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Bu çalışmada, insan lenfosit kültürlerinde kardeş kromatid değişimi ve biyokimyasal 
parametrelerdeki değişikliklere neden olan aflatoksin B1’e (AFB1) karşı A, C ve E 
vitaminlerinin antagonistik etkisini değerlendirmeyi amaçladık. Sonuçlar gösterdi ki, 
AFB1 insan lenfosit kültürlerinde KKD frekansı önemli derecede artırdı. AFB1 verilen 
grupla, AFB1 ile birlikte A, C ve E vitaminlerinin 3 farklı konsantrasyonu verilen 
gruplar karşılaştırıldığın da KKD frekansında önemli derecede azalma görüldü. En etkili 
vitamin C vitamini olduğu, KKD frekansının azaltılmasında vitaminlerin etki sırasının 
C>E>A şeklinde olduğu tespit edildi.  

Bu çalışmanın biyokimyasal sonuçlarında ise AFB1’in önemli derecede glutatyon 
miktarı (GSH), süperoksid dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitelerini 
azaltıp, malondialdehit (MDA) seviyesini artırdığı ortaya konulmuştur. AFB1 ile birlikte 
A, C ve E vitaminlerinin verilmesi GSH miktarı, SOD ve GPx aktivitesini artırırken, 
MDA miktarını azaltmıştır. Biyokimyasal parametreler üzerine etki gösteren 
vitaminlerden en önemlisinin E vitamini olduğu ve vitaminlerin etki sırasının E>C>A 
olduğu gözlenmiştir. Sonuç olarak A, C ve E vitaminleri reaktif oksijen türlerinin 
salınımını sağlayan AFB1’e karşı koruyucu etki yaptığı tespit edilmiştir. 

2008, 98 sayfa 

Anahtar Kelimeler: Aflatoksin B1, Oksidatif stres, Kardeş kromatid değişimi, 

Antioksidan vitaminler 
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In this study, we aimed to evaluate the antagonistic effects of vitamin A, C and E 
against aflatoxin B1 (AFB1) to induce sister-chromatid exchange (SCE) and changes in 
biochemical parameters on human lymphocyte cultures. The results showed that the 
frequency of SCEs on human lymphocyte cultures was significantly increased by the 
mutagen AFB1 (5 µM). There was a significant decrease in the SCE frequency in AFB1-
treated group compared with the groups receiving AFB1 and also different three 
concentration of vitamins A, C and E. The most effective of the vitamins was vitamin C. 
The order of the decreasing effect of the SCE frequency of vitamins was: vitamin 
C>vitamin E>vitamin A. 

The biochemical results of this experiment reveal that AFB1 significantly decreased the 
level of GSH and the activities of SOD and GPx, and increased the level of MDA. 
Simultaneous supplementation with vitamin A, C and E restored these parameters to 
that of normal ranges. The most effective of the vitamins was vitamin E at 200 µM and 
the order of the decreasing effect of the level of MDA and increasing effect of level of 
GSH and the activities of SOD and GPx of vitamins were: vitamin E>vitamin 
C>vitamin A. In conclusion, vitamin A, C and E exhibited protective effects on human 
lymphocytes exposed to AFB1 by inhibiting AFB1-induced ROS generation. 

2008, 98 pages  

Keywords: Aflatoxin B1, Oxidative stress, Sister chromatid exchange, Antioxidant 
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1.GĐRĐŞ 

Saccardo, mantarlar üzerinde 1880 yılına kadar yapılmış inceleme ve araştırmaları 25 

cilt halinde "Sylloge Fungorum" adlı eserde toplamış, bu eserde 80.000 mantar türü 

olduğunu bildirmiştir (Yücel 1999). Doğada parazit, saprofit ve simbiyotik olmak üzere 

farklı şekillerde yaşarlar (Sharby 1977). 

Đnsanlar için yararlı ve zararlı mantar türleri vardır. Mantarlar besin olarak tüketildiği 

gibi, aynı zamanda alkol (mayalardan), antibiyotik (örneğin Penicilin antibiyotiği 

Penicillium chrysogenum türünden), yağ (Penicillium türlerinden), vitamin 

(mayalardan), enzim, ilaç ve peynir üretiminde de çok sık kullanılmaktadırlar (Algur 

1992). 

Mantarların bu faydaları yanında zararları da vardır. Mantarlar, özellikle de küfler, deri, 

ağaç, kumaşların küflenmesine, tarımda ürün kaybına yol açmaktadırlar. Đnsanlar dahil 

çeşitli canlılar üzerinde yaşadıklarında onların hastalanmalarına, hatta ölümlerine neden 

olmaktadırlar. Tarımsal ürünler ve gıdalarda yaygın olarak zararlara yol açan küf 

cinslerinin Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Claviceps, Stachybortrys, Pithomyees, 

Phame, Myrothecium, Phomopsis ve Diplotia olduğu bilinmektedir (Sharby 1977). 

Hayvansal dokularda ve insanlarda funguslarla oluşturulan yara ve lezyonlara mikoza, 

mantarların doğrudan tüketilmesi yolu ile oluşan zehirlenmelere miketismus, mantar 

toksinlerinin yenilmesiyle oluşan zehirlenmelere ise mikotoksikozis adı verilir (Algur 

1992). Mantarların oluşturduğu toksinlere mikotoksin adı verilir. 1930–1940 lı yıllarda 

keşfedilen mikotoksinler, mantarların insan ve hayvanlarda hastalık oluşturabilen ve 

antijenik özellik göstermeyen sekonder metabolitleridir. Mikotoksinler, esas olarak 

protein yapısında ve antijen özellikte olan bakteriyel toksinlerin aksine, çok çeşitli 

kimyasal yapı ve biyolojik aktiviteye sahip maddelerdir. Karotenoidler, alkaloidler, 

siklopeptitler ve kumarinler olarak sınıflandırılan mikotoksinler, kimyasal yapı 
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bakımından birbirlerinden farklılık gösterirler. Mikotoksinlerin en toksik olanı 

aflatoksinlerdir (Wyllie and Morehouse 1977). 

Küflerin hemen her yerde bulunabilmeleri ve birçok gıda ve yem maddesinde gelişerek 

toksinlerini oluşturabilmeleri nedeniyle, mikotoksinler çok önemli doğal toksinler 

olarak kabul edilmektedirler (Chu 1977; Pohland 1993). Aflatoksinler, Aspergillus 

flavus‘un bazı suşları, Aspergillus parasiticus‘un ise hemen hemen bütün suşları 

tarafından üretilmektedir (Scott 1978; Bullerman 1979). Ancak 1987 yılında A. flavus’a 

fenotipik olarak benzeyen Aspergillus nomius (Betina 1989) ve son olarak Aspergillus 

pseudotamarii olarak isimlendirilen türünde (Ito et al. 2001) aflatoksin ürettiği 

belirlenmiştir.  

Aflatoksinler bakterilerde, kültüre edilmiş insan hücreleri ve deney hayvanlarında 

genetik hasarlara neden olurlar. Gen mutasyonları, Mikronukleus (MN), Kardeş 

Kromatid Değişimi (KKD=Sister Chromatid Exchange=SCE), Mitotik Đndeks (MI) ve 

Kromozom Anormallikleri (KA=Chromosomal Aberration) üzerine etkileri vardır 

(IARC 1993, 2002). Özellikle insanlarda karaciğer kanserine neden olduğu yapılan 

çalışmalarla gösterilmiştir. Aflatoksin B1’in (AFB1) en büyük hedef organı karaciğerdir. 

Bununla birlikte akciğerler, böbrekler ve kalınbarsak üzerinde de etkisi vardır (Wang 

and Groopman 1999). 

Aflatoksin B1 (AFB1) neden olduğu hücresel hasarın tam olarak mekanizması açık 

olmamasına rağmen, iki farklı mekanizma ile etkili olduğu düşünülmektedir. 1-

DNA’daki Guanin bazının N–7 bölgesine bağlanarak mutajenik etki gösterirler. 2-AFB1 

reaktif oksijen türlerinin (ROT=reaktive oksijen species=ROS) içinde bulunduğu 

serbest oksijen türlerinin salınımını uyararak hücrelerde hasara neden olurlar. Ayrıca 

aflatoksinlerin serbest oksijen radikallerinin seviyesinde artmaya neden olduğu için 

lipid peroxidasyonunu ve buna bağlı olarak da lipid peroksidasyonunun bir ürünü olan 

malondialdehit (MDA) miktarını artırdığı da bilinmektedir (Shen et al. 1994; Lee et al. 

2005). Etlik piliçlerde aflatoksin kullanımına bağlı olarak eritrosit süperoksid dismutaz 
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(SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi azalırken, MDA seviyesinde 

artma gözlenmiştir (Eraslan vd. 2005). 

Aflatoksinlerin de salınımına neden oldukları serbest radikallerin en önemli hasarları 

membran lipidleri, DNA (deoksiribo nükleik asit) ve proteinlere verdikleri hasarlardır. 

Serbest radikallerin nukleusta ve DNA’daki etkileri genotoksik ve mutajeniktir. Serbest 

radikaller pürin ve pirimidin modifikasyonuna veya DNA iplikleri ve kromozom 

kırılmalarına, onkojen aktivasyonuna neden oldukları için karsinogeneziste önemlidirler 

(Seven ve Candan 1995; Barrington et al. 1996).  

Serbest radikaller nükleik asit ve baz modifikasyonlarına bağlı olarak, nokta 

mutasyonları ve DNA zincir kırılmalarına neden olabilirler. DNA hasarına yol açan 

hidroksil radikallerinin, hidrojen peroksit (H2O2) ve süperoksitin geçis metalleriyle 

reaksiyonu sonucu oluştuğu gösterilmiştir (Bukan 1999). Geçiş metalleri ve serbest 

radikallerin etkisiyle DNA’da oluşan majör oksidatif etkiler sarmal açılmaları, 

depürinasyon, çapraz bağlanma ve baz modifikasyonları olarak bilinmektedirler. 

Özellikle baz modifikasyonlarından timin bazı, timin glikol ve 5-hidroksimetil urasile, 

guanin bazı da 8-hidroksiguanine (8-OH-Gua) dönüşür (Kasprzak 2002). Đn vivo 

çalışmalarda ROT nin hasarının hassas birer göstergesi olan 8-OH-dGua (8-hidroksi–2-

deoksiguanozin) ve 8-OH-Gua mutajenik olmaları nedeniyle potansiyel birer kanserojen 

olduğu gösterilmiştir (Lunec et al. 2002). Aflatoksin tüketimi hücrelerde 8-OH-Gua 

miktarında artışa neden olduğu için, özellikle p53 geninin 249. kodonunda mutajeniteye 

neden olarak kansere sebep olurlar (Wang and Groopman 1999).  

Gerek aflatoksinlerin gerekse diğer mutajen maddelerin mutajenitelerinin tespit edilmesi 

için geliştirilen testlerden en yaygın olanları KKD, MN ve KA dir. 

Đç veya dış etkenlerin etkisiyle hücre DNA’sındaki değişikliklere bağlı olarak meydana 

gelen KKD’lerinin oluş mekanizması tam olarak bilinmemektedir (Perry and Evans 

1975). Ancak kolay ve çok hızlı sonuç verdiğinden dolayı mutajenite testlerinden en 
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yaygın olarak kullanılanlardan bir tanesidir. Aflatoksinlerin KKD ni artırdığı yapılan 

birçok çalışmada ortaya konulmuştur. Çin hamster V79 hücrelerinde aflatoksinlere bağlı 

olarak KKD oranları çalışılmış, sonuç olarakta en toksik olandan en az toksik olana 

doğru AFB1>G1>G2>B2 olduğu bildirilmiştir (Batt et al. 1980). Đnsan, rat ve fare 

lenfositlerinde aflatoksinlerin KKD ni artırdığı belirtilmiştir (Thomson et al. 1979; 

Deng et al. 1988; Andrew et al. 1997; Geyikoğlu ve Türkez 2006).  

Aflatoksinlerin ve diğer mutajenlerin mutajenik etkilerinin antioksidan vitaminlerle ve 

diğer besin komponentleri ile azaltıldığı yapılan çalışmalarla gösterilmiştir. Mutajenik 

maddelerin KKD ve KA artırmasına karşılık olarakta vitamin A, C ve E ve bazı bitkisel 

ürünlerin bu mutajen maddelerin mutajenik ve genotoksik etkilerini azalttığı 

gösterilmiştir (Ahmad et al. 2004). AFB1’in KKD’ni artırmasına karşılık, AFB1 ile A 

vitamininin beraber verilmesi aflatoksinin bu etkisini azalttığı tespit edilmiştir (Huang et 

al. 1982). Ayrıca yapılan benzer çalışmalarda KKD’ni artıran arsenik, hidrokortizon ve 

gama ışınlarının mutajenik etkisinin A vitamini kullanımı ile azaldığı bildirilmi ştir 

(Avani and Rao 2007; Ahmad et al. 2004; Badr et al. 1998). 

En önemli antioksidan vitaminlerden Vitamin C’nin mutajenik etkiye sahip olan 

hidrokortizon (Ahmad et al. 2004; Ahmad et al. 2002), mitomisin C (Krishnaja and 

Sharma 2003), merkurik klorit (MC; HgCl2) (Rao et al. 2001), megestrol acetate 

(Siddique et al. 2005) ve klormadinon asetat (CMA) (Siddique and Afzal 2005) ın 

neden olduğu KKD üzerindeki etkisini azalttığı gözlenmiştir. 

E vitamini ile ilgili yapılan çalışmalarda ise, E vitamininin hidrokortizon (Ahmad et al. 

2002), karbontetraklorit (Sivikova et al. 2001) ve aflatoksininin (Chlopkiewicz et al. 

1991) neden olduğu KKD üzerine olan mutajenik etkisini azalttığı gösterilmiştir. 

Vitaminlerin dışında selenyum ve diğer bazı bitkisel ürünlerin de AFB1’in mutajenik 

etkisini azalttığına dair çalışmalar mevcuttur. AFB1’in 1, 5, 10 µM’lık dozlarına karşı 

sodium selenitenin (Na2SeO3) (5x10–7 ve 1x10-6M) antagonistik etkisi çalışılmış, 
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AFB1’in KKD oranını artırdığı, buna karşın AFB1 ile birlikte Na2SeO3 verildiğinde 

KKD’nin azaldığı belirlenmiştir (Ahmad et al. 2004; Geyikoğlu ve Türkez 2006).  

Serbest radikaller DNA hasarlarının yanında aminoasitlerin oksidasyonu, peptid 

bağlarının parçalanması, disülfid bağlarının oluşumu ve çapraz bağlanmalara neden 

olarak proteinlere de etki ederek, enzimlerin fonksiyonlarının kaybolmasına neden 

olabilirler (Seven ve Candan 1995). 

Serbest radikallerin etkiledikleri diğer bir hücre yapısı da membran lipidleridir. 

Membran lipidlerindeki doymamış yağ asitlerinin oksidasyonu olan lipid 

peroksidasyonunu başlatarak onların akışkanlıklarına ve geçirgenliklerine etki ederler. 

Bu şekilde lipidlerin yapısını da bozarlar (Ottino and Duncan 1997). Serbest radikaller 

yağ asitlerindeki doymamış bağlarla kolayca reaksiyona girerek lipitlerin 

peroksidasyonuna neden olurlar. Poliansature yağ asitlerinin (PUFA) diğer bir ifade ile 

doymamış yağ asitlerinin oksidatif hasarını başlatarak, kendi kendini devam ettiren 

zincirleme bir reaksiyona dönüştüp geri dönüşümsüz olarak membran hasarlarına neden 

olurlar (Akkuş 1996). Bu reaksiyon doymamış yağ asitlerinin birinin yapısından bir 

hidrojen atomunun uzaklaştırılmasıyla başlar. Böylece bu doymamış yağ asidi zinciri 

bir serbest radikale dönüşür. Lipid radikali moleküler oksijenle reaksiyona girerek lipid 

peroksid radikalini (LOO●) oluşturur. LOO● de oksijen radikalleri gibi hücredeki 

moleküller üzerinde toksik etkiye neden olur. Lipid peroksidasyonu reaksiyonları 

sonucunda ortaya çıkan aldehitler en toksik olan ürünlerinden biridir. Toksik etkiye 

sahip olan aldehitlerin protein sentezini inhibe ettikleri bilinmektedir MDA ve 4-

hirroksinoneal (HNA)’de lipid peroksidasyon seviyesini gösteren parametrelerdir 

(Hubel et al. 1989; Seven ve Candan 1995).  

Mutajenik etkiye sahip AFB1’in lipid peroksidasyon ürünü olan MDA miktarı üzerine 

artırıcı etkisi olduğu bilinmektedir (Shen et al. 1994; Porter et al. 1995; Eraslan vd. 

2005). Yapılan araştırmalarda lipid peroksidasyonunun C vitamini (Muthuvel et al. 

2006; Krishnamoorthy et al. 2007; Verma et al. 2007), E vitamini (Verma and Nair, 
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2001; Kashif et al. 2004; Banudevi et al. 2006; Krishnamoorthy et al. 2007; Verma et 

al. 2007) ve A vitamini (Kashif et al. 2004) tarafından azaltıldığı gösterilmiştir. 

Hücrelerde serbest oksijen radikalleri ile savaşan antioksidan sistemler vardır. Hücre içi 

savunma sisteminin enzimatik antioksidanları, SOD, CAT ve GPx’tir. Enzimatik 

olmayan hücre içi antioksidanları ise; glutatyon (GSH), membranlara bağlanabilen 

vitamin A, C, E, transferin, seruloplazmin ve bilirubindir (Woods et al. 2002). 

Hücre içi antioksidantların en önemlilerinden biri olan SOD, süperoksiti (O2
-) oksijene 

(O2) ve daha az reaktif olan H2O2 katalizler. AFB1 kullanımının hücre içi 

antioksidanlarından SOD, aktivitesini azalttığı gözlenmiştir (Eraslan vd. 2005; Preetha 

et al. 2006). Ayrıca SOD aktivitesini C vitamini (Muthuvel et al. 2006; Krishnamoorthy 

et al. 2007; Verma et al. 2007), E vitamini (Verma and Nair 2001; Kashif et al. 2004; 

Banudevi et al. 2006; Krishnamoorthy et al. 2007; Verma et al. 2007) ve A vitamini 

(Kashif et al. 2004) kullanımı artırmaktadır. 

GPx, antioksidan enzimlerin en etkin olanlarından biridir. Hücre içi hidroperoksitlerin 

yok edilmesinden sorumludur (Armstrong 1998). H2O2’i suya çevirerek, 

methemoglobin oluşumunu engeller (Kalaycıoğlu vd. 1998). Yine AFB1 kullanımı SOD 

da olduğu gibi GPx aktivitesini de azalttığı gözlenmiştir (Eraslan vd. 2005; Preetha et 

al. 2006). Yapılan diğer çalışmalarda oksidatif strese neden olan AFB1 gibi maddelerin 

bu etkisinin C vitamini (Muthuvel et al. 2006; Krishnamoorthy et al. 2007; Verma et al. 

2007), E vitamini (Verma and Nair 2001; Banudevi et al. 2006; Krishnamoorthy et al. 

2007; Verma et al. 2007) ve A vitamini kullanımı ile azalttığı gözlenmiştir (Vandana et 

al. 2006). 

GSH ise önemli bir intraselüler antioksidandır. Okside edilmiş şekli, serbest 

radikallerinin inhibisyonunda (Boehme et al. 1992), indirgenmiş sülfidril gruplarının 

stabilizasyonunda ve tokoferol ile askorbatın rejenerasyonunda görevlidir (Armstrong 

1998). Ayrıca GPx’in kofaktörü olarak da görev yapar (Boehme et al. 1992). Yine 

AFB1 kullanımını SOD ve GPx te olduğu gibi, GSH miktarını da azalttığı tespit 
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edilmiştir (Eraslan vd. 2005; Preetha et al. 2006). Yapılan bazı araştırmalarda GSH 

seviyesini C vitamini (Muthuvel et al. 2006; Krishnamoorthy et al. 2007; Verma et al. 

2007), E vitamini (Verma and Nair 2001; Kashif et al. 2004; Banudevi et al. 2006; 

Krishnamoorthy et al. 2007; Verma et al. 2007) ve A vitamini (Kashif et al. 2004) 

kullanımı ile artırıldığı gözlenmiştir. 

Diğer antioksidan özelliğe sahip grup ise vitaminlerdir. Özellikle A, C ve E vitaminleri 

birer antioksidan olarak görev yaparlar. A, C ve E vitaminleri karaciğerin mikrozomal 

enzimlerini aktive ederek aflatoksikozise bağlı olarak şekillenen karaciğerde kanser 

oluşumunu engellemektedirler. Vitamin E’nin antikanserojenik etkisi vitamin C’ye 

oranla daha yüksek olduğu bildirilmektedir (Fridovich 1986).  

A vitamini singlet oksijen temizliyicisi olması nedeniyle oksijen radikallerine karşı 

koruyucu etki yapar (Kılınç 1985). Vitamin A’nın öncül maddeleri olan karotenoidler 

de karaciğeri aflatoksinlerin kanser yapıcı etkilerine karşı koruma özelliğine sahiptirler 

(Cassand et al. 1993).  

C vitamini indirgeyici aktiviteye sahip olduğu için güçlü bir antioksidandır. Süperoksit 

ve hidroksil radikali ile kolayca reaksiyona girdiği için onların temizlenmesini sağlar 

(Akkuş 1996; Granado et al. 1998). Ayrıca singlet oksijen temizleyicisi olarakta 

bilinmektedir (Kılınç, 1985). C vitamininin hidrokortizon (Ahmad et al. 2002), 

mitomisin C (Krishnaja and Sharma 2003), doksorubisin (DXR) (Lusania et al. 1999), 

merkurik klorid (MC) (Rao et al. 2001), megestrol asetat (Siddique et al. 2005), 

pirimetamin (Egel et al. 2002) ve klormadinon asetatın (CMA) (Siddique and Afzal 

2005) genotoksik ve mutajenik etkilerine karşı antimutajenik etki gösterdiği 

gözlenmiştir. 

C vitamini Poliklorinat bifenile (PCB=Aroclor 1254) karşı H2O2 ve OH¯  iyonu 

miktarını lipid peroksidasyonunu azaltıp, GSH miktarı ve GPx ve SOD aktivitesini 

artırdığı bildirilmi ştir (Krishnamoorthy et al. 2007). Benzer bir çalışmada da yine C 

vitamini PCB’ye karşı çalışılmış ve PCB H2O2 ve MDA miktarını artırırken, SOD ve 
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GPx aktivitesini azalttığı gözlenmiştir. PCB ile birlikte C vitamini verilen gruplarda 

H2O2 ve MDA miktarı azalırken SOD ve GPx aktivitesi artmıştır (Muthuvel et al. 

