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OZET

HEPATOSELLULER KARSINOMALARDA HVB VE AFLATOKSIN
METABOLITLERI iLE AFLATOKSIN MARUZIYETININ PATOGENEZE
KATKISININ GEN DUZEYINDE ARASTIRILMASI

Hepatoselliiler karsinoma (HSK), diinyada erkeklerde besinci, kadinlarda
ise yedinci sirada goriilen yaygin malignitelerden birisi olup primer karaciger
kanser olgularmin %70-90'mm olusturur. Kronik Hepatit B Viriisii (HBV)
enfeksiyon prevalansi ve yiiksek aflatoksin maruziyeti, HSK’nin 6nemli risk
faktorlerini olusturmaktadir.Diger taraftan ozellikle gida menseili aflatoksin ve
metabolitlerinin karacigerde neoplastik degisikliklere yol actig1 veya ko-faktor
olarak katki sagladig1 uzun siireden beri spekiile edilmektedir. Calismamizda,
ozellikle iklim ve beslenme tipi sebebi ile gida menseili Aflatoksin maruziyetine
acik olan bolgemizde HSK gelisimi iizerinde Aflatoksin B1 (AFB1)’in ve kronik
HBV’li hastalarda HBx geninin rolleri degerlendirilecektir. HBV ve Aflatoksinin
hepatotoksisitede onemli oldugu diisiinillen P53 gen bolgesindeki mutasyonlar
uizerinde sinerjistik iliskisi sorgulanacak ve molekiiler mekanizmalar
arastirtlacaktir. Bu amacla kronik HBV tasiyicis1 HSK’li hastalarin parafine
gomiilii karaciger biyopsi oOrneklerinden deparafinizasyon sonrasinda AFB1
seviyesi ve Hbx onkoproteinini kodlayan gen bdlgesinin varhgi arastirilacaktir.
HBV ve AFB1'in HSK riski iizerindeki sinerjistik etkisi, tiimor supresor pS53
geninin kodon 249°da hotspot mutasyon sikhigit DNA dizi analizi veya B plam
olarak RFLP yontemi kullanilarak tespit edilecektir. Calismamiz sonucunda
bolgemizdeki HSK hastalarinda Aflatoksine maruziyet durumu ile HSK
gelisiminde bir risk faktorii olarak Aflatoksin B1’in dnemi belirlenecek ve kronik
HBV enfeksiyonlu HSK hastalarimin tedavisinde g6z oniinde bulundurulacak
onemli bir veri saglanacaktir. Calismamiz sonucunda calismaya dahil edilen
HSK+HBV’li hasta grubunda yer alan bireylerin ortalama idrar AFM1
konsantrasyon seviyeleri, kontrol grubunda yer alan bireylerin ortalama
konsantrasyon seviyeleri ile kiyaslandiginda, hasta idrarlarinda
0.130absorbans/2600pg/ml, kontrol grubunda ise 0,179 absorbans/1600 pg/mL
degerleri ile hasta grubundaki AFM1 konsantrasyonunun daha yiiksek olarak
bulunmus, kontrol grubu bireylerden 3 (%14.2)’iiniin, hasta grubunda ise 4
(%11.4)’liniin  idrar AFM1 tespit seviyesi altinda kalmistir. R249S mutasyon
varhgmin belirlendigi DNA orneklerinde HSK’h hastalara ait orneklerin 6/35
(%17.1)’sinda ve S’inde (%14.3), kontrol grubu bireyleri arasinda ise her iki
yontem ile yalnizca 2’sinde (%9.6) tiimor supresor geni pS53’de ilgili kodonda
AGG>AGT mutasyon varhg tespit edilmistir. DNA dizi analizi yontemi ile pS3
geninde R249S mutasyonu tespit edilen 5’i HSK’l1 6 bireyin tamaminda da PCR-
RFLP ile mutasyon tespit edildigi goriildii. Hasta grubunda AFM1 konsantrasyonu
en disiik 1340pg/ml ve en yiiksek 5015pg/ml,DNA dizi analizi yontemi ile
mutasyon belirlenen Sbireyin ortalama AFM1 miktar1 ise 3139 pg/ml olarak
belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Aflatoksin B1, Hepatoseliilerkarsinoma, HBx, P53 mutasyonu
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ABSTRACT

CONTRIBUTION OF HBV AND AFLTOXIN EXPOSURE TO THE
PATONEGESIS OF HEPATOCELLULAR CARSINOMA iN GEN GEN LEVEL

Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most common malignant
tumors in the world, as fifth in males and seventh in females, accounting for 70-90%
of primary liver cancer cases. Chronic Hepatitis B Virus (HBYV) infection prevalence
and high aflatoxin exposure are important risk factors for HCC. On the other hand,
it is speculated, especially since the long time that food-derived aflatoxin and its
metabolites contribute neoplastic changes in the liver or contribute as a cofactor. QOur
study will evaluate the roles of Aflatoxin B1 (AFB1) and HBx in patients with chronic
HBYV, especially on the development of HCC in our region, which is open to food and
aflatoxin exposure due to climate and nutritional type. The synergistic relationship
between HBV and Aflatoxin which are thought to be important in hepatotoxicity, for
mutations in the P53 gene region, will be questioned and molecular mechanisms will
be investigated. For this purpose, we will investigate the presence of the gene region
encoding Hbx oncoprotein and AFB1 level in the paraffin-embedded liver biopsy
specimens of HCC patients with chronic HBV after deparafinization. The synergistic
effect of HBV and AFB1 on HCC risk will be determined using the hotspot mutation
frequency by DNA sequence analysis of the tumor suppressor p53 gene at codon 249
or by PCR-RFLP method as B plan. As a result of our study, aflatoxin exposure
status in the HCC patients in our region and the importance of Aflatoxin B1 as a risk
factor in the development of HCC will be determined. Significant data to be
considered in the treatment of HCC patients with chronic HBV infection will be
provided.The mean urine AFM1 concentration levels of the individuals in the HSK +
HBYV patient group were 0.130absorbance / 2600pg / ml in the patient urine and
0.1799 absorbance / 1600 pg / mL in the control group compared to the mean
concentration levels in the healthy subjects, 3 (14.2%) of the individuals in the control
group and 4 (11.4%) in the patient group remained below the AFM1 detection level.
DNA samples in which R249S mutation was detected, 6/35 (17.1%) and 5 (14.3%)
samples of HCC patients, among the healthy individuals, only two (9.6%) were found
to have AGG> AGT mutations at the relevant codon in tumor suppressor gene p53
with both method.PCR-RFLP mutation was detected in all 6 individuals, 5 of whom
had HCC, whose DNA sequence analysis method detected R249S mutation in the pS3
gene.In the patient group the lowest and highest AFM1 concentration was 1340pg /
ml and 5015pg / ml, respectively.

