNA ve proteinlerle kovalent bag olusturarak DNA
lezyonlarina ve mutasyonlara neden olmaktadir. Buna ek olarak, olusan ROS
sitotoksisiteye, genotoksisiteye ve immiinosupresyona yol agmaktadir (Zhao ve ark.,
2019). AFB1’e¢ uzun siire maruziyet konagin humoral ve hiicresel bagisikligini
etkilemektedir ve immiinolojik yanita neden olmaktadir. Toksin maruziyeti lenfositler,
dentritik hiicreler ve bagisiklik hiicrelerinin proliferasyonunu, farklilasmasini ve
olgunlagmasini olumsuz etkileyerek immiinotoksik etki gdstermektedir. Bdylelikle
makrofaj, sitokin ve antikor iiretim mekanizmast degismekte ve metabolizma

patojenlere (bakteri, viriis, parazitler) kars1 duyarli hale gelmektedir (Sun ve ark., 2023).

Antioksidanlar, bazi1 enzim sistemlerini uyararak AFB1’in neden oldugu oksidatif stresi
inhibe etmektedir (Guarisco ve ark., 2007). AFB1 lipit peroksidasyonunu arttirarak
oksidatif stresi derinlestirmektedir. Enzimatik olmayan antioksidanlar GSH ve
enzimatik antioksidanlar (glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon-S-transferaz
(GST), glutatyon rediiktaz (GR), siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT))
hiicrelerin savunma mekanizmasinin ana belirleyicileridir. AFB1’in neden oldugu
oksidatif stresin, immiinotoksisitenin ve immiinosupresyonun azaltilmasinda bu

enzimler olduk¢a 6nemli bir role sahiptir (Ravinayagam ve ark., 2012).
2.4. Oksidatif Stres

Normal fizyolojik kosullarda hiicrelerde gerceklesen reaksiyonlar sonucunda ROS
olugmaktadir. Olusan ROS’nin inhibe edilmesi i¢in antioksidanlar devreye girmektedir.
Boylece ROS ve antioksidanlar arasindaki denge saglanmaktadir. Hiicrede siiperoksit

radikallerinin birikmesi ve antioksidan savunma sistemlerinin yetersiz kalmasi1 dengenin
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ROS tarafina bozulmasina neden olmaktadir. Bu durum oksidatif stres olarak
adlandirilmaktadir (Aslankog¢ ve ark., 2019). Serbest radikallerin organizmada yiiksek
seviyede olmasi protein, lipit, DNA ve diger niikleik asitlerin yapilarina zarar vermekte,
hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyal yolaklarmi bozmaktadir. Artan oksidatif stres bagisiklik
sisteminin baskilanmasi, kanser, yaslanma, gastrointestinal hastaliklar ve diyabet gibi

hastaliklara zemin hazirlamaktadir (Percival, 1997; Pisoschi ve Pop, 2015).
2.4.1.Serbest Radikallerin Ozellikleri ve Kaynaklar

Serbest radikaller, son orbitalinde bir veya daha fazla sayida eslenmemis elektron
bulunan kararsiz molekiiller olarak ifade edilmektedir. Kararsiz ve yiiksek reaktif
yapidaki bu molekiiller kararli yapiya doniismek i¢in eslenmemis elektronunu aktarma
egilimindedir. Serbest radikaller yiiksek reaktif O6zellikte olmalar1 nedeniyle lipit,
protein, niileotid koenzimlere ve diger hiicresel yapilara zarar vermektedir (Nordberg ve
Arnér, 2001). Serbest radikallerin yapisinda genellikle oksijen, nitrojen, siilfiir gibi
bilesikler veya bunlarin reaktif tiirleri (reaktif oksijen, reaktif nitrojen ve reaktif siilfiir)
bulunmaktadir. Biyolojik sistemlerde serbest radikaller aktivitelerine gére ROS, reaktif
nitrojen tiirleri ve diger reaktifler olarak ii¢ grupta incelenmektedir (Yu, 1994). Bu
reaktif tiirler, etkilesime girdikleri molekiillerden ya bir elektron alma ya da verme
egilimindedir. Boylece serbest radikaller elektron aldiklar1 veya verdikleri molekiilleri

kararsiz hale getirmektedir (Sen ve ark., 2010).

Serbest radikallerin olusumunda ekzojen ve endojen faktorler etkili olmaktadir.
Sagliksiz beslenme, alkol, sigara, uyusturucu, hava kirliligi, toksinlere ve radyoaktivite
maruziyet gibi durumlar ekzojen serbest radikal kaynaklaridir. Travma, peroksizom
enzimleri, katekolaminler, ER enzimleri ve mitokondriyal elektron tagima sistemi (ETS)
endojen serbest radikal kaynaklarindandir (Wang ve ark., 2021). Oksijenli solunum ile
enerji iiretilmesi agamasinda mitokondride bir dizi reaksiyon gergeklesmektedir. ETS de
ozellikle kompleks I’den (NADH dehidrojenaz) kompleks III’e (sitokrom c rediiktaz)
elektron aktarimi sirasinda serbest radikaller olusmaktadir. ETS basamaklar1 ve serbest

radikal olusumu Sekil 2.3’te gosterilmistir (Erol, 2020a).
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Sekil 2.3. Mitokondriyal elektron transport sistemindeki ROS olusumu (Erol, 2020a).

2.4.2. Serbest Radikallerin Neden Oldugu Hasarlar

Cevresel faktorler ve antioksidan savunma mekanizmasinin giicline bagli olarak serbest
radikallerin etkinligi degismektedir. Antioksidan savunma sistemi serbest radikallere
kars1 yetersiz kaldiginda basta hiicre zarinda bulunan lipitler olmak iizere, proteinler,

karbonhidratlar ve niikleik asitler zarar gormektedir (Chen ve ark., 2021).

Serbest radikaller, hiicre zarinin yapisindaki doymamais yaglar ile tepkimeye girerek lipit
peroksidasyonuna neden olmaktadir. Peroksidasyon diizeyi serbest radikalin tepkimeye
girdigi yagin doymamislik derecesi ile dogru orantilidir. Doymamis yag asitlerinin
oksitlenmesi ile yiiksek lipofilik peroksitler (LOOH) ve yag asidi radikalleri olusur.
Lipit peroksidasyonunun son basamaginda hiicre hasarinin bir gostergesi olan
malondialdehit (MDA) meydana gelir (Ertas, 2005). Lipit peroksidasyonu ile serbest
glukozun oksidasyonu, DNA’nin yapisinda bulunan piirinlerin oksidasyonu, hiicre
transport sistemleri ve enzimlerin zarar gérmesi serbest radikallerin diger zararl etkileri
arasinda sayilabilir. Serbest radikallerin bu etkileri sonucu inflamatuar hastaliklar, kalp
hastaliklari, iskemi, norolojik bozukluklar ve enfeksiyonlara yatkinlik gibi bircok

durumla karsilasilabilir (Kehrer ve Klotz, 2015).
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2.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

Biyolojik bir antioksidan, bir substratin oksidasyonunu 6nemli dlgiide geciktiren veya
engelleyen bir madde olarak tanimlanabilir. Potansiyel hastalik etkisi bulunan serbest
radikallerin nétralize edilmesinde antioksidan savunma sistemi gorev almaktadir.
Antioksidan savunma sistemi yerine serbest radikal siipiiriicii, antioksidanlar, zincir
terminatorii ve rediiktanlar gibi farkli ifadeler de kullanilmaktadir. Gilinlimiizde ¢ok
sayida antioksidan bulunmakla birlikte antioksidanlarin etkilerine yonelik arastirmalar
yapilmaktadir (Borek, 2004). Antioksidanlar, oksidatif stresini 6nleyerek hiicre hasarini
engellemekte ve bagisiklik sistemini desteklemektedir. Calisma mekanizmalar
benzerlik gostermekle birlikte antioksidanlar, biyolojik ve sentetik olarak ikiye
ayrilmaktadir. Biitilhidroksitoluen (BHT), biitilhidroksianisol (BHA), propil gallat, ostil
gallat, 4-heksiresorsinol ve terbiitilhidrokinon (TBHQ) gilinimiizde sentetik olarak
tiretilen antioksidanlardir (Kotha ve ark., 2022). Canlilarda antioksidan savunma
sistemleri disaridan besinlerle veya takviyelerle alinan antioksidanlar (ekzojen) ve
metabolizma tarafindan {iretilen antioksidanlar (endojen) olarak ikiye ayrilmaktadir.
Endojen olarak iiretilen antioksidanlar enzim yapisinda veya molekiil yapisinda olabilir
(Ozyurt ve ark., 2021). Antioksidan savunma sistemi Sekil 2.4’te sematize edilmistir
(Kotha ve ark., 2022).

Antioksiidanlar
| 1
Biyolojik Sentetik
| Biitil hidroksi toluen
J ! Bitilhidroksianisol
Enzimatik Non-enzimatik Propil gallat
Siiperoksit dismutaz Oktil sallat
galla
Katalaz ] Terbistil hidrokinon
Glutatyon rediktaz
Glutatyen peroksidaz \
Endojen Ekzojen
Glutatyon
o-lipoik asit
Koenzim Q
Urik asit Vi [ I Lo T |
Ttaminler Karotenoidler Bivoflavonoidler  Fenolik asitler Polifenolier
A CveE p-karoten Izoflavonlar Kafeik asit Kurkumin
Flavanoller Gallik asit Resveratrol
Flavan-3-ol Ferulik asit
Flavanonlar Kumarik asit

Flavanonoller

Sekil 2.4. Antioksidanlarin siniflandirilmas: (Kotha ve ark., 2022).
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2.5.1. Enzimatik Antioksidanlar

SOD, CAT, GSH-Px ve GR enzimatik savunma mekanizmasini olusturan temel
antioksidanlardir. Bu enzimler serbest radikalleri detoksifiye ederek oksidatif hasari
onlemektedir. Immiinolojik reaksiyonlarin yogun olarak gergeklestigi karaciger, bobrek,
dalak, kirmizi kan hiicreleri ve adrenal bezlerde antioksidan enzimler aktif olarak gorev

almaktadir (Sen ve ark., 2010).

SOD, mitokondride ve sitoplazmada hem intraseliiler hem de ekstraseliiler aktivite
gostermektedir. SOD aktivitesi ile siiperoksit radikalleri (O3) hidrojen peroksite (H,O,)
katalizlenmektedir. Cinko, bakir ve manganez gibi elementler enzimin yapisina
katilarak farkli formlar olusturur. Bu sayede enzimin aktivite gosterecegi mitokondriyal
veya sitozolik ortam belirlenir. Ornegin ginko ve bakir igeren SOD sitozolde, manganez

iceren SOD mitokondriyal ortamda bulunur (Talat ve ark., 2022).

Antioksidan savunma sisteminin en onemli enzimlerinden olan CAT enzimi aerobik
organizmalarin neredeyse tamaminda bulunmaktadir. CAT, dort porfirin zinciri ve bir
hem grubundan olusmaktadir. Tetramer yapidaki bu enzim detoksifikasyon ara iirlinii
olan hidrojen peroksidi su ve oksijen molekiiline indirgemektedir (Nandi ve ark.,
2019).

GSH-Px aktivitesi CAT ile benzer 6zellik gostermektedir. GSH-Px, elektron kaynagi
olan glutatyonu okside ederek H,O, ve organik hidroperoksitleri metabolize etmektedir.
Okside  glutatyonun  yeniden  glutatyona  indirgenmesi GR  tarafindan
gerceklestirilmektedir. GSH-Px’in selenyum bagimli ve bagimsiz iki ana formu
bulunmaktadir. Selenyum bagimli GSH-Px hem lipit peroksitleri hem de H,O;’nin
indirgenmesinde;  selenyum  bagimsiz  GSH-Px  sadece  hidroperoksitlerin
indirgenmesinde faaliyet gostermektedir (Kaya, 2014; Kurum ve ark., 2016).

2.5.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Enzim yapisinda olmayan endojen antioksidanlar arasinda basta glutatyon olmak iizere
koenzim Q10, irik asit ve alfa-lipoik asit sayilabilir. Glutatyon hiicre i¢cinde 6nemli
antioksidan aktiviteye sahip bir molekiildiir. Aminoasitlerin transportu, hiicre
sinyalizasyonu, apoptoz, eikosanoidlerin sentezlenmesi ve ksenobiyotiklerin

detoksifikasyonu sirasinda 6nemli fonksiyonlara sahiptir (Erol, 2020D).
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Koenzim Q10, oksidatif fosforilasyon asamasinda mitokondriyal ETS’de elektron
transferini (kompleks I’den kompleks III’e) saglamakta ve hiicresel vital fonksiyonlarda
gorev almaktadir. Bununla birlikte koenzim Q10 mitokondriyal gegirgenlik, siilfit,
pirimidin ve yag asitlerinin metabolizmasin1 diizenlemektedir (Crane, 2001). Yagda
¢ozlinen bir antioksidan olarak mitokondri ve diger organellerin (ER, golgi cisimcigi,
lizozom, peroksizom) membranini oksidatif stresten korumaktadir. Boylece inflamatuar

yanitin kontroliinde 6nemli rol oynamaktadir (Hargreaves, 2003).

Urik asit, adenin ve guanin metabolizmasmn son iiriiniidiir. /n vitro ¢alismalar iirik
asidin singlet oksijen, peroksil radikal ve hidroksil radikalleri iizerinde potansiyel bir
siiptirici  oldugunu gostermektedir. Ayrica metal iyonlarmi selatlayarak hiicreyi
oksidatif hasara kars1 korudugu bildirilmistir. Bu etkileri nedeniyle iirik asit dnemli bir
antioksidan olarak kabul edilmektedir ve plazmanin antioksidan kapasitesinin

yarisindan fazlasini olusturdugu tahmin edilmektedir (Mijailovic ve ark., 2022).

Alfa-lipoik asit yapisinda disiilfit bagi bulunan hem yagda hem de suda ¢dziinen bir
bilesiktir. Alfa-lipoik asit hiicrede, asetilkolin iiretimi i¢in asetil koenzim-A saglayarak
mitokondride glukoz kullanimini arttirir (Packer ve Cadenas, 2010). Bunun yani sira
sitrik asit dongiisii, niikleik asitlerin sentezi, enerji tretimi, glutatyon ve diger
antioksidan enzimlerin sentezinde kofaktdr olarak gorev almaktadir. Hiicrede hidroksil
radikali, hipoklor6z asit, hidrojen peroksit, singlet oksijen, nitrik oksit radikali ve
peroksinitrit radikallerini siipiirerek antioksidan aktivite gostermektedir (Dragomanova
ve ark., 2021).

2.5.3. Dogal Antioksidanlar

Dogal antioksidanlar, patojenleri ve serbest radikalleri etkisiz hale getirme 6zelligi
nedeniyle dikkat ceken arastirma konular1 arasinda yer almaktadir. Bu bilesikler
besinlerin yapisinda veya dogada serbest halde bulunabilir (Mozaffarian, 2016). Fenolik
asitler, flavonoidler, liganlar, kurkuminoidler, karotenoidler, kapsaisinler, katesinler,
resveratrol, likopen, kuarsetin, sinnamaldehit, gallik asit, propolis, E, C ve A vitaminleri
dogal antioksidanlara 6rnek verilebilir (Kopec ve ark., 2010; Malaguarnera, 2019;
Pérez-Torres ve ark., 2021). Dogal antioksidanlarin ¢aligma mekanizmasi genel olarak,
inflamatuar yanit olusturan serbest radikallerin siipliriilmesini, gen transkripsiyonu

boyunca transkripsiyon faktorlerinin aktiflesmesini veya inhibisyonunu igermektedir
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(Pérez-Torres ve ark., 2021). Bir diger mekanizma ise dogal antioksidanlarin hiicre
sinyalizasyonunda yer alan niikleer transkripsiyon faktorii eritroid-2 (Nrf-2) tizerindeki
kontroliidiir. Bu sayede dogal antioksidanlar faz II enzimleri ve detoksifikasyon
enzimlerinin (GSH-Px, SOD, CAT, GR) transkripsiyonu etkilemektedir (Bellezza ve
ark., 2018).

2.5.4. Propolisin Yapisi ve Ozellikleri

Propolis, arilarin kovanlarin1 korumak igin iirettikleri regine benzeri bir maddedir ve
“ar1 tutkali” olarak da bilinir. Bu madde kovan duvarindaki bosluklar1 doldurur ve
soguk havanin kovan i¢ine girmesini Onleyerek 1s1 dengesini saglar (Kedzia, 2008).
Propolis Yunanca kokenli bir kelimedir ve “sehrin girisi” anlamina gelir. Gegmisten
giiniimiize propolis kaynagi ve icerigi bakimindan énemli bir tartisma konusu olmustur.
Teknolojinin gelismesi ve farkli analitik yontemler sayesinde propolisin bilesimi ve

bunu etkileyen faktorler bilinmektedir (Toreti ve ark., 2013; Wagh, 2013).