2006). Arsenikin neden olduğu oksidatif stresden dolayı GSH miktarı azalıp, MDA 

miktarının artmasına C vitamini muamelesinin antagonistik etki yaptığı gözlenmiştir 

(Chang et al. 2007).  

Enzim ve bileşiklerin çoğu oksidatif stresin etkilerine karşı hücreleri korurken E 

vitamini antioksidan sistemin tamamında önemli rol oynar. E vitamini doymamış yağ 

asitlerini korumada ilk savunma elemanıdır (Zinten 1978). E vitamininin hidrokortizon 

(Ahmad et al. 2002), karbontetraklorit (Sivikova et al. 2001), aflatoksin ve adriamisinin 

(Chlopkiewicz et al. 1991) neden olduğu KA leri ve KKD miktarını azalttığı tespit 

edilmiştir. 

E vitamininin aflatoksinin neden olduğu lipid peroksidasyonunu önemli derecede 

azalttığı belirtilmiştir (Shen et al. 1994). E vitamini ve aflatoksin ile yapılan diğer bir 

çalışmada ise aflatoksinin kontrole göre MDA miktarını artırdığı GSH miktarını, SOD, 

CAT ve GPx enzimlerinin aktivitesini ise azalttığı görülmüştür. Aflatoksinle birlikte 

vitamin E (2 mg/gün/hayvan) verildiğinde sadece aflatoksin verilen gruplara göre MDA 

miktarının azaldığı GSH miktarını, SOD, CAT ve GPx enzimlerinin aktivitesini ise 

artırdığı gözlenmiştir (Verma and Nair 2001). Selenyum ve vitamin E noksanlığı 

durumunda aflatoksinlerin in vivo olarak zararsızlaştırılmaları işlemlerinde aksamalar 

meydana gelmektedir. Bu tür vitamin ve mineral noksanlıkları bir bakıma 

aflatoksinlerin aktivasyonunu teşvik etmekte, zararlı etkilerinin daha şiddetli düzeylerde 

sonuçlanmasına olanak sağlamaktadır (Chen et al. 1982; Cassand et al. 1993). 

Bu vitaminlerle ilgili yapılan ortak çalışmalarda vitaminlerin birlikte verilmesiyle 

etkileri karşılaştırılmıştır. En etkili vitaminin E vitamini olduğu, vitaminlerin etki 

sırasının E-C-A şeklinde gerçekleştiği, E ve C vitamini birlikte verilince antioksidan 

etkinin daha fazla olduğu gözlenmiştir. Stres, kromium, PCB, deltametrin ve 

klorifirifosun neden olduğu oksidatif strese bağlı olarak, SOD ve GPx aktivitesi ile GSH 

miktarının azalıp, MDA miktarını artırdığı tespit edilmiştir. Fakat bu maddelerle birlikte 
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A, C ve E vitamini verilmesiyle verilen parametrelerin kontrole yaklaştığı belirlenmiştir 

(Kashif et al. 2004; Vandana et al. 2006; Banudevi et al. 2006; Yousef et al. 

2006;Verma et al. 2007; Krishnamoorthy et al. 2007). 

Bu çalışmanın amacı tüketici dernekleri ve yapılan bilimsel çalışmalarla piyasadaki 

birçok üründe bulunduğu belirlenen; hepatotoksik, hepatokanserojen, mutajenik ve 

teratojenik olan AFB1’in insan lenfosit kültüründe; 

1-Mutajenik etkisini mutajenite testlerinden olan genotoksik ve sitotoksik etkinin bir 

göstergesi olan KKD ile biyokimyasal parametrelerle (SOD, GPx, GSH ve MDA) 

belirlemek, 

2-AFB1’in KKD ve biyokimyasal parametreler üzerine olan bu etkisine karşı farklı 

dozlarda A, C ve E vitaminlerinin antagonistik etkiye sahip olup olmadıklarını tespit 

etmek ve etki derecesini belirlemektir. 
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2. KURAMSAL TEMELLER 

2.1. Aflatoksinler 

2.1.1. Aflatoksinlerin özellikleri, çeşitleri ve ilk bulunması 

Aflatoksinler yapısal olarak difurokumarinlere benzeyen, başta Aspergillus flavus ve 

Aspergillus parasiticus olmak üzere çeşitli Aspergillus türleri ile Penicillium 

(P.puberulum gibi) ve Rhizopus türü mantarlar tarafından sentez edilen toksinlerdir. 

Bunlardan A.flavus AFB1 ve AFB2, A.parasiticus’da AFB1, AFB2, AFG1 ve AFG2 

toksinlerini üretirler. Aflatoksinlere bu isim Aspergillus cinsinin “A”sı flavus’un “fla”sı 

alınarak sonuna “toksin” eklenmesiyle oluşturulmuştur. Aflatoksinler ciddi problemlere 

yol açan kimyasal kanserojenlerdir. Özellikle bu son iki tür dünyanın her yerinde, 

toprak ve havada yaygın şekilde bulunurlar. Aflatoksin oluşturan mantarlar 12–40°C 

arasında ve %15’in üzerinde rutubet içeren başta mısır, pamuk tohumu ve yer fıstığı 

olmak üzere, hemen her çeşit tahıllar, yem ve yem hammaddeleri ile besinlerde kolayca 

ürerler ve mikotoksin sentezleyebilirler. A.flavus, %86–90 nisbi nemde 48 saat içinde 

önemli ölçüde mikotoksin oluşturur (Nixon et al. 1981). Yem ve besinlerle alınan 

aflatoksinler sindirim kanalından sınırlı ölçüde emilirler. Dolaşıma geçen aflatoksinler 

başlıca karaciğer ve kaslarda dağılım gösterirler. Vücuda giren aflatoksinin %75’lik 

kısmı ilk 24 saat içinde dışkı ile, %15-20’lik kısmı idrarla ve geri kalanı da değişmemiş 

ya da metabolitleri halinde sütle atılırken (Kaya vd. 1998) %5-6’lık kısmı karaciğerde 

tutulur. Süt ineklerine 10 gün boyunca %15 oranında aflatoksin içeren yemle uygulanan 

beslemede, 9. günde yapılan ölçümlerde AFB1’in %23-67’lik kısmının idrar ve gaita ile 

%1.35’lik kısmının da sütle atıldığı saptanmıştır (Hoogenboom et al. 2001). Aflatoksinli 

yemlerle beslenen ineklerin süt ve etlerinde, tavukların da yumurtalarında aflatoksine 

rastlanmıştır. Sütle çıkarılması, et ve süt mamüllerinde bulunması insanlar için büyük 

bir tehlike oluşturmaktadır (Arda 1980). Mikotoksinler, akut toksikozisten uzun süreli 

kronik sağlık sorunlarına kadar varabilen geniş bir etki spektrumuna sahiptirler. Bazı 
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mikotoksinler insan toksikozlarının esas kaynağını oluşturabilir ki; en basit olarak AFB1 

insan karaciğer karsinojeni olarak bilinir (Coulombe 1993). 

Evcil ve deney hayvanlarında aflatoksinlerin zehirlili ği hayvanın cinsi, cinsiyeti, ırkı, 

yaşı, alınan toksinin çeşidi ve miktarı, maruz kalma süresi gibi birçok faktöre bağlıdır. 

Ayrıca zehirlilikleri riboflavin ve ışığa maruz kalmakla, vitamin B12, karoten ve protein 

noksanlıklarında artar. Evcil hayvanlar içerisinde erkekler dişilerden daha duyarlıdır. 

Kanatlılar içerisinde de aflatoksine en duyarlı olanları ördek ve hindi palazlarıdır (Kaya 

vd. 1998; Arda 1980). 

Aflatoksinler içerisinde zehirliliği en güçlü olanı AFB1’dir. Bunu azalan sırayla AFG1, 

AFB2 ve AFG2 izler. Hayvanların çoğunda AFB1’in LD 50 değeri 0.5–10 mg/kg arasında 

değişir (LD50: Aflatoksinin hayvanlara verildiğinde %50 oranında ölüme neden olan 

dozdur). Ördek, alabalık, kedi, köpek ve hindi gibi hayvanlar en duyarlı; at, sığır, 

koyun, keçi, rat, kobay ve bıldırcın gibi hayvanlar orta derecede duyarlı; fare ve 

maymun ise en az derecede duyarlı hayvanlar olarak bilinir (Kaya vd. 1998). Üzerinde 

en çok çalışılmış mikotoksin grubu olan aflatoksinler 1960 yılında keşfedilmiş ve 1962 

yılında da güçlü bir “hepatotoksik” ve “hepatokarsinojen” etkisi olduğu anlaşılmıştır 

(Pohland 1993; Bullerman 1979). 

2.1.2. Aflatoksinlerin kimyasal yapısı  

Aflatoksinler, “difurokumarosiklopentenon” ve “difurokumarolakton” gruplarında 

sınıflandırılmıştır (Betina 1989). Aflatoksinlerin aflatoksin B
1
, B2, G1 

ve G2 olmak üzere 

dört ana fraksiyonu bulunmaktadır. Bu isimlendirme ince tabaka kromatografisinde, 

uzun dalga boyu UV ışığı altında aflatoksin B
1 
ve B2 'nin mavi, aflatoksin G

1 
ve G

2
'nin 

ise yeşil floresan vermesiyle ilişkilidir (Bullerman, 1979; Groopman and Kensler 1988; 

Özkaya ve Temiz 2003). B toksinleri kumarin yapıdaki lakton halkasına eklenmiş 

siklopentenon halkası, G toksinleri ise ek bir lakton halkası içermektedir (Özkaya ve 

Temiz 2003) (Şekil 2.1.2.1.).  
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Şekil 2.1.2.1. Aflatoksin B1, B2, G1, G2, M1 ve B2A, G2A yapısı (Wyllie and Morehouse 
1977)  
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Şekil 2.1.2.1. Devam. 

Aflatoksinler, metanol, kloroform ve diğer birçok organik çözücüde çözünebilmektedir. 

Ancak sudaki çözünürlükleri azdır (10–30 µg/mL). Toksinler, UV ışığını (362 nm) 

kuvvetle absorblarlar ve aflatoksin B
1 
ve B2 425 nm de; aflatoksin G

1 
ve G2 ise 450 nm 

de floresan emisyonu oluştururlar. Aflatoksin çeşitlerinin molekül formülleri, molekül 

ağırlıkları, erime sıcaklıkları, floresan emisyonları, UV emilimleri Çizelge 2.1.2.1’de 

gösterilmiştir. Aflatoksinler gıda ve yem maddelerinde çok kararlıdır, ancak çok düşük 

veya yüksek pH’larda (3’den az ve 10’dan büyük), okside edici ajanlarla ve oksijen olan 

ortamda UV ışığına maruz kaldıklarında hızla aktivasyonlarını yitirirler (Stoloff 1977; 

Groopman and Kensler 1988).  
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Çizelge 2.1.2.1. Aflatoksinlerin formül ve özelliklerini gösteren çizelge (Wyllie and 
Morehouse 1977) 

Aflatoksin Molekül 
Formülü 

Molekül 
Ağırlığı 

Erime 
Noktası 

Ultraviyole 
Emilimi 

Floresans 
Emisyonu 

B1 

B2 

G1 

G2 

M1 

M2 

B2A 

G2A 

R0 

B3 

GM1 

P1 

C17H12O6 

C17H14O6 

C17H12O7 

C17H14O7 

C17H12O7 

C17H14O7 

C17H14O7 

C17H14O8 

C17H16O6 

C16H14O6 

C17H12O8 

C16H10O6 

312 

314 

328 

330 

328 

330 

330 

346 

314 

302 

344 

298 

268-269 

286-289 

244-246 

237-240 

299 

293 

240 

190 

230-234 

233-234 

276 

>320 

21.800 

23.400 

16.100 

21.000 

19.000(357 nm) 

_ 

20.400 

18.000 

14.100 

9.700 

12.000(358 nm) 

14.900(342 nm) 

425 

425 

450 

450 

425 

_ 

_ 

_ 

425 

_ 

_ 

_ 

Toksijenik A. flavus kültürleri ve aflatoksin ile kontamine olmuş ürünlerdeki biyolojik 

aktiviteden AFB
1 

ve daha az olarak da AFG
1 

sorumludur. Bu durum, her iki toksinin 

terminal furan halkasınının 8, 9 karbon pozisyonunda bir doymamış bağa sahip 

olmasıyla ilişkilendirilmektedir (Groopman and Kensler 1988; Özkaya ve Temiz 2003). 

Aflatoksin B
2
, B1’in, aflatoksin G

2 
de G

1
’in dihidro türevleridir (Betina 1989; Özkaya 

ve Temiz 2003) ve “in vivo” koşullarda metabolik olarak B
1 
ve G1’e okside olmadıkları 

sürece biyolojik olarak inaktiftirler (Groopman and Kensler 1988; Özkaya ve Temiz 

2003). Bu dört aflatoksin dışında aflatoksin M
1 

ve aflatoksin M
2 

olarak isimlendirilen 

önemli iki aflatoksin türevi daha bulunmaktadır. M toksinleri aflatoksinli yemle 

beslenen laktasyon devresindeki memeli hayvanların sütlerinden ve idrarlarından izole 

edilmiştir. Bu toksinler de ince tabaka kromatografisinde, uzun dalga boyu UV ışığı 

altında mavi floresan verirler ve B toksinlerinden daha düşük R
f 

değerlerine sahip 

olmalarıyla ayrılırlar (Bullerman 1979; Betina 1989; Özkaya ve Temiz 2003).  
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Şekil 2.2.2.2. Aflatoksinlerin sentez basamakları (Wyllie and Morehouse 1977) 

Aflatoksin M
1 

ve M2, aflatoksin B
1 

ve B2’nin hidroksi türevleridir. Aflatoksin M
2 

aynı 

zamanda, dihidro-aflatoksin M
1
’dir (Şekil 2.2.2.2.). Aflatoksin çeşitlerinin sentez 

basamakları Şekil 2.2.2.2’de gösterilmiştir. Aflatoksin B
1 

ve G1 ’in hemiasetal türevleri 

olan aflatoksin B
2a 

ve G2a da (Şekil 2.2.2.2.), A. flavus’un doğal metabolitleri olarak 

izole edilmişlerdir. Bu türevler, aflatoksin B
1 
ve G1’in asitli ortamda hidroksillenmesi ile 
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de elde edilmektedir ve bu özellikten aflatoksin B
1 

ve G
1
’in doğrulanmasında 

yararlanılmaktadır (Betina 1989).  

2.1.3. Aflatoksinlerin konsantrasyonunun azaltılması 

Hayvanların yemlerine karnitin ilavesinin de faydalı olacağı bildirilmektedir. Bu yönde 

yapılan bir çalışmada, aflatoksinli yemlere karnitin ilavesi ile karaciğerde meydana 

gelen bozuklukların azaldığı, aflatoksin etkili yağlı karaciğer olgusunun karnitin 

tarafından engellendiği saptanmıştır (Sachan and Yatim 1992). 

Aflatoksin içeren yemlere bağlı olarak safra kanalı hücre hiperplazisi, çekirdek 

büyümesi, karaciğer hücre büyümesi gibi bozukluklar mangan sülfat ilavesiyle önemli 

düzeyde engellenmiştir. Ayrıca hayvanlarda aflatoksikozise bağlı olarak şekillenen 

serum kolesterolü ve karaciğer glikojenindeki artışlar da mangan sülfat ilavesiyle 

azaltılmıştır (Hastings and Llewellyn 1987).  

2.1.4. Aflatoksinlerin canlılar üzerine etkileri  

Aflatoksinler, yüksek dozlarda akut, subletal dozlarda ise kronik toksisite 

göstermektedirler. Düşük dozda sürekli alımları, birçok hayvan denemesinde karsinojen 

etki ile sonuçlanmıştır. Aflatoksinler içerisinde en yüksek toksisiteyi AFB
1 

göstermektedir. Aflatoksinlerden hayvanların birçoğu etkilenmektedir, ancak duyarlılık 

türden türe değişmektedir ve aynı türün genç olanları yaşlı olanlardan daha duyarlıdır. 

Ayrıca toksik etki, tüketilme miktarı ve sıklığına, hayvanın cinsine, yaşına, cinsiyetine, 

sağlık durumuna ve beslenmesine bağlı olarak değişmektedir (Hsieh et al. 1977; 

Bullerman 1979, 1986). 

Civciv, piliç ve ördek yavruları en duyarlı olanlardır, bunları sırasıyla hindi yavrusu, 

sülün palazı, tavuklar ve bıldırcınlar izler. Memeliler arasında ise aflatoksinden 

etkilenme sırası; 3–12 haftalık domuzlar, hamile domuzlar, yetişkin domuz, sığır ve 
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koyunlar şeklindedir. Alabalıklar ve köpekler de aflatoksine duyarlı hayvanlardır. 

Alabalıklarda, ppb düzeyindeki çok düşük konsantırasyonda bile karaciğer kanseri etkisi 

görülmektedir (Bullerman 1979; Smıth and Moss 1985).  

Aflatoksinler, yüksek dozlarda akut toksisiteye neden olabilirler. Hayvanların çoğunda 

gözlenen akut aflatoksikozisin klinik bulguları; iştah azalması, ağırlık kaybı, nörolojik 

anormallikler, mukoz membranlarda sarılık, kasılma ve sonunda ölümdür. Karaciğerde 

rengin açılması veya tamamen renksizleşme ve yağ birikimi belirgin olarak görülür. 

Vücut boşluklarında sıvı birikimi ile böbrek ve bağırsaklarda kanama da meydana 

gelebilir (Bullerman 1979). 

Aflatoksinler, subletal dozlarda, kronik etki göstermektedir. Subletal dozlarda aflatoksin 

uygulanan hayvanlarda, karkasın sararması ve karaciğerde siroz görülmüştür 

(Bullerman 1979). Düşük düzeyde ancak uzun süreli aflatoksin alımı ise, birçok deney 

hayvanında karaciğer kanseri ile sonuçlanmaktadır. Deney hayvanlarından alınan bu 

sonuçlara bağlı olarak aflatoksinin kuvvetli bir hepatokarsinojen olduğunun 

belirlenmesi üzerine, insanlar üzerindeki etkisini anlamak amacıyla çok sayıda 

etiyolojik çalışma yapılmıştır. Asya ve Afrika’nın çeşitli ülkelerinde yapılan bu 

çalışmalarda; karaciğer kanserine yakalanma sıklığı ile aflatoksinle kontamine olmuş 

gıdaların tüketim düzeyi arasında kuvvetli bir ilişki gözlenmiştir (Wilson 1978; Ueno 

1985). Bu etiyolojik çalışmalarda bir dönem diğer hepatokarsinojenik etmen olan 

hepatit B virüsü enfeksiyonunun dikkate alınmadığı gerekçesiyle bir tartışma 

başlatılmıştır (Denizel 1989). Ancak son yıllarda yapılan moleküler genetik 

çalışmalarda, aflatoksinin insanlarda karaciğer kanserine neden olduğu konusunda 

önemli bulgular elde edilmiştir (Öztürk 1995). Đnsan karaciğer kanseri, kanser türleri 

arasında dünyada 5. sırada sık gözlenen bir kanserdir. Ölümle sonuçlanan kanserler 

sıralamasında ise 3. sıradadır (Parkin et al. 2001). Uluslar arası kanser araştırmaları 

ajansına göre çinde görülen karaciğer kanserlerinin %54’ü aflatoksin ve hepatit B 

kaynaklıdır (IARC 1985). Uganda, Tayland, Kenya, Mozambik ve Çin’de yapılan 

araştırmalarda aflatoksin tüketimi ile karaciğer kanseri arasında pozitif bir korelasyon 

bulunmuştur. ABD’nin aflatoksin tahmini tüketimi daha fazla olan güneydoğusunda 
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kuzey ve batısına göre %10 daha fazla karaciğer kanserine rastlanmaktadır. IARC’e 

göre aflatoksinlerin neden oldukları kanser oranları artmaktadır (IARC 1987). Daha 

sonraki raporlarda da bu tekrarlanmıştır (IARC 1993; 2002). 

Đnsan kromozomları üzerine AFB1’in AFG1’e göre daha toksik olduğu görülmüştür. 

Ayrıca insan kromozomlarından bazı kromozomların AFB1’e daha dirençli, bazı 

kromozomların ise daha dirençsiz olduğu tespit edilmiştir. AFB1’in özellikle 2, 11, 19 

ve 20. kromozomları daha çok, AFG1’in de 1, 2, 3, 4 ve 5. kromozomları daha çok 

etkilediği ortaya konulmuştur. Genel olarakda boyca uzun olan kromozomların 

aflatoksinlerden daha çok etkilendikleri tespit edilmiştir (el-Zawahri et al. 1977;1990). 

AFB
1
’in karsinojenite ve mutajenitesi vücuttaki metabolizması sonucunda ortaya 

çıkmaktadır. Aflatoksinler, hayvanlarda öncelikle mikrozomal ve sitoplazmik oksigenaz 

enzim sistemleri tarafından metabolize edilmektedir. Bu enzim sistemleri, esas olarak 

karaciğer hücrelerinin endoplazmik retikulumunda bulunan, sitokromla ilişkili 

enzimlerle, O
2
’ye ve NADPH’a bağımlı enzimlerin kompleks bir organizasyonudur. Bu 

enzimler, çeşitli hidroksillenmiş türevlerin ve yüksek reaktif özelliğe sahip epoksid 

metabolitin oluşmasıyla sonuçlanan AFB
1
'in oksidatif metabolizmasını katalize 

etmektedir (Ueno 1985). Bu sistemlerle AFB
1
’in metabolizma yolları ve AFB

1
'in çeşitli 

metabolitlere biyotransformasyonu Şekil 2.1.4.1. de görülmektedir.  

Aflatoksin M
1 

daha önce de değinildiği gibi, AFB
1
'in hidroksillenmiş türevlerinden 

biridir ve karsinojenik gücünün AFB
1
’den 10 kat daha düşük olduğu belirtilmektedir. 