Keywords: Aflatoxin B1, Hepatocellularcarcinoma, HBx, PS3 mutation
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GIRIS

Hepatoselliiler karsinoma (HSK), diinyada en sik karsilagilan ve yiiksek insidans
ve mortalite ile seyreden kanser tiiriidiir. Karaciger epitelinden koken alan HSK’lar tiim
kanserlerin %5’ini, primer karaciger kanserlerinin de % 70-90'm1 olusturur. HSK,
erkeklerde goriilen kanser tiirleri arasinda besinci, kadinlarda ise dokuzuncu sirada yer
alir. Kansere bagli oliimler igerisinde 3. sirada yer alan HSK’larda prognoz mortal
seyreder ve olgularin yaklasik olarak 80'i kaybedilir!=.

HSK etyopatolojisinin multi faktdriyel oldugu yapilan arastirmlar ile
gosterilmistir. Insidans cografi bolge, klimatik ozellikler, sosyo ekonomik diizey,
ozellikle Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus afla toksini gibi mikotoksinler ile
kontamine gidalar1 ihtiva eden beslenme aligkanliklari, cinsiyet, yas, alkol bagimlilig
ve en Onemlisi kronik karaciger hastaligi, yagli sirotik karacigere eslik eden kronik
HBV ve HCV infeksiyon oOykiisii ile iliskilendirilmigtir*°. HCV ve HBV
infeksiyonlarinin sik goriildiigii Dogu ve Giiney Dogu Asya, sahra alti Afrika, Kuzey
Afrika gibi diisiik sanitasyon ve gida hijyenine sahip iilkeler HSK i¢in yiiksek riskli
bolgelerdir. Genellikle gelismekte olan iilkelerde kronik HBV infeksiyonlar1 ve afla
toksin maruziyeti ile iligkili olarak 60-70 yas gibi ileri yas gruplarinda daha sik goriilen
HSK’nin, gelismekte olan lilkelerde de goriilmekle beraber, siklikla HCV infeksiyonu
ile iligkili oldugu ve 30-40’11 yaslarda goriilmeye baslandigi bildirilmistir. Ancak hepatit
viruslart ile HSK arasindaki iligkide viriis tipi kadar; genotip, viral yiikii, bazal core
promoter ve precore bdlgelerindeki muhtemel mutasyonlarin da etkili oldugu ileri
stirlilmiistiir(5,6). Mesela kronik HCV infeksiyonlarmin % 22 sinden sorumlu oldugu
bilinen subtip-4, HCV iliskili HSK olgularinin %73.3’linden sorumlu tutlmaktadir.
Benzer sekilde HSK ve kronik karaciger infeksiyonlar ile iliskilendirilen HBV genotip
B ve C’nin genel popiilasyonda goriilen kronik infeksiyonlardaki insidansi, sirast ile,
%10-30 ve % 70-90 dir*S. Kronik HBV infeksiyonu ile birlikte, deneysel ¢aligmalarda
HSK i¢in yiiksek mitotik potense sahip olup kontamine gidalarda en yiiksek miktarda
iiretilen aflatoksin B1 (AFB1) ile sik temas, mikotoksin {ireten mantarlarin toprak ve
havada bol miktarda bulundugu sicak ve nemli bolgelerde yasayanlar icin HSK riskini

artirmaktadir. (3,4,5). Mikotoksinler, aflatoksinler B1,B2,G1,G2, sekonder metabolit



grubudur’. HSK da dahil klinik patolojiler ile ispatlanmus giiglii etiyolojik iliski
icerisinde olan AFB1’in karacigerdeki biyotransformasyonu sonucu ortaya c¢ikan

metabolitlerin gii¢lii hepatotoksisiteye sahip olduklar1 gdsterilmistir®.