Arilarin bal mumu ve bitki 6zlerini kullanarak hazirladiklar1 propolis yapigkan, renkli
ve karakteristik kokulu bir maddedir (Chen ve ark., 2004). Propolisin rengi daha g¢ok
bitkinin tiirii ve toplama zamanina baglidir. Koyu kahverengi propolis en yaygin
olmakla birlikte yesil ve kirmiz1 propolis tiirleri de mevcuttur (Kasote, 2017). Propolis
tirlerinin kimyasal kompozisyonu olduk¢a karmasik ve degiskendir. Cografi bolge,
botanik tiirler, mevsim ve ar1 tiirii propolisin kimyasal bilesimini etkilemektedir
(Bankova, 2005). Propolis genellikle yiiksek oranda bitki reginesi, bal mumu, ugucu
organik bilesikler, polen, alifatik asitler ve esterleri, aromatik asitler ve esterleri,
flavonoidler (krisin, kafeik asit, pinosembrin, apigenin, galangin, kamferol, kuarsetin,
pinostrobin, tetokrisin), fenolik bilesikler, terpenoidler, karbonhidrat, aminoasitler,
vitaminler (By, B, Bg, C ve E) ve mineralleri (aliminyum, antimon, kalsiyum, bakir,
sezyum, demir, lantanyum, manganez, nikel, vanadyum, ¢inko ve glimiis) icermektedir
(Anjum ve ark., 2019; Salatino ve Salatino, 2021). Propolisin kimyasal bilesimi Sekil

2.5’te ozetlenmistir.
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= Bitki recineleri = Diger organik maddeler = Bal mumu = Esansivel yaglar = Polen

Sekil 2.5. Propolisin kimyasal bilesimi (%) (Almuhayawi, 2020).

2.5.4.1. Propolisin Saghk Uzerine Etkileri

Propolis, potansiyel bir koruyucu ve tedavi edici ajan olmasini saglayan bilesenleri
nedeniyle son yillarda dikkatleri iizerine g¢ekmistir (Braakhuis, 2019). Propolisin
biyolojik aktivitesini degerlendirmek icin ¢ok sayida preklinik ve klinik ¢alisma
yapilmaktadir. Ila¢ teknolojisindeki gelisme ve ilerlemeyle birlikte, propolis ve cesitli
bilesenlerinin arastirilmasina yonelik ilgi artmaktadir (Huang ve ark., 2014). Yapilan
arastirmalar sonunda propolisin yapisinda bulunan bilesenlerin potansiyel antikanser,
antiapoptotik, antidiyabetik, antiinflamatuar, antibakteriyel, antiviral ve antioksidan
Ozellikte oldugu belirtilmistir (Abd-Jamil ve Zhari, 2016; Chavda ve ark., 2023;
Kustiawan ve ark., 2017). Propolis, diyabet, yaniklar, yaralar, jinekolojik problemler,
kardiyovaskiiler, laringolojik, dermatolojik, ndrodejeneratif, gastrointestinal ve solunum
yolu hastaliklar1 gibi cesitli kronik hastaliklarin tedavisinde etkili bir sekilde
kullanilmaktadir (Anjum ve ark., 2019). Sekil 2.6’da propolisin potansiyel saglik ve
hastaliklar tizerindeki etkileri sematize edilmistir (Zullkiflee ve ark., 2022).
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Sekil 2.6. Propolisin biyolojik ve terapotik 6zellikleri (Zullkiflee ve ark., 2022).

Propolisin yapisinda bulunan polifenoller antioksidan aktiviteyi arttirmaktadir
(Georgieva ve ark., 2019). Ozellikle galangin ve pinosembrin derinin epidermis ve
dermis tabakasini serbest radikallere kars1 koruyarak deriyi radyasyona ve yaslanmaya
kars1 direng gostermesini saglamaktadir (Krol ve ark., 2013). Propolisin temelde
antioksidan mekanizmasi, fenolik bilesiklerin hiicresel oksidasyona ve besinlerde
oksidasyon yoluyla toksin {iiretimine neden olan serbest radikalleri etkisiz hale
getirmesine dayanmaktadir. Béylece propolis lipitlerin, niikleik asitlerin ve proteinlerin
oksidasyonunu &nlemektedir (Chandna ve ark., 2014). Ozellikle Portekiz propolisi
antioksidan o©zellige sahiptir ve kirmizi kan hiicrelerinde lipit peroksidasyonunu

onlemektedir (Zabaiou ve ark., 2017).
2.5.4.1.1 Propolisin Bagirsak Mikrobiyotasina Etkileri

Bagirsak mikrobiyotasinin  gastrointestinal  bagisikligin  diizenlenmesi, bagirsak
biitiinliigliniin saglanmasi ve bagirsagin patojenik mikroorganizmalardan korunmasi
gibi pek ¢ok fizyolojik yarar1 bulunmaktadir (Thursby ve Juge, 2017). Bagirsak
mikrobiyotasinda baslica li¢ grup bakteri tiirii bulunmaktadir. Bunlar zorunlu anaerob,
fakiiltatif anaerob ve fakiiltatif aeroblardir. Giiniimiizde en yaygin bakteri filumlar
Bacteriodetes ve Firmicutes olmakla birlikte toplamda 50 bakteri filumu tanimlanmustir.
Daha diisik oranlarda bulunan bakteri filumlarina Proteobacteria, Actinobacteria,

Verrucomicrobia, Fusobacteria ve Cyanobacteria 6rnek verilebilir (Sekirov ve ark.,
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2010). Saglikli bir bagirsak mikrobiyotasinda faydali ve patojenik bakteriler arasinda
homeostatik bir denge vardir. Faydali bakterilerin azalmasi, patojenik bakterilerin
artmasi veya her iki bakteri grubunun da azalmasi mikrobiyota kompozisyonunun
bozulmasimna neden olur (DeGruttola ve ark.,, 2016). Bagirsak disbiyozu olarak
adlandirilan bu durum inflamatuar yanita, sistemik inflamasyona, bagirsak
gecirgenligine, otoimmiin reaksiyonlara ve enfeksiyonlara yatkinliga neden olabilir
(Ullah ve ark., 2021). Antibiyotikler, toksinler, sigara, alkol, gluten igeren besinler,
tuzlu beslenme ve diyetle yiikksek doymus yag asidi alimmin artmasi disbiyoza yol

acabilir (Huang ve ark., 2023; Myers ve Hawrelak, 2004; Ullah ve ark., 2021).

Yapilan ¢aligsmalarda, propolis ekstraktlarinin mikrobiyal modiilasyon iizerindeki pozitif
etkinligi ortaya konmustur (Cai ve ark., 2020; Roquetto ve ark., 2015; Xue ve ark.,
2019). Colyak hastasi ve obez bireylerde yapilan bir ¢alismada propolisin toplam
antioksidan kapasiteyi arttirdigt ve bagirsak mikrobiyotasini modiile ettigi rapor
edilmistir (Garzarella et al., 2022). Yiiksek yagl diyet ile beslenen farelerde etanolde
¢Ozdiiriilmiis propolisin viicut agirligini, proinflamatuar sitokinleri, insiilin direncini
azalttig1 ve lipit metabolizmasinda etkili olan bakterilerin modiilasyonunu sagladigi
bildirilmistir (Cai ve ark.,, 2020). Benzer bir c¢aligmada Brezilya propolisinin
mikrobiyota tizerinde olumlu etkileri rapor edilmistir. Buna gore, propolis takviyesinden
sonra Bacteroides ve Helicobacter sayisinin arttigi; Oscillopira ve Blautia sayisinin ise
azaldig1 belirlenmistir (Roquetto ve ark., 2015). Yapilan g¢alismalarda, propolisin
mikrobiyota iizerindeki modiilasyonu ve oksidatif strese karsi koruyucu etkisinin
igcerdigi fenolik bilesiklerden kaynaklandig: ileri siiriilmektedir (Wang ve ark., 2018).
Bununla birlikte, mikotoksin ve kimyasallar gibi ¢esitli toksik maddeler ile indiiklenmis
hastalik modellerinde propolisin etkinligi arastirilmaktadir. Dekstran siilfat sodyum ile
indliklenmis  kolit modelinde propolis takviyesinin mikrobiyota ¢esitliligini,
Proteobacteria ve Acidobacteria filumlarini arttirdigi belirlenmistir (Wang ve ark.,
2017). Benzer sekilde OTA tarafindan indiiklenen inflamasyon ve gram negatif
bakterilerin trettigi lipopolisakkarit (LPS) disbiyoza, instetinal bariyer hasarina ve toll
benzeri reseptor 4 (TLR4) sinyal yolaginin uyarilmasina neden olmaktadir. Bu yolagin
aktivasyonu bagirsakta proinflamatuar sitokinlerin {iretimini de beraberinde
getirmektedir (Cani ve Delzenne, 2009). Cai ve ark. (2020) propolisin TLR4 yolak
aktivitesini diizenledigini, bagirsak mikrobiyotasint modiile ederek LPS iiretimini ve
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inflamatuar yanit1 azalttigin1 yiiksek yagl diyet uygulanan fare modelinde gostermistir.
Diger taraftan AFB1 maruziyetinin bagirsak hasarina (Liu ve ark., 2023) ve disbiyozuna
(Subramaniam ve ark., 2022) neden oldugu ¢alismalarda gosterilmistir. Ancak AFB1’in
neden oldugu intestinal bariyer hasari, inflamasyon ve disbiyoz durumunda uygulanan

propolis uygulanmasina iliskin herhangi bir ¢alismaya rastlanmamastir.
2.5.4.2. Propolisin Aflatoksin B1 Detoksifikasyonundaki Rolii

Besinleri ve diger tarim TUriinlerini zararli mikroorganizmalardan korumak amaciyla
cesitli ajanlar kullanilmaktadir. Esansiyel yaglar, limon ekstrakti (Smith-Palmer ve ark.,
2001), organik asitler (salisilik asit) (Rasooli ve Owlia, 2005), organik tuzlar (potasyum
tuzu) (Tomaszewski, 2017), bal mumu ve propolis (Buchta ve ark., 2011) antifungal
ozelligi ile bilinmektedir. Aspegilus flavus ve mantarin AFBI1 {iretimini inhibe etmek
amactyla karanfil, limon yagi, salisilik asit, potasyum sorbat ve propolis ekstraktlari
kullanilan bir ¢alismada propolisin diger bilesiklere gore daha yiliksek antifungal
aktivite gosterdigi belirlenmistir (Abd Elfatah ve ark., 2021). Propolisin antifungal
aktivitesi yapisindaki fenolik bilesikler, flavonoidler, alkol, ester, aminoasit, terpen ve
inorganik bilesiklerden kaynaklandigi ileri stiriilmektedir (Ghasem ve ark., 2007; Yang
ve ark., 2010). Dogal antioksidan olarak propolis, CYP450 enzim aktivitesini arttirarak
AFBI1 detoksifikasyonunu sagladigi gosterilmistir (Niu ve ark., 2011). Yapilan bir
caligmada saf ve nanoemiilsiyon haldeki propolisin insan balgamindan ve siit tozundan
elde edilen Aspegilus flavus biiyiimesi ve mantarin AFB1 iretimini azalttigi
bulunmustur (Hassanien ve ark., 2021). Gelisen teknoloji ile Aspergillus tiirlerinin
AFBI1 iiretimi gen ekspresyonu diizeyinde arastirilmaktadir. Yapilan bir ¢aligmada
propolisin Aspergillus parasiticus biiyiimesini, aflatoksin iiretimini ve aflatoksin {ireten
afIR gen ekspresyonunu anlamli olarak azalttig1 belirlenmistir (Hamzeh-Pour ve ark.,
2020). Benzer sekilde, propolisin aflatoksin biyosentezinden sorumlu nor-1, ver-1 ve
omtA gen ekspresyonlar1 iizerinde inhibitor etkisi tespit edilmistir (Mahmoodzadeh-
Hosseini ve ark., 2020). Bu baglamda, propolis besinler ve tarim iriinlerindeki
aflatoksin kontaminasyonunu kontrol etmek icin potansiyel bir ajan olarak

degerlendirilebilir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu deneysel calisma igin Erciyes Universitesi Deney Hayvanlari Yerel Etik
Kurulu’'ndan (ERU-HADYEK) 02.11.2022 tarih ve 22/234 karar numarali etik kurul
onayt almmistir (EK-1). Calismanin biitgesi TDK-2023-12487 kodu ile Erciyes

Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan karsilanmustir.
3.1. Cahsmanin Yeri, Zamani ve Orneklem Secimi

Calisma 01.03.2023-04.04.2023 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Deneysel
Arastirmalar ve Uygulama Merkezi’nde (DEKAM) yiiriitilmiistiir. Calismada
kullanilacak rat sayist ve grup planlamasi giic analizi (0=0,05 ve B=%95) ile
belirlenmistir. Buna gore ayni jenerasyondan secilen, grup basina 8 rat olacak sekilde
toplamda 32 rat kullanilmistir (Yilmaz, Kandemir, Kaya, & Ozkaraca, 2020). Deney
hayvanlarmin bakimi, c¢alisma protokoliiniin uygulanmasi, gaita Orneklerinin
toplanmasi, derin anestezi altinda Gtenazi islemleri ile doku ve organlarin diseksiyonu
DEKAM’da gerceklestirilmistir. ileri analizler icin gaita ve doku ornekleri Erciyes
Universitesi Betiil Ziya Eren Genom ve K&k Hiicre Merkezi’nde (GENKOK) muhafaza

edilmistir.
3.2. Deney Hayvanlarimin Temini ve Bakim

Calismada kullanilmak tizere 6-8 haftalik (200-250 g) 32 adet erkek Sprague Dawley rat
DEKAM’dan temin edilmistir. Hayvanlar arastirma amaciyla 3R kuralina (azaltma,
yerine koyma ve iyilestirme) uygun olacak sekilde se¢ilmistir. Tiim hayvanlar rastgele
dagitilmistir ve herhangi bir islemden once kafesler rastgele sec¢ilmistir. Hayvanlar
standart pelet diyetine ve normal musluk suyuna ad libitum erisimi olan paslanmaz g¢elik
kapakli polikarbonat kafeslerde barindirilmistir. 12 saatlik  aydinlik/karanlik
dongiisiinde nem (55 £ %10) ve sicaklik (22 + 2 °C) sabit olacak sekilde gevresel



kosullar ayarlanmistir. Hayvanlarin beslenmesinde kullanilan standart pelet yemin

bilesimi Tablo 3.1°de verilmistir.

Bir hafta siiren adaptasyon periyodunun ardindan hayvanlar rastgele 4 gruba ayrilmistir.
Calismanin baslangicindan sonlandirilmasina kadar olan siiregte hayvanlar her giin 0.1

g’a duyarli hassas terazi kullanilarak tartilmigtir.

Tablo 3.1. Standart pelet yemin bilesimi

Besin ogeleri Birim Miktar
Ham protein % 24
Ham seliiloz % 4
Ham yag % 5,54
Ham kiil % 8,63
Lizin % 1,45
Metiyonin % 0,61
Kalsiyum % 1,14
Fosfor % 0,87
Sodyum % 0,76
Iyot mg/kg 1,3
Kobalt mg/kg 0,15
Bakir mg/kg 16
Mangan mg/kg 155
Cinko mg/kg 130
Selenyum mg/kg 0,35
A vitamini IU/kg 36000
D vitamini IU/kg 6500

Not: Birim olarak ifade edilen yiizde degerleri besin 6gesinin toplam agirlik igindeki

oranini gostermektedir.
3.3. Cahisma protokolii

Her grupta esit sayida rat (n=8) olacak sekilde, hayvanlar rastgele KON: Kontrol,
AFBL1: Aflatoksin B1, PRO: Propolis ve AFB1+PRO: Aflatoksin B1 ve Propolis olmak

lizere 4 gruba ayrilmistir. Calisma plani Sekil 3.1°de verilmistir.
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Sekil 3.1. Calisma plani.

3.3.1. Aflatoksin B1 Uygulamasi

Toz formundaki 5 mg AFB1 (CAS No: 1162-65-8) (CAYMAN Chemical Company,
Michigan, USA) ticari olarak temin edilmistir. Caligmaya baslamadan 6nce iirlin orijinal
kutusunda belirtilen talimatlar dogrultusunda 2-8°C’de muhafaza edilmistir. Coziicii
olarak hayvanlar iizerindeki minimum etkisi nedeniyle dimetil siilfoksit (DMSO)
kullanilarak 5 mg/ml konsantrasyonunda (pH:7,2) AFB1 ¢ozeltisi hazirlanmigtir. AFB1
miktar1 giinliik maruziyet dozu ve literatiir g6z 6niinde bulundurularak (Liew ve ark.,
2022; Zhou ve ark., 2019), rat bagina 25 mcg/kg/giin olacak sekilde oral gavaj yoluyla 4
hafta (28 giin) boyunca AFB1 ve AFBI+PRO gruplarina uygulanmistir (Sekil 3.2.).
Uygulanan bu doz, gidalardaki 0,03 ila 0,45 mg/kg (30-450 ppb) AFBl'e esdegerdir.
Gelismekte olan tiilkelerde yasayan bireylerin bu doz araliginda AFBl'e maruz
kaldiklart bildirilmistir (Wang ve ark., 2016a). KON ve PRO gruplarina ise sadece
DMSO verilmistir.

3.3.2.Propolis Ekstraksiyonu

Bu calismada sivi kromotografi-kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) yontemiyle fenolik
antioksidan analizi (EK-2) yapilan ve iginde resveratrol, gallik asit, siyanidin, klorojenik
asit, katesin, vanilik asit, hesperidin, ferulik asit, kuarsetin, apigenin ve krisin gibi
fitokimyasallar1 igeren Anadolu propolisi kullanilmigtir. Kullanilan bu propolis

Tiirkiye’nin Samsun ilinden toplanan ham propolisten (Populus sp.) ekstrakte edilmis
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ve saflastirilmistir. Bu iglemler i¢in kiiciik parcalara ayrilan ham propolisin iizerine
agirhigimin 10 katt %95 etanol eklenmistir. Bu karigim ultrasonik su banyosunda
45°C’de 3 saat bekletilmistir. Sonikasyondan sonra karisim 0,45 mikropor membran ile
filtre edilmistir. Bu islem ii¢ kez tekrarlanmistir. 50°C’de doner buharlastirici (rotary
evaporator) yardimiyla etanol ¢ozeltiden uzaklastirilmistir. Elde edilen kuru formdaki
propolis ekstrakti 2-4°C’de 151k gérmeyen bir ortamda saklanmigtir (Cai ve ark., 2020;
Wang ve ark., 2022; Zhang ve ark., 2015). Propolis takviyesinin bagirsak mikrobiyotasi
ve oksidatif stres parametreleri lizerindeki yararli etkilerine iliskin yapilan ¢aligmalar
g0z onilinde bulundurularak, ekstrakte edilen propolis rat bagina 250 mg/kg/giin dozunda
oral gavaj yoluyla 4 hafta (28 giin) boyunca PRO ve AFB1+PRO gruplarina
uygulanmustir (Sekil 3.2.) (Abd-Elrazek ve ark., 2020; EI Menyiy ve ark., 2016; Wang
ve ark., 2022).