Mikrozomal hidroksilasyon ve dimetilasyon reaksiyonları sonucunda oluşan aflatoksin 

Q
1 

ve P1 metabolitleri de AFB
1
’den çok daha az aktif olan maddelerdir. Bu nedenle bu 

reaksiyonlar, detoksifikasyon prosesi olarak kabul edilmektedir. Metabolizmada AFB1 

in detoksifikasyonu; hidroksillenmiş metabolitlerin sülfat ve glukuronik asitle 

birleşerek, suda çözünebilir sülfat veya glukuronid esterlerine dönüşmesi, ardından da 

idrar ve safra ile atılması ile tamamlanmaktadır. Bu biyotransformasyon olaylarında 

esas önemli olan proses, yine bu enzim sistemleriyle meydana gelen AFB
1
'in 
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epoksidasyonu prosesidir. Burada, bifuran halkasındaki çift bağın epoksidasyonu 

sonucu çok reaktif bir form oluşmaktadır. Bu elektrofilik epoksid DNA, RNA ve protein 

gibi hücresel makromoleküllerdeki çeşitli nükleofilik merkezlere kovalent olarak 

bağlanabilmektedir (Ueno 1985).  

 

Şekil 2.1.4.1. AFB1’in farklı metabolitlere dönüştürülmesi (Ueno 1985)  
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Şekil 2.1.4.2. AFB
1
-N7-Guanil kompleksi (Ueno 1985) 

Bu bağlanmanın sonucu olarakta DNA sentezini, DNA’ya bağlı RNA polimeraz 

aktivitesini, mRNA ve protein sentezini inhibe edilmektedir (McLean and Dutton 1995). 

AFB
1
’in epoksi formunun bu aktifleşme reaksiyonunun sonucunda DNA ile birleşerek 

AFB
1
-N7-Gua kompleksini oluşturduğu bilinmektedir. Bu kompleks organizma veya 

hücreler için biyolojik bir tehlike oluşturmakta, karsinojenik ve genotoksik etkilerin 

sorumlusu olarak değerlendirilmektedir.  

Şekil 2.1.4.2 de AFB
1
-N7-Gua kompleksinin yapısı görülmektedir. AFB

1 
alımı ile 

karaciğer kanseri arasında pozitif ilişki bulunan Kenyada bir bölgesinde hastalardan 

toplanan idrarlarda AFB
1
-N7-Gua kompleksi belirlenmiştir (Ueno 1985). 

Đnsanlarda AFB1 sitokrom P450 enzimi tarafından reaktif bir form olan aflatoksin-exo-

8,9-epoksit formuna dönüştürülür. Bu formdaki AFB1 DNA’ya ve serum albüminine 

bağlanabilir. Aflatoksinin endo epoksit formunun mutajenitesi yaklaşık 1000 kat kadar 

exo formuna göre daha düşüktür. AFB1-exo-8,9-epoxid formu DNA’nın yapısında 
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guanin nükleotidine bağlanarak transversiyon tipi mutasyona neden olurlar. AFB1-N7-

Gua nin formuda 3 farklı reaksiyona uğrar. Ya AFB1-8,9-dihydrodiol forma dönüşür 

veya depürinasyona uğrar ya da imidazol halkasının açılması ile AFB1-

formamidopyrimidine (AFB1–FAPY) minor ve major formlarına dönüşür (Şekil 

2.1.4.3.) (Bedard and Massey 2006). 

AFB1’in karaciğer kanserine neden olmasının en önemli sebebi, DNA’daki N7-Guanine 

bağlanarak G-T transversiyona neden olmasıdır (Şekil 2.1.4.2.). Özellikle bu 

mutasyonlar tümör baskılayıcı gen olan p53 geninin 249 kodonunda meydana 

geldiğinde karaciğer kanserine sebep olur. Đnsanlardaki kanser sayısı ve çeşitleri ile p53 

geni arasında ilişki olduğu belirlenmiştir. Tahmini olarak aflatoksinli besinlerin daha 

çok tüketildiği Çin’de karaciğer kanseri olan hastaların yaklaşık %50’sinde p53 geninin 

249. kodonunda G-T transversiyon olduğu tespit edilmiştir. Buna karşılık tahmini 

olarak aflatoksinli besinlerin daha az tüketildiği Avrupa ve Japonya da p53 geninin 249. 

kodonda mutasyon tespit edilmemiştir (Hsu et al. 1991). Yapılan başka bir arştırmada 

da Çin’deki karaciğer kanseri hastalardan aflatoksine yüksek oranda maruz kalınan 

Quidong bölgesinde 20 hastanın 9’unda (%45) 249. kodon mutasyonu görülürken, 

Shangai bölgesindeki 18 hastanın 3’ünde (%17) 3 te 1 hastada (%33) oranında 249. 

kodon mutasyonu tespit edilmiştir (Li et al. 1993). 

Tümör supressör geni olan p53 geni hücre siklusunun kontrol noktalarından DNA hasarı 

kontrol noktasında (G1/S) DNA’yı kontrol eder. Eğer DNA’daki hasar onarılacak 

düzeyde ise DNA tamir edilinceye kadar hücre döngüsünü durdurur, DNA tamir 

edilemeyecek düzeyde hasarlı ise hücreyi apoptosise yönlendirir (Jin and Levine 2001) 

AFB1’in neden olduğu DNA hasarları tamir edilebilir. Memelilerde DNA’daki hasarı 

tamir (nucleotide excision repair=NER) mekanizması vardır. Burada AFB1 DNA’ya 

bağlanarak hasara neden olduğu için hasarlı olan nükleotid DNA’dan çıkarılarak tamiri 

gerçekleştirilebilir. NER iki şekilde gerçekleştirilir. Đlk olarak transkripsiyona bağlı 

olmadan DNA’da nükleotidlerdeki hasar tespit edilerek genel genom tamiri (global 

genome repair=GGR) mekanizması ile tamir edilebilir. Đkinci olarakta DNA’nın 
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transkripsiyonu sırasında hasarlı bölge bir dizi reaksiyon ve çift transkripsiyon tamiri 

(transcription coupled repair=TCR) sonunda çıkarılır. Daha sonrada transkripsiyon 

tekrar başlatılır (Şekil 2.1.4.4.) (Bedard and Massey 2006).  

 
Şekil 2.1.4.3. AFB1 in biyoaktivasyonu ve DNA ile etkileşimleri (Bedard and Massey 
2006)  
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Şekil 2.1.4.4. Memeli hücrelerinde meydana gelen hasarların onarım mekanizması 
(Bedard and Massey 2006). DNA’daki hasarı tamir (nucleotide excision repair=NER) 
mekanizması, genel genom tamiri (global genome repair=GGR) ve çift transkripsiyon 
tamiri (transcription coupled repair=TCR) olmak üzere iki yolu vardır. CSA, CSB: 
Cockayne’s sendromu proteini A ve B; DDB1, DDB2, hasarlı DNA bağlı proteinler; 
PCNA: bölünen hücre nükleer antijeni; Polδ, Polε, DNA polimeraz; RNAPII, RNA 
polimeraz II; RPA, replikasyon protein A; XP, xeroderma pigmentosum. 

2.2. Kardeş Kromatid Değişimi  

Biyolojik varlıklarda bir kısım fiziksel, kimyasal veya farklı kaynaklardan oluşan 

mutajenlerin genom materyali üzerinde hasar oluşturabileceği uzun yıllardan beri 

bilinmektedir. Bu genotoksik etkileri gösterebilmek ve kantitatif olarak belirleyebilmek 

için bir çok test sistemleri geliştirilmi ştir. Bu test sistemleri gerek in vivo gerekse in 
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vitro ortamlarda kullanılabilmektedir. Bunlar içerisinde en sık kullanılanlardan biri olan 

KKD replikasyon esnasında bir metafaz kromozomunda kromozom morfolojisini 

değiştirmeden kardeş kromatidler arasında değişimi ifade etmektedir. KKD testi hızlı ve 

güvenilir olmasının yanında duyarlı ve basit bir testtir.  

KKD testi, çevredeki atıkların etkisini araştırmak için 1957 yılında Taylor ve 

arkadaşları tarafından geliştirilmi ş olup, kısa süreli mutajenite ve karsinojenite testleri 

arasında en hassas ve en fazla kabul edilen yöntem haline gelmiştir (Taylor et al. 1957). 

Mutajen ve kanserojenlerin KKD’yi artırdığını belirtmelerinden sonra KKD yaygın 

olarak kullanılmaya başlamıştır (Perry and Evans 1975). KKD genetik hasarlar 

hakkında bilgi verebilen ve sitogenetikte oldukça yaygın bir kullanıma sahip olan hassas 

bir testtir (Öztürk 1995). 

Mutajen ve kanserojenlerin toksik dozların altındaki dozlarda meydana getirdikleri 

genetik hasarların kısa zamanda, hassas bir şekilde ve nicel olarak gösterilmesinin KKD 

analizi ile mümkün olabileceğini belirtmişlerdir. Ayrıca araştırmacılar bir maddenin 

mutasyon meydana getirmesi ile KKD oluşumunun uyarılması arasında lineer bir ilişki 

olduğunu da belirtmişlerdir. Görüldüğü gibi bir maddenin mutajen ve kanserojen olup 

olmadığının belirlenmesi, bu maddenin KKD’ni uyarmadığının saptanması ile de 

mümkün olabilmektedir (Carrano et al. 1978). Ancak KKD’de ortaya çıkan artışların 

uzun süre sonra yapılan kontrollerinde ise KKD’deki bu artışın normale inmesi şeklinde 

düzelmelerin olduğu da tespit edilmiştir (Ikbal et al. 2003). Buradan da şu fikre 

varılabilmektedir ki, belli kimyasal veya fiziksel etkiler arasında genom materyalin 

vermiş olduğu KKD’deki artış yönündeki tepki, yine genom içerisinde kalıcı olmadan 

da düzeltilebileceğidir. Şu da unutulmamalıdır ki, KKD artışlarının hangi durumda veya 

ortamda düzelebileceği ve hangi durumlarda kalıcı olacağı kesinlikle bilinmemektedir. 

2.2.1. KKD yöntemini etkileyen faktörler  

KKD frekansı sağlıklı insanlarda da belirli düzeyde görülmektedir. Đnsan lenfositlerinde 

KKD’nin ve KA’in temel sıklığında kişiden kişiye ve kişinin yaşına, cinsiyetine, sigara 
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alışkanlığına, yaşam şekline, mesleğine bağlı olarak arttığı gösterilmiştir (Latt and 

Schreck 1980). Đnsanda oluşan KKD’ye, enfeksiyon, kimyasal maddeler, radyasyon ve 

virüsler de neden olabilmektedir (Garret et al. 1986). Tarım ile uğraşan ve pestiside 

maruz kalan insanlarla bu bileşiklere maruz kalmayan bireyler arasında yapılan 

çalışmalar, pestiside maruz kalan insanlarda, yapısal ve sayısal KA ler ile KKD’nin 

yüksek oranlarda tekrarlandığını göstermektedir (De Ferrari et al. 1991). Adriamycin ile 

Down sendromlu hastalarda yapılan çalışmalarda, adriamisinin KKD’yi önemli 

derecede artırdığı bulunmuştur (Gadhia et al. 1991). KKD oranları sigara içmeyenlere 

göre sigara içenlerde (bayanlarda, erkeklerde ve genel toplamda) daha yüksek olduğunu 

belirleyerek sigaranın KKD bazında genotoksik etkisini belirlemişlerdir (Akbaş vd. 

2001). Sigara ve tütün kullanımının KKD oranlarına etkisini incelediği çalışmada 

kontrol grubunda 5.48 olan KKD oranının sigara içenlerde 8.15'e ve pipo kullananlarda 

10.12'ye yükseldiğini saptamıştır (Ghosh et al. 1987). KKD yi etkileyen faktörler 

aşağıdaki gibi sınıflandırılabilir. 

a) Yaş: KKD sıklığında yaşın bir etkisi olmadığı şeklinde çalışmalar yanında, 

çocuklarda KKD sıklığının yetişkinlere göre daha az olduğunu gösteren yayınlar da 

vardır (Baysal et al. 2003). 

b) Genetik: Birçok kalıtsal hastalıkta (Bloom sendromu vs.) KKD oranının çok arttığı 

bilinmektedir (Baysal et al. 2003). 

c) Diyet: Sigara kullanımı ve kronik alkoliklerde KKD sıklığında artış bildirilmi ştir 

(Gantt et all. 1978). 

d) Đlaç kullanımı: Kullanılan birçok ilacın (Penisilin, Nitrofrontoin vs.) KKD sıklığını 

arttırdığı yönünde bulgular bulunmaktadır (Baysal et al. 2003). 

e) Hastalık ve Enfeksiyon: Behçet hastalığı, anklizon spondilit vb birçok kronik 

hastalıkta, viral enfeksiyonlarda KKD sıklığının arttığı gösterilmiştir (Baysal et al. 

2003). 

f) Kanın çalışma zamanı: Alınan kanların 24 saat içerisinde çalışılması önerilmiştir 

(Baysal et al. 2003).  



 
 

 

26 

g) Diğer: Đnsektisitler, Peptiside, X-ray, UV ve petrol ürünü gibi kimyasal ajanların 

dahil olduğu çevresel faktörlerin KKD oranını arttırdığı bilinmektedir (Baysal et al. 

2003). 

2.2.2. KKD’nin oluş mekanizmaları 

Đç veya dış etkenlerin etkisiyle hücre DNA’sındaki değişikliklere bağlı olarak meydana 

gelen KKD’lerin oluş mekanizması tam olarak bilinmemektedir. Birçok araştırıcı 

tarafından değişik modeller öne sürülmüştür.  

Loveday ve Latt tarafından öne sürülen modelde, her bir çift sarmalda tek zincir kırığı 

oluşmakta ve çiftlerden birindeki bir zincir ile karşı DNA’nın tamamlayıcı zinciri 

arasında gerçekleşmektedir. Kalıp DNA’dan timidin yerine 5-bromodeoksiüridine 

(BrdU) alınarak komplementer DNA zinciri sentezlenmektedir (Şekil 2.2.2.1). 

Rekombinant heterodubleks uçlar oluşmakta, sentezin ilerlemesiyle heterodubleks 

bölgeler uzamaktadır. DNA molekülünün kırılma ve tekrar tamir edilme noktası 

etrafındaki rotasyonu ile X formasyonu meydana gelmektedir. Bu yapıdaki çentiklerin 

oluşması ve bunların ligazla birleştirilmesi sonucu her iki zincirde BrdU ve her iki 

zincirde timin içeren iki rekombinant yapı oluşmaktadır (Şekil 2.2.2.2 ve Şekil 2.2.2.3). 

Bunlar farklı boyanarak KKD’lerin görünür hale gelmesini sağlar (Latt and Schreck 

1980). Bu yöntemde timidin bazının analoğu olan BrdU replikasyonu aksatmadan 

DNA’nın yapısına girer. BrdU mevcudiyetinde, replikasyonun ilk siklusunda iki kardeş 

kromatidden yalnızca birisi BrdU içerir, diğeri içermez. BrdU’nin timinin yerine girdiği 

kromatidde boya bağlama kapasitesi azalmıştır. Giemsa ile boyanınca ayrı 

fizikokimyasal özellikler taşıyan BrdU ve timidin içeren DNA bölgeleri farklı affinite 

gösterdiğinden, iki kardeş kromatidden BrdU içeren DNA bölgeleri daha az ve daha 

açık tonda boyanmasıyla kardeş kromatidlerin ayrılması mümkün olmaktadır (Zakharov 

et al, 1974).  

1973’de Latt floresan bir boya olan Hoechst–33258 ile insan kromozomlarında kardeş 

kromatidlerin farklı tonlarda boyandığını göstermiştir (Allen and Latt 1976). Sonuçta 
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BrdU’li kromatid giemsa ile açık boyanırken, kardeş kromatidi koyu boyanmış olarak 

görülecektir.  

 

Şekil 2.2.2.1. Loveday ve Latt isimli araştırıcılara göre KKD oluş mekanizması 

1-Timin içeren kalıp DNA Timin yerine BrdU alınarak sentezlenen koplementer DNA, 

2-Her bir dublekste tek zincir kırığı oluşması ve zincirlerin krosing-over sonucu kardeş 

DNA dubleksinin zinciri ile birleşmesi,  
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3-Sentezin ilerlemesi ile timin ve BrdU içeren heterodubleks zincirlerin oluşması, 

4-Molekülün krosing-over noktası etrafındaki rotasyonu ile X formunun meydana 

gelmesi, 

 

Şekil 2.2.2.1. Loveday ve Latt isimli araştırıcılara göre KKD oluş mekanizması 

5-Molekülün Krosing-over noktası etrafındaki rotasyonu ile oluşan X formununda enine 

kırılma meydana gelmesi, 

6-Krosing-over noktasında kırılmalarla oluşan kırık parçaların birbirleri ile değil de 

kardeşlerinin parçaları ile birleştirilmesi sonucu ayni dubleks üzerinde timin, diğerinde 

BrdU içeren bölgelerin oluşması, 

7-Ortamda BrdU mevcutken 2. replikasyonun geçirilmesi ve sadece BrdU içeren 

koplementer zincirlerin sentezlenmesi,  
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8-Her iki zincirinde BrdU içeren bölgelerin soluk, her iki zincirinde timin veya bir 

zincirinde BrdU, diğerinde timin içeren bölgelerin koyu boyanması sonucu KKD 

gözlenmesi bu mekanizmanın esasını oluşturmaktadır. 

 

 

Şekil 2.2.2.1. Loveday ve Latt isimli araştırıcılara göre KKD oluş mekanizması  

9-Molekülün krosing-over noktası etrafındaki rotasyonu ile oluşan X formununda 

boyuna kırılma meydana gelmesi, 

10-Krosing-over noktasında kırılmalarla oluşan kırık parçaların birbirleri ile değil de 

kardeşlerinin parçaları ile birleştirilmesi sonucu aynı dubleks üzerinde timin, diğerinde 

BrdU içeren bölgelerin oluşması, 

11-Ortamda BrdU mevcutken 2. replikasyonun geçirilmesi ve sadece BrdU içeren 

koplementer zincirlerin sentezlenmesi,  
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12-Her iki zincirinde BrdU içeren bölgelerin soluk, her iki zincirinde timin veya bir 

zincirinde BrdU, diğerinde timin içeren bölgelerin koyu boyanması sonucu KKD 

gözlenmesi bu mekanizmanın esasını oluşturmaktadır. 

KKD oluşum yerleri aktif replikon veya replikon kümeleri (cluster) ile ilişkilidir. KKD, 

tahminen ayni kromatid üzerindeki homolog yerde bulunan DNA replikon ürünlerinin 

intrakromozomal alışverişidir. KKD ni oluşturan replikon kümeleri 10-100’er adetlik 

DNA replikasyon ünitelerinden (replikonlardan) oluşur. Bu replikonların her biri 100 

kilobaz (1 kilobaz=1.000 bazlık DNA segmenti) uzunluğundadır (Ikbal et al. 2003). 

Böylece bir clusterin büyüklüğü 1–10 megabaz (1 megabaz=1.000.000 baz) olarak 

hesaplanabilir, bu da yaklaşık olarak yüksek rezolusyonlu bir kromozom bandındaki 

DNA miktarına eşittir. Bu durumda clusterler ışık mikroskobu ile görülebilecek 

büyüklüğe ulaşmış olurlar (Ikbal et al. 2003). Boya replikasyon kümeleri arasındaki 

birleşme çizgileri, KKD formasyonuna eğilimli kararsız yerler olduğunu belirtmektedir.  

DNA hasarları replikon kümelerindeki replikasyon çatalında bir engel oluşturarak o 

segmentte replikasyonu durdurabilir. Replikasyonun iki yöne doğru ilerlediği 

düşünülürse yeni sentezlenmiş bir segmentle eski bir segment uç uca gelebilir ve KKD 

gerçekleşebilir. Bu tür bileşimlere DNA’daki çift zincir kırıkları da neden olabilir, 

bunlar da KKD oluşumuna yol açar (Ikbal et al. 2003). 

2.3. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres 

Serbest radikaller, son yörüngelerinde paylaşılmamış elektron içeren molekül ya da 

atomlardır (Woods et al. 2001). Elektronların bu dizilimi kararsız olduğundan radikaller 

hızlı bir şekilde diğer moleküllerle veya radikallerle reaksiyona girerek kararlı bir 

konfigürasyon oluşturmaya çalışırlar. Bu reaksiyonlar sonucunda oluşan en etkili 

serbest radikaller ROT’dir (Basu et al. 1999; Woods et al. 2001). 

Organizmalardaki en aktif ROT üreticileri fagositoz hücreleridir. Çesitli metabolik 

yangılarla uyarıldıklarında, oksijeni indirgeyerek hidroksil radikali (OH-), hidrojen 

peroksit (H2O2) ve superoksit (O2
-) gibi ROT’ları oluştururlar. Diğer ROT kaynakları; 
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yine oksijenin katıldığı mitokondriyal elektron taşıma zinciri, doymamış yağ asitlerinin 

ve katesolaminlerin oksidasyonu ile NADPH bağımlı oksidazlardır (Basu et al. 1999; 

Thannickal and Fanburg 2000).  

ROT üretimi hem ekzojen hem de endojen kaynaklı olabilmektedir. Ekzojen kaynaklar: 

Hava kirleticiler, doğal zararlı gazlar (ozon, oksijen), iyonize ve non-iyonize radyasyon, 

ilaçlar, alkol, patojenik bakteri ve virüsler (Halliwell and Gutteridge 2001).Endojen 

kaynaklar: Mitokondrial, endoplazmik ve nüklear elektron transport sistemlerinde 

(Sitokrom P450), peroksizomlarda, monosit ve nötrofillerin fagositozu gibi normal 

metabolik olaylar sırasında bol miktarda serbest radikal üretilir (Akkuş 1996). 

 

Şekil 2.3.1. Oksidatif stres seviyesinin hücrelerde meydana getirdiği etkiler (Valko et 
al. 2006)  
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Şekil 2.3.1. de görüldüğü gibi oksidatif stresin düşük seviyede olması tümör oluşumunu 

teşvik ederken, orta seviyede mutasyonlara, yüksek seviyede oksidatif stres ise hücre 

ölümlerine neden olmaktadır (Valko et al. 2006). 

Çizelge 2. 3. 1. Papas (1999)’a göre ROT nin oluşumu (Turna 2008) 

Aktif oksijen türleri Olu şum 

Süperoksit(O2
●-) Oksijenin, enzimatik veya nonenzimatik 

yolla bir elektron redüksiyonu 

Hidroksil radikali (HO●-) Suyun radyolizi, H2O2’in metal-katalizli 
parçalanması, NO ve O2

- etkileşmesi 

Alkoksil ve peroksil radikalleri (LO●-), 
(LO2

●-) 
Hidroperoksitleri metal-katalizli 
parçalanması 

Hidrojen peroksit (H2O2) Süperoksitin dismutasyonu, şekerlerin 
oksidasyonu 

Demir-oksijen kompleksi  Hemoglobin, Miyoglobin, vb. 