HSK, kronik HBV infeksiyonu ile AFBI1 arasindaki sinerji ise, tiimor bastirici
gen TP53'teki 249. kodon'da gelisen bir mutasyon ile iliskilidir. Bu mutasyon, AFBI
tarafindan aktive edilmis 8,9 epoksit’in, genin 249. kodon 3. bazindaki N-7
pozisyonunda yer alan guanine ile reaksiyonundan kaynaklanir. Reaksiyon sonunda 3.
bazda G-T ile yer degistirir ve arginin 249 serin (R249S) sekillenir. Bu degisim
neoplastik transformasyon i¢in baglatici kabul edilir. Ortaya ¢ikan mutant Hepatit B
viriisii x etkilesimli proteini (HBXIP)- R249S, HBV ile enfekte hiicrelerde, enfekte
hepatositlerde, bir viral onko-protein olan, hepatit B viriisi X (HBx) proteininin C-
terminal ucu ile bir gii¢lii bir kompleks olusturur’. Bu 154 amino asitlik HBx, amino
terminal bogede 50-60 aminoasit biiyiikliigiindeki bir pro-onkojenik domain, karboksi
terminal bolgenin sonunda 50 aminoasitlik bir pro-apoptotic domain ile ara bolgede
cok sayida fonksiyonel proteinler ihtiva eder. HBx’in hepatosit anatomisi, fizyolojisi,
cogalma dongiisii ve hayatta kalis siiresi lizerine olan etkisi, bu pro-oncogenic ve pro-
apoptotic etkileri arasindaki dengeye baglidir. Mutant R249S proteini ile C terminal
ucda kompleks olusmast HBx proteininin apopitoz 6zelligini bloke eder ve viral
replikasyon dongiisii degisir. Replikasyon hizlanir, dolasimda bol miktarda serbest
R249S-HBx DNA goriiliir. Enfekte hiicrelerde morfolojik olarak bipolar ig olusumu
goriiliir ve muhtemelen hiicreyle etkilesime bagli olarak enfekte hiicrelerde sentrozome
dinamikleri ve sitokinezi bozulur. Apopitoz ve DNA tamiri gibi olduk¢a genis bir hiicre
fonksiyon 6zelligi etkilenir. Dynein hafif zinciri ve R249S-HBXx, iskelet ve kalp kasi

10,11

icinde yiiksek oranda tespit edilebilir'™"'. Bunu pankreas, bobrek, karaciger, beyin

plasenta ve akciger hiicrelerindeki benzer degisimler izler.

Genel olarak, hasta viicut sivilarinda AFB1-albumin bilesenleri, AFB1 ile uzun
vadeli bir maruziyetinin markeri olarak kabul edilmistir. Bu albiimin bilesenlerinin,
insanlardaki yarilanma omiirleri 21 giin kadar olup mevcudiyetleri 2-3 aylik bir siire
zarfindaki birikim hakkinda bilgi verebilir'?2. Bu sebeple, idrardaki aflatoksin M,
aflatoksin-N7-guanin bilesenleri ile serumdaki aflatoksin-albumin/ lizin bilesenlerinin

seviyelerinin dl¢lilmesi, AFB1 maruziyetinin seviyesinin tespitinde 20 yildir kullanilan



prediktiv non- invaziv bir yontemdir ve artmis hepatocellular karsinom gelisme riski

icin dnemli bir marker oldugunu kabul edilir'>!3,

Biz bu calismada, HSK’l1 hastalarda AFB1 ve HBx genin HSK riski lizerindeki
rollerinin degerlendirmesini amagcladik. Kronik HBV tasiyicist HSK’lu hastalar ve
kontrol grubundan alinan kan ve idrar 6rneklerinde, AFB1-albiimin adductlar1 ve iiriner
AFB1 metabolitlerinin seviyesi belirlenecektir. Ayni hastalara ait parafin bloklara
gomiilii  karaciger biyopsi Orneklerinden deparafinizasyon sonrasinda Hbx
onkoproteinini kodlayan gen bolgesinin varligr arastirildt ve HSK hastalar ile
kontroller kiyaslanacaktir. Bolgemizde Hbx geni ve aflotoksin varligi tespit edilen
HSK’li hastalarin karaciger biyopsi oOrneklerinde HBV ve AFBIl'in HSK riski
tizerindeki sinerjistik etkisi, DNA dizi analizi ile tiimdr supresor p53 geninin kodon

249’da hotspot mutasyon siklig1 arastirilarak tespit edilecektir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Hepatoseliiler Karsinom

Karacigerin malign tiimorleri, karaciger dokusundan kdken alan, primer ve
primeri akciger veya intestinal sistem gibi bir baska organ olup metastaz sonucu
karacigeri etkileye, sekonder tiimorler olmak {izere iki grupta incelenir. HSK
karacigerin en sik karsilasilan primer malign tiimor tiiriidiir. Geligsmis tan1 ve tarama
testleri ile erken tan1 konup, cerrahi reseksiyon, radioterapi, kemoterapi ve karaciger
transplantasyonu gibi gelistirilmis tedavi rejimleri olusturulmasina ragmen, hastaligin
sisnsi baslangicli olmasina bagl olarak hastanin hekime ileri histopatolojik evrelerde
basvurmasi ve remisyon sonrasi relapslarin sik olmasi gibi sebepler ile halen tiim
diinyada oOzellikle kansere bagli Oliimlerin en Onemli sebebi olmaya devam
etmektedir'*!°,

IARC- Global Kanser Istatistikleri birimi (GLOBOCAN) 2012 verilerine gore
mortalitenin 6nemli sebepleri arasinda yer alan 27 kanser tiirii igerisinde HSK 6liimleri
745.000/782.500 m/vaka ile akciger, meme ve kolorektal kanser 6liimlerinden sonra 4.
sirada yer almistir'®. Ancak aym kaynaga goére 2018 yilinda HSK’ya bagli global
Olimler 781.631/841.080 m/v olarak gerceklesmis, yani hem vaka hemde mortalite
sayilarinda artis kaydedilmistir'’. Primer ve metastatik karaciger tiimérleri etyolojileri
farkli olmasma ragmen klinik belirtileri, tan1 yontemleri ve tedavileri benzerlik
gosterdiginden ¢ogu zaman birlikte degerlendirilmektedir. Karacigerin primer malign
timorleri hepatosit ve intrahepatik safra yollar1 epiteli ile mezenkimal dokulardan
gelisir. HSK,  kolanjioselliiler karsinoma ve hepatoblastom epitelyal dokulardan
gelismektedir. Mezenkim dokularindan anjiosarkom, robdomysosarkom ve miks
timorler gelismektedir. Karacigerin en sik gozlenen primer malign tiimdrleri HSK ve
kolanjioselliiler karsinomadir. Primer karaciger kanserlerinin %901 hepatoselliiler
karsinoma, %10’unu ise kolanjioselliiler karsinom olusturur. Birbirlerinden ¢ogunlukla

histolojik, nadiren de immiinohistolojik yontemlerle ayrilirlar'®.