Sekil 3.2. Oral gavaj ile AFBI1 uygulamasi (b) ve propolis uygulamasi (a).

3.3.3. Gaita Numunelerinin Toplanmasi

AFB1 ve propolis uygulamalari tamamlandiktan bir giin sonra gaita numuneleri
DEKAM Temel Bilimler Laboratuvari’nda toplanmistir. Hayvanlar dncesinde %70 etil
alkol ile dezenfekte edilen kafeslere sirayla alinmistir. Defekasyondan hemen sonra
steril gaita numune kaplarina disk1 &rnekleri aktarilmistir. Idrar, tily ve yabanci madde
bulasi durumunda kafesler yeniden dezenfekte edilerek defekasyonun tekrarlanmasi
beklenmistir. Alinan numuneler DEKAM’da bulunan -80°C’lik derin dondurucuya

yerlestirilmistir. Gaita numuneleri i¢cinde 48 saate kadar dayanikli kuru buz kiitlesi
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bulunan strafor képiik ile Ondokuz Mayis Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi Kimya
Laboratuvari’na tasinmistir. Bakteriyel DNA izolasyonu ¢alismalarina kadar numuneler

bu laboratuvardaki -80°C’lik derin dondurucuda bekletilmistir.
3.3.4.0tenazi ve Dokularin Alinmasi

Otenazi islemi igin enjektabl (intraperitoneal) anestezikler olan ketamin (80 mg/kg) ve
ksilazin (10 mg/kg) kombinasyonu kullanilmistir. Bacak ¢ekme ve goz kapagi hareketi
gibi refleksler tamamen kayboldugunda kardiyak ponksiyon ile maksimum kan alma
islemi gerceklestirilmistir. Ratlar daha sonra servikal dislokasyon yoluyla sakrifiye
edilmistir. Pithtilasmanin Onlenmesi i¢in kan Ornekleri etilendiamin tetraasetik asit
(EDTA) eklenmis tiiplere konulmustur. Kan 6rnekleri 3000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilerek serum elde edilmistir. Es zamanli olarak, hayvanlarin ileum dokular
cikarilmistir (Sekil 3.3.). Disseke edilen dokular ve serum o6rnekleri biyokimyasal

analizlerin yapilacag giine kadar -80°C’lik derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

Sekil 3.3. Derin anestezi sonrasit kardiyak ponksiyon ile kan alinmasi (a) ve ileum
dokusunun diseksiyonu (b).

3.4. Kimyasallar ve Analiz Kitleri

Aflatoksin Bl (>%99,5) (CAS No: 1162-65-8) CAYMAN Chemical Company’den
(Michigan, USA) satin alinmistir. Dimetil siilfoksit (>%99,5) (CAS No: 67-68-5) Sigma
Aldrich Chemical Company’den (St. Louis, USA) temin edilmistir. SOD (Cat. No:
E0168Ra), CAT (Cat. No: EO869Ra), GSH (Cat. No: EA0113Ra), GSH-Px (Cat. No:
E1242Ra), MDA (Cat. No: EO0156Ra) ve TAS (Cat. No: E1710Ra) enzim bagh
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immiinosorbent analizi (ELISA) kitleri Bioassay Technology Laboratory’den (Shangai,

China) temin edilmistir.
3.5. Biyokimyasal Analizler

Otenaziden sonra -80°C’lik derin dondurucuda bekletilen serum &rnekleri ELISA
yontemi ile SOD (Cat. No: EO168Ra), CAT (Cat. No: E0869Ra), GSH (Cat. No:
EAO0113Ra), GSH-Px (Cat. No: E1242Ra), MDA (Cat. No: EO156Ra) ve TAS (Cat. No:
E1710Ra) analizleri yapilmistir. Analiz basamaklar1 {iretici firmanin talimatlari
dogrultusunda gergeklestirilmis ve sonuglar ELISA okuyucuda 450 nm dalga boyunda

tic kez okutularak degerlendirilmistir.

Sekil 3.4. ELISA testi asamalar1 ve kullanilan malzemeler (ELISA test soliisyonlar1 ve
mikroplak (a), serum ornekleri (b), substrat soliisyonlar1 eklenen kuyucuklardaki renk
degisimi (c), durdurma soliisyonu eklenen kuyucuklardaki renk degisimi (d)).

3.6. Bagirsak Mikrobiyotasinin Analizi

Bagirsak mikrobiyotasinda bulunan bakteri tiirlerinin degerlendirilmesi igin 16S rRNA
Amplikon Metagenom dizileme ydntemi kullanilmistir. Oncelikle fekal drneklerden
DNA izolasyonu, ticari olarak temin edilen izolasyon kitinin talimatlar1 dogrultusunda

yapilmis ve sonrasinda metagenomik analiz agamalarina ge¢ilmistir.
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3.6.1. Bakteriyel DNA izolasyonu

Gaita 6rneginden DNA izolasyonu ticari kit kullanilarak yapilmis olup, izolasyon
basamaklar1 asagida 6zetlenmistir: ilk olarak 100 mg diski &rnegi 2 mL’lik tiiplere
aktarilmistir ve 600 uL NPB Buffer, 50 unL NLS Buffer ve 20 pL Proteinaz K eklenerek
vortekslenmistir. Sonrasinda tiip 70°C’de termal calkalayict blokta 10 dk inkiibe
edilmistir. Inkiibe edilen tiip 11000xg’de 2 dk santrifiijlenmistir. Ardindan lizat (500
uL) yeni bir 2 mL’lik tiipe aktarilmistir, 100 uL NDL Buffer eklenerek vortekslenmis
ve 11000xg’de 2 dk santrifiijlenmistir. Elde edilen siipernatant yeni bir 2 mL’lik tiipe
aktartlmistir. Peletten ayrilan soliisyona 300 pL  izopropanol eklenmistir ve
vortekslenerek  12000xg’de 10 dk santrifiijlenmistir. ~ Santrifiijlemeden sonra
siipenatantin tamamini dikkatli bir sekilde bosaltilmistir, bu asamada DNA bir pelet
olarak tiipte kalmistir. Tiipe 300 pL NTE Buffer eklenerek pelet kismi tamamen
¢Ozdiriilmiistiir. Elde edilen soliisyon yeni bir 2 mL’lik tiipe aktarilmistir, 300 uL. NBB
Buffer ve 300 pL etanol eklenip vortekslenmistir. Sonrasinda spin kolon toplama
tipiine yerlestirilip tim siviy1 spin kolona aktarilmistir ve 12000xg’de 1 dk
santrifiijlenmistir. Daha sonra spin kolona 700 nL. Wash Buffer I eklenip 12000xg’de 30
saniye santrifiijlenmistir. Ayni islem Wash Buffer II i¢in de tekrarlanip spin kolon
12000xg’de 30 saniye santrifiijlenmistir. Spin kolonlar 1,5 mL’lik mikrosantrifiij
tiplerine yerlestirilerek {izerine Onceden 70°C’ye 1sitilmis 50 pL NTE Buffer
eklenmistir ve kolonlar 12000xg’de 2 dk santrifiijlenerek DNA izolat1 elde edilmistir.
Numuneler metagenomik analizin gerceklestirilecegi giine kadar -20°C’de muhafaza

edilmistir.
3.6.2.Numune Kalite Kontrolii

DNA ekstraktlarinin kalite kontrol islemleri i¢in jel elektroforezi ve florometrik
yontemler (NanoDrop™ 2000/2000c Spektrofotometre, Paisley, UK) kullanilmistir.
Yapilan Ol¢limler sonucunda her numunenin genomik DNA konsantrasyonu 10

ng/ul’dan fazla ve saflik (A260/A280) degeri 1,8-2,0 arasinda bulunmustur.
3.6.3.Kiitiiphane Hazirhg:

Ratlarin gaita drnekleri kullanilarak yapilan mikrobiyota analizleri 16S ribozomal RNA
(16S rRNA) yeni nesil dizileme yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Dizileme

oncesi kiitiiphane hazirlik basamaklarinda 16S rRNA V3-V4 bolgeleri barkodlu
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) primerleri (16S Amplicon PCR Forward Primer=
5’TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCA
G, 16S Amplicon PCR Reverse Primer=
5’GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCT
AATCC) kullanilarak ¢ogaltilmistir ve saflastirilmistir. Ara saflagtirma basamaklari igin
Agencourt Ampure Magnetic Beads kullanilmistir. Kiitiiphane hazirlik asamalari
tamamlandiktan sonra kiitliiphanelerin kalitesi florometrik yontemler ile kontrol
edilmistir. Bunun yani sira, hazirlanan kiitiiphanelerin kantifikasyon ve normalizasyonu
Applied Biosystem 7500 Real Time PCR sistemi kullanilarak optimize edilmistir.
Sonrasinda kiitiiphane havuzu %20 PhiX kontrol eklenerek dizileme islemi igin

hazirlanmstir.
3.6.4.Yeni Nesil Dizileme

Dizileme Novogene tarafindan Illumina Novaseq 6000 (San Diego, CA, USA) yeni
nesil dizileme platformu kullanilarak yapilmistir. Bu platform kullanilarak birlestirilmis
kiitiiphane akis hiicresine (flow cell) eklenmistir. Akis hiicresi i¢inde, yiizeye yapisik
halde bulunan oligolar, kiitiiphanedeki adaptor dizilerine tamamlayici dizilerdir. Koprii
amplifikasyonuyla her fragment, ayr1 ve klonlanmis kiimeler halinde ¢ogalmaktadir.
Kiimelenme bittikten sonra, kalip DNA dizilenmeye hazirlanmistir. Illumina’nin
“Sequencing by Synthesis” teknolojisiyle, her baz dizileme sirasinda DNA kalib1
tizerinde eklenirken tespit edilmistir. Dizilemede kullanilan dNTP’ler 6zel tersinir,
terminatdr bagli ANTP’lerdir. Bu dNTP’ler her dizileme dongiisiinde, 6zel kimyasal
yapilarindan dolayr hata paymmi1 ve yanlis baz eklenme olasiligini diistirmektedir.
Boylece elde edilen sonug her bazda yiliksek dogruluga sahiptir. Ayn1 zamanda, kalip
DNA {izerindeki tekrar eden bolgeler ya da homopolimer DNA dizileri, diger dizileme
tekniklerinde yanlis okumalara ya da okumanin bu noktalarda bitmesine yol agmaktadir.
Sequencing by Synthesis teknolojisi ve bu 6zel ANTP’ler sayesinde homopolimer DNA

dizileri ya da tekrar bolgeleri hatasiz okunmaktadir.
3.6.5.Taksonomik Simiflandirma ve Veri Analizi

Islenmemis ham okumalarin kalitesi FastQC yazilimi (https://www.novogene.com/eu-
en/about/about-novogene/ Novogene Company, Cambridge, UK) kullanilarak

degerlendirilmistir. Ham okumalar {izerinde adapter trimming yapildiktan sonra FastQC
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ile kalite filtrelemesi yapilmistir. Orneklerin her biri icin dizilenen parcalar merkez
bolgelerinde iist liste bindiginden, 16S rRNA geninin V3-V4 bolgesi yaklagik 550-630
bp'lik parcalar halinde kismen yeniden yapilandirilmistir. Taksonomik atama ve
operasyonel taksonomik birimlerin (OTU) belirlenmesi i¢in tam uzunluktaki V3-V4
16S rRNA gen boélgelerinin yeniden yapilandirilmasi, QIIME2dada2 araci (Versiyon
3.2.0) ve R yazilimi1 (Versiyon 4.3.0) (Lin ve ark., 2022) ile %97 niikleotid 6zdesliginde
gerceklestirilmistir. OTU’lar ile taksonomik analiz, seyreltme analizleri ve gruplarin

karsilastirmali analizleri yine QIIME 2 igerisinde bulunan araglarla yapilmustir.
3.6.6.Biyoinformatik Analiz

Alfa cesitlilik bir Ornekteki tiirlerin belirlenmesinde kullanilmaktadir ve alti farkl
indeks tiirli bulunmaktadir. Bunlar; Shannon, Simpson, Chaol, ACE, Good’s coverage
ve Observed species indeksleridir. Calismada QIIME 2 (Versiyon 2.3.0) programi ve R
(Versiyon 4.3.0) yazilim1 kullanilarak indeks hesaplamalart ve gruplar arasi

karsilagtirmali istatistiksel analizler yapilmistir.

Beta cesitlilik agirlikli ve agirliksiz Unifrac analizleri QIIME 2 (Versiyon 2.3.0)
programi ve R (Versiyon 4.3.0) yazilimi kullanilarak hesaplanmistir. Cok boyutlu
bilesenleri gostermek amaciyla Bray-Curtis farkliligina dayali temel koordinat analizi
(principal coordinate analysis-PCoA) ve temel bilesenler analizi (principal component
analysis-PCA) R (Versiyon 4.3.0) yazilimi kullanilarak yapilmistir (Zhai ve ark., 2023).
Calismada kullanilan alfa ve beta ¢esitlilik indekslerinin 6zelliklerine iliskin agiklamalar

Tablo 3.2’te gosterilmistir (Hagerty ve ark., 2020; Karaday1 ve Karadayi, 2021).
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Tablo 3.2. Alfa ve beta ¢esitlilik indekslerinin kullanim amaglari

Indeks tiirleri ‘ Kullamim amacglari

Alfa ¢esitlilik indeksleri

Gozlemlenen tiirler | Ornek basma diisen farkli OTU’larin sayisim belirlemek igin

kullanilir.

ACE Tiir zenginliginin tahmin edilmesinde kullanilir.

Chaol ACE’den farkli olarak 6rnek icindeki nadir tiirlerin bollugunu
belirlemek i¢in kullanilir.

Shannon Ormnekteki mevcut taksonlarin hem goreceli bollugunu (cesitlilik)
hem de dengeli dagilimini (diizgiinliik) agiklamak i¢in kullanilir.

Simpson Ornek zenginligini olusturan farkli tiirlerin goreceli bolluk

Olclimii; hem zenginligi hem de dagilim dengesini tespit etmek
icin kullanilir.

Good’s coverage Ornekte yer alan tiirlerin grubu temsil edip etmediginin
anlasilmasinda kullanilir.

Beta cesitlilik indeksleri

Agirliksiz - Unifrac | Farkli 6rneklerde bulunan tiirlerin var/yok ayriminin yapilmasini
uzakliklari saglar.

Agirhikli  Unifrac | Tirlerin goreceli bolluklarint dlger ve genellikle baskin tiirler
uzakliklari arasindaki farklarin vurgulanmasini saglar.

3.7 istatistiksel Analizler

Calisma verilerinin istatistiksel analizinde IBM SPSS 26.0 (Statistical Package for the
Social Sciences, IBM Corp., Armonk, NY, USA) paket programi kullanilmigtir. Analiz
sonuclart GraphPad Prism programi 9.5 (San Diego, CA, USA) kullanilarak
gorsellestirilmistir. Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile
degerlendirilmistir. Normal dagilimli degiskenler ortalama + standart sapma (X+SS) ile

sunulmustur.

Deney gruplarinin viicut agirhg, agirhik kazanimlart ve beden kiitle indeksi (BKI)
ortalamalar1 ile biyokimyasal analizler sonunda elde edilen veriler Tek Yonlii Varyans
Analizi  (One-way ANOVA) kullanilarak  degerlendirilmistir.  Gruplar arasi
karsilastirmalarda istatistiksel olarak anlamli fark ¢ikan degiskenlerde post-hoc testleri
(Tukey testi) uygulanmistir. Benzer sekilde, calisma gruplarinin OTU bolluk
karsilastirmas1  Kruskal-Wallis veya Mann-Whitney U testleri  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Ratlarda Viicut Agirhg Degisimi ile ilgili Bulgular

Deney gruplarinin baslangi¢ ve son viicut agirligi ortalamalar1 Tablo 4.1°de verilmistir.
Buna gore, baslangic (p=0,001) ve son viicut agirligt (p<0,001) ortalamalar1 gruplar
arasinda farkli bulunmustur. Baslangic viicut agirligi ortalamalar1 grup bazinda
incelendiginde KON ve AFB1+PRO gruplan arasindaki farkin anlamli oldugu; AFBI1
ve PRO gruplarinin ise hem KON hem de AFB1+PRO gruplar ile benzerlik gosterdigi
belirlenmigtir. Calismanin sonunda KON grubundaki viicut agirlig1 ortalamasi diger
gruplara kiyasla anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur (p<0,001). AFB1, PRO ve
AFB1+PRO gruplarinin ise son viicut agirligi ortalamalar1 arasinda anlamli bir farklilik

saptanmamustir (p>0,05).

Tablo 4.1. Deney gruplarinin baslangi¢ ve son viicut agirligi ortalamalari

Olciimler KON AFB1 PRO AFB1+PRO F p
(X£SS) (X£SS) (R£SS) (x£58)
Baslangic 167,7043,81% | 149,25+4,52% | 155,87+5,74% | 137,12+5,54° | 7,221 | 0,001

viicut agirhigi

(9)

Son viicut 227,20+4,56% | 202,00+4,07° | 198,00+4,15° | 194,25+6,78° | 9,795 | 0,000
agirligi (g)

Verilerin analizinde Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) ve sonrasinda Tukey Post-

Hoc Testi kullanilmistir.