Singlet oksijen (-1O2) 

Fotosensitizasyon ile oksidasyon, 
peroksil radikalleri arasındaki 
biyomoleküler etkileşimler, hipoklorit ve 
hidrojen peroksit reaksiyonu 

Lipit ve protein hidroperoksitler 
Lipit ve proteinlerin oksidasyonu 

Nitrojen dioksit (NO-
2) Peroksil radikali ve NO reaksiyonu, hava 

kirlili ği ve sigara 

Nitrik oksit (NO-) Nitrik oksit sentaz, nitrozo tiyol ve hava 
kirlili ği 

 
Tiyil radikalleri (RS)- Tiyollerden hidrojen atomu transferi 
 
Protein radikalleri Proteinlerden hidrojen atomu transferi 

ROT’lerinin başlıcaları süperoksit radikali, hidrojen peroksit, hidroksil radikali, singlet 

oksijeni, peroksil ve alkoksil radikalleridir.  
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2.3.1. Süperoksit radikali (O2
●-) 

Nordberg ve Arner (2001)’a göre moleküler oksijenin indirgeyici bir ajandan bir 

elektron alması sonucu süperoksit radikali (O2
●-) oluşur. Çok reaktif bir serbest radikal 

değildir. Süperoksit nötral çözeltilerde negatif yüklüdür, lipit membranlara penetre olma 

özelliği yoktur, biyomembranları sadece anyon kanalları yoluyla aşabilmektedir ve bu 

nedenle üretildiği kısımda kalmaktadır (Turna 2008). 

Süperoksit radikali oluştuğu yerden fazla uzağa gidemez. Süperoksit, bir serbest radikal 

olmakla birlikte kendisi direkt olarak fazla hasar veremez, asıl önemli olan, H2O2 

kaynağı ve geçiş metal iyonlarının indirgeyicisi olmasıdır. Süperoksit radikali sulu 

çözeltilerde H2O2 oluşturmaktadır. Süperoksitlerden biri elektronlarını diğerine verir, 

böylece birinci süperoksit O2’ye okside olurken ikinci süperoksit H2O2’e redükte olur. 

Bu reaksiyon dismutasyon olarak adlandırılır (Gutterıdge and Halliwell 1994). 

 

 

 

Süperoksit genel olarak anyon şeklinde tarif edildiği halde ortamın pH sına bağlı olarak 

protonlanarak katyon haline dönüşebilir. Bu durumda perhidroksi radikali (HO2) ismini 

alır (Cherubini et al. 2005). 

Süperoksit radikalinin kimyasal davranışı nerede çözündüğüne göre değişir. Suda 

süperoksit çok reaktif değildir. Bazen bir elektron alarak okside edici ajan olarak 

davranabilir. Buna örnek olarak askorbik asidin oksitlenmesi verilebilir (Gutterıdge and 

Halliwell 1994). 

 

 

 

 

Askorbik asit + (O2
●-)                 Askorbik asit radikali + H2O2 

                        SOD 
2 O2

●-
 + 2H+   H2O2 + O2 
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Artmış süperoksit düzeyleri ise SOD enzimiyle H2O2 ve oksijene dönüştürülerek 

azaltılır. Böylece hücresel süperoksit düzeyi sıkı kontrol altına alınmış olur (Cherubini 

et al. 2005).  

2.3.2. Hidrojen Peroksit (H2O2) 

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektron indirgenmesiyle ya da 

süperoksitlerin enzimatik veya non-enzimatik dismutasyonu tepkimeleri sonucu oluşur. 

Yapısında eşlenmemiş elektron içermediğinden radikal özellik taşımaz (Halliwell and 

Gutteridge 1984). Üretildiği bölgede kalan süperoksitin aksine membranları geçen, 

sitozole diffüze olan ve uzun ömürlü bir oksidan olarak bilinir. Bu nedenle süperoksitin 

ulaşamadığı membranla korunan yapılara kolaylıkla ulaşabilir. Burada süperoksitle 

reaksiyona girerek en reaktif ve zarar verici radikal olan hidroksil radikali oluşturmak 

üzere kolaylıkla yıkılabilir (Cherubini et al. 2005). Hidrojen peroksitin oksitleyici bir 

tür olarak bilinmesinin sebebi demir, bakır gibi metal iyonlarının varlığında hidroksil 

radikalinin öncülü gibi davranmasıdır (Halliwell et al.1984).  

2.3.3. Hidroksil radikali (OH ●) 

Biyolojik sistemlerin tanıdığı en reaktif tür olan OH●, su dahil, ortamda rastladığı her 

molekül ile tepkimeye girer. Bütün bu tepkimeler OH●’ın eşlenmemiş elektron içeren 

dış orbitaline elektron alma ilgisinden kaynaklanır (Halliwell et al.1984). Aminoasitler, 

nükleik asitler, organik asitler, fosfolipitler ve şekerler gibi biyokimyasal maddelerin 

birçoğuyla reaksiyona girebilirler. Hidroksilin yarılanma ömrü çok kısadır (Cherubini et 

al. 2005). Başka yere göç edecek kadar uzun ömürlü değildir (Gutterıdge and Halliwell 

1994). 

Biyolojik sistemlerde hidroksil radikali birçok reaksiyon ile oluşabilmektedir. Fe+3’ün 

süperoksitle indirgenip Fe+2 olması ve Fe+2 ‘nin H2O2 ile reaksiyona girerek OH● 

oluşturması fenton reaksiyonu olarak bilinir (Gutterıdge and Halliwell 1994).  
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Doğal enzimler ve glutatyon yetersiz düzeyde iseler süperoksit ve hidrojen peroksit 

ortamda serbestleşmiş halde bulunan Fe+3 veya Cu+2 katalizörlüğünde birbirleriyle 

reaksiyona girerek en güçlü radikal olan OH●- molekülünü oluşturur. Bu reaksiyona 

Haber-Weis reaksiyonu denir (Aruoma et al.1991). 

 

 

Hidroksilradikali yüksek enerjili iyonize radyasyon ile suyun radyolizi sonucu 

oluşabilmektedir (Gutterıdge and Halliwell 1994). Hidroksil radikali, UV ile indüklenen 

hidrojen peroksitin O-O bağlarının homolitik kırılması sonucu da oluşmaktadır 

(Halliwell and Gutteridge 1996). Hidroksil radikalinin sebep olduğu en önemli hasar, 

lipit peroksidasyonu olarak bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur. Hücre zarı su 

içermediğinden OH●’ın başlıca hedefi yağ asitleridir. Zar lipitlerinin peroksidasyonu 

zarın yapısını bozar ve geçirgenliğini artırıp hücre ölümüne sebep olabilir (Nishiyama et 

al. 1998). 

2.3.4. Singlet Oksijen (-1O2) 

Singlet oksijen, moleküler oksijenin yüksek enerji ile uyarılmış formudur. Oksijenin 

enerjetik olarak uyarılan bu formunun reaktivitesi çok yüksektir. Singlet oksijen 

molekül yapısında iki adet eşlenmemiş elektron taşır. Đhtiva ettiği yüksek enerjiyi 

çevreye dalga enerjisi şeklinde vererek yeniden oksijene dönüşebilir veya kovalent 

tepkimelere girerler (Stahl and Sies 2002).  

 

Fe+3 + O2
●                 Fe+2  + O2 

Fe+2 + H2O2   Fe+3 +  OH● + OH● 

                          Fe+3 

O2
●-- + H2O2   O2

 +  OH● + OH●- 
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2.3.5. Peroksil (ROO●) ve Alkoksil (RO●) radikalleri 

Karbon merkezli radikaller, lipit, nükleik asit, karbonhidrat, protein gibi biyolojik 

moleküllerin hidroksil grubu ile reaksiyona girmesi sonucu oluşur. Bunlar hızlı bir 

şekilde O2 ile reaksiyona girerek peroksi radikalini (ROO●) oluşturur. Peroksi 

radikalinden de alkoksil radikali (RO●) oluşabilir. Peroksil radikalleri askorbat ve 

NADH’ı okside etmekte; oksijen varlığında NADH’ın oksidasyonu ise süperoksit 

oluşumuna yol açmaktadır. Peroksil radikalleri ayrıca singlet oksijen oluşturmak üzere 

birbirleriyle reaksiyona girebilmektedir (Halliwell and Gutteridge 1996). 

Genel olarak hücredeki ROT’nin oluşumu ve oluşan ROT’nin hasar meydana getirdiği 

hücre yapıları ve bunları etkisiz hale getiren antioksidan sistemler Şekil 2. 3. 5. 1’de 

gösterilmiştir. Ayrıca antioksidan özelliğe sahip SOD, GPx, glutatyon redüktaz (GR) 

gibi enzimlerle GSH ın ROT’leri ile etkileşimi ile Fe atomlarının etkiside Şekil 2. 3. 5. 

1 de gösterilmiştir. 

2.4. Antioksidanlar 

Antioksidanlar, genel olarak serbest radikal oluşumunu engelleyen maddeler olarak 

tanımlanmışlardır (Powell 2000). Antioksidan savunma sistemi hücre içi ve hücre dışı 

olarak ikiye ayrılır. 

a) Hücre içi savunma sisteminin enzimatik antioksidanları, SOD, CAT ve GPx’tir. 

Enzimatik olmayan hücre içi antioksidanlar; GSH, membranlara bağlanabilen α- 

tokoferol ve β-karoten, askorbat, transferin, seruloplazmin ve bilirubindir (Woods et al. 

2002). 

b) Hücre dışı savunma sistemi ise; metallotionin gibi serbest radikal yokedicileri ve Zn 

gibi iz elementlerden oluşur (Armstrong 1998).  
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Şekil 2.3.5.1. ROT ve antioksidanlar (Erdemli 2006) 

Canlı hücrelerde bulunan protein, lipit, karbonhidrat ve DNA gibi oksitlenebilecek 

maddelerin oksidasyonunu önleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidanlar ve bu 

olaya antioksidan savunma denir. Đnsanda belli başlı hücre içi antioksidanlar SOD, CAT 
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ve GPx enzimleridir. SOD’un yapısında bakır, çinko ve manganez, GPx’de ise 

selenyum iyonu bulunduğundan bu enzimler metaloenzim olarakta adlandırılırlar. Hücre 

içi ortamın aksine hücre dışı ortamda antioksidan savunmadan E ve C vitamini, 

transferrin, seruloplazmin, albumin, bilurubin, β-karoten sorumludur. SOD, GPx ve 

CAT enzimlerinden ayrı olarak E ve C vitamini de hücre içi antioksidan özellige 

sahiptir. Her ikisi de hücre membranlarındaki lipit peroksidasyon zincir reaksiyonlarını 

kıran antioksidanlardır. Hücre içi ortamın aksine, hücre dışı sıvılarda enzimatik 

antioksidan sistemin aktivitesi sınırlıdır (Halliwell 1991). 

Antioksidan bileşiklerin etki şekli ve etkinlik düzeyi oldukça farklıdır. Genelde 

antioksidanlar reaktif oksijen ve nitrojen türlerinin temizlenmesi, oksidatif stresle 

hasarlanmış dokuların tamiri, diğer antioksidanların onarımı veya yenilenmesi ve metal 

şelasyonu gibi oldukça farklı etki şekillerinden birini veya birkaçını ortaya koyarlar. 

Đdeal bir antioksidan bilinen bu etki şekillerinden birçoğunu yerine getirebilme 

özelliğine sahiptir (Biewenga et al. 1994). 

Cherubini ve arkadaşlarına (2005) göre biyolojik sistemlerde oksidanların yıkımı ve 

oluşumu arasındaki denge, hücre ve dokunun biyolojik bütünlüğünün sürdürülmesinde 

önemlidir. Antioksidanlar dört farklı mekanizma ile oksidanları etkisizleştirirler: 

1. Temizleme (Scavenging) etkisi: Oksidanları zayıf bir moleküle çevirme şeklinde olan 

bu etki enzimler tarafından gerçekleştirilir. 

2. Baskılama (Quencher) etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale getirme 

şeklinde olan bu etki vitaminler ve flavonoitler tarafından yapılır. 

3. Onarma etkisi: Serbest radikallerin meydana getirdiği zararlı etkinin onarılmasıdır. 

4. Zincir koparma etkisi: Oksidanları bağlayarak fonksiyonlarını engelleyen ağır 

metaller şeklinde olan bu etki hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini tarafından 

yapılır (Turna 2008).  
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2.4.1. Enzimatik antioksidanlar 

En önemli enzimatik antioksidantlar SOD, CAT ve GPx’tir.  

2.4.1.a. Süperoksit Dismutaz (SOD) 

Hücre içi antioksidantların en önemlilerinden biridir. Antioksidant bir enzim olan SOD 

O2
-’ yi O2’ye ve daha az reaktif olan H2O2’ye katalizler. 1939’ların başlarında izole 

edilen SOD un antioksidant aktivitesi 1969’da McCord ve Fridovich tarafından tespit 

edilmiştir (Mc Cord and Fridovich 1969). Đnsanlarda SOD enziminin 3 formu vardır. 

Sitozolde bulunan Cu ve Zn-SOD, mitokondride bulunan Mn-SOD ve ekstraselular 

SOD (EC-SOD) dur (Landis and Tower 2005). 

 

 

 

Cu-Zn SOD: Genellikle sitozolde ve lizozom organellerinde bulunur. Cu-Zn SOD 

enzimi 32 kDa molekül ağırlığında iki alt birimden oluşmuştur. Her bir alt birim bakır 

ve çinkodan oluşan küme halinde iki çekirdekli aktif bölge bulundurur. Enzim aktivitesi 

pH’ın 5–9.5 olmasına bağlıdır. Cu ve Zn atomları arasındaki köprü histaminle sağlanır. 

Cu-Zn SOD’un antioksidan savunmada ilk sırada yer aldığına inanılır (Mates 1999).  

Mn-SOD (Mitokondrial SOD): Mitokondride bulunur ve kofaktörü mangandır. Mn-

SOD’lar bakterilerden yüksek yapılı organizmalar kadar, pek çok kaynaktan izole 

edilmiştir. Yüksek yapılı organizmalardan elde edilen tüm Mn-SOD’lar tetramerdir ve 

her alt ünitede bir Mn+2 iyonu içerirler (Fridovich 1985). Mn-SOD en etkili antitümör 

aktiviteye sahiptir (Behrend 2003). Mn-SOD 96 kDa molekül ağırlığındadır (Mates 

1999).  

                         SOD 
 
2 O2

●- + 2 H+                   H2O2 + O2  ( pH 4.5–9.5) 
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Ekstraseluler SOD (EC-SOD): Tetramerik bir proteindir, ekstrasellülar bölümlere 

salgılanır. Heparin bir domaine sahiptir ve hücre yüzeyindeki heparin sülfat 

proteoglikanlara bağlanabilir. Cu-Zn SOD enzimi gibi EC-SOD enziminin de 

kofaktörleri çinko ve bakırdır (Mates 1999). 

Bu üç çeşit SOD enziminin dışında son zamanlarda Streptomyces’lerde keşfedilen Ni-

SOD enzimi vardır. 117 aminoasitlik küçük bir proteine sahip bu enzim diğer SOD 

enzimleri ile sekans homolojisi göstermemektedir (Barondeau 2004). 

2.4.1.b. Glutatyon Peroksidaz (GPx) 

GPx, antioksidan enzimlerin en etkin olanıdır. Hücre içi hidroperoksitlerin yok 

edilmesinden sorumludur (Armstrong 1998). H2O2’i suya çevirerek methemoglobin 

oluşumunu engeller (Kalaycıoğlu vd. 1998) ve membran lipidlerini peroksit anyonuna 

karşı koruyarak hücre membranının bütünlüğünü korur. E vitamini ile sinerjik etkileşimi 

söz konusudur. GPx ayrıca büyüme, gelişme ve üreme için gerekli bir iz element olan 

selenyumu yapısında bulundurur. Selenyum eksikliğinin, bu enzimin aktivitesini 

azalttığı bilinmektedir (Brigelius and Flohe 1999; Karagül vd. 2000). 

GPx ilk kez 1957’de Mills tarafından tanımlanmıştır. Glutatyon sisteminin ilk enzimi 

olan GPx, lipit peroksitlerini daha az toksik yağ asitlerine indirger, bunu yaparken de 

GSH’u kofaktör olarak kullanır (Bukan 1999). 

 

 

 

 

 

 

                             GPx 
ROOH + 2GSH   ROH + GSSG + H2O  

                           GPx 
2GSH + H2O2   2H2O + GSSG 
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Mates (1999)’ e göre üç peptidli glutatyonu (GSH) kendi oksidize formuna (GSSG) 

oksidize ederken sitozol ve mitokondrideki SOD tarafından üretilmiş olan hidrojen 

peroksidi de ortadan kaldırabilme özelliğine sahiptir. GPx’ın selenyum bağımlı ve 

selenyumdan bağımsız olmak üzere iki tipi vardır. Farklı substratları kullanırlar. 

Selenyum bağımlı formu sitoplazmada bulunur ve düşük bir kapasiteye sahiptir. 

Selenyum bağımsız formu ise organik hidrojen peroksitleri kullanır ve daha yüksek bir 

aktiviteye sahiptir. Glutatyon metabolizması antioksidant savunma sistemlerinden en 

önemlilerinden biridir. Đnsan dokuları majör peroksit uzaklastırıcı enzim olarak GPx 

içermektedir. Đnsanlarda selenyuma bağlı 4 farklı GPx vardır (Turna 2008). 

CAT ve SOD başlıca membranın hidrofilik bölgelerinde etki gösterir. Glutatyon 

peroksidaz ise hidrofobik membran komponentlerinde lipit peroksidasyonuna karşı 

indirekt olarak koruyucu etki yapmaktadır. Dolayısıyla glutatyon peroksidaz, CAT ve 

SOD’un kombine bulunduğu durumlarda serbest radikal ataklarına karşı hücre 

bütünlüğünün korunmasında daha etkili olmaktadır (Mates 1999). E vitamini yetersiz 

olduğunda membranı peroksidasyona karşı GPx korur. Eritrositlerde en kuvvetli 

antioksidandır (Chao et al. 2002). 

2.4.1.c. Katalaz (CAT) 

Sumer ve Dounce tarafından 1937’de kristalize halde saflaştırıldı. Her biri bir prostetik 

grup olan ve yapısında Fe+3 bulunduran dört hem grubundan oluşmuş bir 

hemoproteindir. SOD’un oluşturduğu H2O2’yi peroksidazlarla beraber oksijen ve suya 

parçalar (Mates 1999). 

 

 

 

 

                 CAT 
2H2O2                      2H2O+ O2  
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2.4.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar 

2.4.2.a. Glutatyon (GSH)  

GSH ise önemli bir intraselüler antioksidandır. Okside edilmiş şekli, serbest 

radikallerinin inhibisyonunda (Boehme et al 1992), indirgenmiş sülfidril gruplarının 

stabilizasyonunda ve tokoferol ile askorbatın rejenerasyonunda görevlidir (Armstrong 

1998). Ayrıca GPx’in kofaktörü olarak da görev yapar (Boehme et al. 1992). 

 

 

 

Glutatyon sitozolde bol miktarda bulunur. Sitozolde (1–11 mM), nukleusta (3–15 mM) 

ve mitokondride (5–11 mM) bulunur, ayrıca suda çözünebilir (Masella et al. 2005). 

Tabiatta yaygın bir şekilde bulunan bu sülfürlü bilesik 1921 yılında Hopkins tarafından 

keşfedilmiş ve glutamil-sisteinden ibaret bir dipeptit olduğu zannedilmiştir. Ancak 1929 

yılında kristal halde elde edildikten sonra yapısının tripeptit olduğu anlaşılmıştır 

(Gözükara 1997). Glutatyon sistein içeren bir tripeptid olup glutamat, sistein ve 

glisinden sentezlenir. Glutatyon hücrelerde en çok bulunan protein dışı endojen tioldür. 

Doku GSH düzeyi sadece senteze katılan enzimler tarafından düzenlenmez, tiol içeren 

aminoasitlerin yeterince olması da oldukça önemlidir (Parcell 2002). GSH’ın 

antioksidan özelliği bulundurduğu –SH grubundan veya koenzim veya kofaktör olarak 

görev yaptığı enzimlerin ROT’lerini etkisizleştirmelerinden kaynaklandığı bildirilmi ştir 

(Janssen et al. 1993). Đn vivo sentezlenebilen ve ince bağırsaktan kısmen emilebilen 

GSH endojen ve eksojen bir antioksidandır. Glutatyon, GSH-transferaz ve peroksidazlar 

için bir substrat olup ksenobiyotik ve ROT’nin detoksifikasyonuna katılır. Ayrıca, 

antioksidan etkili C ve E vitaminleri üzerinde orta düzeyde koruyucu etkiye sahiptir 

(Parcell 2002). GPx GSH’ ın GSSG’ ye oksitlenme reaksiyonunu katalizler. GSH ile 

GSSG arasındaki dinamik dengenin korunabilmesi için glutatyonun oksitlenmiş formu 

 
2GSH + H2O2     GSSG + 2H2O 
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(GSSG) glutatyon redüktaz (GSSG-red) enzimi ile GSH’a indirgenir ve kofaktör olarak 

NADPH kullanılır (Luberda 2005). 

 

 

 

 

 

GSH eksikliği hücre ölümüne yol açabilir. Karaciğer iki GSH havuzuna sahiptir. 

Birincisinin yarı ömrü 2–4 saat ve sitozoliktir, ikincisinin yarı ömrü 30 saattir ve 

mitokondriyaldir. Ökaryotik hücrelerde GSH’nin %90’ı sitozolde, %10’u mitokondride, 

çok azı da endoplazmik retikulumda bulunur. GSH oksidasyonu, apoptozis sürecin 

erken belirticidir ve metabolik sinyal gibi davranabilir. GSH, DNA sentezinde ve hasarlı 

DNA parçalarının onarılmasında, metabolik fonksiyonların yerine getirilmesinde, 

zehirli maddelerin inaktif hale dönüştürülmesinde ve serbest radikallerin olası 

hasarlarının önlenmesinde görev yapmaktadır (Masella et all. 2005). 