2.1.1. Epidemiyoloji

Toplumlarin daha hijyenik sartlar, beslenme ve saglik imkanlarina erisimi ile
yaslanmasina paralel olarak HSK insidansi giderek artmakta ve 70 yasta tepe
yapmaktadir'®. Ote yandan gériilme yasi, HBV ve hatta Delta infeksiyonunun epidemik
oldugu, Aflatoksin gibi ¢evresel toksinlere maruziyet oranlarmin yiiksek oldugu Cin,
Afrika, Mogolistan gibi bolgelerde 30°1lu yaslara kadar diismektedir. Erkek kadin oranmi
2,4 — 3,7’ye 1 arasindadir. 2030’a yonelik yapilan projeksiyonlarda HSK sikliginin en
fazla artacag iilkeler Norveg (%2,9/y1l), beyaz — ABD’liler (%2,6) ve Kanada (%2,4)
iken, kadmlar arasinda zenci — ABD’liler (%4,0), Isvigre (%3,4), Almanya (%3,0)
olarak beklenmektedir. Bu siirede hastalik sikliginda azalma beklenen {ilkeler arasinda
Cin, Japonya, Singapur ve Avrupa’nin ililkemiz gibi HBV asilamasia nispeten geg
baglamis olan kisimlar1 (Estonya, Cekya, Slovakya) yer almaktadir. 2005 ile
karsilastirildiginda % 35°lik bir insidans artis1 beklenmektedir. Japonya, net insidansin
diismesi beklenen tek iilkedir®®. Bu dinamikleri saglayacak olan en énemli faktorler
yukarida da belirtilen HBV, HCV ve ¢evrede bulunan toksinlerin daha etkin sekilde
kontrol altina alinabilmesi yaninda obezite ve buna bagli metabolik komplikasyonlarda
ve alkol kullaniminda beklenen 2025’e kadar %55°lik artistir?'. HSK diinya genelinde
esit siklikta goriilmez. HSK insidansindaki cografi farkliliklar, HBV ve HCV
infeksiyonu insidansinin cografi farkliligina baglidir. HBV ve HCV infeksiyonu, diinya
genelinde HSK nedenlerinin %75’ini olusturur. Ulkemizde HSK insidansi, HBV, HSK
iliskisi veya HBV-AFB1-HSK iligkisinin bildirildigi bir yayin yoktur. Ancak 1993
yilinda 65 yas ve tizerindeki gruplarda HSK prevalans1 14/100000 iken, 1999 yilinda
bu saymin 18.1/100000 kisiye yiikseldigi bildirilmistir?2. 497630 . Ancak Avrupa birligi
tilkelerindekine benzer viral hepatit infeksiyonlar1 ve HSK oranlaria sahip oldugumuz
diistiniilmektedir. Tiirkiye’de HSK siklikla daha ileri yaslarda ve sirotik karaciger
zemininde gelismektedir. Uzunalimoglu ve ark. tarafindan yayimlanan toplam 207
hastay1 iceren c¢alismada Tiirkiye’de etyolojide en sik HBV infeksiyonu (% 56), ikinci
sirada ise HCV infeksiyonu (% 23.2) ve buna bagli olusan siroz vakalari, ii¢lincii sirada
ise alkolik karaciger hastalig1 tespit edilmistir?>. Yapilan baska bir calismada &zellikle
Dogu ve Giineydogu Anadolu bolgesinde HSK’nin en sik nedenin HBV infeksiyonu
oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada vakalarin % 45’inde tek basina HBV infeksiyonu
pozitifken %29’unda HBV infeksiyonuna HDV eslik etmistir®*.



Sekill. KC kanserinin diinya genelinde goriilme sikhg?*

2.1.2. Risk Faktorleri

HSK insidansinda iklim cografi bdlge sosyo-ekonomik yapi, beslenmede
yiiksek dozda ve siireklilik arz eden aflatoksin ihtiva eden gidalarin kullanimi  gibi
cevreye ait, gecirilmis kronik karaciger hastalifi, siroz, obezite, asir1 yagh karaciger,
kronik viral hepatit Oykiisti, alkol kullanim aliskanlhigi, diabet, herediter
hemochromatosis, sigara kullanimi, yas ve cinsiyet gibi bireysel faktorler etkilidir®!.
Hayvan deneyli ¢alismalarda seks hormonlarinin kimyasallar ile indiiklenmesinin HSK
lar i¢in bir risk faktorii oldugunu gostermis, orchidectomy uygulanan erkek farelerde
HSK riskinin azaldigi ispatlanmistir. Bu durum HSK’in erkeklerde kadinlara oranla
artmis risk ve insidans goriildiigiiniin bir izah1 olarak kabul edilebilir. Ancak siroz ve
kronik karaciger hastaligi ile HSK’ya baglh oliimlerin en az %63’tinden sorumlu olan
HBV ve HCV infeksiyonlar1 kesinlesmis en 6nemli risk faktdrleridir®?. Laboratuvar
kemiricileri ile yapilan deneysel ¢aligmalarda bu tilirler i¢in genetik yatkinlik
gosterilmistir. Ancak Cinli ve Alaskali toplumlarda aile i¢i HSK kiimelenmeleri
bildirilmis olmasmma ragmen ragmen insanlar icin kesin hiikiim verecek sonuclar
yoktur®®.Gelismekte olan iilkelerde HSK vakalarinin en az 80%’i yiiksek aflatoksin

maruziyeti riski olan bélgelerde yogunlagir*.