Not: Farkli iis degerine (a, b) sahip parametreler istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).




Tablo 4.2’de deney gruplarinin ortalama viicut agirliklari, viicut agirligi kazanimlari ve
BKI degerlerinin karsilastiriimasi verilmistir. KON grubunun ortalama viicut agirhg ve
BKI degeri diger gruplara kiyasla anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur (p<0,001).
Buna ek olarak, AFB1+PRO grubunun ortalama viicut agirhi§inin 2. haftadan itibaren
diger gruplara gore daha diisiik; KON grubunun ise daha yiiksek seyrettigi goriilmiistiir
(p<0,001) (Sekil 4.1.a). Deney siiresince viicut agirligi kazanimi en yiiksek KON
grubunda, en diisiik ise PRO grubunda olmustur. Ancak viicut agirligi kazanimi ve boy
uzunlugu ortalamalar1 bakimindan gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmamistir
(p>0,05). Bununla birlikte, ilk hafta PRO grubunun ortalama viicut agirligi kazanimi
belirgin bir sekilde artmistir (p=0,011), ancak diger gruplarin ilk haftadan itibaren

ortalama viicut agirligl kazanimlar1 azalma egilimi gostermistir (Sekil 4.1.b).

Tablo 4.2. Deney gruplarinin ortalama viicut agirhiklari, viicut agirhigr kazanimlar ve
BKI degerlerinin karsilastirilmasi

Olciimler | KON AFB1 PRO AFB1+PRO | F p

Viicut 199,25+12,93% | 178,46+12,01° | 175,93+16,17° | 168,87+14,39" | 8,181 | 0,000
agirligi (g)

Viicut 59,50+8,26 52,75+7,45 42,12+7,58 57,12+£27,43 2,252 | 0,103
agirhig
kazanimi

(9)

Boy 19,65+0,70 19,43+0,56 19,12+1,09 19,18+0,65 0,866 | 0,469
uzunlugu
(cm)

BKi 0,58+0,02° 0,53+0,30° 0,54+0,03° 0,52+0,2" 8,906 | 0,000
(glcm?)

Verilerin analizinde Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) ve sonrasinda Tukey Post-
Hoc Testi kullanilmistir. Kisaltma: BKI, Beden kiitle indeksi.

Not: Farkli iis degerine (a, b) sahip parametreler istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).
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Sekil 4.1. Deney gruplarinin ortalama viicut agirliklart (a) ve haftalik viicut agirlig
degisimleri (b).

4.2.Biyokimyasal Bulgular

Dort haftalik siire boyunca takip edilen deney gruplarinin serum drneklerinde arastirilan
cesitli oksidatif stres parametreleri diizeylerinin karsilastirilmast Tablo 4.3’te
verilmistir. Lipit peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA diizeyleri bakimindan
gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmamistir (p>0,05). PRO grubunun TAS diizeyi
KON ve AFB1 gruplarindan anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur (KON:
22,54+1,3, AFBI1: 18,26+1,6, PRO: 27,83+2,73, p=0,043). AFB1+PRO grubunun TAS

diizeyi ise diger gruplarla benzerdir (p>0,05). AFB1 grubunda GSH-Px diizeyinin KON
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grubuna gore anlamli olarak azaldigi (KON: 34,18+3,59, AFB1: 21,60+1,84, p=0,030),
propolis verilen gruplarda ise anlamli bir degisiklik olmadigi goriilmiistiir (PRO:
28,89+1,94, AFB1+PRO: 35,28+3,09, p>0,05). Bunun aksine, AFB1 grubunun GSH
diizeyinin artma egiliminde oldugu ancak gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak
anlamli olmadigi belirlenmistir (p>0,05). Deney gruplarinin SOD diizeyi incelendiginde
AFB1 grubunun en diisiik enzim aktivitesine sahip oldugu saptanmistir (AFBI:
17,94+5,07, p=0,039). Buna ek olarak, propolis verilen gruplarin SOD diizeyi KON
grubuna gore azalma egilimi gosterse de bu fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir (KON: 29,59+2,91, PRO: 25,67+0,97, AFBI1+PRO: 26,91+0,93,
p>0,05). Benzer sekilde en diisiik CAT aktivitesine sahip grup AFB1 olmustur (AFBI:
21,04£2,02, p=0,059). PRO ve AFB1+PRO gruplarinda CAT diizeyi KON grubuna
kiyasla azalma egilimi gostermistir, ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamh
bulunmamistir (KON: 27,44+1,05, PRO: 23,50+1,31, AFBI+PRO: 22,39+1,50,
p>0,05).

Tablo 4.3. Deney gruplarinin serumlarinda c¢esitli oksidatif stres parametreleri
diizeylerinin karsilastirilmasi

Biyokimyasal | KON AFB1 (n=8) | PRO (n=8) AFB1+PRO | F p
parametreler | (n=8) (n=8)

MDA 14,69+1,62 | 11,62+1,13 | 14,96+1,41 | 159142,61 1,049 | 0,387
(nmol/mL)

TAS 22,54+1,3° 18,26+1,6° | 27,83+2,73" | 24.96+2.31* | 3,039 | 0,056
GSH-Px 34,18+3,59* | 21,60+1,84" | 28,89+1,94™ | 35,28+3,09* | 4,587 | 0,015
(ng/mL)

GSH (mg/L) 152,76+15,98 | 171,73+9,35 | 142,55+10,81 | 144,76+11,59 | 1,184 | 0,334
SOD (ng/mL) | 29,59+2,91* | 17,94+5,07° | 25,67+0,97" | 26,91+0,93® | 3,340 | 0,039
CAT (ng/mL) | 27,44£1,05* | 21,04+2,02° | 23,50+1,31%® | 22,39+1,50® | 3,017 | 0,059

Verilerin analizinde Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) ve sonrasinda Tukey Post-
Hoc Testi kullanilmistir. Kisaltmalar: MDA, Malondialdehit; TAS, Toplam antioksidan
kapasite; GSH-Px, Glutatyon peroksidaz; GSH, Glutatyon; SOD, Siiperoksit dismutaz;
CAT, Katalaz.

Not: Farkli iis degerine (a, b) sahip parametreler istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).
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4.3.Mikrobiyota Analizi

Deney gruplarinin gaita Orneklerinde yapilan bagirsak mikrobiyotas: analizine ait
aciklanabilir tiirleri gosteren OTU agac1 Sekil 4.2°de verilmistir. Buna gore en baskin

tirlerin Firmicutes, Proteobacteria ve Bacteroidetes filumlarina ait oldugu goriilmistiir.

KON grubunda filumlarin bu baskin tiirlere olan katkilar1 taksonomik diizeyleri goz
Ontine alinarak incelendiginde; Firmicutes filumuna ait olan Clostridia ve Negativicutes
siniflarinin;  sirastyla  Eubacteriales, Acidaminococcales ve Selenomonadales
takimlarindan ~ Acidaminococcales’e ait  Acidaminococcaceae ailesi  ve
Selenomonadales’e ait Selenomonadaceae ailesinin yiiksek goreceli bollukta oldugu

saptanmistir.

AFBI1 grubunda filumlarin baskin tiirlere olan katkilar1 taksonomik diizeylerine gore
incelendiginde; Firmicutes ve Proteobacteria filumlarmma ait olan Bacilli,
Gammaproteobacteria ve  Clostridia  siniflarinin;  sirasiyla  Lactobacillales,
Enterobacterales ve Eubacteriales takimlarindan Lactobacillales’e ait Lactobacillaceae
ailesi, Enterobacterales’e ait Enterobacteriaceae ailesi, FEubacteriales’e ait

Oscillospiraceae ailesinin yliksek goreceli bollukta oldugu goriilmiistiir.

PRO grubunda filumlarin baskin tiirlere olan katkilari taksonomik diizeylerine gore
incelendiginde; Firmicutes filumuna ait olan Clostridia sinifinin Eubacteriales takimina
ait olan Peptostreptococcaceae ve Eubacteriaceae ailelerinin baskin tiirlerin ¢esitliligine

yiiksek katki verdikleri saptanmaigtir.

AFB1+PRO grubunda filumlarin baskin tiirlere olan katkilar1 taksonomik diizeylerine
gore incelendiginde; Firmicutes ve Bacteroidetes filumlarina ait olan Clostridia ve
Bacteroidia smiflarinin; sirasiyla Eubacteriales ve Bacteroidales takimlarindan
Eubacteriales’e ait olan Lachnospiraceac ailesi ve Bacteroidales’e ait olan

Prevotellaceae ailesinin baskin tiirlere katki verdikleri belirlenmistir.
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Sekil 4.2. Deney gruplarinin bakteriyel taksonomik OTU agaci. Taksonlar distan ige
dogru siralanmistir. Takson halkalariin biiyiikliigii baskin tiirlere ait goreceli bollugu
gostermektedir. OTU agacindaki farkli renkler farkli filumlari temsil etmektedir.

Deney gruplarmin grup i¢i topluluk zenginligi ve ¢esitliliginin karsilastiriimas1 amaciyla
hesaplanan alfa ¢esitlilik indekslerine ait kutu grafikleri Sekil 4.3’te verilmistir. Sekil
4.3a’da gozlemlenen tiirlere ait kutu grafigi gosterilmistir. Buna gore; grup igerisinde
gozlemlenen tiirlerin sayis1 PRO grubunda KON grubuna gore anlamli olarak daha fazla
bulunmustur (p=0,010). AFB1 ve AFB1+PRO grubunda gdzlemlenen tiirlerin sayisi
KON grubuna gore daha fazla olsa bu fark anlamli bulunmamastir (p>0,05).

Toplulugun zenginligini gosteren Chao 1 ve ACE indekslerine ait kutu grafikleri Sekil
4.3b ve Sekil 4.3c’de verilmistir. Chao 1 indeksine gore; deney gruplarinin tiir
bolluklar1 arasindaki fark anlamli bulunmustur (p=0,037). PRO grubunda KON grubuna
gore tiir bollugunun daha fazla oldugu saptanmistir (p=0,011). Bununla birlikte AFBI1
ve AFB1+PRO gruplarinin tiir bollugu KON grubuna gore daha fazla olmasina ragmen
bu fark anlamli degildir (p>0,05). ACE indeksine gore; deney gruplarinin tiir bolluklar1
arasindaki fark anlamli bulunmustur (p=0,013). PRO ve AFB1 gruplart KON grubuna
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gore tiir bollugunun daha fazla oldugu saptanmistir. Diger taraftan, AFB1+PRO grubu
ve KON grubunun birbirine benzer oldugu belirlenmistir (p>0,05).

Grup i¢i tiirlerin ¢esitliligini belirlemede kullanilan Shannon ve Simpson indekslerine
ait kutu grafikleri Sekil 4.3d ve Sekil 4.3e’de gosterilmistir. Shannon indeksinde AFB1
grubunun KON grubuna gore tiir gesitliligi daha yiiksek bulunmustur (p=0,006).
Simpson indeksine gore ise PRO grubunun KON grubuna gore tiir ¢esitliligi daha
yiiksektir (p=0,018). Diger deney gruplarmin tiir gesitliligi KON grubundan daha
yiiksek olmasina ragmen bu fark anlamli degildir (p>0,05).

Grup ici tlirlerin grubu temsil edip etmediginin arastirilmasinda kullanilan Good’s
coverage indeksine ait kutu grafigi Sekil 4.3f’de verilmistir. Buna gore; deney

gruplarinin ait oldugu grubu temsil ettigi belirlenmistir (p>0,05).
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Sekil 4.3. Deney gruplarinin alfa cesitlilik indeksleri
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Beta c¢esitlilik oOrnekler arasindaki mikrobiyal topluluklarin  varyasyonlarin
gostermektedir. Deney gruplari arasindaki beta ¢esitlilik Unifrac uzaklik matriks grafigi
Sekil 4.4°te verilmistir. Elde edilen sonuglara bakildiginda; KON grubuna gére AFBI1
ve PRO gruplarinda ¢esitliligin azaldigi, AFB1+PRO grubunda ise ¢esitliligin arttigi

goriilmiistiir. Ancak beta cesitlilik agisindan deney gruplar arasindaki bu fark anlamli

bulunmamastir (p>0,05).
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Agirlikli Unifrac uzaklik matriksi kutu grafigi (p>0,05)

Sekil 4.4. Beta ¢esitlilik agirlikli Unifrac uzaklik matriksi

Agirliksiz Unifrac uzakliklar i¢in temel koordinat grafigi Sekil 4.5°te verilmistir. Buna
gore; KON grubunda KON 8 numarali 6rnek hari¢ diger tiim 6rneklerin PRO, AFB1 ve
AFB1+PRO gruplarindan ayrigsarak kiimelendigi goriilmiistiir. AFB1+PRO grubunda
ise AFBI1+PRO_8 numarali 6rnek hari¢ diger tim orneklerin KON, PRO ve AFBI1

gruplarindan ayrisarak kiimelendigi saptanmistir.
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Sekil 4.5. Agirliksiz Unifrac uzakliklarma dayali olarak deney gruplarindan alinan
bagirsak mikrobiyotasinin temel koordinat analizi (PCoA). PC1 ve PC2 tarafindan
aciklanan varyasyon yiizdesi eksenlerde belirtilmistir. Gruplar renklerle ayirt edilmistir.
Her bir renkli sembol tek bir 6rnege karsilik gelmektedir.

Agirlikli Unifrac uzakliklar igin temel koordinat grafigi Sekil 4.6’da verilmistir. Elde

edilen sonuglara gore; deney gruplari arasinda tiirlere ait géreceli bolluklarin birbirinden

ayrismadigi ve benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

PC2- ikinci en biiyiik varyasyon (%21.76)
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Sekil 4.6. Agirlikli Unifrac uzakliklarina dayali olarak deney gruplarindan alinan
bagirsak mikrobiyotasinin temel koordinat analizi (PCoA). PC1 ve PC2 tarafindan
aciklanan varyasyon yiizdesi eksenlerde belirtilmistir. Gruplar renklerle ayirt edilmistir.
Her bir renkli sembol tek bir 6rnege karsilik gelmektedir.
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Bray-Curtis benzesmezlik indeksine dayanan temel koordinat analizi grafigi Sekil
4.7°de verilmistir. KON ve AFB1+PRO gruplarindaki ratlarda gaita mikrobiyal
topluluklarinin, AFB1 ve PRO gruplarindaki ratlara gore birbirine daha benzer oldugu
gorilmistiir. Ayrica, bu gruplar, PC2 ile gosterildigi gibi, agikga farkli kiimelere
ayrilmigtir. Dolayisiyla, AFB1 uygulamasi ve propolise takviyesi ratlarda bagirsak
mikrobiyotasi topluluk yapisini degistirmistir.
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Sekil 4.7. Bray-Curtis benzesmezlik indeksine dayali olarak deney gruplarindan alinan
bagirsak mikrobiyotasinin temel koordinat analizi (PCoA). AFBI ve PRO
uygulamasina gore Orneklerde bir kiimelenme gozlenmistir. PC1 ve PC2 tarafindan
aciklanan varyasyon yiizdesi eksenlerde belirtilmistir. Gruplar renklerle ayirt edilmistir.
Her bir renkli sembol tek bir 6rnege karsilik gelmektedir.

Deney gruplarindaki bagirsak mikrobiyal toplulugunu arastirmak i¢cin Venn diyagrami
kullanilarak ortak ve benzersiz OTU'larin analizi yapilmistir (Sekil 4.8). OTU'larin ¢cogu
dort deney grubu arasinda paylasilmistir (%46,7). KON, AFB1, PRO ve AFB1+PRO
gruplarinin OTU sayilart sirasiyla 9 (%4,2), 20 (%9,4), 17 (%8) ve 16 (%7,5) olarak

bulunmustur.
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AFB1_PRO KON

Sekil 4.8. Operasyonel taksonomik birimleri (OTU) temsil eden Venn diyagrama.

Deney gruplarina gore bagirsak mikrobiyotasinin filum diizeyindeki goreceli bolluklari
Sekil 4.9’da verilmistir. Buna gore; tiim gruplarda en yiiksek goreceli bolluga sahip
filumlar sirasiyla Firmicutes, Bacteroidetes ve Proteobacteria’dir. Deney gruplar
karsilastirildiginda;  Firmicutes bollugunun en fazla PRO grubunda oldugu
belirlenmistir (KON: %71,097; AFB1: %68,778; PRO: %73,516; AFBI+PRO:
%61,689). ikinci olarak en yiiksek bolluga sahip Bacteroidetes filumu en fazla
AFB1+PRO grubunda bulunmaktadir (KON: %22,152; AFBI1: %22,851; PRO:
%21,772; AFB1+PRO: %30,595). Ugiincii olarak ise Proteobacteria filumu en diisiik
PRO grubunda en yiiksek AFB1 grubunda yer almaktadir (KON: %6,371; AFBI1:
%7,174; PRO: %4,111; AFB1+PRO: %6,091). Buna ek olarak, AFB1+PRO grubunda
filum cesitliliginin diger gruplara kiyasla daha fazla bulunmustur. Bu grup spesifik
olarak Spiroctea (%0,011), Fibrobacterota (%0,293) ve Mycoplasmonadota (%0,618)

filumlarin1 icermektedir.
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Sekil 4.9. Deney gruplarina gore bagirsak mikrobiyotasinin filum diizeyindeki goreceli
bolluklari.