2.4.2.b. A Vitamini 

Suda çözünmeyen, yağda ve organik çözücülerde çözünebilen bir maddedir. A vitamini 

bir primer alkol grubuna ve çok sayıda doymamış bağa sahiptir. Büyümede etkili olan A 

vitamini alkol (retinol), aldehit (retinal) ve asit (retinoik asit) formları mevcuttur (Keha 

vd. 1997). Ayrıca α-karoten ile γ-karotenin birleşmesiyle bir molekül A vitamini oluşur. 

A vitamini karaciğerde yağ asidi esteri şeklinde depo edilir. A vitamini büyüme, görme, 

üreme ve epitelyum hücrelerinin sağlamlığı fonksiyonlarına sahiptir. Karaciğer, yağ, 

yumurta sarısı A vitamini, sarı ve koyu yeşil sebze ve meyveler ise A vitamininin öncü 

maddesi olan karotenler bakımından zengindir (Tüzün 1997). A vitamini singlet oksijen 

temizliyicisi olması nedeniyle oksijen radikallerine karşı koruyucu etki yapar (Kılınç 

1985).  

                           GPx 
2GSH + H2O2   GSSG + 2H2O  

                                            GR 
GSSG + NADPH + H+  2GSH + NAD  
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2.4.2.c. C Vitamini (Askorbik Asit) 

C vitamininin kapalı formülü C6H8O6 olan ketolaktondur. Suda çözünebilen C vitamini 

özellikle yeşil sebze, patates ve meyvelerde bol miktarda bulunur. Bağırsaklardan 

kolayca emilir. C vitamini eksikliğinde skorbüt hastalığı oluşur. C vitamininin fazlası 

ter ve idrarla dışarı atıldığı için depo edilemez (Tüzün 1997).  

Askorbik asit; moleküler oksijen, nitrat, sitokrom a ve c bileşiklerinin indirgenmesine 

neden olan ve sulu ortamlarda serbest radikallerle reaksiyona girebilme kabiliyetindedir. 

Plazmada oksidan ajanlara karşı ilk antioksidan savunmayı oluşturur. Süperoksit ve 

hidroksil radikalleriyle reaksiyona girip onları temizleyen bir antioksidan olmasının 

yanı sıra tokoferoksil radikalinin tekrar tokoferole dönüşmesini sağlar. Bu sırada kendisi 

de dehidroaskorbata oksitlenir (Cherubini et al. 2005). 

C vitamini yetersizliği durumlarında oluşan tokoferoksil radikalleri tokoferole 

dönüşmek için GSH ile reaksiyona girerek böylece hücredeki GSH miktarını 

azaltacaktır. Yine plazma C vitamini düşük (0.2 mmol/L’den düşük) olduğu zaman 

oksidan etki de gösterebilir. Süperoksit dışında Fe+3 ’ü Fe+2’ye indirgeyen başka bir 

ajandır. Bu şekilde demiri Fenton reaksiyonuna girmeye uygun hale getirerek böylece 

plazma düzeyleri düşük olduğu zaman süperoksit üretimine katkıda bulunur (Cherubini 

et al. 2005). C vitamininin iki ana formu vardır: 1. L-askorbik asit güçlü indirgeyici 

ajandır. 2. L-dihidroaskorbik asit (DHAA) ise okside formudur. C vitamininin kanserin 

önlenmesinde kullanılabileceği düşünülmektedir (Decker et al. 1999).  

2.4.2.d. E Vitamini 

E vitamini ilk olarak Evans (1938) tarafından bulunmuştur. Yağda çözünen bir 

vitamindir ve 8 farklı formu vardır. Membranlarda oksijen radikallerinin ana 

temizleyicisidir. Đnsanlarda en aktif formu α-tokoferoldür ve çok kuvvetli bir biyolojik 
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antioksidandır. En temel antioksidan özelliği lipid peroksidasyonuna karşı koruma 

sağlamasıdır (Pryor 2000). 

E vitamini doğal olarak alfa, beta, gama ve delta, gibi çesitli formlarda bulunmaktadır. 

Bunlar içerisinde α -tokoferol en geniş doğal dağılıma ve en yüksek antioksidan 

aktiviteye sahiptir (Akkuş 1996). Bitkisel yağlar E vitamini yönüyle zengin, karaciğer 

ve yumurta E vitamini bakımından orta zenginliktedir (Özer 1996). Zincir kırıcı 

antioksidan olarak fonksiyon görür. Hidrofobik kısmına hidrojenini kolaylıkla verebilen 

OH¯  grubu bağlıdır. Bu yüzden lipit peroksidasyonu sırasında oluşan peroksil ve 

alkoksil radikalleri yağ asidi yerine α-tokoferolle birleşir ve reaksiyon zinciri kırılmış 

olur. Böylece α-tokoferol yeni bir radikal olan α-tokoferol-O-1’e dönüştürülmüş olur. Bu 

radikalin ise başka bir yağ asidiyle birleşebilme aktivitesi düşüktür. Sonuçta zincir 

reaksiyonu durur. Oluşan bu tokoferoksil radikali membran yüzeyinde askorbik asitle 

(C vitamini) reaksiyona girerek tekrar tokoferole dönüşmektedir (Chao et al. 2002).  

Analizlere göre günlük 400 IU miktarında alınması sağlık riskini artırırken, 200 IU 

alınmasının sağlık riskini artırmadığı gibi faydası vardır (Valko 2006). 

 

 

 

 

E vitamini peroksit ve hidroperoksitleri hidrojen iyonu ile doyurarak peroksit 

radikallerinin aktivitesini azaltır (Çelik et al. 1996). Tokoferoller singlet oksijen ile 

reaksiyona girerek membranları bunun zararına karşı korumaktadır (Halliwell et al. 

1996).  

 

 
α-Tokoferol-OH + ROO●-   α -Tokoferol-O●- + ROOH 

 
α -Tokoferol-O●- +Askorbik Asit          α –Tokoferol+Dihidroaskorbik asit (DHAA) 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1. KKD Analizi 

3.1.1. Kullanılan kimyasal maddeler 

- RPMI–1640 

- Fitohemaglutinin (FHA) 

- Fetal Bovine Serum (FBS) 

- L-Glutamine  

- Penisilin-Streptomisin (PS)  

- Kolşemid solüsyonu (Biological Industries) 

- KCl (MERCK) 

- KH2PO4 (MERCK) 

- Na2HPO4 (MERCK) 

- Giemsa boyası (MERCK) 

- Asetik asit (MERCK) 

- Methanol (MERCK) 

- 5-Bromo-2-deoksiüridin (BrdU) (Sigma) 

- Hoechst 33258  (Sigma) 

- Aflatoxin B1 (Sigma) 

- Vitamin A 

- Vitamin C 

- Vitamin E 

- DMSO (Dimetil sulfoxide) 

b) Kullanılan alet ve cihazlar 

- Elektronik terazi (Precisa 160 M) 

- pH metre (Jenway 3010)  
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- Santrifüj (nüve CN180, NF048) 

- Mikroskop ( Olympus BX2) 

- Mikroskop ( Nikon) 

- Kromozom Görüntüleme (Nikon) 

- UV kaynağı 

- Su banyosu (Nüve BM402) 

- Isıtmalı manyetik karıştırıcı  (Velp Scientifica) 

- Cam erlen mayer 

- Cam mezür  

- Cam şale 

- Plastik pastör pipeti 

- Kültür tüpleri 

3.1.2. Kullanılan çözeltilerin hazırlanması  

AFB1 çözeltisinin hazırlanması 

10 mg AFB1 %10’luk 10 mL DMSO’da çözüldü. Bu çözeltiden 2.5 mL alınarak üzeri 1 

L’ye distile su ile tamamlandı. 80 µM lık stok çözelti hazırlandı. Bu stoktan kültür 

ortamına 0.5 mL katılınca medium ortamında son konsantrasyonu 5 µM olarak 

ayarlandı. 

A vitamininin hazırlanması 

Stok çözelti için 0.038 mL retinoik asitten (%95 lik, molekül ağırlığı 300 gr/mol) 160 

mL DMSO’da çözülüp 750 µM’lık stok çözelti hazırlandı. Stok çözeltiden 8 mL’lik 

medyum ortamına 6 µL katınca 0.5 µM, 11 µL katınca 1 µM ve 16 µL katınca 1.5 

µM’lık son konsantrasyonlar elde edildi.  
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C vitamininin hazırlanması 

Stok için 0.0352 gr askorbik asit (0.025 M) 8 mL distile su ile çözüldü. Stok çözeltiden 

8 mL’lik medyum ortamına 8 µL katıldığında 25 µM, 16 µL katılınca 50 µM ve 32 µL 

katılıncada 100 µM’lık son konsantrasyon elde edilmiş olur. 

E vitamininin hazırlanması 

Stok α- tokoferol için 18 µL α- tokoferolü (0.01 M, d: 0.95 gr/mL, MA:430.7 gr/mol) 8 

mL asetonda çözülüp medyum ortamına 50 µM için 41 µL, 100 µM için 81 µL ve 200 

µM için 163 µL katıldı. 

Tespit solüsyonunun hazırlanması 

1/3 asetik asit methanol çözeltisi hazırlandı. 

Hipotonik solüsyonun hazırlanması 

0.560 gr KCl 100 mL distile suda çözülerek 0.0075M KCI çözeltisi hazırlandı. 

Hoechst 33258 stok çözeltisi hazırlanması 

25 mg’lık Hoechst 33258 (sigma) şişesi 5 mL distile su ile sulandırıldı. Karanlık 

ortamda -20 0C de saklandı. 

Hoechst 33258 çalışma çözeltisi hazırlanması 

1 mL Hoechst 33258 Stok Çözeltisi ile 99 mL PBS çözeltisi taze hazırlanarak kullanıldı.  
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5-Bromo–2-Deoksiüridin çözeltisinin hazırlanması 

5-Bromo–2-deoksiüridin (BrdU) (Sigma) 0.0026 g tartıldı ve 5 mL RPMI 1640 ile 

sulandırıldı. Alüminyum folyo ile sarılarak karanlık ortamda +4 0C de saklandı. 

Kültürde son konsantrasyon 10-2 M idi. 

20XSSC çözeltisinin hazırlanması 

175.3 gr NaCl ve 88.2 gr Na-Sitrat 800 mL distile suda çözüldü ve toplam hacim distile 

su ile 1 L’ye tamamlandı. 

2XSSC çözeltisinin hazırlanması 

100 mL 20XSSC solüsyonuna 850 mL distile su eklendi. pH NaOH ile 7.0’ye ayarlandı. 

Toplam hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandı. 

PBS çözeltisinin hazırlanması 

0.2 gr KCl+0.2 gr KH2PO4+8 gr NaCl+1.15 gr (anhidroz) Na2HPO4 1 litre distile suda 

çözüldü (pH 7.0). 

Boya solüsyonunun hazırlanması 

9.08 gr/L KH2PO4, 14.8 gr/L Na2HPO4 2H2O hazırlandı. 30 mL Na2HPO4 2H2O alınıp 

üzerine 40 mL KH2PO4 solüsyonu eklenerek pH 6.8’e ayarlandı. 

3.1.3. Lenfosit besi yerlerinin hazırlanması ve saklanması 

- 100 mL RPMI-1640 

- 20 mL FBS 
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- 5 mL FHA 

- 2 mL L-Glutamine 

- 1 mL PS 

Hazırlanan solusyon 7.5 mL olacak şekilde steril hücre kültür tüplerine paylaştırıldı. 

Kullanım zamanına kadar -20 oC de saklandı. 

3.1.4. Donör seçimi 

Sağlıklı 25 ile 35 yaş arasında 2 erkek ve 2 kadından oluşan gönüllü olarak deneye 

katılmak isteyen toplam 4 donör seçildi. Donörler sigara kullanmayanlar arasından 

seçildi (pasif içicide olmadıkları belirlenerek). Son 6 ay içerisinde her hangi bir nedenle 

antibiyotik, X-Ray almadıkları, bilinen veya tanımlanan akut veya kronik bir 

rahatsızlıklarının olmadığı sözlü beyanları ile kabul edildi. Donörlerden deneye 

başlanacağı saatte kan alındı. 

3.1.5. Deney düzeneğinin oluşturulması 

Daha önce hazırlanan besi yerleri -20 oC den çıkarılarak oda ısısına gelmesi sağlandı. 

Oda ısısına gelen besi yerine aşağıda planlanan kimyasallar, belirlenen oranlarda steril 

(filtre) edilerek eklendi. Bu işlemler sonrasında belirlenen donörden alınan kan 

örneklerinden 1 mL eklendi (her bir tüp için). Bu deney düzeneği toplam 4 donör için 

tekrarlandı. 

Kültür 1: Sadece besi yeri + DMSO (Kontrol) 

Kültür 2: Besi yeri + 5 µM AFB1 

Kültür 3: Besi yeri + 5 µM AFB1 + 0.5 µM Vit A 

Kültür 4: Besi yeri + 5 µM AFB1 + 1 µM Vit A 

Kültür 5: Besi yeri + 5 µM AFB1 + 1.5 µM Vit A 

Kültür 6: Besi yeri + 5 µM AFB1 + 25 µM Vit C 

Kültür 7: Besi yeri + 5 µM AFB1 + 50 µM Vit C  
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Kültür 8: Besi yeri + 5 µM AFB1 + 100 µM Vit C 

Kültür 9  : Besi yeri + 5 µM AFB1 + 50 µM Vit E 

Kültür 10: Besi yeri + 5 µM AFB1 + 100 µM Vit E 

Kültür 11: Besi yeri + 5 µM AFB1 + 200 µM Vit E 

3.1.6. Lenfosit kültürü 

1- Donörlerden alınan periferik kan örneği ve ilgili kimyasallar ile hazırlanan 8 mL’lik 

hücre kültür tüpüne 5 damla 10-2 M stok BrdU çözeltisi eklenerek 72 saat 37 oC de 

kapalı hücre kültürüne alındı.  Kültür tüpleri aliminyum folya ile sarılarak karanlık 

ortam sağlandı. 

2- Kültürün 69. saatinde her kültür tüpüne 5 damla kolşisin solüsyonu eklendi.  

3- 72. saatte kültüre edilen tüpler 1000 rpm’de 10 dakika santrifüje edilerek süpernatan 

kısmı biyokimyasal analizler için ayrıldı. 

4- Pellet üzerine hipotonik solüsyonu (0.075 M KCl) eklendi ve tüpler 25 dakika 

37oC’lik etüvde bekletildi.  

5- 1000 rpm’de 10 dakika santrifüje edilerek süpernatan kısmı atıldı ve pellet üzerine 

1:3 oranında soğuk asetik asit methanol karışımı eklenerek tespit işlemi gerçekleştirildi.  

6- Tespit işlemi toplam üç kez tekrarlandı. Tespit işlemi sonunda süpernatanın 1–1.5 

mL’lik alt kısmı hariç diğer bölümü atıldı.  

7- Dipte kalan pellet çalkalanarak resüspanse edildikten sonra soğuk tespit içinde 

bekleyen lamların her birine 5–6 damla bu süspansiyondan damlatılarak 5 lam 

hazırlandı. 

8- Hazırlanan preparatlar üç gün oda sıcaklığında bekletilerek yaşlandırıldı. 

9- Bu süre sonunda her bir preparat floresan plus giemsa tekniği ile boyandı. 

3.1.7. Floresan plus giemsa tekniği ile boyama  

Bu işlem sırası ile şu şekilde tatbik edildi; 

1. Üç gün oda ısısında kurutulan preparatlar 100 mL PBS tampon çözeltisi bulunan 

alüminyum folyoya sarılı temiz bir şalede 5 dakika oda ısısında bekletildi.  
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2. Süre sonunda şaleden çıkarılan preparatlar 0.5 µgr/mL konsantrasyondaki stok 

Hoechst 33258 solüsyonundan 1/100 oranında PBS tampon çözeltisi içerisinde 

hazırlanarak bu solüsyonda 10 dakika karanlık ortamda bekletildi. 

3. 1–2 saniye PBS’te yıkanan preparatlar bir kaba horizontal olarak dizilip üzerlerine 

lamel kapatıldı.  

4. Hazırlanan preparatlar 13 cm yükseklikte bulunan UV lambasının altında 25 dakika 

bekletildi. 

5. Preparatlardan lameller kaldırılarak 65oC’deki 2XSSC solüsyonu içinde 15 dakika 

bekletildi. 

6. 2XSSC solüsyonundan çıkartılan preparatlar distile su ile yıkandı. 

7. Preparatlar 5 dakika Giemsa boyasında tutularak boyandı ve incelemeye alındı.  

3.1.8. KKD sayımı 

Her bir donör için en az 20 metafaz mikroskopta (Olympus BX50 100x büyütmede) 

değerlendirildi. Her kromozomda koyu boyalı KKD bölgelerinin bir kromatitten 

diğerine atladığı bölgeler bir adet değişim olarak kabul edildi. Aynı kromozom üzerinde 

1 den fazla geçiş görüldüğü durumlarda bunların her biri ayrı ayrı sayıldı. Sentromerden 

geçiş gösteren bölgeler değerlendirmeye alınmadı (Şekil 3.1.7). Planlanan deney 

düzeneğine uygun olarak her bir donörden alınan kan örnekleri ve uygulanan 

kimyasalların farklı konsantrasyonları için ayrı ayrı olmak üzere ortalama KKD sıklığı 

belirlendi.  
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Şekil 3.1.7. KKD’lerin sayılmasında esas alınan kriterler 

3. 2. SOD, GPx, MDA, GSH Ölçümü 

SOD, GPx, MDA, GSH Ölçümü için 72 saat kültüre edilen tüpler 1000 rpm’de 10 

dakika santrifüj edildi, süpernatan kısmı analiz için kullanıldı. 

3. 2. 1. Superoksit Dismutaz (SOD) ölçümü: 

Kullanılan reaktifler: 

● Deney Reaktifi (Ksantin 0.3 mM; EDTA 0.6 mM; NBT 150 µM; Na2CO3 4 M; BSA 

1 gr/L) 

● Ksantin oksidaz 167 U/L  
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Cu,Zn-SOD aktivitesi hücre kültürü süpernatantında Sun ve arkadaşlarının tarif ettiği 

metod kullanılarak ölçüldü (Sun et al. 1988). 100 µl numune üzerine 2.45 mL assay 

reaktifi [0.3 mM xanthine, 0.6 mM Na2EDTA, 0.15 mM NBT, 0.4 M Na2CO3, 1 g/L 

bovine serum albumin (BSA)] katıldı. Ksantin oksidaz (50 µl, 167 U/L) ilavesi ile 

reaksiyon başlatıldı. Ksantin-ksantin oksidaz sistemi tarafından üretilen süperoksit 

anyon radikalleri tarafından NBT’nin indirgenmesi ile oluşan absorbans değişimi 560 

nm de ölçüldü. NBT’nin indirgenmesini % 50 inhibe eden enzim aktivitesi 1 enzim 

ünitesi olarak tanımlandı. Cu, Zn-SOD aktivitesi mg proteinde SOD ünitesi olarak ifade 

edildi.  

3. 2. 2. Glutatyon Peroksidaz (GPx) ölçümü: 

Kullanılan reaktifler: 

● Fosfat tamponu (50 mM, pH 7.5 mM EDTA’lı) 

● GSH (150 mM) 

● Glutatyon redüktaz (30 U/mL) 

● NADPH (8 mM) 

● NaN3 (0.12 M) 

● H2O2 (2 mM) 

● NADPH (8 mM) 

GPx aktivitesi, hücre kültürü süpernatantında Paglia ve Valentine metodu ile ölçüldü 

(Paglia and Valentine 1967). Özetle, bir küvet içerisine 50 µl numune, 100 µl NADPH 

(8 mM), 100 µl redükte glutatyon (150 mM), 20 µl glutatyon redüktaz (30 U/mL), 20 µl 

sodyum azid çözeltisi (0.12 M) ve 2.65 mL potasyum fosfat tamponu (50 mM) (pH 7.0, 

5 mM EDTA) birleştirildi. 30 dk. 37 oC’de inkübe edildi. 100 µl H2O2 (2 mM) ilave 

edilip alt üst edilerek karıştırıldı ve reaksiyon başlatıldı. NADPH’ın NADP’ye 

dönüşümü 5 dk. 340 nm’de spektrofotometrik olarak ölçüldü. Enzim aktivitesi, 340 nm 

dalga boyundaki NADPH ın molar absorbtivite katsayısı (6.22x10-6) kullanılarak 

hesaplandı ve ünite/gr protein olarak ifade edildi.  



 
 

 

55 

3. 2. 3. Total Glutatyon (GSH) ölçümü: 

Kullanılan reaktifler: 

● Na2EDTA (5 mM pH 7.5) 

● Fosfat reaktifi (0.3 M Na2HPO4) 

● DTNB (5-5 dithiobis(2-nitrobenzoik asit) 40 mg/dL , % 1’lik Na sitrat içinde) 

● KH2PO4 (100 mM ) 

● Glutatyon redüktaz (625 U/L) 

Hücre kültürü süpernatantında GSH seviyesi, Tietze ve Anderson’nun (Tietze 1969; 

Anderson, 1985) metoduna göre ölçüldü. Özetle, 3 mL’lik bir küvete 100 µl numune 

konuldu ve daha sonra 5-5’-dithio-bis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) (10 mM) çözeltisi, 

Na2EDTA (5 mM) (pH 7.5) içeren KH2PO4 (100 mM) ve 750 µl glutatyon redüktaz 

(625 U/L) eklendi ve oda sıcaklığında 3 dk inkübe edildi. Daha sonra 1.47 mM β-

NADPH’dan 150 µl eklendi ve alt üst edilerek karıştırıldı ve 5-thio-2-nitrobenzoik asit 

oluşumu 2 dk 412 nm spektrofotometrik olarak ölçüldü. Sonuçlar µmol/gr protein 

olarak ifade edildi. 

3. 2. 4. Malondialdehit (MDA) ölçümü: 

Kullanılan Reaktifler: 

● % 8.1 sodyum dodesil sulfat 

● %20 asetik asit 

● n-bütanol/piridin (15:1, v/v) 

● EDTA 0.1 M 

● Tiobarbutirik asit (TBA) çözeltisi % 1 

●NaOH 0.05 N 

MDA seviyesi hücre kültürü süpernatantında Ohkawa tarafından tanımlanan metoda 

göre spektrofotometrik olarak belirlendi (Ohkawa 1979). Toplam hacim 4 mL olacak 
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şekilde % 8.1 sodyum dodesil sulfat, %20 asetik asit, %0.9 thiobarbiturik asit 

karışımına 0.2 mL numune eklenerek 1 saat 95 oC’de inkübe edildi. Đnkübasyondan 

sonra tüpler oda sıcaklığına kadar soğutuldu ve üzerine 1 mL distile su ile 5 mL n-

butanol/piridin (15:1, v/v) eklendi. Numuneler 4000xg 10 dk. santrifüj edildi. 