Tablol. HBV’ye Bagh HSK Risk Faktorleri

Konaga Ait Faktorler Viral Faktorler Cevreye Ait Faktorler
Ileri yas Yiiksek HBV DNA Alkol
Cinsiyet Koinfeksiyon (HCV,HDV) Sigara

HSK aile oykiisii Pre-core stop kodonu Aflatoksin B1
Etnik Koken Genotip C HBV Obezite
Siroz Diabet

2.1.3. Kronik Viral Hepatit ve Karsinogenezis

Virtislere bagli kronik hepatitlere kronik viral hepatit denmektedir. Biitiin kronik
hepatitlerin %90'1 teskil eder. Hepatit B viriisi(HBV), hepatit D(delta) viriisii (HDV)
ve hepatit C virlisi(HCV) kronik hepatit yaptig1 bilinen baglica viriislerdir. Kronik viral
hepatitler, sik ve yaygin bir hastalik olmas1 ve siroz, hepatoselliiler karsinoma gibi ciddi
sonuglari ile biitiin diinya icin dnemli saglik sorunlaridir®.

HBV ve HCV’ne bagl kronik infeksiyonlar diinyada sirozun en oOnemli
nedenlerindendir. Viral infeksiyona bagli siroz gelisiminde ilk olarak inflamasyon,
6

sonrasinda nekrozis, fibrozis ve rejenerasyon gelisir’

vakalarinmn yaklasik % 50'si HBV ve % 25'1 HCV infeksiyonu ile iliskilidir*!. Genel

. Diinya genelinde HSK

olarak, HSK gelisiminin en biiyilkk sebebi HBV infeksiyonu varligidir ve Diinya
genelinde yaklastk 300 milyon kisinin bu virlisle kronik enfekte oldugu
diisiiniilmektedir**>*°. Viriis kontamine kan transfiizyonlari, damardan injeksiyonlar ve
cinsel temas yoluyla bulasir. HBV ile enfekte hastalarda, genel popiilasyona oranla
HSK gelisme riskinin 5-15 kat yiiksek oldugu belirlenmistir. HBV infeksiyonuna gore
daha az kiside HCV infeksiyonu belirlenmistir ve iki viriisiin Diinya genelindeki
prevelanslarinda da farkliliklar bulunmaktadir. HCV tasiyan hastalar ile tagimayan
hastalar karsilastirildiginda, HSK gelisme riskinin 17 kat fazla oldugu
belirtilmektedir’?>. HCV ile birlikte koinfeksiyon, ayn1 zamanda HSK riskinde artis ile
iligkilendirilmistir. Baz1 ¢alismalar, HBV ve HCV koinfeksiyonu olan hastalarin, tek




basina viriis bulasmis hastalara kiyasla daha yliksek HSK oranina sahip olabilecegini

ileri siirmektedir’?->3.

2.1.4. Hepatoseliiler Karsinogenezde Biyolojik Mekanizmalar

Yapilan ¢aligmalarda hepatokarsinogenezde meydana gelen ¢esitli genetik ve
epigenetik degisikliklerin hiicre proliferasyonu, sagkalimi ve farklilagmasi gibi hiicresel
sinyal ileti yolaklari ile iliskili oldugu belirtilmistir®.

Bu yolaklar p53, retinoblastoma (Rb), Wingless/B-katenin (Wnt/B-katenin),
transforming biiyliime faktorii-p (TGF-B), MAPK, fosfatidilinositol 3-kinaz/v-akt murine
thymoma viral onkogen homolog (PI3K/Akt) ve Janus kinaz/sinyal iletici ve
transkripsiyon aktivator (JAK/STAT) yolaklarini kapsamaktadir!?.

2.1.4.1. PS3/ARF yolag:

pS3/pl4ARF (p53/pl4 alternative reading frame) yolagi; hiicre dongiisii
kontrolii, programli hiicre 6liimii, senesens, farklilagsma ve gelisim, transkripsiyon, DNA
replikasyonu, DNA tamiri ve genomik stabilitenin korunmasi gibi cesitli hiicresel
fonksiyonlarindan sorumludur*’. p53 birgok énemli gorevde yer aldigindan bu yolaktaki
bozukluklar HSK’da dahil olmak iizere bir¢ok kanser tiiriinde gdsterilmistir’’.

p53 mutasyonlari, AFB1 kaynakli H.K.’larda yiiksek (>%50), AFB1 kaynakl
olmayan HSK'’larda daha diisiik (%20-%40) frekanslarda bulunmaktadir*’. 200
kodondan fazla bolgeyi etkileyen ve %75 oranda yanlis anlamli (missense) mutasyon ve
bunlara eslik eden kromozom 17’nin kisa kolunun kaybinin da dahil oldugu p53
mutasyon spektrumu, pozisyonlar1 ve dogalari itibari ile farklilik gostermektedir®®3!.