Deney gruplarma gore bagirsak mikrobiyotasinin filum diizeyindeki goreceli
bolluklarinin 1s1 haritas1 Sekil 4.10°da verilmistir. Is1 haritasi1 gruplar arasinda baskin

veya baskin olmayan filumlarin ayirt edilmesini saglamaktadir. Buna gore; Firmicutes

filumunun en yogun oldugu PRO 7 numarali 6rnektir. Proteobacteria ve Bacteroidetes

o

filumlarini en yogun igeren 6rnek AFB1 4 numarali 6rnektir.
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Sekil 4.10. Deney gruplarina gore bagirsak mikrobiyotasinin filum diizeyindeki goreceli
bolluklarinin 1s1 haritasi.
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Deney gruplarina gore bagirsak mikrobiyotasinin siif diizeyindeki goreceli bolluklari
Sekil 4.11°de verilmistir. Buna gore; tim gruplarda en yliksek goreceli bolluga sahip
siniflar sirastyla Clostridia, Bacteroidia, Bacilli, Negativicutes ve
Gammaproteobacteria’dir. Deney gruplart karsilastirildiginda; Clostridia (%45,865),
Bacteroidia (%30,595) ve Negativicutes (%12,962) goreceli bolluklarinin en yiiksek
AFB1+PRO grubunda oldugu belirlenmistir. Bacilli sinifinin en yiliksek goreceli bolluga
sahip oldugu grup PRO (%39,264), en diisiik grup AFB1+PRO (%2,514) grubudur.
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Sekil 4.11. Deney gruplarina gore bagirsak mikrobiyotasinin siif diizeyindeki goreceli
bolluklari.

Deney gruplarina gore bagirsak mikrobiyotasinin takim diizeyindeki goreceli bolluklari
Sekil 4.12°de verilmistir. Buna gore; tim gruplarda en yiliksek goreceli bolluga sahip
takimlar sirastyla Lactobacillales, Eubacteriales, Bacteroidales ve
Acidominococcales’tir. Lactobacillales takiminin en yiiksek goreceli bolluga sahip
oldugu grup PRO (%39,218), en diisiik grup AFB1+PRO’dur (%2,504). Eubacteriales,
Bacteriodales ve Acidominococcales goreceli bolluklarinin en yiiksek oldugu grup
AFB1+PRO (sirasiyla %45,865, %30,595 ve 9%10,48), en diisiik grup PRO’dur
(strastyla %30,672, %21,772 ve %1,925).
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Sekil 4.12. Deney gruplarina goére bagirsak mikrobiyotasinin takim diizeyindeki
goreceli bolluklari.
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Deney gruplarina gore bagirsak mikrobiyotasinin aile diizeyindeki goreceli bolluklari
Sekil 4.13’de verilmistir. Buna gore; tiim gruplarda en yiliksek goreceli bolluga sahip
aileler Lactobacillaceae, Lachnospiraceae, Prevotellaceae, Acidaminococcaceae,
Oscillospiraceae, Peptostreptococcaceae ve Enterobacteriaceae’dir. Lactobacillaceae
ailesinin en yiiksek goreceli bolluga sahip oldugu grup PRO (%38,556), en diisiik grup
AFB1+PRO’dur (%2,287). Lachnospiraceae, Prevotellaceae, Oscillospiraceae ve
Acidaminococcaceae goreceli bolluklarinin en yiiksek oldugu grup AFB1+PRO
(strastyla %28,774, %27,344, %9,255 ve %10,48), en diisiikk grup PRO’dur (sirasiyla
%13,396, %19,155, %6,79 ve %1,925). Enterobacteriaceae goreceli bollugu KON ve
AFBI1 grubunda benzer olup sirasiyla %4,262 ve %4,226dr.
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Sekil 4.13. Deney gruplarina gore bagirsak mikrobiyotasinin aile diizeyindeki goreceli
bolluklari.

Deney gruplarina gore bagirsak mikrobiyotasinin cins diizeyindeki goreceli bolluklari
Sekil 4.14°de verilmistir. Buna gore; KON grubunda en yiiksek goreceli bolluga sahip
cinsler sirasiyla Prevotella (%20,914), Ligilactobacillus (%18,059), Roseburia
(%7,904), Phascolarctobacterium (%5,963) ve Lactobacillustur (%5,79). AFB1
grubunda en yiiksek goreceli bolluga sahip cinsler sirasiyla Prevotella (%21,143),
Lactobacillus (%15,239), Ligilactobacillus (%10,305), Roseburia (%6,167) ve
Pseudescherichia (%4,211)’dir. PRO grubunda en yiiksek goreceli bolluga sahip cinsler
sirastyla Ligilactobacillus (%30,372), Prevotella (%19,155), Lactobacillus (%8,748),
Roseburia (%4,45) ve Romboutsia (%3,518)’dir. AFBI+PRO grubunda en yiiksek
goreceli bolluga sahip cinsler sirasiyla Prevotella (%27,344), Lactobacillus (%19,169),
Phascolarctobacterium (%210,48), Roseburia (%8,125), Coprococcus (%4,92) ve
Faecalibacterium (%4,346)’dur.
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Sekil 4.14. Deney gruplarina gore bagirsak mikrobiyotasinin cins diizeyindeki goreceli
bolluklari.

Deney gruplarina gore bagirsak mikrobiyotasinin tiir diizeyindeki goreceli bolluklari
Sekil 4.15°de verilmistir. Buna gére; KON grubunda en yiiksek goreceli bolluga sahip
tirler sirasiyla Prevotella copri DSM 18205 (%19,313), Ligilactobacillus murinus
(%9,62), Ligilactobacillus faecis (%8,439), Lactobacillus johnsonii (%8,073) ve
Phascolarctobacterium succinatutens (%5,963)’tir. AFB1 grubunda en yiiksek goreceli
bolluga sahip tiirler sirasiyla Prevotella copri DSM 18205 (%14,429), Ligilactobacillus
faecis (%8,189), Lactobacillus johnsonii (%8,159), Prevotella hominis (%6,714) ve
Roseburia intestinalis (%5,525)’tir. PRO grubunda en yiiksek goreceli bolluga sahip
tiurler sirasiyla Ligilactobacillus faecis (%23,112), Prevotella copri DSM 18205
(%12,564), Ligilactobacillus murinus (%7,26), Prevotella hominis (%6,59) ve
Romboutsia timonensis (%4,273)’tiir. AFB1+PRO grubunda en yiiksek goreceli bolluga
sahip tiirler sirasiyla Prevotella copri DSM 18205 (%19,313), Phascolarctobacterium
succinatutens (%10,48), Prevotella hominis (%8,031), Roseburia intestinalis (%6,73)

ve Coprococcus eutactus (%4,747)’tur.
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Sekil 4.15. Deney gruplarina gore bagirsak mikrobiyotasinin tiir diizeyindeki goreceli

bolluklari.

Yapilan Pearson’s korelasyon analizi

sonucunda bagirsak mikrobiyotast (cins

diizeyinde) ve oksidatif stres parametreleri arasindaki iligki Sekil 4.16°da verilmistir.

Buna gore, Phascolarctobacterium ve GSH-Px diizeyi arasinda pozitif yonde iliski

bulunmustur (Pearson’s r= 0.355, p=0.048).
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Sekil 4.16. Bagirsak mikrobiyotas1 ve oksidatif stres parametreleri arasindaki iliskinin
11 haritasi. Veriler Pearson’s korelasyon testi kullanilarak analiz edilmistir, * p<0.05.
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Propolis ve AFB1 uygulamasindan sonra bakteriyel taksonomideki spesifik
degisiklikleri tanimlamak i¢in dogrusal diskriminant analizi etki boyutu (LEfSe) analizi
yapilmistir. Kontrol grubunda baskin bakteri filumunun Clostridia oldugu Sekil 4.17°de
gosterilmistir. PRO, AFB1 ve AFBI+PRO gruplarinda bazi cinsler belirgin olarak
artmistir (LDA skoru>2, p<0,05). Bunlar; sirasiyla Eubacterium, Romboutsia,
Limosilalactobacillus; Lactobacillus, Pseudescherichia, Neglectibacter; Roseburia,

Anaerostipes, Faecalibacterium ve Coprococcus bakteri cinsleridir.
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Sekil 4.17. Deney gruplarinda bagirsak mikrobiyotasinin LEfSe sonuglarinin
karsilagtirmas.
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5. TARTISMA

AFBI1 bugday, misir ve kuruyemis gibi ¢esitli tarim {iriinlerinde bulunmakta, kontamine
besinlerin tiiketimi sonucu insanlar ve hayvanlar {izerinde bir¢ok yan etkiye neden
olabilmektedir (Mohajer ve ark., 2021). Bu toksinin hepatotoksik (Gerdemann ve ark.,
2023), norotoksik (Adedara ve ark., 2023), mutajenik (Moore ve ark., 2018), teratojenik
(Lauer ve ark., 2019), immiinojenik (Wang ve ark., 2023), genotoksik (Budin ve ark.,
2021) ve karsinojenik (Costa ve ark., 2021) etkilere sahip oldugu rapor edilmistir.
Kiiresel capta AFB1’in toksik etkilerinin yaygin olmasindan kaynakli olarak bu konuda
yapilan ¢aligmalar hiz kazanmistir. Gilincel calismalar ele alindiginda, AFBI1
maruziyetinin karaciger hasari, iireme sistemi ve fetal gelisim tizerindeki etkilerine
odaklanilmistir (da Silva ve ark., 2021; Fasihi-Ramandi ve ark., 2023). Deney
hayvanlariyla yapilan ¢alismalarda AFB1 maruziyetinin oksidatif stresi, apoptozu ve
inflamatuar yamit1 indiikleyerek (Limaye ve ark., 2018) hepatositler, kupffer ve
karaciger yildizsi hiicrelerin histolojik yapisina zarar verdigi belirlenmistir (da Silva ve
ark., 2021). Diger taraftan, maruziyet dozuna bagli olarak testislerde biriken AFB1’in
spermatogenezin inhibisyonu, sperm anormallikleri ve testikiiler atrofiye sebep
olabilecegi ifade edilmistir (Ortatatli ve ark., 2002). Bununla birlikte, oositlerin
matiirasyonu ve embriyo olusturma yeteneklerini azaltarak disi lireme sistemi iizerinde
olumsuz etkilere yol acabilecegi ileri siiriilmiistiir (Jiang ve ark., 2019). Insanlar
tizerinde yapilan calismalarda ise AFBI1 ile kontamine besinlerin tiiketimi sonucu
karaciger, bobrek, beyin ve iireme sistemi tizerinde toksik etkiler gorilmiistiir (Aljazzar
ve ark., 2023; He ve ark., 2023). Fakat AFB1’in bagirsak dokusu ve metabolizmasi
tizerindeki etkilerini arastiran siirli sayida caligma bulunmaktadir. Diger taraftan,
aflatoksikozis kaynakli yan etkilerin azaltilmasi ve Onlenmesi igin biyolojik

detoksifikasyon yontemleri gelistirilmektedir. Bu ¢alismalarda probiyotikler (Emadi ve



ark., 2022) ve antioksidan ozellige sahip kurkumin, yesil ¢ay ekstrakti ve resveratrol
gibi maddeler (Alm-Eldeen ve ark., 2015) detoksifikasyon ajani olarak kullanilmistir.
Yapilan ¢aligmalar antioksidanlarin aflatoksikozisin yan etkilerini azalttigin1 gosterse de
bagirsak dokusundaki metabolik degisiklerin onlenmesine yonelik yeterli calisma
olmamas: literatiirdeki eksiklikler arasindadir. Buna ek olarak, yapisinda ¢ok sayida
antioksidan bilesigi bulunduran propolisin AFB1 maruziyetinin neden oldugu oksidatif
stres, bagirsak doku hasar1 ve disbiyozunu arastiran herhangi bir ¢alismaya

rastlanmamuistir.

Yapilan bu calismada ilk kez diisiik doz AFBI1 (25 mcg/kg/giin) uygulamasi sonucu
propolis takviyesinin koruyucu etkisi kapsamli bir sekilde arastirilmistir. Bu calismada
oncelikle diisiik doz AFB1 uygulamasi ve propolis takviyesinin oksidatif stres iizerine
etkileri biyokimyasal yontemler ile bagirsak mikrobiyota kompozisyonuna etkileri ise

16S rRNA metagenom dizileme yontemleri kullanilarak arastirilmistir.
5.1.Ratlarda Viicut Agirhig Degisimi ile Tlgili Bulgularin Degerlendirilmesi

AFBI1 lipogenezi ve protein sentezini inhibe ederek karaciger disfonksiyonuna ve
anoreksiyaya neden olabilmektedir (Abbasi ve ark., 2018). AFB1’in leptin seviyesini
diisiirerek, kortizol ve interlokin-6 iiretimini azalttigi gosterilmistir. Calismalarda,
giinliik 200 mcg/kg (Wang ve ark., 2010) ve 4 mg/kg (Hernandez-Mendoza ve ark.,
2011) AFB1 uygulanan ratlarin daha diisiik leptin seviyesine sahip oldugu, bunun da
besin alimimi1 azaltarak enerji dengesini ve viicut agirligimi modiile etti§i ortaya
koyulmustur. Ayrica, AFBI sindirim enzimlerinin aktivitelerini etkileyerek
malabsorbsiyona neden oldugu ifade edilmistir (He ve ark., 2019). Bununla birlikte,
propolisin viicut agirligi, leptin seviyesi ve adipozite iizerine etkileri arastirilmaktadir
(Cardinault ve ark., 2020). Yiiksek yagli diyetle beslenen deney hayvanlarinda
propolisin (%0.5 propolis/yem orani) Peroksizom Proliferatér Aktive Edici Reseptor
Gama (PPARY) aktivitesini inhibe edici ve trigliserit emilimini azaltici etkiler gosterdigi
ve boylece agirlik kaybi sagladigi belirtilmistir (Ichi ve ark., 2009). Yapilan bir diger
calismada, Anadolu propolisi (%0.005 propolis/yem orani) alan deney hayvanlarinda
kontrol grubuna kiyasla belirgin bir sekilde agirlik kaybr gézlenmistir (Seven ve Seven,

2008). Bunun aksine, diyabet modeli olusturulan deney hayvanlarinda propolis
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takviyesinin (100 mg/kg viicut agirhigl) agirlik kazanima onemli bir etkisi tespit

edilmemistir (Kitamura ve ark., 2013).

Bu caligmada rastgele grup dagilimi yapilan ratlara oral gavaj yoluyla 28 giin boyunca
giinlik 25 mcg/kg AFBI uygulamasi ve 250 mg/kg propolis takviyesi yapilmuistir.
Calismanin basinda KON grubunun ortalama viicut agirligt AFBI+PRO grubundan
(p=0,001); calismanin sonunda ise diger tim gruplardan anlamli olarak daha yiiksek
bulunmustur (p<0,001). AFB1, PRO ve AFB1+PRO gruplarinin ise son viicut agirlig
ortalamalar1 arasinda anlamli bir farklilik saptanmamistir (p>0,05) (Tablo 4.1). KON
grubunun baglangic viicut agirligi ortalamasmin diger gruplardan daha yiiksek;
AFB1+PRO grubunun daha diisiik olmasina bagli olarak ¢alismanin sonunda da benzer
sonuclar elde edilmistir. Mevcut ¢alismada deney gruplarinin ortalama viicut agirliklari,
viicut agirlign kazamimlar: ve BKI degerleri karsilastirilmistir. KON grubunun ortalama
viicut agirhgr ve BKI degeri diger gruplara kiyasla anlamli olarak daha yiiksek
bulunmustur (p<0,001) (Tablo 4.2). Buna ¢k olarak, AFB1+PRO grubunun ortalama
viicut agirhigmin diger gruplara gore daha diisilk; KON grubunun ise daha yiiksek
seyrettigi goriilmiistiir (p<0,001) (Sekil 4.1.a). Deney siiresince viicut agirligir kazanimi
en yiksek KON grubunda, en diisiik ise PRO grubunda kaydedilmistir. KON grubunda
agirhik kazanimimnin diger gruplara gore daha fazla olmasi, AFBI1 ve propolisin agirlik
kazanimini azalttigin1 géstermektedir. Bu da AFB1 ve propolisin aglik-tokluk sinyalleri
ve metabolik yolaklar iizerinde olas1 etkinligini akla getirmektedir. Ratlar lizerinde
yapilan bir ¢aligmada haftada bir kez 300 mcg/kg AFB1 uygulamasi sonucu oreksijenik
ozellige sahip bir néropeptit olan sekretogranin II ekspresyonunda ve viicut agirligi
kazaniminda azalma kaydedilmistir (Trebak ve ark., 2015). Ancak, propolisin istah
tizerindeki etkilerine iliskin spesifik bir bilgi mevcut degildir. Deneysel olarak meme
kanseri modeli olusturulan ratlarda propolis takviyesi (200 mg/1 ml misir yag1) yem
tiiketimini arttirarak viicut agirhigr profilini iyilestirmistir (Kusnul ve ark., 2019). Diger
taraftan, non-alkolik karaciger yaglanmasi olan bireylere uygulanan propolis
takviyesinin (510 mg/gilin) hastalarda serum lipit profilini diizenledigi, inflamatuar
sitokin seviyesini azalttigi ve viicut agirhigi kaybi sagladigi goriilmistiir (Nikbaf-
Shandiz ve ark., 2022). Bu ¢alismada AFB1 uygulamasi ve propolis takviyesi viicut
agirhigi kazanimimi azaltmistir ancak bu azalma istatistiksel agidan anlamli degildir
(p>0,05) (Tablo 4.2). Literatiirdeki ¢alismalardan yola ¢ikarak daha yiiksek dozlarda
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AFBI1 ve propolisin uygulanmasinin viicut agirligt kazanimi iizerinde belirgin bir
azalma saglayabilecegi disiiniilmektedir. Buna ek olarak, aflatoksin intoksikasyonu ve
propolisin aglik tokluk metabolizmasina etkileri oreksijenik ve anoreksijenik faktorler

acgisindan arastirilmalidir.
5.2.Biyokimyasal Bulgularin Degerlendirilmesi

AFB1 memelilerde ve kiimes hayvanlarinda bagisiklik sistemini olumsuz yonde
etkilemekte ve bunun sonucunda inflamasyona, apoptoza, kanser tiirlerine ve mutasyona
neden olabilmektedir (Diaz ve Murcia, 2019; Zhou ve ark., 2019). Besinlerle veya
solunum yoluyla alinan AFB1, metabolize edilmesi i¢in karacigere tasinmaktadir.
Burada faz | enzimleri olarak bilinen CYP450 enzim ailesi (CYP1A2, CYP3A4,
CYP2A6 vb.) tarafindan bir dizi oksidasyon reaksiyonlari gergeklestirilmektedir
(Dohnal ve ark., 2014). Reaksiyonlar sonunda ROS olusumuna neden olan ve oksidatif
ozellige sahip AFQ1, AFBla, AFP1, AFMI1 ve AFBO metabolitleri olugsmaktadir. Bu
metabolitler idrarla ve fegesle viicuttan atilmaktadir. Ancak AFBO’nun tamami
viicuttan uzaklastirilmamaktadir. SOD, CAT, GSH-Px gibi cesitli antioksidan enzimler
kalan AFBO’yu inaktif hale getirmekte ve viicuttan atilmasini saglamaktadir.
Antioksidan enzim kapasitesinin yetersiz olmasi durumunda AFBO dokulardaki DNA

ve protein yapisina zarar vererek toksisiteye neden olmaktadir (Cao ve ark., 2022).