Süpernatantın 532 nm’de absorbansı ölçüldü ve standart grafik yardımı ile MDA 

konsantrasyonu hesaplandı. 1.1.3.3-Tetraetoksipropan standart olarak kullanıldı. MDA 

konsantrasyonu µmol/L olarak ifade edildi.  

Protein konsantrasyonu hücre kültürü süpernatantında Bradford metoduna göre 

belirlendi (Bradford 1976). Fotometrik ölçümler, DU 530 spektrofotofmetre (Beckman 

Instruments, Fullerton, CA) ile kuartz küvetler kullanılarak ölçüldü. 

3.3. Đstatistiksel değerlendirme  

Elde edilen KKD verileri ile sayı, ortalama ve standart hatalar ( ±SE) hesaplandı. 

AFB1’in KKD üzerine etkisi ve bunun vitamin A, C ve E ile nasıl bir ilişki içerisinde 

olduğunu SPSS 11.5 analiz programında T-Testi ile değerlendirildi. Sonuçların p<0.05 

olması durumunda aradaki fark istatistiksel olarak önemli kabul edildi. 

Biyokimyasal parametrelerin ortalama değişimlerinin değerlendirilmesinde Mann-

Whitney U testi kullanıldı. Sonuçların p<0.05 olması durumunda önemli kabul edildi. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

Yaptığımız çalışmada elde ettiğimiz sonuçlar mutajenite testi olan KKD ve 

biyokimyasal analizlerden olan SOD, GPx, MDA ve GSH için ayrı iki başlık altında 

verilmiştir. Her bir parametre içinde kontrol ve deney grupları arasındaki farklar 

istatistiksel olarak değerlendirilmiştir. 

4.1. KKD Bulguları 

Deney gruplarının her biri için ortalama KKD frekansları ( ±SE) her bir donör için 

toplanmıştır. Donörlere ait KKD frekansları vitamin A için Çizelge 4.1.1 de, vitamin C 

için Çizelge 4.1.2’de ve vitamin E için Çizelge 4.1.3’de sunulmuştur. 

Donörlerden elde edilen KKD bulguları değerlendirildiğinde; metafaz alanlarında en az 

2, en fazla 17 KKD değişimlerinin bulunduğu görülmüştür.  

Donör kanlarından elde edilmiş KKD görüntüleri Şekil 4.1.1–4.1.8 arasında 

fotoğraflanmıştır. 
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Şekil 4.1.1.: Donör 1’e ait elde edilen bir metafaz alanındaki 10 adet KKD değişimi 
 

 

Şekil 4.1.2: Donör 1’e ait elde edilen bir metafaz alanındaki 4 adet KKD değişimi 
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Şekil 4.1.3. Donör 2’e ait elde edilen bir metafaz alanındaki 4 adet KKD değişimi 
 

 

Şekil 4.1.4. Donör 1’e ait elde edilen bir metafaz alanındaki 16 adet KKD değişimi 
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Şekil 4.1.5. Donör 3’e ait elde edilen bir metafaz alanındaki 8 adet KKD değişimi 

 

 

Şekil 4.1.6. Donör 3’e ait elde edilen bir metafaz alanındaki 5 adet KKD değişimi 
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Şekil 4.1.7. Donör 4’e ait elde edilen bir metafaz alanındaki 12 adet KKD değişimi 
 

 

Şekil 4.1.8. Donör 4’e ait elde edilen bir metafaz alanındaki 11 adet KKD değişimi  
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AFB1 tek verildiğinde KKD frekansı 9.89±0.17 bulunmuştur bu değer kontrol ile 

kıyaslandığında AFB1’in KKD’yi indükledi ği (p=0.000) görülmüştür. Sadece AFB1’in 

verildiği kültürlerin vitamin A’nın 0.5 µM, 1 µM ve 1.5 µM dozlarındaki KKD 

frekansları karşılaştırıldığında sırası ile 9.01 ± 0.24 (p=0.012), 8.48 ± 0.25 (p=0.01) ve 

6.86 ± 0.38 (p=0.006) olarak bulunmuştur. Bu değerler ile vitamin A’nın AFB1’in 

KKD’yi arttırıcı etkisinin engellendiği görülmüştür. AFB1’in KKD’yi arttırıcı etkisini 

engellemesi açısından değerlendirildiğinde, vitamin A’nın 1.5 µM dozlarındaki 

uygulamalarında daha net görüldüğü tespit edilmiştir (p=0.008; Çizelge 4.1.1.). A 

vitamininin 1.5 µM’lık dozu ile kontrol grubu arasında KKD değeri ortalamaları 

birbirine yakın ve fark istatistiksel olarak önemsizdir (Çizelge 4.1.1.). 

Çizelge 4.1.1. Vitamin A uygulandığında lenfosit kültürlerinden elde edilen KKD 
frekansları ( ±SE) 
 

 Donör 1  Donör 2 Donör 3 Donör 4 Ortalama 

Kontrol  6.20 ± 0.22 5.90 ± 0.51 6.47 ± 0.46 6.12 ± 0.33 6.17 ± 0.12 

AFB1 10.12 ± 0.10 9.71 ± 0.36 10.22 ± 0.26 9.52 ± 0.36 9.89 ± 0.17a 

AFB1+VA1 9.42 ± 0.24 8.38 ± 0.72 9.35 ± 0.73 8.91 ± 0.49 9.01 ± 0.24ac 

AFB1+VA2 8.21 ± 0.76 8.35 ± 0.23 8.15 ± 0.71 8.22 ± 0.23 8.48 ± 0.25bd 

AFB1+VA3 7.40 ± 0.29 6.04 ± 0.29 6.43 ± 0.25 7.60 ± 0.71 6.86 ± 0.38efg 

 
AFB1: 5 µM, VA1: 0.5 µM, VA2: 1 µM, VA3: 1.5 µM 
Kontrole göre;           ap=0.000     bp=0.004  
AFB1’  e göre;             cp=0.012     dp=0.01     ep=0.006 
AFB1+VA1’e göre;   fp=0.008 
AFB1+VA2’e göre;   gp=0.02 

Sadece AFB1 in verildiği kültürlerin vitamin C’nin 25 µM, 50 µM ve 100 µM 

dozlarındaki KKD frekansları karşılaştırıldığında sırası ile 7.76 ± 0.37 (p=0.01), 6.86 

±0.31 (p=0.000) ve 6.47 ± 0.29 (p=0.003) olarak bulunmuştur. Bu değerler ile vitamin 

C’nin AFB1’in KKD’yi arttırıcı etkisinin engellendiğinin ve vitamin C’nin 100 µM 
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dozlarındaki uygulamalarında daha net görüldüğü tespit edilmiştir (p=0.004) (Çizelge 

4.1.2.). C vitaminin 25µM’lık dozu ile 50 µM’lık arasındaki fark önemli değilken, 25 

µM’lık doz ile 100 µM’lık doz arasındaki fark önemlidir (p=0.004). Kontrole en yakın 

KKD değeri C vitamininin 100 µM’lık dozunda görülmüş ve kontrol ile arasındaki fark 

önemsiz bulunmuştur (Çizelge 4.1.2.)  

Çizelge 4.1.2. Vitamin C uygulandığında lenfosit kültürlerinden elde edilen KKD 
frekansları ( ±SE) 
  

 Donör 1 Donör 2 Donör 3 Donör 4 Ortalama 

Kontrol  6.20 ± 0.22 5.90 ± 0.51 6.47 ± 0.46 6.12 ± 0.33 6.17 ± 0.12 

AFB1 10.12 ± 0.10 9.71 ± 0.36 10.22 ± 0.26 9.52 ± 0.36 9.89 ± 0.17a 

AFB1+VC1 7.20 ± 0.49 7.12 ± 0.23 8.64 ± 0.44 8.10 ± 0.62 7.76 ± 0.37bd 

AFB1+VC2 6.80 ± 0.60 6.78 ± 0.36 7.18 ± 1.34 6.56 ± 0.30 6.86 ±0.31ce 

AFB1+VC3 6.00 ± 0.49 6.36 ± 0.12 7.24 ± 0.42 7.04 ± 1.18 6.47 ± 0.29ef 

 
AFB1: 5 µM, VC1: 25 µM, VC2: 50 µM, VC3: 100 µM 
Kontrole göre;          ap=0.000     bp=0.011     cp=0.006 
AFB1’e göre;            dp=0.01       ep=0.000      
AFB1+VC1’e göre;  fp=0.004 

Sadece AFB1 in verildiği kültürlerin vitamin E’nin 50 µM, 100 µM ve 200 µM 

dozlarındaki KKD frekansları karşılaştırıldığında sırası ile 8.49±0.27 (p=0.028), 

7.55±0.46 (p=0.022) ve 6.83±0.32 (p=0.001) olarak bulunmuştur. Bu değerler ile 

vitamin E’nin AFB1’in KKD’yi arttırıcı etkisinin engellendiği görülmüştür. AFB1’in 

KKD’yi arttırıcı etkisini engellemesi açısından değerlendirildiğinde, AFB1+VE2 ile 

AFB1+VE3 karşılaştırıldıklarında, KKD üzerine azaltıcı etkileri yönünden bir fark 

oluşmadığı, vitamin E’nin 200 µM dozlarındaki uygulamalarında KKD’yi azaltıcı bu 

etkinin daha net görüldüğü tespit edilmiştir (p=0.001; Çizelge 4.1.3.). E vitamininin 200 

µM’lık dozu ile kontrol grubu arasında KKD değeri ortalamaları birbirine yakın ve fark 

istatistiksel olarak önemsizdir (Çizelge 4.1.1.).  
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Çizelge 4.1.3. Vitamin E uygulandığında lenfosit kültürlerinden elde edilen KKD 
frekansları ( ±SE) 

 Donör 1  Donör 2 Donör 3 Donör 4 Ortalama 

Kontrol  6.20 ± 0.22 5.90 ± 0.51 6.47 ± 0.46 6.12 ± 0.33 6.17 ± 0.12 

AFB1 10.12 ± 0.10 9.71 ± 0.36 10.22 ± 0.26 9.52 ± 0.36 9.89 ± 0.17a 

AFB1+VE1 8.10 ± 0.48 8.00 ± 0.26 8.78 ± 0.38 9.11 ± 0.57 8.49 ± 0.27bd 

AFB1+VE2 6.60 ± 0.52 6.95 ± 0.38 8.10 ± 1.69 8.53 ± 0.34 7.55 ± 0.46ceg 

AFB1+VE3 6.40 ± 0.64 6.54 ± 0.34 7.78 ± 0.61 6.60 ± 0.39 6.83 ± 0.32fh 

 
AFB1: 5 µM, VE1: 50 µM, VE2: 100 µM, VE3: 200 µM 
Kontrole göre;         ap=0.000     bp=0.002     cp=0.03 
AFB1 e göre;            dp=0.028     ep=0.022     fp=0.001 
AFB1+VE1 e göre;  gp=0.02       hp=0.013 
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Şekil 4.1.1. KKD üzerine AFB1 ve vitaminlerin etkisi 
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4. 2. SOD, GPx, MDA ve GSH Bulguları 

Yaptığımız çalışmalarda sadece AFB1 verilen grup kontrol grubuna göre, AFB1 ile 

birlikte vitamin verilen gruplarda sadece AFB1 verilen gruba göre değerlendirilmiştir. 

AFB1’in kontrol grubuna göre önemli derecede (p<0.001) SOD aktivitesini azalttığı 

görülmüştür (Çizelge 4.2.1.). AFB1 ile birlikte kültür ortamına ilave edilen A, C ve E 

vitaminleri ve bunların 3 farklı konsantrasyonlarının SOD enzim aktivitesi üzerine 

etkileri incelenmiştir. AFB1 in SOD aktivitesini azaltmasına karşın, AFB1 ile birlikte A 

vitamininin 3 farklı konsantrasyonunun eklenmesi, bu enzimin aktivitesini önemli 

derecede artırdığı belirlenmiştir. Vitamin A’nın uygulanan konsantrasyonlarının 

artmasına bağlı olarak SOD aktivitesi de artmıştır. Kontrol grubunda SOD aktivitesi 

5.12±0.34 U/mg protein, sadece AFB1 verilen grupta SOD aktivitesi 1.45± 0.081 U/mg 

protein, A vitamini ilavesine bağlı olarak AFB1+A vitamininin 0.5 µM’lık dozunda 

SOD aktivitesi 1.67± 0.07 U/mg protein, AFB1+A vitamininin 1 µM’lık dozunda 

1.92±0.08 U/mg protein ve AFB1+A vitamininin 1.5 µM’lık dozunda ise 2.33±0.26 

U/mg protein olarak ölçülmüştür. AFB1+A vitamininin 0.5 µM’lık dozu ile AFB1 grubu 

arasındaki SOD aktivitesi istatistiksel olarak p<0.001 seviyesinde önemli bulunmazken 

p<0.05 seviyesinde önemli bulunmuştur. A vitamininin AFB1 ile birlikte kullanılan 2 

farklı dozunun SOD aktivitesi üzerine olan etkisi p<0.001 seviyesinde önemli olduğu 

görülmüştür (Çizelge 4.2.1.) (Şekil 4.2.1). SOD aktivitesinin A vitamininin 0.5 µM’lık 

dozu ile 1 µM’lık ve 1.5 µM’lık dozu arasındaki artışı p<0.001 seviyesinde önemli iken, 

1 µM’lık dozu ile 1.5 µM’lık dozu arasındaki artışı p<0.05 seviyesinde önemli 

bulunmuştur. 

AFB1 ile verilen C vitaminin de 25, 50 ve 100 µM’lık 3 farklı konsantrasyonunun SOD 

aktivitesini artırdığı gözlenmiştir. Her 3 konsantrasyonunun sadece AFB1 verilen grupla 

mukayese edildiği zaman SOD aktivitesi üzerine olan etkisi istatiksel olarak önemli 

bulunmuştur (p<0.001). Özellikle C vitamini konsantrasyonunun artmasına bağlı olarak 

SOD aktivitesinin arttığı gözlenmiştir. AFB1+C vitamininin 25 µM’lık dozunda SOD 

aktivitesi 1.99±0.10 U/mg protein, AFB1+C vitamininin 50 µM’lık dozunda 2.40±0.25 

U/mg protein, AFB1+C vitamininin 100 µM’lık dozunda ise 3.34±0.21 U/mg protein 
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olarak ölçülmüştür. C vitamini konsantrasyonun artmasına bağlı olarakta SOD aktivitesi 

artışı pozitif korelasyon göstermiştir. C vitamininin bütün konsantrasyonlarındaki SOD 

aktivitesi artışları istatistiksel olarak önemli bulunmuştur (p<0.001) (Çizelge 4.2.2.) 

(Şekil 4.2.1). C vitamininin 25 µM’lık dozu ile 50 µM’lık dozu arsındaki fark p<0.05 

seviyesinde önemli iken, 25 µM ve 50 µM’lık doz ile 100 µM’lık dozu arasındaki fark 

p<0.001 seviyesinde önemli olduğu gözlenmiştir. 

E vitamininin kullanılan farklı konsantrasyonları yine SOD aktivitesinde artışa neden 

olmuştur. SOD aktivitesi AFB1+E vitamininin 50 µM’lık dozunda 2.28±0.18 U/mg 

protein, AFB1+E vitamininin 100 µM’lık dozunda 2.91±0.30 U/mg protein ve AFB1+E 

vitamininin 200 µM’lık dozunda 4.03±0.17 U/mg protein olarak ölçülmüştür. Her 3 

konsantrasyonda da SOD aktivitesindeki artış değerleri istatistiksel olarak önemli 

bulunmuştur. Özellikle AFB1 ile+E vitamininin 200 µM’lık dozunda ölçülen SOD 

aktivitesinin kontrol grubuna en yakın değer olduğu tespit edilmiştir. E vitamininin 3 

farklı dozu arasındaki SOD aktivite farkınında p<0.001 seviyesinde önemli olduğu 

görülmüştür. SOD aktivitesi üzerine kullanılan vitaminlerin etkinlik sırasının ortalama 

aktivitelerine bakılarak E>C>A olduğu söylenebilir. 

AFB1 ve vitamin A, C ve E’nin GPx üzerine etkilerinde ise genel olarak AFB1’in GPx 

aktivitesini azalttığı AFB1 ile vitaminlerin 3 farklı dozunun verilmesi ile GPx 

aktivitesinin arttığı görülmüştür. Kontrol grubunda GPx aktivitesi 243.75±28.20 U/g 

protein iken, AFB1 grubunda 58.12±8.5 U/g proteine düşmüştür. GPx aktivitesindeki 

azalma istatistiksel olarak önemli bulunmuştur (p<0.001). Çizelge 4.2.1. de görüldüğü 

gibi, AFB1 ile A vitamininin 3 farklı konsantrasyonu verildiğinde ise GPx aktivitesi 

sırayla AFB1+A vitamininin 0.5 µM’lık konsantrasyonunda 76.62±6.78 U/g protein, 

AFB1+A vitamininin 1 µM’lık konsantrasyonunda 91.62±11.16 U/g protein ve AFB1+A 

vitamininin 1.5 µM’lık konsantrasyonunda ise 125.25±12.48 U/g protein olarak 

ölçülmüştür (Şekil 4.2.2). A vitamininin her 3 konsantrasyonunun da GPx aktivitesi 

artışı üzerine olan etkisi p<0.001 e göre istatistiksel olarak önemli bulunmuştur. GPx 

aktivitesi üzerine A vitamininin 3 farklı dozu arasındaki farklar ise 0.5 µM’lık doz ile 1 
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µM’lık doz arasındaki fark p<0.005 seviyesinde önemli, 1.5 µM’lık doz ile 0.5 µM ve 1 

µM’lık doz arasındaki fark ise p<0.001 seviyesinde önemli bulunmuştur. 

AFB1 ile C vitamininin 3 farklı konsantrasyonu verildiğinde ise GPx aktivitesi sırası ile 

AFB1+C vitamininin 25 µM’lık dozunda 82.75±8.18 U/g protein, AFB1+C vitamininin 

50 µM’lık dozunda 114.12±11.98 U/g protein ve AFB1+C vitamininin 100 µM’lık 

dozunda ise 149.87±8.18 U/g protein olarak ölçülmüştür (Çizelge 4.2.2.) (Şekil 4.2.2). 

A vitamininde olduğu gibi C vitamininin 3 farklı konsantrasyonunun GPx aktivitesi 

üzerine etkisi istatistiksel olarak önemli bulunmuştur (p<0.001). C vitamininin 3 farklı 

dozu arasındaki GPx aktivitesi farklılığı p<0.001 seviyesinde önemli görülmüştür.  

Son olarak kullanılan E vitamininin 3 farklı konsantrasyonuda AFB1 ile beraber 

verildiğinde GPx aktivitesi AFB1+E vitamininin 50 µM’lık dozunda 87.12±5.51 U/g 

protein, AFB1+E vitamininin 100 µM’lık dozunda 124.50±8.66 U/g protein ve AFB1+E 

vitamininin 200 µM’lık dozunda ise 166.00±10.16 U/g protein olarak ölçülmüştür 

(Çizelge 4.2.3.). E vitamininin bu 3 farklı dozunda kontrol grubuna en yakın olan GPx 

aktivitesi, E vitamininin 200 µM’lık dozunda tespit edilmiştir. E vitamininin her 3 

dozununda GPx aktivitesi artışı üzerine olan etkisi istatistiksel olarak önemli 

bulunmuştur (p<0.001). GPx aktivitesi üzerine kullanılan vitaminlerden E vitamininin 

en etkili olduğu gözlenmiş ve etki sırasının GPx aktivite ortalamalarına bakılarak 

E>C>A vitamini şeklinde olduğu söylenebilir. 

Enzimatik olmayan antioksidan GSH miktarı üzerine yaptığımız çalışmalarda ise AFB1 

grubunda (0.13±0.016 µmol/g protein) kontrole (1.73±0.08 µmol/g protein) göre GSH 

miktarı önemli derecede düşük ölçülmüştür. Fakat kullanılan vitaminlerin 3 farklı dozu 

da AFB1 grubu ile mukayese edildiği zaman GSH miktarını önemli derece artırdığı 

gözlenmiştir (p<0.001).  

AFB1+A vitamininin 0.5 µM’lık dozunda GSH miktarı 0.24±0.04 µmol/g protein, 

AFB1+A vitamininin 1 µM’lık dozunda 0.77±0.07 µmol/g protein ve AFB1+A 

vitamininin 1.5 µM’lık dozunda ise 0.91±0.07 µmol/g protein olarak ölçülmüştür. A 
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vitaminin her 3 konsantrasyonunda GSH miktarı artışı üzerine olan etkisi istatistiksel 

olarak önemli bulunmuştur (p<0.001). 

Çizelge 4.2.2 de görüldüğü üzere, AFB1+C vitamininin 25 µM’lık dozunda GSH 

miktarı 0.27±0.06 µmol/g protein, AFB1+C vitamininin 50 µM’lık dozunda 0.99±0.11 

µmol/g protein ve AFB1+C vitamininin 100 µM’lık dozunda ise 1.25±0.07 µmol/g 

protein olarak ölçülmüştür. A vitamininde olduğu gibi C vitaminin de 3 farklı dozu 

GSH miktarı artışı üzerine etkisi p<0.001seviyesinde istatistiksel olarak önemli 

bulunmuştur. 

E vitamininin ise AFB1 ile verilen 3 farklı dozunda GSH miktarı AFB1+50 µM E 

vitamininde 0.38±0.09 µmol/g protein AFB1+100 µM E vitamininde 1.43±0.07 µmol/g 

protein AFB1+200 µM E vitamininde ise 1.54±0.06 µmol/g protein olarak ölçülmüştür. 

Bu ölçümler ile AFB1 grubu arasındaki GSH miktarı farkı istatistiksel açıdan önemli 

bulunmuştur (p<0.001). GSH miktarı üzerine vitaminlerin etki sırası E>C>A vitamini 

şeklinde olduğu tespit edilmiştir. 

Lipid peroksidasyonunun bir göstergesi olan MDA miktarı ile yaptığımız çalışmalarda 

ise, AFB1 lipid peroksidasyonunu artırdığından dolayı MDA miktarında önemli 

derecede artışa neden olmuştur. Kontrol grubunda MDA miktarı 15.50±3.42 µmol/L 

iken AFB1 ilave edilen grupta MDA miktarının 94.25±8.01 µmol/L olduğu gözlenmiştir 

(p<0.001). Fakat AFB1 ile birlikte antioksidan özelliğe sahip olan vitaminlerin (A; C ve 

E) ilave edilmesi ile MDA miktarının azaldığı gözlenmiştir.  