Birgok c¢aligmada, 6zellikle hemakromatozis ve Wilson hastaligindaki oksidatif
stresin de p53 mutasyonlarina bagli olarak karaciger karsinogenezindeki etkisi
gosterilmistir’®. Bu durumlarda, enflamasyon kaynakli oksidatif stres nedeniyle olusan
reaktif oksijen ve nitrojen, siroz ve karaciger yetmezliginin yanisira, H.K. gelisim
riskini de 200 kata kadar arttirmaktadir. Oksidatif stres sonucunda p53 fonksiyonunu
etkileyen mutasyonlar kodon 249°daki G>T ve kodon 250°deki C>A mutasyonlaridir®’.



2.1.5. HSK Tam

Hepatoselliiler karsinoma tanisinda kullanilan baslica diagnostik teknikler serum
belirteglerini, karaciger fonksiyon testlerini, c¢esitli goriintiileme yoOntemlerini ve
histolojik incelemeyi kapsamaktadir. Serum
belirtecleri arasinda siklikla kullanilan alfa-1 fetoproteindir (AFP). Rutinde kullanilan
goriintiileme yontemi ultrasonografi ile rejenere karaciger nodiiliiniin erken HSK’dan
ayrilmasi zordur. Bu nedenle {i¢ fazli spiral bilgisayar tomografisi veya {i¢ fazli dinamik
kontrastll manyetik rezonans gériintiileme yontemleri kullanilmaktadir!!. Goriintiileme
yontemleri ile tan1 konamiyorsa, histopatolojik inceleme i¢in radyolojik destek altinda
igne biyopsisi uygulanabilmektedir. Ancak, tiimoriin kanamasi ve implantasyon yoluyla

yayilmast riski s6z konusudur!®,

2.2. Mikotoksinler

Mikotoksinler; Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria ve Claviceps gibi
mantar (kiif) cinslerinin sekonder metabolizmasi sonucu olusan, diisiik molekiil
agirlikl, cok cesitli kimyasal yapiya sahip dogal toksinlerdir. insan ve hayvan saglig

28 Mikotoksinleri iireten

tizerinde giiclii ve cesitli toksik etkiler olusturmaktadirlar
mantarlar riizgar ve hava akimlariyla taginarak her yerde (atmosferin cesitli katmanlari
da dahil) bulunabilirler’»*. Mikotoksin kontaminasyon diizeyi iklim kosullarina,
iriiniin cinsine ve cogafi konuma bagli olarak mevsimden mevsime, yildan yila farklilik
gosterebilir. Diinyadaki tarim mabhsiillerinin dortte birinin mikotoksin ile kontaminasyon
riski oldugu bildirilmistir*'.Mikotoksinler, giiniimiizde gida ve yemlerdeki en &nemli
bulasanlardanbiri olarak kabul edilmektedir. Toprak, hava, su gibi dogal kaynaklar ile
depolama ve tasima sirasinda yem hammaddeleri ve islenmis yem iiriinlerine bulasan
kiifler, olusturduklar1 kalite bozukluklar1 ve iirlin kayiplariyla ekonomik zararlara yol
acarken, ikincil metabolizma iiriinleriyle insanlarda ve hayvanlarda saglik risklerine

neden olmaktadirlar. Bu nedenle yem hammaddelerinde ve yemlerdeki mikotoksin

diizeyleri, gida giivenligi zincirinin dnemli bir unsuru olarak ortaya ¢ikmaktadir?>,



2.2.1. Aflatoksinlerin Cesitleri ve Genel Ozellikleri

Aflatoksinler 100.000°den fazla hindinin 6liimiine neden olmustur. Ordek ve
siiliinleri de etkileyen bu hastalik “Turkey X Disease” olarak adlandirilmistir. Diyetin
degistirilmesinin morbidite ve mortalite oranini azaltmasiyla bu hastalifin besinsel
kaynakli oldugu farkedilmis ve etkilenen tiim hayvanlarin diyetinin Aspergillus flavus
ile kontamine oldugu ve bu nedenle "a-flavus-toxin"in kisaltilmasiyla elde edilen
“aflatoksin” adi verilen toksik maddeyi iceren Brezilya yerfistigt oldugu

belirlenmistir*'.

2.2.2. Aflatoksinlerin Kimyasal Yapisi ve Biyotransformasyonu

Aflatoksinler, difurokumarosiklopentenon ve difurokumarolakton gruplarinda
siniflandirilmistir.  Aflatoksinlerin AF-B1, B2, Gl ve G2 olmak iizere dort ana
fraksiyonu bulunmaktadir.Bu isimlendirme ince tabaka kromatografisinde, uzun dalga
boyu UV 15181 altinda aflatoksin B1 ve B2'nin mavi, aflatoksin G1 ve G2'nin ise yesil
floresan vermesiyle iliskilidir’®.Benzer yapilara sahip toksinler olmakla birlikte baslica
aflatoksinler AFB1, AFB2, AFG1 ve AFG2 dir. Bu toksinler gesitli besin ve tohumlarda
degisen miktarlarda bulunmalarina ragmen; AFB1 genellikle en etkin olanidir. Sekil
3’te baslica aflatoksinler olan AFB1, AFB2, AFGl1 ve AFG2’nin yapilar
goriilmektedir*!. Bu belirtilen doért toksinler disinda AFM1 ve AFM2 olarak
isimlendirilen 6nemli iki aflatoksin tiirevi daha bulunmaktadir®®*. Ik defa aflatoksinli
yemleri yiyen laktasyon donemindeki ¢iftlik hayvanlarimin siitlerinde gosterilen bu
toksinlerin  aflatoksinlerin  tlirevinin olduklari gosterilmistir. Siitte bulunmasindan
dolay1 bu toksine “siit toksini”, milk toxin, anlaminda aflatoksin M (AFM) adi
verilmistir. AFM’nin bulunmasinin ardindan yapilan ¢aligmalar bu metabolitin B1 ve
B2’nin hidroksi tiirevlerioldugu ortaya konmus be boylece AFM1 ve M2 diye iki ayr1
bilesik olarak izole edilmistir. Toksinlere verilen rakamlar ise toksitite derecesini
gostermektedir. “1” ile simgelenenler yiliksek, “2” ile simgelenenler daha diisiik
toksititeyi gostermektedir’?. AFB1’in demetilasyonu toksik bir tiirev olan AFPI
olusumu ve furan halkalarina koprii konumunda bulunan karbon atomunun
hidroksilasyonu da AFB1 ile benzer etkiler gosteren fakat daha az karsinojenik olan