Organizmada antioksidan savunma sistemlerinin zayif olmas1 AFB1 kaynakli serbest
radikallerin olusumunu tetiklemektedir. Boylece AFBI1, karacigerde hasara ve lipit
peroksidasyonuna neden olmaktadir (Adedara ve ark., 2010; Eraslan ve ark., 2005).
Diger taraftan, hiicre ve dokularda tiyollerin hiicresel siilfidril formlarinin es zamanlh
olarak tiikenmesi ile bazi antioksidan enzim aktivitelerinde azalma olmaktadir
(Gagliano ve ark., 2006). Yapisinda siilfidril bulunan GSH, oksidatif stresin erken
biyolojik belirteci olarak kabul edilen enzimatik olmayan bir antioksidandir (Liu ve
ark., 2022). GST’nin aracilik ettigi aktif AFB1'in GSH ile konjugasyonu, bu toksinin
detoksifikasyonunda ve atiliminda ¢ok Onemli bir siirectir (Murcia ve Diaz, 2021).
Bununla ilgili olarak, AFB1'i aktive etmek icin faz I karaciger enzimleri; AFB1 ve
toksik metabolitlerini detoksifiye etmek i¢in zayif faz II - GST enzim etkilesimine

ihtiyag vardir (Klein ve ark., 2002). Bununla birlikte, AFB1 temel olarak MDA
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diizeylerinde bir artisa neden olmaktadir ve bu da CAT, GSH-Px ve SOD gibi enzimatik
antioksidanlarda azalmaya yol agabilmektedir (Damiano ve ark., 2022).

AFB1 ile kontamine besinlerin ve yemlerin tiiketilmesi hastaliklara karsi direncin
azalmasi ve bagisiklik sisteminin zayiflamasina neden olmaktadir. Insanlarda AFB1 ile
kontamine besinlerin tiiketilmesi sonucu karacigerdeki oksidatif hasara bagli olarak
sarilik, abdominal agri, kusma ve asit gibi yan etkiler ve oliim goriilebilmektedir
(Kamala ve ark., 2018; Lewis ve ark., 2005). Tanzanya’da 68 kisi ile yiiriitiilen bir
calismada oliimlerin %30’unun AFB1 ile kontamine misir tiiketimine bagli oldugu
belirlenmistir (Kamala ve ark., 2018). Yapilan in vivo ve in vitro calismalarda
aflatoksinlerin oksidatif hasara yol agtigi rapor edilmistir (Rotimi ve ark., 2019). Buna
ornek olarak, dort hafta boyunca 100 mcg/kg AFB1’e maruz kalan broylerlerin viicut
agirliginda, antioksidan enzimlerin kapasitesinde (SOD, CAT, GST, GSH-Px) ve TAS
diizeyinde azalma, MDA diizeyinde ise artis goriilmiistiir (Guo ve ark., 2021). Benzer
bir caligmada serum antioksidan kapasitesinin (CAT, GSH, GSH-Px) azaldigi, lipit
peroksidasyonu (MDA) ve DNA hasarinin (8-OHdG) arttig1 belirlenmistir (Sun ve ark.,
2016). AFBI ve metabolitleri karacigerde metabolize edilmektedir ve bu sirada hiicre
fonksiyonlar1 iizerinde bazi degisikliklere neden olmaktadir. Ozellikle akut olarak
AFB1’e maruziyet karacigerde oksidatif mitokondriyal hasara yol agmaktadir (Rotimi
ve ark., 2019). Akut olarak AFB1’e (1 mg/kg) maruz kalan ratlarda GSH, GST, GR,
GSH-Px, MDA ve nitrik oksit diizeylerinde belirgin artis gézlenmistir (Rotimi ve ark.,
2019). Yedi giin boyunca ¢ok yiiksek dozlarda (9 mg/kg) AFB1 uygulanan farelerde
kontrol grubuna kiyasla GSH, GST ve CAT diizeylerinde azalma, lipit
peroksidasyonunda (MDA) artis goriiliirken; SOD ve C vitamini diizeylerinde ise
degisiklik olmamistir (Adedara ve ark., 2010).

Bu c¢alismada ratlara uygulanan diisik doz AFB1’in oksidatif stres ve antioksidan
kapasite ilizerine etkisini degerlendirmek amaciyla SOD, CAT ve GSH-Px enzim
aktiviteleri ile MDA, TAS ve GSH diizeyleri incelenmistir. Dort haftalik siire boyunca
AFB1 uygulanan ratlarin serumlarinda SOD, CAT ve GSH-Px aktiviteleri KON
grubuna kiyasla anlamli olarak daha diisiik bulunmustur. Lipit peroksidasyonunun
gostergesi olan MDA diizeyi KON grubu ile benzerlik gostermistir. Bununla birlikte en
diisiik TAS diizeyine sahip grubun AFB1 uygulanan grup oldugu belirlenmistir (Tablo

4.3). Calismada TAS diizeyinin ve antioksidan enzim aktivitelerinin diisiik bulunmasi,
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diisik doz AFBI maruziyetine bagli olarak hiicresel savunma mekanizmalarinin
tehlikeye girdiginin bir gostergesi olabilir. Antioksidan kapasitede ve savunma
mekanizmalarindaki azalma AFB1 metabolitlerinin detoksifiye edilmesini geciktirebilir
ve ROS olusumuna yol agabilir (Cao ve ark., 2022). Bu da dokularda oksidatif hasarin
artmast ve metabolik islevlerin bozulmasi ile sonuglanabilir. Diger taraftan, MDA
diizeyinde anlamli bir degisikligin goriilmemesi, uygulanan AFBI1’in lipit
peroksidasyonu iizerinde degisiklik yaratmayacak dozda olmasindan kaynaklanabilir.
Ileri calismalarda oksidatif stres hasarmna yodnelik kapsamli deney planlari yapilarak

AFB1’in oksidatif ve metabolik etkileri molekiiler diizeyde arastirilmalidir.

Aflatoksinleri elimine etmek igin ¢esitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik yoOntemler
kesfedilmistir (Jobe ve ark., 2023). Deneysel modellerde aflatoksikozisi iyilestirmesi
gerekgesiyle fitokimyasallarin  kullanimi1  Onerilmektedir (Vipin ve ark., 2017).
Fitokimyasallar gen ekspresyonunu, enzimatik aktiviteleri, aflatoksin aktivasyonunu ve
detoksifikasyonunu diizenlemektedir (Kulanthaivel ve ark., 2012; Leone ve ark., 2017).
Bunun yani sira, berberin, kuarsetin, katesin ve kurkumin gibi fitokimyasallar
antioksidan oOzellikleri nedeniyle oksidatif stres ile indiiklenmis hiicre hasarina kars
koruyucu etki gostermektedir (Bratovcic, 2020). Antioksidan ozelligi ile bilinen
kurkumin (200 mg/kg/giin), siyah ¢ayla (%2) birlikte AFB1’e (25 mcg/kg/giin) maruz
kalan ratlara uygulandiginda serumdaki SOD, CAT, GSH-Px ve TAS aktivitelerinin
yiikseldigi gozlenmistir (EI-Mekkawy ve ark., 2020). Benzer sekilde likopen (5
mg/kg/glin) (Karaca ve ark., 2021) ve resveratrol (60 mg/kg/giin) (Omur ve ark., 2019)
takviyesinin AFB1’in neden oldugu lipit peroksidasyonunu (MDA) azalttigi; GSH,
CAT, SOD ve GSH-Px aktivitesini ise arttirdigi belirlenmistir. Yiiksek doz AFBI1
uygulamasmin (1 mg/kg/giin) hepatosit hasarina etkisini arastiran bir caligmada,
astaksantin takviyesinin SOD ekspresyonunu arttirarak hepatositleri oksidatif hasara

kars1 korudugu rapor edilmistir (Monmeesil ve ark., 2019).

Bu calismada LC-MS/MS analizi yapilan ve i¢inde resveratrol, gallik asit, siyanidin,
klorojenik asit, katesin, vanilik asit, hesperidin, ferulik asit, kuarsetin, apigenin ve krisin
gibi fitokimyasallar1 igeren Anadolu propolisi kullanilmistir. Propolisin igerdigi
antioksidan bilesikler sayesinde, niikleer faktor-kappa B (NF-kB) yolagini regiile ederek
inflamasyonu ve oksidatif stresi azalttigi bilinmektedir (Malekahmadi ve ark., 2023).

Propolisin antioksidan etkilerini degerlendirmek icin bazi c¢alismalar yapilmstir.
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Afsharpour ve ark. (2019) tarafindan Tip 2 diyabetli (T2DM) hastalar tizerinde yapilan
bir calismada 8 hafta boyunca giinliik 1500 mg/kg Iran propolisi takviyesinin TAS
diizeyini, GSH-Px ve SOD aktivitelerini arttirdig1 belirlenmistir. Cin’de yapilan bagka
bir calismada 18 hafta boyunca giinliik 900 mg/kg alinan Brezilya propolisi takviyesinin
GSH diizeyini ylikseltmesine ragmen, MDA diizeyi, GSH-Px ve SOD aktiviteleri
tizerinde O6nemli bir etkisi bulunmamistir (Zhao ve ark., 2016). Cesitli kimyasallar
kullanilarak oksidatif stres modeli olusturulan deneysel caligmalarda, propolisin
antioksidan enzim aktivitelerini arttirdigi ve lipit peroksidasyonunu azalttigi rapor
edilmistir (Demir ve ark., 2023; EI-Amawy ve ark., 2023; Laaroussi ve ark., 2021).
Mevcut ¢alismada AFBI ile indiiklenen toksisite lizerinde propolisin oksidatif hasara
kars1 koruyucu etkisi incelenmistir. Buna goére, dort hafta boyunca giinliik 250 mg/kg
propolis takviyesinin serumdaki TAS seviyesini KON ve AFBI uygulanan gruba gore
anlamli olarak arttirdig1 belirlenmistir. Ayn1 zamanda AFB1+PRO grubunun GSH-PX
aktivitesi KON grubu ile benzer olup, AFB1 grubundan 6nemli derecede yiiksek
bulunmustur. Ratlarin SOD ve CAT aktiviteleri incelendiginde propolis alan gruplarin
(PRO ve AFB1+PRO) sonuglart AFB1 grubundan yiiksek olmasina ragmen bu fark
anlamli degildir. Diger taraftan, serum MDA ve GSH diizeyleri bakimindan gruplar
arasinda anlamli bir farklilik gozlenmemistir (Tablo 4.3). Elde edilen sonuglar,
antioksidan kapasiteyi ve antioksidan enzimlerin aktivitesini arttirmasi nedeniyle
propolisin AFB1 kaynakli oksidatif strese karsi koruyucu bir takviye olabilecegini
destekler niteliktedir. Literatiirde aflatoksikozis durumunda uygulanan propolis
takviyesine iliskin ¢ok az sayida c¢alisma bulunmaktadir. Yilmaz ve ark. (2020)
tarafindan yapilan bir ¢calismada AFB1’e maruz kalan ratlarda propolis takviyesinin
CAT aktivitesi ve GSH diizeyini arttirdii, MDA diizeyini ve hepatotoksisiteyi azalttig1
belirlenmistir. Boylece propolisin AFB1 ile indiiklenen oksidatif stresi ve
hepatoksisiteyi Onleyici dogal bir ajan olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bu sonuglar,

calismamizdan elde edilen bulgular ile uyumlu bulunmustur.
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Tablo 5.1. Ratlarda antioksidan uygulamalarinin AFB1 toksisitesi tizerindeki etkilerini

gosteren galismalar

Astaksantin 2 +AFBL1:
100 mg/kg ve 1
mg/kg/glin

n=20

Siire: 7 giin

oksidatif strese etkisinin
incelenmesi.

Yontem: Histopatolojik-
immiinohistokimyasal
analizler ve ROS
kaynakli hiicre hasarina

-Astaksantin uygulanan gruplarda
patolojik  degisikliklerde azalma
gOriillmiistiir.

-Yiiksek doz astaksantin uygulanan
grupta SOD ekspresyonu anlamli
olarak yiiksek bulunmustur.

No | Calisma diizeni Sonug olgiitleri Temel bulgular Kaynak

1 Kontrol: DMSO Amag: AFBI1 ile | -AFB1 uygulanan grupta | (Monmeesil
AFBI: 1 mg/kg/giin indiiklenmis  toksisitede | hepatositlerde vakuoler | ve ark., 2019)
Astaksantin+AFB1: 5 | astaksantinin dejenerasyon, nekroz, megalositoz,
mg/kg ve 1 mg/kg/giin hepatoprotektif ve | biniikleasyon saptanmustir.

G2: Zeytinyag1
G3: Siyah cay

kurkuminin AFB1’e kars1
etkinliginin

histopatolojik degisikliklere neden
olmustur.

karst antioksidatif etki | -Yiiksek doz astaksantin
gosteren SOD | takviyesinin SOD ekspresyonunu
aktivitesinin belirlenmesi. | arttirarak AFB1’in neden oldugu
hepatosit hasarini onledigi
belirtilmistir.
2 G1: Kontrol Amag: Siyah c¢ay ve | -AFBl karaciger ve bobrekte | (El-Mekkawy

ve ark., 2020)

SOD
aragtirtlmasi.

diizeylerinin

benzer bulunmustur.

G4: Kurkumin degerlendirilmesi. -Siyah cay ve kurkumin birlikte
G5: Zeytinyaginda | Yontem: Hepatorenal | uygulandiginda SOD, CAT, GSH-
¢ozdiriilmiis AFB1 25 | histopatoloji ve serum | Px ve TAS diizeyleri daha yiiksek
mcg/kg/gilin SOD, CAT, GSH-Px ve | bulunmustur.

G6: AFBl+siyah ¢ay | TAS diizeylerinin

(%2) belirlenmesi.

G7:  AFBl+kurkumin

(200 mg/kg/giin)

G8: Siyah ¢ay +

kurkumin

n=48

Siire: 90 giin

3 Kontrol: 7 rat Amag: AFBl’e karsi | -AFB1’e maruz kalan grupta MDA | (Karaca  ve
Likopen: 7 rat, 15 giin | likopen takviyesinin | yiiksek; ark., 2021)
boyunca 5 mg/kg/giin karaciger  hasari  ve | GSH, SOD ve CAT diizeyleri diisiik
AFBI1: 10 rat, 7 gin | oksidatif strese etkisinin | bulunmustur.
boyunca, 0,5 | belirlenmesi. -Oksidatif ~ stres  parametreleri
mg/kg/giin Yontem:  Biyokimyasal | likopen takviye edildiginde kontrol
AFB1+likopen: 10 rat, | analizler kullanilarak | grubuyla benzer bulunmustur.

15 giin, 0,5 mg/kg/glin | karaciger dokusunda | -AFB1 maruziyeti doku hasarina
ve 5 mg/kg/glin MDA, GSH, CAT, SOD, | neden olmustur.
n=34 GSH-Px ve GST

diizeylerinin

aragtirilmasi.

4 Kontrol Amag: AFBl’e karsi | -AFB1  spermatogenik hiicrelerde | (Omur ve
AFBI: 7,5 mecg/kg/giin | resveratroliin nekroza ve dejenerasyona neden | ark., 2019)
Resveratrol: 60 mg/kg spermatolojik hasar | olmustur.

AFB1+Resveratrol: 7,5 | lizerine etkilerinin | -AFB1’e maruz kalan ratlarda MDA
meg/kg/giint 60 mg/kg | arastirilmast. diizeyi yiiksek, SOD, CAT, GSH-Px
n=28 Yontem: Testislerde | ve GSH diizeyleri diistik
Siire: 16 giin histopatolojik bulunmustur.
degisiklikler ve oksidatif | -Resveratrol takviye edildiginde
stres parametreleri GSH, | antioksidan enzimlerin aktivitesi
MDA, CAT, GPX ve | yikselmis ve kontrol grubuyla
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5.3.Mikrobiyota Analizi ile Tlgili Bulgularin Degerlendirilmesi

Bagirsak mikrobiyotasindaki biyogesitlilik, ekosistemin istikrarinin yani sira ekolojik
islevine de katkida bulunarak dengeli bir ekosistemin korunmasinda 6nemli bir rol
oynamaktadir (Gong ve ark.,, 2016). Bagirsak mikrobiyota kompozisyonunun
incelenmesinde yaygin olarak alfa c¢esitlilik ve beta c¢esitlilik indeksleri
kullanilmaktadir. Alfa g¢esitlilik indeksleri, tek bir mikrobiyal toplulukta (grup veya
ornek) kag tiiriin bulundugunu (zenginlik) ve bu tiirlerin ne kadar dengeli dagildigini
(diizgiinliik) gostermektedir (Pennycook ve Scanlan, 2021). Diger bir ¢esitlilik tiirii olan
beta cesitlilik indeksleri, farkli mikrobiyal topluluklar (gruplar veya drnekler) arasindaki
tiir ¢esitliliginin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bu sayede, farkli deney gruplarina ait
bagirsak mikrobiyotast Ornekleri heterojenlik esas alinarak karsilastirilmaktadir

(Pennycook ve Scanlan, 2021).