Çizelge 4.2.1’de görüldüğü gibi, AFB1+0.5 µM’lık A vitamini dozunda MDA miktarı 

66.12±10.02 µmol/L, AFB1+1 µM’lık A vitamini dozunda 42.12±9.49 µmol/L ve 

AFB1+1.5 µM’lık A vitamini dozunda 39.25±5.67 µmol/L olduğu görülmüştür. A 

vitamini konsantrasyonu artışına bağlı olarak MDA miktarının azalması dikkati 

çekmiştir. MDA miktarındaki bu azalma AFB1 grubu ile mukayese edildiği zaman 

istatistiksel olarak önemli bulunmuştur (p<0.001) 
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AFB1 ile C vitamininin 25 µM’lık dozunda MDA miktarı 47.25±3.95 µmol/L, 50 

µM’lık dozunda 38.12±3.68 µmol/L ve 100 µM’lık dozunda 31.75±8.31 µmol/L olarak 

ölçülmüştür. A vitamininde olduğu gibi C vitamininin de MDA üzerine olan etkisi 

istatistiksel olarak önemli bulunmuştur (p<0.001). 

AFB1 ile E vitamininin verildiği gruplarda ise sırası ile MDA miktarı 50 µM’lık 

dozunda 35.37±6.11 µmol/L, 100 µM’lık dozunda 26.37±6.30 µmol/L 200 µM’lık 

dozunda 21.75±7.55 µmol/L olarak ölçülmüştür ve bu ölçümlerle AFB1 grubu 

arasındaki fark istatistiksel açıdan önemli bulunmuştur (p<0.001). SOD ve GPx 

aktivitesi ile GSH miktarında olduğu gibi MDA miktarı üzerine de E vitaminin en etkili 

vitamin olduğu ve vitaminlerin etki sırasının E>C>A şeklinde olduğu tespit edilmiştir.  

Vitaminlerin AFB1’in mutajenik etkisine karşı antimutajenik mekanizmada her 3 

vitaminin de etkili olduğu ve bu vitaminlerin konsantrasyonlarının artması ile AFB1’in 

mutajenik etkisinin azaldığı gözlenmiştir. Özellikle bu vitaminlerden C vitamininin 

yüksek dozunun antimutajenite mekanizmasında daha etkili olduğu tespit edilmiştir 

(C>E>A).  

AFB1’in SOD ve GPx enzimlerinin aktivitesi ile GSH miktarı üzerine azaltıcı, MDA 

miktarı üzerine ise artırıcı etkisine karşın vitaminlerin antagonistik etkisinin olduğu, 

özelliklede E vitamininin yüksek dozunun en etkili doz olduğu gözlenmiştir (E>C>A). 

 

 

 

 



 
 

 

70 

Çizelge 4.2.1. AFB1 ve Vitamin A’nın SOD, GPX, GSH ve MDA üzerine etkileri 

 
Grup 1 

Kontrol 

Grup 2 

AFB1 

Grup 3 

AFB1+VA1 

Grup 4 

AFB1+VA2 

Grup 5 

AFB1+VA3 

SOD 

(U/mg protein) 
5.12±0.34 

 

1.45± 0.08a 

 

 

1.67± 0.07b 

 

 

1.92±0.08ac 

 

2.33±0.26acf 

GPx 

(U/g protein) 

 

243.75±28.20 

 

58.12±8.5a 76.62±6.78a 

 

91.62±11.16ad 

 

125.25±12.48ace 

GSH 

(µmol/g 

protein) 

 

1.73±0.08 

 

 

0.13±0.016a 

 

0.24±0.04a 0.77±0.07ac 

 

0.91±0.07acf 

 

MDA 

(µmol/L) 
15.50±3.42 

 

94.25±8.01a 

 

 

66.12±10.02a 

 

 

42.12±9.49ad 

 

 

39.25±5.67ac 

 

Kontrol ve AFB1 grubuna göre;     ap<0.001 
AFB1 grubuna göre;                       bp<0.05 
AFB1+VA1’e göre;                        cp<0.001     dp<0.05 
AFB1+VA2’e göre;                        ep<0.001      fp<0.05 
 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

71 

Çizelge 4.2.2. SOD, GPx, GSH ve MDA üzerine AFB1 ve Vitamin C’nin etkileri 

 
Grup 1 

Kontrol 

Grup 2 

AFB1 

Grup 3 

AFB1+VC1 

Grup 4 

AFB1+VC2 

Grup 5 

AFB1+VC3 

SOD 

(U/mg 

protein) 

5.12±0.34 

 

1.45± 0.08a 

 

 

1.99±0.10a 

 

 

2.40±0.25ac 

 

 

3.34±0.21abd 

 

GPX 

(U/g 

protein) 

 

243.75±28.20 

 

 

58.12±8.52a 

 

 

82.75±8.18a 

 

 

114.12±11.98ab 

 

 

         

149.87±8.18abd 

 

GSH 

(µmol/g 

protein) 

 

1.73±0.08 

 

 

0.13±0.016a 

 

 

0.27±0.06a 

 

 

0.99±0.11ab 

 

 

1.25±0.078abe 

 

MDA 

(µmol/L) 
15.50±3.42 

 

94.25±8.01a 

 

 

47.25±3.95a 

 

38.12±3.68ac 

 

31.75±8.31ab 

 

 

Kontrol ve AFB1 grubuna göre;  ap<0.001 
AFB1+VC1’e göre;                      bp<0.001     cp<0.05 
AFB1+VC2’e göre;                      dp<0.001     ep<0.05 
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Çizelge 4.2.3. AFB1 ve Vitamin E’nin SOD, GPX, GSH ve MDA üzerine etkileri 

 

Grup 1 

Kontrol 

Grup 2 

AFB1 

Grup 3 

AFB1+VE1 

Grup 4 

AFB1+VE2 

Grup 5 

AFB1+VE3 

SOD 

(U/mg 

protein) 

5.12±0.34 

 

1.45± 0.08a 

 

 

2.28±0.18ab 

 

 

2.91±0.30abc 

 

 

4.03±0.17abce 

 

GPX 

(U/g 

protein) 

 

243.75±28.2

0 

 

 

58.12±8.52a 

 

 

87.12±5.51ab 

 

 

124.50±8.66abc 

 

 

166.00±10.16abce 

 

GSH 

(µmol/g 

protein) 

 

1.73±0.08 

 

 

0.13±0.01a 

 

 

0.38±0.09ab 

 

 

1.43±0.07abc 

 

 

1.54±0.06abcf 

 

MDA 

(µmol/L) 
15.50±3.42 94.25±8.01a 

 

35.37±6.11ab 

 

 

26.37±6.30abd 

 

21.75±7.55bd 

 
Kontrole göre;             ap<0.001 
AFB1 grubuna göre;    bp<0.001 
AFB1+VE1’e göre;     cp<0.001      dp<0.05 
AFB1+VE2’e göre;     ep<0.001      fp<0.05 
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Şekil 4.2.1. AFB1 ile vitamin A, C ve E’nin SOD aktivitesi üzerine etkileri 
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Şekil 4.2.2. GPx aktivitesi üzerine AFB1 ile vitamin A, C ve E’nin etkileri 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

75 

0,00

0,20

0,40

0,60

0,80

1,00

1,20

1,40

1,60

1,80

2,00

K
O

N
T

R
O

L

A
F

B
ı 

A
F

B
ı+

V
A

1

A
F

B
ı+

V
A

2

A
F

B
ı+

V
A

3

A
F

B
ı+

V
C

1

A
F

B
ı+

V
C

2

A
F

B
ı+

V
C

3

A
F

B
ı+

V
E

1

A
F

B
ı+

V
E

2

A
F

B
ı+

V
E

3

G
S

H
 (

µ
m

ol
 / 

g 
pr

ot
ei

n )

 

Şekil 4.2.3. AFB1 ile vitamin A, C ve E’nin GSH seviyesi üzerine etkileri 
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Şekil 4.2.4. MDA seviyesi üzerine AFB1 ile Vitamin A, C ve E’nin etkileri 
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5. TARTI ŞMA ve SONUÇ 

Bu tez çerçevesinde yaptığımız çalışmalarda, AFB1’in insan periferal lenfositlerinde 

KKD’ni artırdığı görülmüştür. AFB1 (5 µM) uygulanan lenfosit kültürlerinde kontrol ile 

aralarındaki farklar istatistiksel olarak önemli bulunmuştur. AFB1 tek verildiğinde KKD 

frekansı 9.89±0.17 olarak tespit edilmiştir (p=0.000). 

Daha önce yapılan benzer çalışmalarda aflatoksinlerin KA’leri ve KKD’ni artırdığı 

bilinmektedir. Leon-Cazares ve Aroche-alfonso (1977), insan lenfositleri ile Aspergillus 

parasiticus türü mantarın sporlarını birlikte 37 oC’de 72 saat inkübasyona bırakmış, 

yapılan çalışmaların sonucunda da aflatoksinlerin KA’lere neden olduğunu göstermiştir 

Thomson ve Evans (1979) ise Çin hamster ovaryum (CHO) hücreleri ve insan 

lenfositleri ile yaptıkları çalışmada AFB1’in KKD artışından sorumlu olduğunu 

belirtmişlerdir. Deng ve arkadaşları (1988), AFB1’in KKD oluşumunu ciddi oranda 

artırdığını tespit etmişlerdir. Andrew ve arkadaşlarının (1997), yaptığı çalışmada ise 1–

10 µM AFB1’in fare, rat ve insan lenfositlerinde KKD’ni artırdığını bildirmişlerdir. 

Çalışmamızla paralellik gösteren diğer bir araştırmada da 1, 5, 10 µM AFB1’in insan 

lenfosit hücrelerinde KKD’ni artırdığı ve sodyum selenitenin antioksidan özelliğinden 

dolayı, AFB1’in bu zararlı etkisini azalttığı ortaya konulmuştur (Geyikoğlu ve Türkez 

2006).  

KKD’nin oluşum mekanizması tam olarak bilinmemekle beraber, mutajenitenin 

artmasına bağlı olarak KKD artışının olduğu düşünülmektedir (Ikbal vd. 2003). AFB1 

gerek DNA’ya bağlanarak, gerekse salınımını uyardığı OH¯  iyonlarının DNA hasarına 

neden olmasından dolayı mutajenik etkisi vardır. AFB1’in mutajenik etkisi DNA’daki 

guanin bazının N–7 ile AFB1’in 8. karbonu arasında kovalent bağ kurulmasına bağlı 

olarak, özellikle G-T şeklinde transversiyona neden olmasından kaynaklandığı ileri 

sürülmektedir. AFB1 verilmesine bağlı olarak ratların karaciğerlerinde 8-

oksodeoksiguanozin (8-oxodG) oluşumu artmakta bunun da KKD oluşumunu arttırdığı 

düşünülmektedir. AFB1’in KKD’ni artırmasının ikinci bir nedeni ise ROT oluşumunu 
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artırmasıdır. AFB1’in metabolik aktivasyonundan dolayı ROT’nin miktarını ve oksidatif 

stresi artırdığı bildirilmektedir (Chan et al. 2003). ROT’lerinin artışı ise mutasyona 

neden olarak KKD’ni artırmaktadır (Lee et al. 1989; Weitberg 1989). 

AFB1 (5 µM) ile birlikte vitamin A (0.5, 1, 1.5 µM ), C (25, 50, 100 µM ) ve E (50, 100, 

200 µM)’nin üç farklı konsantrayonları uygulandığında, KKD sayısının azaldığı tespit 

edilmiştir. KKD’nin azaltılması üzerine kullanılan vitamin ve dozları dikkate 

alındığında, en etkili vitaminin indirgeyici aktiviteye sahip, güçlü bir antioksidan, 

süperoksit ve hidroksil radikali ile kolayca reaksiyona girebildiği için, onların 

temizlenmesini sağlayan C vitamini olduğu görülmüştür. AFB1 ile birlikte tüm vitamin 

uygulamaları, AFB1 in mutajenik etkisini azaltarak KKD’ni azalttığı belirlenmiştir. 

AFB1’in KKD’ni arttırıcı etkisini engellemesi açısından değerlendirildiğinde, vitamin 

A’nın 1.5 µM’lık dozundaki uygulamalarda A vitamininin diğer dozlarına göre KKD 

oranında daha net bir azalma görüldüğü tespit edilmiştir (p=0.008; Çizelge 4.1.1.). 

AFB1’in ve çeşitli kimyasal maddelerin mutajenik etkisine karşı vitaminlerin 

antimutajenik etki gösterdiğine dair çeşitli çalışmalar vardır. AFB1’in KKD’ni 

artırmasına karşın, β-karotenin düşük dozlarının (2x10-7 M) KKD’ni azalttığı, yüksek 

dozlarının (10-4-10-5) ise KKD oranını artırdığı yapılan bir araştırmada gösterilmiştir 

(Deng et al. 1988). Vitamin A’nın diğer bir formu olan retinol ile yapılan başka bir 

çalışmada retinolün dozu ve uygulama süresinin sidofosfamid ve AFB1’in neden olduğu 

KKD’ni azalttığı bulunmuştur (Huang et al. 1982). Yine retinol ve 3-Amino–1-metil-

5H-pirido [4.3-b] indol (Trp-P–2) ile yapılan diğer bir çalışmada, retinolün 1 ve 10 

µM’lık konsantrasyonları KKD oranını azaltırken 100 µM’lık dozunun KKD üzerine 

etkili olmadığı bildirilmi ştir (Edenharder et al. 1998). Đnsan lenfosit kültüründe 

hidrokortizonun genotoksik etkisi üzerine β-karotenin iki farklı konsantrasyonu (0.5 ve 

0.7 µM) çalışılmış ve KA’ler, KKD ve replikasyon indeksi üzerine etkileri 

incelenmiştir. KA’ler ile KKD’ni azaltırken replikasyon indeksini artırdığı tespit 

edilmiş, askorbik asitin β-karotene göre daha etkili olduğu ortaya konulmuştur (Ahmad 

et al. 2004). Arseniğin mutajenik etkisine karşı A vitamininin antagonistik etkisini 

gösteren diğer bir çalışmada ise, insan lenfosit hücrelerinde 10 µg (2.72 µM)’lık A 
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vitamini ilavesiyle KKD azaldığı gösterilmiştir (Avani and Rao 2007). Fakat 

literatürlerde bildirildiği gibi, A vitamininin yüksek dozlarının toksik etkiye sahip 

olduğu, bunun da KA’leri artırdığı belirtilmiştir. Bununla ilgili yapılan bir çalışmada 

insan lenfosit kültür ortamına gama ışınları ile birlikte A vitamininin yüksek dozları (2, 

8 ve 24 µg) verildiğinde, A vitamini mutajenik etkiyi artırarak KA’leri artırdığı 

gözlenmiştir (Badr et al. 1998). A vitamininin antimutajenik etkisinin singlet oksijen 

temizliyicisi olması nedeniyle, oksijen radikallerine karşı koruyucu etki yapmasından 

dolayı olduğu düşünülmüştür. Mutajenik bir madde ile birlikte A vitamininin 

verilmesinin KKD’ni azaltması da buna bağlanmıştır (Kılınç 1985). 

Sadece AFB1 verilen kültürlerin KKD frekansları C vitamininin 25 µM, 50 µM ve 100 

µM’lık dozları ile karşılaştırıldığında, vitamin C’nin AFB1’in KKD’ni arttırıcı etkisini 

engellediği ve vitamin C’nin 100 µM’lık dozunun uygulamalarda daha etkili olduğu 

tespit edilmiştir (p=0.000; Çizelge 4.1.2.). C vitamininin çalıştığımız 3 farklı dozunun 

da toksik etkisine rastlanılmamıştır. 25, 50 ve 100 µM’lık dozları KKD oranında önemli 

derecede azalmaya neden olmuştur. Đnsanlar için tedavi edici dozu günlük 500 mg olan 

C vitamini, AFB1 ile birlikte Đsviçre albino farelerine verilmiş, C vitamini AFB1’in 

neden olduğu KA’leri azaltmıştır (Bose and Sinha 1991) Hidrokortizonun mutajenik 

etkisine karşı da insan lenfosit kültürlerinde C vitamininin 60 ve 80 µM’lık 

konsantrasyonları kullanılmış ve β-karoten ve flavonoidlere göre KA, KKD ve 

replikasyon indeksi üzerine daha etkili olduğu gösterilmiştir (Ahmad et al. 2002; 2004). 

Đnsan lenfosit kültürlerinde doksorubisin (DXR) ve C vitamininin KA’ler üzerine etkisi 

incelenmiş ve C vitamininin 100 ve 200 µg/mL’lik dozları 500 ve 1000 µg/mL’lik 

dozlara göre daha etkili olduğu bulunmuştur (Lusania et al. 1999). Pirimetamin ile 

yapılan başka bir çalışmada, yine insan lenfosit kültürlerinde 20, 40, 80 µM’lık C 

vitamininin KA’leri azaltıp mitotik indeksi artırdığı belirlenmiştir (Egel et al. 2002). 

Đnsan lenfosit kültüründe merkurik klorid’in (MC) mutajenik etkisine karşı C 

vitamininin 12 µg/7 mL (9.7 µM)’lık konsantrasyonu çalışılmış ve MC’in KKD ve 

KA’ni artırmasına karşılık C vitamininin mutajenik etkiyi azalttığı gözlemlenmiştir 

(Rao et al. 2001). Fareler üzerinde yapılan başka bir çalışmada ise megastrol asetat 

(32.50 mg/kg) ile birlikte 20, 40 ve 60 mg/kg C vitamini verildiğinde, gerek KA’de 
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gerekse KKD’de önemli derecede azalma meydana geldiği gösterilmiştir (Siddique et 

al. 2005). Çalışmalarımız bu literatürlerle paralellik göstermektedir. C vitamininin bu 

antimutajenik etkisi plazmada oksidan ajanlara karşı ilk antioksidan savunmayı 

oluşturması, süperoksit ve hidroksil radikalleriyle reaksiyona girip onları temizleyen bir 

antioksidan olmasının yanı sıra, tokoferoksil radikalinin tekrar tokoferole dönüşmesi, bu 

esnada kendisinin de dehidroaskorbata oksitlenmesinden kaynaklanmaktadır. 

(Cherubini et al. 2005). Mutajenik maddelerin hücrede artışına neden olduğu 

ROT’lerini bu mekanizma ile C vitamininin azaltmasıda, KKD’ni azalttığı 

düşünülmektedir. 

Diğer bir antioksidan özelliğe sahip olan E vitamininin de çalışılan 3 farklı dozunun da 

AFB1 tarafından artırılan KKD’ni önemli derecede azalttığı görülmüştür. Sadece 

AFB1’in verildiği kültürlerin KKD frekansları vitamin E’nin 50 µM, 100 µM ve 200 

µM dozlarındaki KKD frekansları ile karşılaştırıldığında, vitamin E’nin AFB1’in 

KKD’ni arttırıcı etkisini engellendiği görülmüştür. AFB1’in KKD’ni arttırıcı etkisini 

engellemesi açısından değerlendirildiğinde, vitamin E’nin 200 µM’lık dozundaki 

uygulamalarda daha net görüldüğü tespit edilmiştir (p=0.013) Yapılan benzer 

çalışmalarda karaciğer dokusunda AFB1 ve adriamisinin mutajenik etkisine karşı E 

vitamininin antimutajenik aktivitesi gösterilmiştir (Chlopkiewicz et al.1991). Đnsan 

lenfosit kültüründe hidrokortisonun neden olduğu KA’ler ve KKD’ni azalttığı 

belirlenmiştir (Ahmad et al. 2002). Çalışmalarımızla paralellik gösteren diğer bir 

çalışmada ise koyun periferal lenfosit kültüründe karbontetrakloritin neden olduğu KA, 

KKD ve MN’u vitamin E ve selenyum ilavesinin azalttığı bildirilmi ştir (Weitberg 1989; 

Sivikova et al. 2001). E vitamininin antimutajenik etkisi peroksit ve hidroperoksitleri 

hidrojen iyonu ile doyurarak, peroksit radikallerinin aktivitesini azaltması (Çelik et al. 

1996), ayrıca tokoferollerin singlet oksijen ile reaksiyona girerek membranları singlet 

oksijenine karşı koruması (Halliwell et al. 1996) ve bu koruma sayesinde oksidatif stresi 

azaltmasından kaynaklandığı çeşitli çalışmalarda bildirilmiştir (Anderson. and Phillips 

1999; Ahmad et al. 2004).  
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Yaptığımız çalışmada KKD üzerine vitaminlerin etki sırasının KKD oranlarına 

bakıldığında C>E>A şeklinde olduğu söylenebilir. Uygulanan vitaminler kendi 

aralarında karşılaştırıldığında, C vitamininin A ve E vitaminine göre mutajenik 

maddelere karşı antimutajenik aktivitesinin daha fazla olduğu, yaptığımız çalışmaların 

sonuçlarına paralel olan çalışmalarla gösterilmiştir. Bunun nedeni ise DNA ile çok 

kolay reaksiyona girdiği için mutasyonlara neden olan OH¯  radikalleri ile C vitamininin 

doğrudan reaksiyona girerek miktarını azaltması olarak gösterilmiştir (Anderson. and 

Phillips 1999; Ahmad et al. 2004). 

Organizmada metabolik ve fizyolojik olaylar sonucu ROT üretilmekte ve zararlı 

oksidatif reaksiyonlar oluşabilmektedir (Erel 2004). Günümüzde çok sayıda araştırmacı 

serbest radikallerin DNA, proteinler, lipitler ve hücrenin diğer bileşenleri üzerinde 

sebep olduğu oksidatif hasarı araştırmaktadır (Çakatay ve Kayalı 2004). Serbest 

radikallerin nukleusta ve DNA’daki etkileri genotoksik ve mutajeniktir. Serbest 

radikaller pürin ve pirimidin modifikasyonuna veya DNA iplikleri ve kromozom 

kırılmalarına, onkojen aktivasyonuna neden oldukları için karsinogeneziste önemlidirler 

(Seven ve Candan 1995; Barrington et. al. 1996). Aflatoksinlerde ROT’lerinin 

seviyesinde artmaya neden oldukları bildirilmiştir (Lee et al. 2005). AFB1 özellikle 

serbest radikallerden DNA, protein ve lipidlerle kolayca reaksiyona girerek DNA’nın 

yapısında mutasyonlara, proteinlerin yapısına bağlanarak proteinlerde yapı 

değişikliklerine ve dolayısıyla da proteinlerin oksidasyonuna ve lipid peroksidasyonuna 

neden olan OH¯  radikalinin salınımına neden olurlar (Bedard and Massey 2006). 