AFM1 olusumuyla sonuglanir*!.
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Sekil 2. Bashca aflatoksinlerin kimyasal yapilan

2.2.3.Aflatoksinlerin Etki Mekanizmalar

Alinma dozlarina bagl olarak AF’lerin canlilar lizerinde farkli ¢esitlerde etkileri
bulunmaktadir.AF’ler i¢inde insan ve hayvanlar i¢in en toksik olani, en fazla
karsinojenik etkiye sahip olani, gidalarda ve yemlerde en sik bulunani AFB1 olmasina
karsin, AFM1’de potansiyel karsinojen olup, rat ve alabaliklarda hepatoselliiler
karsinojenik etkiye sahip olmaktadir. AF’ler, insan ve hayvanlardaki toksik etkileri
dikkate alindiginda B1> MI1> G1> B2> M2> G2 seklinde siralanmaktadirlar®!*>4

Aflatoksinler, insan ve hayvanlarda zehir etkisi yaratirlar. Meydana gelen bu
zehirlenme olayina aflatoksikozis denir. Bilinen en giiclii karsinojen olan AF’ler insan
ve hayvanlarda karsinojenik (karaciger, kolon ve bdobreklerde kanser olusumu),
mutajenik (genetik yapida bozulmalar, AFB1 en mutajen mikotoksindir) teratojenik
(protein sentezinin inhibisyonu, canlilarda sakat veya olii dogumlar) hepatotoksik

(karacigerde yaglanma, soluk renk, nekroz, kanamalar, sarilik ve siroz) etkileri yaninda
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bobreklerde fonksiyon bozukluklari (nefrotoksik), immun sistemde zayiflama
(immunosupressif etki), genel durum bozuklugu ve verim diigiikliigline neden

olumaktadirlar3%>’.

2.2.4. Aflatoksinlerin Mutajenik Etkileri

AFB1’in mutajenik etkilerinin, AFB1’in epoksit tiirevlerinin hiicrede DNA
zincirlerine baglanmak suretiyle, DNA polimeraz enziminin aktivitesini inhibe
etmesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir. DNA’nin tasidigi sifre bozuldugundan,

hem DNA ve hem de RNA’da mutasyonlari sekillenebilecegi ileri siiriilmektedir®®,

2.2.5. Mikotoksinler ve Patogenez

Mikotoksinler 1960’1 yillarda akut toksemi vakalar ile iliskili olarak dikkat
cekmeye baslamistir. Ancak genotoksisiteleri ve hepatositlerdeki karsinojenik etkileri
1994 yilinda tartigmaya agilmistir. Uluslararast Kanser Arastirmalart Ajanst (IARC)
epidemiyolojik ve laboratuvar ¢caligsmalarinin sunuglarina dayanarak aflatoksinleri Grup-
1 karsinojenler arasina yerlestirdi ve karsinojenik potansiyel olarak da grup-2B ajanlar
icerisinde oldugunu duyurdu.Bu tanimlamada akut toksemiler ve kronik fonksiyon
bozukluklar1 ve kanser olmak {izere insanlardaki aflatoksin maruziyeti iki baslik altinda
degerlendirildi. Aflatoksinlerin gidalar ile 1 pg/kg (1 ppb) ila 12,000 pg/kg (12 ppm)
arasinda alinmas1 zararsiz olarak kabul edilebilmektedir. Kenya calismalarinda kisi
basina 50 mg alinmasinin toksemiye bagli Oliimlere sebep oldugu gosterilmistir.
Muhtemelen klinik prognoz, diger risk faktorlerinin de katilmi ile modifiye

edilmektedir.

Gida yolu ile alinan AFBI, incebarsaktan, o6zelliklede duodenumun
proksimalinden, emilir. Mezenterik lenf yolu ile absorbe olan aflatoksin, iyonik
olmayan diffiizyon yolu ile hepatositlere niifus eder. Karsinogenesden sorumlu olan
AFB1 ve siklikla siit’de bulunan hidroksillenmis metaboliti AFM1 karacigerde
sitokrom-P450 siiper ailesi iiyesi mikrozomal miks fonksiyonlu oksidadif enzimler ve
sitoplazmik oksigenaz enzim sistemleri araciligi ile metabolize olur. Bu enzim
sistemleri, karaciger hiicrelerinin endoplazmik retikulumunda bulunan, sitokromla