Gozlemlenen OTU sayilarina gdre bir ornegin zenginligi ve goreceli bolluklar1 alfa
cesitlilik indeksleri kullanilarak hesaplanmaktadir. Alfa gesitlilik indeksleri arasinda yer
alan Chaol indeksi, bir topluluktaki tiirlerin sayisini tahmin etmek i¢in kullanilir ve
nadir olarak bulunan tiirlerin sayis1 hakkinda bilgi verir. Bu 6zellikleri ile Chaol indeksi
diistik bolluga sahip tiirlerin belirlenmesine daha iyi olanak sagladigindan, eksik tiirlerin
sayisini tahmin etmek i¢in kullanighi bir biyoinformatik yontemdir (Chao, 1984).
Gozlemlenen baskin ve nadir tiirlerin toplami ise ACE indeksi kullanilarak
hesaplanmaktadir. Bu yontem ile 6rnekte 10'dan fazla iiye igeren tiirler bol tiir, 10'dan
az liye igeren tlirler ise nadir tiir olarak tanimlanmaktadir (Hughes ve ark., 2001).
Toplulukta bulunan tiirlerin sayisal olarak degerlendirilmesine ek olarak Shannon ve
Simpson yontemleri, toplulugun zenginligi ve dengeli dagilimi hakkinda bilgi
vermektedir. Goreceli bolluklar goz 6niine alindiginda, bu ¢esitlilik indeksleri hem tiir
zenginligini hem de farkli tiirler arasindaki dagilimmnin esitligini agiklamaktadir.
Bununla birlikte, her iki ¢esitlilik indeksinin de kendine 6zgii yanlar1 vardir. Shannon
indeksi tiir zenginligine daha fazla agirlik verirken, Simpson indeksi 6l¢limiinde tiir

zenginliginden ¢ok tiirlerin dengeli dagilimi ifade edilmektedir (Kim ve ark., 2017).

AFB1 maruziyetinin bagirsak mikrobiyotasinda disbiyoza neden olarak bakteriyel tiir
cesitliligini azalttig1 yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Grosu ve ark., 2019; Wang ve
ark., 2016a; Zeng ve ark., 2018). Bu ¢alismada, standart diyet ile beslenip herhangi bir
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miidahalenin yapilmadig1 ve boylece disbiyoz tablosunun olusmadigi KON grubuna ait
tiir zenginliginin AFB1’e maruz kalan deney gruplarindan daha fazla olmasi beklenen
bir sonugtur. Ancak AFB1 grubunda gozlemlenen tiir sayisi istatistiksel 6neme sahip
olmasa da KON grubuna kiyasla daha yiiksek bulunmustur. Literatiirde bulunan giincel
calismalarda AFB1’e maruz kalan deney hayvanlarinda gozlemlenen tiir sayisi ve
zenginliginin kontrol grubundan daha yiiksek oldugu veya benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. Ye ve ark. (2023) c¢alismasinda 28 giin boyunca standart diyet alan
farelere oral gavaj ile 0,05 ng/g AFBI uygulanmistir. Calisma sonunda gozlemlenen
bakteriyel tiir sayist ve ACE indeks degeri bakimindan AFB1 uygulanan ve kontrol
grubu arasinda anlamli bir farklilik saptanmamistir. Liew ve ark. (2019) tarafindan
yapilan bir ¢alismada bes giin boyunca 25 mcg/kg/giin AFB1 uygulamasi sonucu Chaol
ve Shannon indeks degerlerinde kontrol grubuna kiyasla 6nemli bir degisiklik
goriilmemistir. AFB1 dozunun tiir zenginligi ve ¢esitliligine etkisini aragtiran bagka bir
calismada AFB1 dozu arttik¢a (100 mcg, 500 mcg ve 1000 meg/kg giin) tiir zenginligini
gosteren Chaol ve ACE indeksleri ile tiirlerin dagilimini gosteren Shannon ve Simpson
indekslerinde artis kaydedilmistir (Peng ve ark., 2022). Literatiirdeki caligmalarla
uyumlu olarak bu ¢alismada AFB1 grubunun ACE ve Shannon indeks degerleri KON
grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek; Chaol ve Simpson indeks degerleri ise
benzer bulunmustur (Sekil 4.3). AFB1 maruziyetinden sonra bakteriyel tiir zenginlik ve
cesitlilik degerlerinin modiilasyonu amaciyla bazi yontemler gelistirilmistir (Afshar ve
ark., 2020). Bu yontemler arasinda siiphesiz probiyotikler 6énemli bir yere sahiptir
(Huang ve ark., 2017). Probiyotik bakterilerin biyoadsorbsiyon ve biyodegredasyon
yoluyla AFBI’in uzaklastirlmasinda goérev aldigi belirtilmektedir (Afshar ve ark.,
2020). Bu caligmada ilk defa AFB1’e maruz birakilan ratlara propolis takviyesi
yapilarak bakteriyel cesitlilik ve bagirsak mikrobiyota kompozisyonundaki degisim
arastirilmistir. Ratlara uygulanan propolis takviyesi (PRO) sonucu goézlemlenen tiir
sayisi, Chaol, ACE ve Simpson indeks degerleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
artmustir. Ote yandan, Shannon indeks degerinin KON grubuna gore yiiksek olmasina
ragmen bu fark anlamli degildir (Sekil 4.3). Diyabetik ratlar tlizerinde yapilan bir
calismada dort hafta boyunca giinlik 240 mg/kg propolis uygulamasimnin bakteriyel
zenginlik (Chaol ve gozlemlenen tiir sayisi) lizerinde etkili degilken, cesitliligi

(Simpson ve Shannon) arttirdig1 saptanmistir (Xue ve ark., 2019). Bunun aksine dokuz
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hafta boyunca giinliik 150 mg/kg Cin propolisi takviyesi yliksek yagli diyetle beslenen
farelerde bakteriyel zenginligi ve cesitliligi etkilememistir (Zheng ve ark., 2020).
Mevcut ¢alismada, AFB1+PRO grubuna ait alfa ¢esitlilik indeks degerleri KON grubu
ile benzerlik gostermistir. Bu durum propolis takviyesinin bakteriyel tiir zenginlik ve
cesitlilik degerlerinde belirgin artis saglayarak bagirsak mikrobiyotasi iizerinde etkili
oldugunu gostermektedir. Diger taraftan, AFB1 ile birlikte propolis takviyesi
yapildiginda PRO grubuna kiyasla bakteriyel tiir ¢esitliliginde azalma olsa da KON
grubu ile benzer bulunmustur. Dolayisiyla AFB1’¢ maruz kalan ratlara propolis
takviyesi uygulandiginda bakteriyel zenginligin ve ¢esitliligin diizenlenmesine yardimci

olabilecegi diisliniilmektedir.

Deney gruplar1 arasinda bagirsak mikrobiyota kompozisyonunun degerlendirilmesi igin
Bray-Curtis benzesmezlik indeksi, Agirhksiz ve Agirlikli  Unifrac  uzaklig
kullanilmaktadir. Beta cesitlilige ait olan bu yontemler, bakteriyel tiir ¢esitliliginin bir
deney grubundan digerine degisimini 6l¢mektedir. Bray-Curtis benzesmezlik indeksi,
deney gruplar1 arasindaki filogenetik topluluk farkini belirleyebilmek igin bakteri
cesitliligi ve goreceli bollugu hakkinda bilgi vermektedir. Unifrac uzakligi, bakteriyel
topluluklart mesafe 6lglimiine gore karsilastirmaktadir. UniFrac, gozlemlenen bakteriyel
tirler arasindaki filogenetik uzakliklar1 hesaplayarak topluluk iiyelerinin gdreceli
bolluguna iliskin verileri icermektedir. Agirliksiz Unifrac filogenetik uzakligi
belirtirken, agirlikli Unifrac bolluk sayimlariyla agirliklandirilmis baskin tiirlerin
filogenetik uzaklig1 gosterilmektedir. Filogenetik uzakliga bagh olarak gelistirilen bu
yontemler boyut indirgeme yontemleri (PCoA) kullanilarak gorsellestirilmektedir

(Plantinga ve ark., 2019).

Bu calismada beta ¢esitlilik Agirliksiz Unifrac uzakligi, Agirlikli Unifrac uzakligi ve
Bray-Curtis benzesmezlik indeksi kullanilarak degerlendirilmistir. Agirliksiz Unifrac
uzakliklarina iliskin temel koordinat analizine gore, KON ve AFB1+PRO grubunun
diger deney gruplarindan ayrisarak kiime olusturdugu goriilmiistiir (Sekil 4.5). Ancak
deney gruplar1 arasinda tiirlere ait goreceli bolluklarin birbirinden ayrismadigi ve
benzerlik gosterdigi Agirlikli Unifrac uzakliklar1 sonucunda belirlenmistir (Sekil 4.6).
Bununla birlikte Bray-Curtis benzesmezlik indeksine dayanan temel koordinat analizi
sonuclart Agirliksiz  Unifrac uzakliklarmma paralel olup, KON ve AFB1+PRO

gruplarindaki ratlarda bakteriyel topluluklarinin, AFB1 ve PRO gruplarindaki ratlara
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gore birbirine nispeten daha yakin bulunmustur (Sekil 4.7). Ayrica, bu gruplar, PC2 ile
gosterildigi gibi, farkli kiimelere ayrilmistir. Dolayisiyla, aflatoksin maruziyeti ve
propolis takviyesi ratlarda bagirsak mikrobiyotasi topluluk yapisini degistirmistir.
Calismamizin yontemine benzer sekilde planlanan bir ¢alismada dort hafta boyunca
ratlara giinliik 25 mcg/kg AFB1 ve probiyotik olarak Lactobacillus casei Shirota (10°
kob/giin) oral gavaj ile uygulanmistir. Bagirsak mikrobiyota kompozisyonundaki
degisim Bray-Curtis benzesmezlik indeksi ile incelenmis ve probiyotik grubu ile kontrol
arasindaki mesafeler AFB1’e maruz kalan gruba kiyasla daha yakin bulunmustur. Buna
ek olarak, hem probiyotik hem de AFBI alan grup kontrol grubundan ayrigmistir (Liew
ve ark., 2022). Mevcut calismada bu c¢alisma ile uyumlu olarak AFB1 grubunun
mikrobiyal topluluk yapist KON grubundan uzaklagsmistir. Boylece diisiik doz AFB1
maruziyeti, bakteriyel tiir cesitliligini ve bolluklarmni1 degistirmesi nedeniyle bagirsak

mikrobiyota kompozisyonu iizerinde etkili bir faktor olarak nitelendirilebilir.

Wang ve ark. (2015) ¢alismasinda ratlara AFB1’i diistik (5 mcg/kg), orta (25 mcg/kg)
ve yiiksek (75 mecg/kg) dozlarda dort hafta boyunca uygulanmistir. Agirliksiz Unifrac
uzakligima ait PCoA grafiginde deney gruplarmin net bir sekilde ayrildig
gbzlemlenmistir. Bunun yani sira, AFB1’in dozu arttik¢a ayn1 doz grubundaki ratlara ait
bakteriyel tiir ve gesitliligin birbirine daha yakin oldugu belirtilmistir. Mevcut ¢alisma
ve bu c¢alisma dikkate alindiginda AFB1’in 25 mcg/kg/giin (dort hafta) ve daha diisiik
dozlarda uygulanmasinin bagirsak mikrobiyotasinda bulunan bakteriyel tiir ve cesitliligi

degistirebilecegini gostermistir.

Literatiirde AFB1’e maruziyet sonrasinda bakteriyel topluluk yapisini korumaya
yonelik yapilan g¢alisma sayist sinirli diizeydedir. Cin propolisi ve Brezilya (300
mg/kg/giin, bir hafta) propolisinin karsilagtirildigi bir calismada ratlarin bakteriyel
toplulugu Agirlikli Unifrac uzaklig ile gorsellestirilmistir. Buna gore, kontrol grubu,
Cin ve Brezilya propolisi uygulanan gruplarin benzersiz bir bagirsak mikrobiyotasi
yapisina sahip oldugu ve farkli kadranda kiimelendikleri rapor edilmistir (Wang ve ark.,
2018). Bu caligmada, boyut indirgeme yontemleri kullanilarak Anadolu propolisinin
bagirsak mikrobiyota kompozisyonuna etkisi arastirtlmistir. AFB1’e maruz kalan ratlara
uygulanan propolis takviyesi sonucu bakteriyel topluluklarin KON grubu ile benzer
oldugu bulunmustur (Sekil 4.7). Bu iki ¢alisma sonuglarmin farkli olmasmin nedeni

kullanilan propolisin bilesimindeki farkliliklardan kaynaklanabilir. Ciinkii propolisin
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icinde bulunan fenolik bilesiklerin ¢esidi ve miktar1 cografik bolge, bitki ortiisii, iklim,

mevsim ve toplama zamani gibi faktorlerden etkilenebilir (Aldemir ve ark., 2015).

Bu calismada deney gruplarindaki bakteriyel tiir toplulugunu arastirmak icin Venn
diyagrami kullanilarak ortak ve benzersiz OTU’larin analizi yapilmistir (Sekil 4.8).
OTU’larin ¢ogu (%46,7) dort deney grubu arasinda paylasiimistir. KON, AFB1, PRO
ve AFB1+PRO gruplarinin OTU sayilart sirasiyla 9 (%4,2), 20 (%9,4), 17 (%8) ve 16
(%7,5) olarak bulunmustur. AFB1 maruziyeti ve propolis takviyesinin OTU sayisini
arttirdig1 belirlenmistir. Benzer sekilde yapilan bir ¢alismada AFB1 (1 mcg/mL)
uygulanan farelerin OTU sayisi kontrol grubuna gore daha yiiksek bulunmustur (Tian
ve ark., 2022). Bunun aksine diisiik (2,5 mg/L), orta (4 mg/L) ve yiiksek doz (10 mg/L)
AFB1 uygulanan farelerde yliksek doz grubunun OTU'lar1 orta doz grubuna gore biraz
daha yiiksek olmasina ragmen, tiim deney gruplarindaki OTU'lar azalma egilimi
gostermistir (Yang ve ark., 2017). Mevcut ¢alisma ve bu ¢alismalar AFB1’in OTU
sayisini azalttigi gibi arttirabilecegini de goOstermektedir. Bu durumda bakteriyel
toplulugun zenginlik ve cesitlilik bakimindan niceliksel olarak degerlendirilmesinin

yaninda niteliksel olarak arastirilmasinin da faydali olabilecegi diisiintilmektedir.

Bagirsak mikrobiyotast besin ve ilag metabolizmasi, immiin sistemin regiilasyonu ve
bagirsak epitelinin korunmasi gibi birgok fonksiyonda gorev alan kompleks ve dinamik
bir ekosistemden olusmaktadir (Jia ve ark., 2022; Lin ve ark., 2023). Yapilan
caligmalarda AFB1’in bagirsak mikrobiyota kompozisyonunu degistirdigi ve faydali
bakterilerin sayisin1 azalttigi gosterilmistir (Zhou ve ark., 2019). Sekil 4.9°da
gosterildigi lizere, mevcut ¢alismada tiim deney gruplarinda Firmicutes ve
Bacteroidetes filumlari baskin bulunmustur. Firmicutes/Bacteroidetes (F/B) orani
siklikla hastalik durumunda konagin bagirsak mikrobiyotasindaki degisimi tespit etmek
icin kullanilmaktadir (Palkova ve ark., 2021). Bu orandaki artis, inflamatuar belirteg
diizeyleri ve intestinal metabolik homeostazinin  patolojik  durumu ile
iliskilendirilmektedir (Lozupone ve ark., 2012). Mevcut c¢aligmada, istatistiksel olarak
onemli olmasa da AFB1’in Firmicutes bollugunu azalttig1 ve Bacteroidetes bollugunu
arttirdig1 ve bdylece daha diisiik F/B oranina neden oldugu goriilmiistiir (CON: 3,2;
AFBI1: 3). Bununla birlikte, AFB1’e maruz kalan ratlara propolis uygulandiginda
(AFB1+PRO) Bacteroidetes bollugunun artmasina bagli olarak F/B orani azalmistir

(AFBI+PRO: 2,01). Benzer sekilde, AFB1 maruziyetinin deney hayvanlarinda F/B
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oranini kontrol grubuna gore azalttig1 tespit edilmistir (Lin ve ark., 2023; Tian ve ark.,
2022). Bunun aksine, AFB1 maruziyetinin F/B oranin1 énemli derecede arttirdigi ve bu
durumun intestinal metabolik homeostazi bozabilecegi ve inflamatuar degisikliklere
neden olabilecegi rapor edilmistir (Cao ve ark., 2021; Sui ve ark., 2022). Bagirsak
mikrobiyotasinin modiilasyonu i¢in AFB1’e maruz kalan deney hayvanlarina uygulanan
Lactobacillus casei Shirota (Liew ve ark., 2022) ve Lactobacillus plantarum T3 (Tian
ve ark., 2022) suslarimin Firmicutes/Bacteroidetes oranimi arttirdigi; flavonoidlerlerin
ise azalttig1 gosterilmistir (Huang ve ark., 2023). Dolayisiyla zengin flavonoid igerigine
sahip propolis ve diger flavonoid tiirlerinin AFB1 maruziyeti sonucu bagirsak
mikrobiyotasindaki F/B oranin1 diizenlemede etkili olabilecegi diistiniilmektedir.
Boylece flavonoidler, bagirsak mikrobiyota kompozisyonunun modiilasyonu ile
intestinal epitel dokunun korunmasma ve inflamasyonun azaltilmasina katki

saglayabilir.