ROT’lerinin azaltılmasını veya başka moleküllere çevrilmesini antioksidan sistemler 

sağlamaktadırlar. Bu antioksidan sistemlerin enzimatik olanlarından en önemlilerinden 

bir tanesi süperoksit radikallerini O2 veya daha az reaktif olan H2O2’e dönüştüren SOD 

enzimidir (Mc Cord and Fridovich 1969). Yaptığımız çalışmalarda AFB1’in SOD 

aktivitesi üzerine olan etkisi araştırılmıştır. Kontrol grubunda ki SOD aktivitesi, sadece 

AFB1 verilen grupla karşılaştırıldığında fark istatistiksel olarak önemli bulunmuştur 

(p<0.001). Verma ve Nair’in (2001), yapmış olduğu çalışmada total aflatoksin 

kullanımının (25 veya 50 mg/aflatoksin/hayvan/gün) DNA, RNA ve protein miktarını 
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ve SOD enzim aktivitesini azalttığını bildirmişlerdir. Ratların karaciğeri üzerine yapılan 

çalışmada da, AFB1 verilen ratlarda SOD aktivitesi kontrol grubunda AFB1 verilen 

gruba göre daha düşük olduğu belirlenmiştir (Preetha et al. 2006). Ross PM3 ırkı 

piliçlere de aflatoksinli (0.05 ppm, 0.1 ppm, 0.5 ppm ve 1.0 ppm) yem verildiğinde 15, 

30 ve 45 günlük kan parametrelerinde SOD aktivitesinin azaldığı gösterilmiştir (Eraslan 

vd. 2005). Çalışmalarımız bu sonuçlarla paralellik göstermektedir. Oksidatif stresin 

SOD aktivitesini düşürmesinin sebeplerinden birincisi, ROT’lerinin enzim aktivitesi 

üzerine inhibisyon etkisi yapmaları, ikinciside, ROT’lerinin proteinlere bağlanarak 

proteinlerde yapısal değişikliklere ve buna bağlı olarakta proteinlerin oksidasyonuna 

neden olmalarıdır. Ayrıca lipid peroksidasyonunun artması, ve buna bağlı olarak ortaya 

çıkan aldehitler SOD aktivitesi üzerine azaltıcı etkiye sahip olmasından 

kaynaklanmaktadır (Venkataraman et al. 2004). 

Enzimatik olmayan diğer antioksidan maddelerden birisi de vitaminlerdir. Bunlardan en 

önemlileri A, C ve E vitaminleridir. A vitamini singlet oksijen temizliyicisi olması 

nedeniyle oksijen radikallerine karşı koruyucu etki yapar (Kılınç 1985). Bundan 

hareketle yaptığımız çalışmalarda vitaminlerin bu antioksidan aktiviteleri belirlenmiştir. 

AFB1 verilen grupta SOD aktivitesi kontrolle mukayese edildiğinde azalma gösterirken, 

AFB1 ile birlikte vitaminlerin uygulanan 3 farklı dozuna bağlı olarak SOD aktivitesi 

artmıştır. Kontrole en yakın SOD aktivitesi E vitamininin en yüksek dozunda 

ölçülmüştür. Diğer bir ifade ile en etkili vitamin E vitaminidir. Ratların beyin 

hücrelerinde yapılan çalışmalarda sabah 9 ile 15 arasında strese maruz bırakıldıktan 

sonra A, C, E ve C ile E vitamini birlikte verilmesiyle önce azalan SOD aktivitesi, 

vitamin verilmesiyle artmıştır. Vitaminlerin etki sırası E>C>A şeklinde olmuştur. E ve 

C vitamini birlikte verilince antioksidan etki daha fazla olduğu gözlenmiştir (Gupta et 

al. 2003; Kashif et al. 2004). Kromiumun neden olduğu oksidatif strese karşı C 

vitamini, E vitamini ve β-karotenin etkisi araştırılmış, kromiumun SOD aktivitesini 

azaltmasına karşın vitamin verilen tüm gruplarda SOD aktivitesi arttığı gösterilmiştir 

(Vandana et al. 2006). Yine benzer bir çalışmada klorifirifos’un (CPF) neden olduğu 

oksidatif strese karşı vitamin A, C ve E den oluşan vitamin karışımının (1000 µg 

vitamin A, 10 mg vitamin E, ve 60 mg vitamin C) etkisi çalışılmış ve CPF SOD 
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aktivitesini azaltırken vitamin verilen gruplarda SOD aktivitesinin önemli derecede 

arttığı bildirilmi ştir (Verma et al. 2007). Krishnamoorthy ve arkadaşlarının (2007), 

ratların epididimal spermlerinde PCB’nin (Aroclor 1254) SOD aktivitesini azaltmasına 

karşı C ve E vitamininin antagonistik etki göstererek SOD aktivitesini önemli derecede 

artırdığını göstermişlerdir. PCB ile yapılan diğer bir çalışmada ise kontrole göre 

PCB’nin SOD aktivitesini azalttığı, C vitamini muamelesiyle SOD aktivitesinin arttığı 

bulunmuştur (Muthuvel et al. 2006). Çalışmalarımızdaki sonuçları doğrulayan diğer bir 

çalışmada ise erkek albino ratların karaciğer, akciğer ve böbreklerinde PCB 

muamelesiyle SOD aktivitesi azalırken, α-tokoferol verilen ratlarda SOD aktivitesinin 

arttığı gösterilmiştir (Banudevi et al. 2006). Vitaminlerin SOD aktivitesini artırıcı etkisi 

ve etkili olan vitaminlerin etki sırası farklı literatürle belirlenmiştir. SOD aktivitesi 

üzerine en etkili vitaminin E olduğu ve vitaminlerin etki sırasının E>C>A olduğu 

çalışma sonuçlarımızı doğrulayan çalışmalarla ortaya konulmuştur (Kashif et al. 2004; 

Krishnamoorthy et al. 2007). 

Diğer bir antioksidan enzim olan GPx ise hidroperoksitlerin ortadan kaldırılmasında 

etkilidir (Armstrong 1998). Yaptığımız çalışmada AFB1’in GPx aktivitesini azalttığı 

tespit edilmiştir. Kontrol grubunda GPx aktivitesi AFB1 grubuna göre daha düşük 

ölçülmüş, aradaki azalma istatistiksel olarak önemli bulunmuştur (p<0.001). Daha önce 

yapılan benzer bir çalışmada ratlara AFB1 verilen grupta karaciğerde ki GPx 

aktivitesinin kontrol grubuna göre daha düşük olduğu belirlenmiştir (Preetha et al. 

2006). Total aflatoksin kullanımı (25 veya 50 mg/aflatoksin/hayvan/gün) ile DNA, 

RNA, protein miktarında ve enzim aktivitesinde önemli derecede azalma meydana 

geldiğini gösteren çalışmalar mevcuttur (Verma and Nair 2001). Ross PM3 ırkı piliçlere 

aflatoksinli (0.05 ppm, 0.1 ppm, 0.5 ppm ve 1.0 ppm) yem verilmiş, 15, 30 ve 45. 

günlerinde kan alınarak GPx seviyeleri ölçülmüş, GPx aktivitesinde azalma görülmüştür 

(Eraslan vd. 2005). AFB1’in neden olduğu oksidatif stresin GPx aktivitesini 

düşürmesinin sebeplerinden birincisi AFB1’in neden olduğu ROT’lerinin enzim 

aktivitesi üzerine inhibisyon etkisi yapmalarıdır. Đkinci bir sebepte, ROT’lerinin 

proteinlere bağlanarak proteinlerde yapısal değişikliklere ve buna bağlı olarakta 

proteinlerin oksidasyonuna neden olmalarıdır (Janssen et al. 1993; Preetha et al. 2006). 
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GPx aktivitesinin azalmasının bir diğer sebebi de GPx aktivitesinin GSH miktarına 

bağlı olmasıdır. Oksidatif stres GR aktivitesinin azalmasına neden olarak GSH miktarını 

azaltmakta (Preetha et al. 2006), buna bağlı olarakta GPx aktivitesi azalmaktadır. Özetle 

GPx aktivitesinin azalması GSH’ın azalmasına, GPx sentezinin azalmasına, enzim 

bozulmasının artmasına ve enzimin inaktivasyonuna bağlı olduğu bilinmektedir 

(Janssen et al. 1993; Krishnamoorthy et al. 2007).  

Yaptığımız çalışmada AFB1 verilen grupta GPx aktivitesi azalırken AFB1 ile birlikte 

vitamin verilmesi GPx aktivitesini artırmıştır. Kontrol grubuna en yakın GPx aktivitesi 

E vitamininin 200 µM’lık dozunda ölçülmüştür. Kullanılan vitaminler ve dozlarına 

bakıldığında en etkili vitaminin E olduğu görülmüştür. Tüm vitamin uygulanan gruplar 

ile AFB1 grubu arasındaki farklar istatistiksel olarak önemli bulunmuştur (p<0.001). 

Daha önce yapılan benzer bir çalışmada aflatoksin (50 mg/aflatoksin/hayvan/gün) 

verilen hayvanların testislerinde ki GPx aktivitesi, aflatoksinle birlikte E vitamini 

verilen hayvanlardaki GPx aktivitesine göre daha yüksek ölçülmüştür (Verma and Nair 

2001). Yine PCB’nin neden olduğu oksidatif strese bağlı olarak, GPx aktivitesi önemli 

derecede azalırken C vitamini ve α-tokoferol verilen ratlarda GPx aktivitesi normale 

yaklaşmıştır (Krishnamoorthy et al. 2007). PCB ile yapılan başka bir çalışmada ise 

oluşan oksidatif stresde GPx aktivitesi azalırken C vitamini GPx aktivitesini artırmıştır 

(Muthuvel et al. 2006). Kromiumun neden olduğu oksidatif strese karşı C vitamini, E 

vitamini ve β-karotenin etkisi araştırılmış, kromiumun GPx aktivitesini azaltmasına 

karşın vitamin verilen tüm gruplarda GPx aktivitesinin arttığı gözlenmiştir (Vandana et 

al. 2006). N-nitrosodietilamin’in (NDEA) ratların karaciğerinde GPx aktivitesini 

azalttığı, E vitamini verilmesi GPx aktivitesini önemli derecede arttığı bildirilmi ştir 

(Bansal et al. 2005). Vitaminlerin GPx aktivitesini artırmalarının nedeni ise ROT’leri ile 

reaksiyona girerek onların temizlenmesinde ve miktarlarının azaltılmasında rol 

oynamalarına bağlı olduğu belirtilmiştir. AFB1 GR enzim aktivitesini azalttığı yapılan 

çalışmalarla gösterilmiştir (Verma and Nair 2001; Preetha et al. 2006). GR aktivitesinin 

azalmasına bağlı olarakta GSH miktarının azaldığı, gerek yaptığımız çalışmada gerekse 

çalışma sonuçlarımızla paralellik gösteren çalışmalarla belirlenmiştir (Preetha et al. 

2006; Krishnamoorthy et al. 2007). 
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Enzimatik olmayan antioksidanlardan olan GSH ise GPx gibi aktivite göstererek 

H2O2’in ortamdan uzaklaştırılmasını sağlar (Boehme et al. 1992). Ayrıca GSH, DNA 

sentezinde ve hasarlı DNA parçalarının onarılmasında, metabolik fonksiyonların yerine 

getirilmesinde, zehirli maddelerin inaktif hale dönüştürülmesinde ve serbest radikallerin 

olası hasarlarının önlenmesinde görev yapmaktadır (Masella et al. 2005). Yaptığımız 

çalışmada GSH miktarı AFB1 grubunda kontrol grubuna göre düşük ölçülmüş, 

arasındaki fark istatistiksel açıdan önemli bulunmuştur (p<0.001). Sonuçlarımızla 

paralellik gösteren çeşitli çalışmalarda aflatoksinin GSH seviyesini azalttığı 

gösterilmiştir (Verma and Nair 2001; Preetha et al. 2006). Bu konuda yapılan farklı 

çalışmalarda Arsenik, PCB, stres, kromium ve klorifirifosun neden olduğu oksidatif 

strese bağlı olarak GSH seviyesinin azaldığı bildirilmi ştir (Kashif et al. 2004; Muthuvel 

et al. 2006; Banudevi et al. 2006; Vandana et al. 2006; Krishnamoorthy et al. 2007; 

Chang et al.2007; Verma et al. 2007). 

AFB1 ile vitaminlerin farklı konsantrasyonları verildiğinde ise GSH miktarında artış 

meydana gelmiştir. AFB1 grubu ile AFB1 ve vitamin verilen grup arasındaki fark 

istatistiksel açıdan önemli bulunmuştur (p<0.001). E vitamini ve aflatoksin ile yapılan 

bir çalışmada aflatoksinin kontrole göre GSH miktarını azalttığı görülmüştür. 

Aflatoksinle birlikte vitamin E (2 mg/gün/hayvan/oral yolla) verildiğinde ise GSH 

miktarının arttığı bildirilmi ştir (Verma and Nair 2001). Arseniğin neden olduğu 

oksidatif stresden dolayı GSH miktarı azaldığı buna karşın C vitamini muamelesiyle 

GSH seviyesinin arttığı gösterilmiştir (Chang et al.2007). Banudevi ve arkadaşlarının 

(2006), yaptığı çalışma ile Krishnamoorthy ve arkadaşlarının (2007), yaptığı 

çalışmalarda PCB verilen albino ratlarda GSH miktarının azaldığı, H2O2 ve OH¯ iyonu 

miktarında ise artma olduğu gösterilmiştir. PCB ile birlikte E vitamini verilince GSH 

miktarında artma, H2O2 ve OH¯ iyonu miktarında ise azalma meydana gelmiştir. Yine 

vitaminlerle yapılan diğer bir çalışmada, strese maruz bırakılan ratlarda GSH miktarı 

azalmış, antioksidant vitaminlerin (A, E, C) verilmesiyle GSH miktarı artırmıştır. En 

etkili vitaminin E vitamini olduğu vitaminlerin etki sırasının da E>C>A şeklinde olduğu 

belirtilmiştir. E ve C vitaminin birlikte verilmesiyle antioksidan etkinin daha fazla 

olduğu görüşü savunulmuştur (Kashif et al. 2004). Vandana ve arkadaşlarıda (2006), 
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kromiumun neden olduğu oksidatif stresi E ve C vitamininin azaltarak GSH miktarını 

artırdığını ileri sürmüşlerdir. Ratlarda klorfirifosun neden olduğu oksidatif strese karşı 

vitamin A, E ve C çalışılmış, bunların GSH miktarını artırdığı tespit edilmiştir (Verma 

et al. 2007). Bu sonuçlar çalışmalarımızla paralellik göstermektedir. 

AFB1’in artırdığı ROT’leri GSH ile reaksiyona girerek GSH’ı GS●’a (okside glutatyon) 

dönüştürmektedirler. Đki adet GS● ise GR enzimi yardımı ile tekrar glutatyona 

dönüştürülmektedir (Krishnamoorthy et al. 2007). AFB1 GR enzim aktivitesini azalttığı 

yapılan çalışmalarla gösterilmiştir (Verma and Nair 2001; Preetha et al. 2006). GR 

aktivitesinin azalmasına bağlı olarakta GSH miktarının azaldığı gerek yaptığımız 

çalışmada gerekse çalışma sonuçlarımızla paralellik gösteren çalışmalarla belirlenmiştir 

(Preetha et al. 2006).  

Lipid peroksidasyonu sonucunda ortaya çıkan MDA lipid peroksidasyonunu gösteren 

parametrelerden birisidir (Seven ve Candan 1995). AFB1 lipid peroksidasyonunun 

dolayısı ile de onun bir ürünü olan MDA miktarının artmasına neden olur (Shen et al. 

1994). Yaptığımız çalışmada kontrol grubunda MDA miktarı düşük iken AFB1 ilave 

edilen grupta daha yüksek olarak ölçülmüştür. Aradaki fark istatistiksel açıdan önemli 

bulunmuştur (p<0.001). Ratların karaciğeri üzerine yapılan benzer bir çalışmada, AFB1 

(1 mg/kg) verilen grupta lipid peroksidasyonunun arttığı buna bağlı olarakta MDA 

miktarı kontrol grubunda düşük iken, AFB1 grubunda ise daha yüksek olduğu tespit 

edilmiştir (Preetha et al. 2006). Ross PM3 ırkı piliçlere aflatoksinli (0.05 ppm, 0.1 ppm, 

0.5 ppm ve 1.0 ppm) yem verilmiş 15, 30 ve 45. günlerinde kan alınarak MDA miktarı 

ölçülmüş, MDA miktarı kontrol grubuna göre artma göstermiştir (Eraslan vd. 2005). 

PCB (Aroclor 1254) ile yapılan çalışmada ise PCB’nin H2O2, OH¯  iyonu miktarı ile 

lipid peroksidasyonunu ve buna bağlı olarak MDA miktarını artırdığı bildirilmi ştir 

(Muthuvel et al. 2006; Krishnamoorthy et al. 2007). Ayrıca arsenik’in neden olduğu 

oksidatif stresden dolayıda MDA miktarının arttığı gösterilmiştir (Chang et al.2007). 

Aflatoksinlerin MDA seviyesini artırmalarının nedeni çeşitli araştırmacılar tarafından 

ROT’lerinin artışına ve bunun da lipid peroksidasyonunu artırmasına bağlanmıştır 

(Verma and Nair 2001; Lee et al. 2005; Bedard and Massey 2006) 



 
 

 

87 

Yaptığımız çalışmada AFB1 ile birlikte antioksidan özelliğe sahip vitaminlerin (A, C ve 

E) ilave edilmesinin MDA miktarını azalttığı belirlenmiştir. Daha önce yapılan benzer 

çalışmalarda aflatoksinin kontrole göre MDA miktarını artırdığı, aflatoksinle birlikte E 

vitamini (2 mg/gün/oral yolla) verilmesiyle sadece aflatoksin verilen gruplara göre 

MDA miktarının azaldığı bildirilmi ştir (Verma and Nair 2001). PCB verilen albino 

ratlarda MDA miktarı, LPO oranı, H2O2 ve OH¯ iyonu miktarında artma olmuş, PCB ile 

birlikte E ve C vitamini verilmesiyle MDA miktarı, LPO oranı, H2O2 ve OH¯  iyonu 

miktarında azalma meydana gelmiştir (Muthuvel et al. 2006; Banudevi et al. 2006; 

Krishnamoorthy et al. 2007). Arseniğin neden olduğu oksidatif stres MDA miktarı 

artırmış, buna karşın C vitamini muamelesiyle MDA seviyesinin azaldığı gösterilmiştir 

(Chang et al.2007). Vitaminlerin aflatoksine karşı bu antagonistik etkisi serbest oksijen 

radikallerini azaltması, buna bağlı olarakta lipid peroksidasyonunu azaltmasına 

bağlanabilir. Vitaminlerin biyokimyasal parametreler üzerine olan etki sırasının E>C>A 

şeklinde olduğu, gerek bizim çalışmamızda gerekse benzer çalışmalarda vurgulanmıştır. 

En etkili vitamin olan E vitamini zincirleme reaksiyon şeklinde ilerleyen lipid 

peroksidasyonunda, lipid peroksit radikalleri ile reaksiyona girerek zincirin kırılmasına 

neden olduğu, buna bağlı olarakta lipid peroksidasyonunu durdurduğu belirtilmiştir. 

Bununla birlikte, membranlara bağlı olarak ROT’leri ile doğrudan reaksiyona girerek 

onların konsantrasyonlarını azalttığı bildirilmi ştir. Ayrıca C vitamini E vitamininin en 

etkin formu olan α-tokoferolün lipid peroksil radikalleri ile reaksiyonu sonucunda 

oluşan α-tokoferoksilin tekrar α-tokoferole dönüşümünü sağladığı için E vitamininin 

etkinliğini artırdığı gösterilmiştir.  

C vitamininin A vitamininden daha etkin olmasının sebebi ise, C vitamininin indirgeyici 

aktiviteye sahip olduğu için güçlü bir antioksidan olması, süperoksit ve hidroksil 

radikali ile kolayca reaksiyona girdiği için onların temizlenmesini sağlaması (Akkuş 

1996; Granado et al. 1998), ayrıca singlet oksijen temizleyicisi olarak görev 

yapmasından kaynaklandığı bilinmektedir (Kılınç 1985). Buna karşın A vitamini sadece 

singlet oksijen temizliyicisi olması nedeniyle oksijen radikallerine karşı koruyucu etki 

yapar (Kılınç 1985). C vitamininin antioksidan sistem içerisinda daha etkin rol alması 
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sebebiylede, A vitaminine göre biyokimyasal parametreler üzerinde daha etkili olduğu 

bildirilmi ştir.  

5.1. Öneriler 

AFB1’in mutajenik ve kanserojenik etkisi yapılan birçok çalışma ile gösterilmiştir. 

AFB1’in bu mutajenik ve kanserojenik etkisine karşı, antagonistik etkisi olan birçok 

madde çalışılmış ve bunların etkileri ortaya konulmuştur. Bu maddelerin en 

önemlilerinden olan vitaminlerin antioksidan özellikleri ve buna bağlı olarakta 

antimutajenik etkileriı nedeniyle yapılan çok sayıda çalışma mevcuttur. Ancak yapılan 

çalışmaların tamamı kromozomlar üzerine olan antimutajenik etkileri ile biyokimyasal 

parametreler üzerine olan antigenotoksik etkisi ayrı ayrı çalışmalarda gösterilmiştir. 

Çalışmamızda her iki parametre üzerine AFB1’in etkisi ve buna vitaminlarin 

antagonistik etkisi çalışılması yönünden önemlidir. Ayrıca A ve E vitamininin yağda, C 

vitamininin suda çözünüyor olması ve günlük ihtiyaç duyulan dozlarının farklı olması 

ve buna bağlı olarakta plazmada bulunma seviyelerinin farklı olması nedeniyle etki 

derecelerinin sınıflandırılması zorlaşmaktadır.  

E vitamininin antioksidan sistem üzerine en etkili vitamin olmasına rağmen KA ve 

KKD üzerine C vitamininin daha etkin olmasının nedeni bir problem olarak önümüzde 

durmaktadır. Çalışmaların bu noktaya odaklanmasının faydalı olacağı düşünülmektedir. 
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