Bu calisgmada bagirsak mikrobiyotasinda goreceli bollugu degerlendirilen; salgiladig:
endotoksin Ozellikteki LPS nedeniyle bagirsak mikrobiyota disbiyozuna yol agan
Proteobacteria (Huszczynski ve ark., 2019), tiim deney gruplarinda géreceli bollugu en
yiiksek {igiincii filum olarak belirlenmistir (Sekil 4.9). Firsate1 patojen bakterileri i¢eren
Proteobacteria filumunun (Shin ve ark., 2015) asir1 biiyiimesinin yiiksek diizeyde
bagirsak dokusunun inflamasyonu ve artan bagirsak gecirgenligi ile giiclii bir sekilde
iligkili olduguna dair kanitlar bulunmaktadir (Shin ve ark., 2015). Liimen pH degeri ve
bagirsak yapisindaki degisiklikler gibi gastrointestinal faktorler Proteobacteria
filumunun asir1 biliylimesine neden olabilir (Wang ve ark., 2023). Ayrica, AFB1’e
maruziyetin de Proteobacteria filumunun goreceli bollugunu arttirdigi bilinmektedir
(Xue ve ark., 2023). Ancak, Lin ve ark. tarafindan yapilan c¢aligmada AFBI
maruziyetinin Proteobacteria goreceli bollugunu 6nemli diizeyde azalttigi gosterilmistir
(Lin ve ark., 2022). Mevcut ¢alismada, en yiiksek Proteobacteria goéreceli bolluguna
sahip grubun AFBI1; en diisiik grubun ise PRO oldugu belirlenmistir. Bu baglamda
propolis takviyesinin, intestinal mukozal bariyerin bozulmasina neden olan

Proteobacteria filumunun goreceli bollugunu diizenleyici etki gosterdigi sdylenebilir.

AFB1’e maruziyet bagirsak mikrobiyota kompozisyonun aile diizeyinde bazi
degisikliklere yol acabilir. Ozellikle laktik asit bakterilerinin AFB1 varliginda azalma

egilimi gosterdigi bildirilmektedir (Sobral ve ark., 2022). Mevcut calismada, KON
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grubuna gore Firmicutes filumuna mensup Lactobacilloceae ailesinin goreceli bollugu
AFB1 grubunda daha diisik, PRO grubunda ise daha yiiksek bulunmustur.
Calismamizdan elde edilen bu sonug literatiirle uyumlu bulunmustur. Ishikawa ve ark.
(2017) calismasinda tek seferde 663 mcg/kg AFB1’e maruz kaldiktan sonra farelerin
bagirsak mikrobiyotasinda Firmicutes filumuna mensup Lachnospiraceae ailesinin
bollugunda bir artis da goriilmugstir. Ratlarda yalnizca propolis takviyesinin
Lachnospiraceae ailesinin goreceli bollugunu arttirdigi belirlenmistir (Xue ve ark.,
2019). Mevcut ¢alismada Lachnospiraceae ailesinin goreceli bollugunun AFB1+PRO
grubunda diger gruplara gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Buna gore, AFB1’e
maruziyet sonrasinda yapilan propolis takviyesinin Lachnospiraceae ailesinin goreceli

bollugunu daha ¢ok arttirdig ¢ikarimina varilabilir.

Bacteroidetes filumuna mensup Prevotella cinsi bakteriler ile ilgili yapilan ¢alismalar,
cesitli tirler ile beslenme Oriintiileri, saglik ve hastaliklar arasindaki iligkilere
odaklanmistir. Yeni nesil dizileme yontemleri kullanilarak Prevotella cinsinin bagirsak
ekosistemindeki rolii ve mukozal yapiya etkileri ortaya konmustur (Precup ve Vodnar,
2019). Prevotella cinsi bakteriler karbonhidrat ve protein igeren besinlerin
metabolizmasina yardimci olmaktadir (Flint ve Duncan, 2014). Bazi Prevotella
suslarinin  kardiyovaskiiler hastalik riskini azalttigi ve glukoz metabolizmasini
iyilestirdigine dair kanitlar bulunmaktadir (Mancabelli ve ark., 2017; Wang ve ark.,
2016b). Fakat patobiyont Ozellige sahip suslarin inflamatuar bagirsak hastaliklari,
metabolik sendrom ve obezite gibi hastaliklari tetikledigi belirtilmistir (Larsen, 2017).
Sprague Dawley ratlar1 iizerinde yapilan bir ¢alismada AFBI1’in (25 mcg/kg/giin 4
hafta) potansiyel patojenik Ozellikteki Prevotellaceae NK3831 ve Prevotella 9
bakterilerinin asir1 bliylimesini indiikledigi; probiyotik uygulamasinin olusan disbiyoz
tablosunu iyilestirdigi belirtilmistir (Liew ve ark., 2022). Koyunlarla yapilan bir
calismada AFB1 maruziyeti Prevotella cinsinin goreceli bollugunu anlamli olarak
artirmistir (Lin ve ark., 2023). Mevcut c¢alismada AFB1’e maruz kalan gruplarda
(AFB1 ve AFB1+PRO) Prevotella cinsinin goreceli bollugu KON grubuna gore
artmistir ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli diizeyde degildir. Ote yandan
propolis takviyesinin Prevotella cinsinin goreceli bollugu itizerinde 6nemli bir etkisi
olmamistir (Sekil 4.14).
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Aflatoksinlerin detoksifikasyonu i¢in en ¢ok ¢alisilan bakteri tlirlerinden birisi de laktik
asit bakterileridir (Lactobacillus, Ligilactobacillus, Leuconostoc, Carnobacterium,
Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus ve Pediococcus). Bu bakteri grubu besin
isleme yontemlerinde siklikla kullanilmakta ve toksinlere yiiksek afinite gostermektedir
(Adebo ve ark., 2017). Laktik asit bakterileri AFB1’in hiicre duvarina baglanmasini
engelleyerek detoksifikasyonda rol oynamaktadir (Guan ve ark., 2008). Siit tiriinlerinde
kullanilan laktik asit bakterileri ve bifidobakteri suslariin AFB1'e baglandig1 yapilan
calismalarda rapor edilmistir (Elsanhoty ve ark., 2014). Bagirsak mikrobiyotasinda
normal diizeyde bulunan Lactobacillus bagirsakta kolonize olan patojenik bakterilerin
inhibisyonunu saglamakta; kandaki amonyak ve kolesterol diizeylerini diisiirmektedir
(Khare ve Gaur, 2020; Li ve ark., 2018). Ancak Lactobacillus cinsinin asir1 biiyiimesi
bagirsak mikrobiyotasinda dengesizlige ve bagirsagin peristaltik hareketlerinin
bozulmasma yol acabilir. Bunun yani sira, uygulanan doza bagli olarak AFBI
maruziyetinin bagirsak mikrobiyotasindaki Lactobacillus goreceli bollugunu etkiledigi
belirtilmistir (Wang ve ark., 2016a).

Huang ve ark. (2023) tarafindan yapilan calismada AFBI1’e maruziyet sonucu
Lactobacillus goreceli bollugu kontrol grubuna gore artma egilimi gostermistir. Fareler
lizerinde yapilan baska bir c¢alisgmada AFBI1 uygulamasi Lactobacillus goreceli
bollugunu belirgin olarak arttirmistir ve farelere melatonin uygulandiginda ise bolluk
diizeyi kontrol grubu ile benzer bulunmustur (Liu ve ark., 2022). Mevcut ¢alismada
deney gruplari karsilastirildiginda, AFB1+PRO grubunun Lactobacillus goreceli
bollugu KON grubuna goére anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur (p=0,049) (Sekil
4.14). Bu grupta Lactobacillus géreceli bollugunun yiiksek olmasimin nedeni AFB1’in
cogalmay: indiikleyici etkisinden veya propolisin yapisindaki fenolik bilesiklerden
kaynaklanabilir. Nitekim propolisin yapisinda bulunan krisin flavonunun yiiksek yagh
diyetle beslenen ratlarda Lactobacillus goreceli bollugunu 6nemli diizeyde arttirdigi
saptanmustir (Yuvaraj ve ark., 2022). Elde edilen sonuglar dogrultusunda, Lactobacillus
goreceli bollugunun AFB1 maruziyeti ile uygulanan potansiyel iyilestirici tedavi

yontemi ve iceriginden etkilenebilecegi diistintilmektedir.

Roseburia cinsi biitirat iireten bakteriler arasinda yer almakta ve genellikle kolonda
bulunmaktadir (Nie ve ark., 2021). Prebiyotik 6zellige sahip besinlerin tiiketilmesi

sonucunda Roseburia goreceli bollugunun arttig1 bilinmektedir (Singh ve ark., 2017).
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Roseburia'nin, bazi metabolitler iireterek inflamatuar barsak hastaligi, T2DM ve
ateroskleroz gibi ¢esitli hastaliklarin iyilestirilmesine katkida bulundugu gdsterilmistir
(Nie ve ark., 2021). Zhou ve ark. (2018) calismasinda ratlarda artan AFBI1
maruziyetinin Roseburia goreceli bollugunu ve KZYA {iretimini azalttigi rapor
edilmistir. Mevcut calismada AFB1+PRO grubu daha yiiksek Roseburia goreceli
bolluguna sahip olsa da bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. AFB1+PRO
grubunda Roseburia goreceli bollugunun artmasi propolisin  yapisindaki bazi
bilesiklerin prebiyotik aktivitesi gostermesinden kaynaklanabilir (Alfarrayeh, Fekete,
Gazdag, & Papp, 2021). Ek olarak, propolis takviyesinin farelerde anti-obez ve anti-
inflamatuar etkiye sahip Roseburia goreceli bollugunu arttirdigr ve bolluk diizeyinin
inflamatuar parametrelerle (TNF-a ve IL-6) negatif iliskili oldugu belirlenmistir (Cai ve
ark., 2020). Mevcut ¢alismada, prebiyotikleri metabolize ederek asetat ve propiyonat
gibi KZYA {retimini saglayan Phascolarctobacterium cinsi ile serum GSH-Px
aktivitesi arasinda pozitif iligki bulunmustur (Pearson’s r= 0,355, p=0,048).
Phascolarctobacterium cinsi bakterilerin inflamatuar sitokinlerin {iretimini azaltarak
oksidatif stresi Onledigi ileri surilmustir (Li ve ark., 2022; Samanta, 2022).

Calismamizdan elde edilen sonuglar bu bulguyu destekler niteliktedir.

Propolis ve AFB1 uygulamasindan sonra bakteriyel taksonomideki spesifik
degisiklikleri tanimlamak i¢in LEfSe analizi yapilmistir. Cins diizeyinde tarama
yapilarak deney gruplarinda dikkat ¢eken bazi cinsler belirlenmistir. AFB1 grubunda
yakin zamanda tanimlanan gram negatif Pseudescherichia cinsi belirgin olarak
artmistir. Pseudescherichia nadir goriilen bir patojen olmakla birlikte sepsise neden
oldugu tespit edilmistir (Ibrahim, 2021). Buradan yola ¢ikarak, AFB1 maruziyetinin
patojenik bakteri popiilasyonunu arttirdigi soylenebilir. Diger taraftan, AFB1+PRO
grubunda KZY A iireten ve oksidatif stresi azaltarak inflamatuar bagirsak hastaliklarinin
tedavisinde kullanilan Anaerostipes (Lee ve ark., 2021) ve Coprococcus (Nogal ve ark.,
2021) bolluklar1 agik¢a artmigtir. Bu baglamda, propolisin yapisinda bulunan prebiyotik
ozellikteki fenolik bilesiklerin (Aabed ve ark., 2019) Anaerostipes ve Coprococcus cinsi
bakteriler i¢in substrat saglayarak biiylimesini tesvik edebilecegi tahmininde

bulunulabilir.

Bu ¢alismanin bazi gii¢lii yonleri ve sinmirliliklar1 bulunmaktadir. AFB1’e maruz kalan

ratlarda propolis takviyesinin disbiyoz tizerindeki etkisinin (biyokimyasal ve amplikon
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sekanslama) kapsamli bir sekilde arastirilmasi bu ¢alismanin gii¢lii yonlerinden biridir.
Bununla birlikte, propolis takviyesinin AFB1 kaynakli disbiyoz iizerindeki etkilerinin
daha iyi anlasilmasi i¢in caligma siiresinin uzatilmasi1 ve yapilan uygulamalarin farkl
dozlarda denenmesi ileriki caligmalar i¢in Onerilebilir. Ayrica, AFB1 maruziyeti
sonucunda yapilan propolis takviyesinin bagirsak mikrobiyotasi tarafindan iiretilen

KZY A tizerindeki etkileri degerlendirilebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, mevcut ¢alismada AFB1’e maruz ratlara uygulanan propolis takviyesinin

oksidatif stres tablosu ve bagirsak mikrobiyota kompozisyonu iizerine etkileri

arastirilmis olup, asagidaki sonuglar elde edilmistir:

1.

2.

3.

4.

Deney siiresince viicut agirligi kazanimi en yiiksek KON grubunda, en diisiik ise
PRO grubunda olmustur. Ancak viicut agirligt kazanimi bakimindan deney
gruplar1 arasinda anlamli bir fark saptanmamustir.

Yapilan biyokimyasal analizler ile deney gruplarinda oksidatif stres durumu
aragtirtlmistir. Buna gore, GSH ve MDA diizeyleri bakimindan deney gruplari
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. AFB1 grubunda GSH-Px diizeyinin
KON grubuna gore oOnemli derecede azaldigi, propolis takviyesi yapilan
gruplarda (PRO ve AFBI+PRO) ise belirgin bir degisiklik olmadigt
goriilmiistiir. AFB1 grubunun en diisiik SOD ve CAT enzim aktivitelerine sahip
oldugu saptanmustir. Ek olarak, propolis takviyesi yapilan gruplarda ise bu
enzim aktivitelerinin KON grubu ile benzer oldugu belirlenmistir. Bununla
birlikte, PRO grubunun TAS diizeyi KON ve AFB1 gruplarindan anlamli olarak
daha yiiksek bulunmustur.

Deney gruplarindaki bagirsak mikrobiyal toplulugu arastirmak icin ortak ve
benzersiz OTU’larin analizi yapilmistir. AFB1 grubunun daha spesifik OTU’lar
icerdigi, KON ve AFBI1+PRO gruplarinin mikrobiyal topluluk yapisinin diger
gruplara gore daha benzer oldugu goriilmistiir. Boylece AFB1 maruziyeti ve
propolis takviyesi ratlarda bakteriyel topluluk yapisini degistirmistir.

Yapilan alfa ¢esitlilik analizi (observed features, Chaol, Shannon ve Simpson)
PRO grubunda bakteriyel topluluk cesitliliginin diger gruplara gére daha fazla
oldugunu ortaya koymustur.



5. AFBI1 maruziyeti ve propolis takviyesinin bagirsak mikrobiyotasinda filum,
smif, takim, aile, cins ve tiir diizeyinde goreceli bolluklari incelenmistir. Buna
gore Firmicutes, Bacteroidetes ve Proteobacteria filumlarinin ratlarin
gaitalarinda en bol bulunan filumlar oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte,
Ligilactobacillus, Roseburia, Lactobacillus, Prevotella ve Romboutsia deney
gruplarinda farkli oranlarda olsa da bu cinsler bagirsak mikrobiyotasinin
¢ogunlugunu olusturmaktadir.

6. Mevcut calismada, prebiyotikleri metabolize ederek asetat ve propiyonat gibi
KZYA iretimini saglayan Phascolarctobacterium cinsi ile serum GSH-Px
aktivitesi arasinda pozitif iligki bulunmustur.

7. Spesifik olarak, AFB1 grubunda patojen olarak bilinen gram negatif
Pseudescherichia cinsi belirgin olarak artmistir. AFBI1+PRO grubunda ise
KZYA iireten ve oksidatif stresi azaltarak inflamatuar bagirsak hastaliklarinin
tedavisinde kullanilan Anaerostipes ve Coprococcus bolluklarinin arttig

belirlenmistir.

Bu calisma, diisiik doz AFB1 uygulamasinin neden oldugu disbiyoza karsi propolis
takviyesinin koruyucu etkilerini gosteren ilk ¢alismadir. Oral propolis takviyesinin,
AFB1’e maruz kalan ratlarda oksidatif stresin hafifletilmesi ve bagirsak dokusunun
korunmas1 tizerine faydali etkileri olabilecegi, bunun da bagirsak mikrobiyotasinin
modiilasyonuna katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Bu sonuclardan yola ¢ikarak,
insanlarda AFB1 maruziyetinden kaynaklanan toksisite bulgularinin propolis takviyesi
ile azaltilabilecegi Ongoriilmektedir. Ancak, propolisin AFB1 detoksifikasyonundaki
potansiyel mekanizmalar1 literatiirde hala belirsizligini korumaktadir. Bu nedenle
biyolojik ajan olarak kullanilan propolisin AFB1’i detoksifiye edici etkisi molekiiler

diizeyde aragtirilmalidir.
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EK-2: Propolisin fenolik antioksidan analizi (LC-MS/MS)
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