iliskili enzimler, 02’ye ve NADPH’a bagimli enzimlerdir.’” Oksidatif reaksiyon sonucu
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genotoksisiteden sorumlu endo ve ekzo stereoisomerlere sahip olan reaktif 8,9-
epoxide’e ¢evrilirler. Ortaya c¢ikan hidroksillenmis AFBI1 metabolitleri siilfat ve
glukuronik asitle birleserek, suda ¢oziinebilir siilfat veya glukuronid esterlerine doniisiir
ve miiteakiben idrar ve/veya safra yolu ile atilarak temizlenirler. Ancak AFB1’in fazla
miktarda alinmasi veya transpetidaz ve/veya oksidaz enzimlerinin yetersizligi halind
oksidadif biyotransformasyon esnasinda bifuran halkandaki ¢ift bagin oksidlenmesi
sonucu olusan reaktif exo-8,9-epoxide metaboliti, 6zellikle timor supressér geni TP53
ile olmak tizere DNA, RNA ve proteinler giiglii affinite gostererek reaksiyona girer ve
DNA’ya baglanir. 3¢ Predominant olarak promutajenik 8,9-dihydro-8-(N7-guanyl)-9-
hydroxy-AFB1(AFB1-N7-G)  sekillenir. Daha sonra AFBI1-N7-G, AFBI-
formamidopyrimidine (AFB1-FABY)’e ¢evrilir. guanine G, thymine TE’e doniisiir. Bu
transversiyon/mutasyon zinciri TP53 geninde 249. kodonda arginin-serin degisikligi
(R249S) ile sonuglamr®’. Bilindigi gibi HBx, myc ve ras gibi proto-onkojenlerin ve
viral-onkojenler ile p53 timor supresyon genlerinin ekspresyonundaki mutasyon ve
degisimler HSK etyolojisinde rol oynar. Diger taraftan olusan exo-8,9-epoxid
glutatyona baglanarak glutatyon-S-transferazi katalize eder, sonuc¢da reaktif oksijen
radikallerinin birikimi artar ki, bu artmis DNA hasaridir ve karsinogeneze yardim eder.
Bir baska hasar da epoksid radikalinin daha sonradan dialdehid sekline doniigsmesi ile
olusabilir. AFB1’in daha zayif radikalleri olan AFQ1 ve AFP1 substratlar1 glutatiyon
S-transferaz (GST) aracili konjiligasyon ile albiimine baglanarak stabil hale doner ve
idrar yolu ile atilirlar?’32.. Son olarak da zayif epoksi radikalleri DNA, RNA ve
proteinler gibi makromolekiillere baglanarak normal hiicre fonksiyonlarini ve protein
sentezini bozarlar. Mesela 8,9-oksidin olusumuna ek olarak metabolizasyonun ileri
adimlarinda olusan reaktif epoksitler, detoksifikasyona tabi tutulur. AFB1-DNA, serum
AFB1-albumin ve AFM1 ve AFBI1-merkaptiirik asit gibi iiriner AFB1 metabolitleri,
AFB1 maruziyetinin dnemli biyobelirtegleridir’®*. AFBI, hiicrede biyolojik saati bozar,

K1 ras protoonkogeninin aktivasyonunu saglar.
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Sekil3. AFB1 ve AFM1 metabolizmasinin sematik olarak gosterilmesi

Aflatoksin Bl ve HBV infeksiyonu arasinda sinerjistik etki oldugu
belirlenmistir. Tek bir risk faktoriiniin olmasma bagli HSK gelisimi ile her ikisine
maruz kalmada ki HSK riski karsilastirildiginda, HBV ve AFB1’in HSK riskini 5-10 kat
daha fazla arttirdign belirlenmistir®. Kronik HBVinfeksiyonu esnasinda artmis
inflamatuvar cevap ve hepatositlerin hizli prolifere olmasi bir taraftan kontrolsiiz
spontan mutant hiicre artisina sebep olurken diger taraftanda TP53 gibi onkojen
genlerinde mutasyona olan hiicrelerin de artist anlamma gelmektedir ki bu hizh
progresyonu izah edebilir’®. Ancak AFB1’in HSK olusturmasi ig¢in HBV
infeksiyonunun bir 6n sart olmadigin1 da gosterir. Diger taraftan bu goriis AFBI ile
DNA temasina bagli olarak, epigenetik yolla, CpC adaciklarindaki olusan 5 mC
metilasyonu sonucu da karsinogenezin baslayabilecegini  gdsterilmesi ilede
desteklenmistir’®?®. Gambiya'daki HSK’l1 hastalar da yapilan yeni bir vaka-kontrol

calismasinda, hastalarin yani sira kontrollerin de plazmalarinda HBX DNA'nin
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tespit edilebilecegi ancak hepatositlerdeki genetik mutasyonlarin kanser ve R249S
mutasyonu varlig ile korelasyon gosterdigi gozlemlenmistir. Tayland'daki karaciger
kanseri vakalarma yonelik bir c¢alismada deneklerin plazma Orneklerinin analizi
sonucunda, HBX'in, R249S mutasyonu olan HSK hastalarinda tam bir DNA sekansi

olarak tespit edilebilecegi gdsterilmistir.

2.2.6. Aflatoksinlerin Halk Sagh Uzerine Etkileri
Gida zehirlenmelerine sebep olan aflatoksinlerin ayn1 zamanda bilinen en gii¢lii dogal
karsinojenler oldugu anlasilmistir.?* Aflatoksinler,alinima miktarina ve siiresine bagl
olarak insanlarda ve hayvanlarda akut, subakut ve kronik tip zehirlenmelere neden
olabilmektedirler. Viicuda alinan aflatoksinlerin sebep oldugu mikotoksikozise
“aflatoksikozis” ad1 verilmektedir. Aflatoksikozis, bireysel olmaktan ziyade toplumu ve
siiriiyii ilgilendiren bir problemdir.?%**Bir salginda neden tanimlanamamasi, durumun
gbzden kacirilamayacak kadar belirgin ve sendromlarin belirli tipte yiyeceklerle iligkili
olmasi, antibiyotik veya digger ilaglarla tedaviye cevabin disikligi ve salginin
mevsimsel olmasi durumunda aflatoksikozdan siiphelenilmelidir®* Karaciger kanseri
gelismekte olan iilkelerde ¢ok yaygin olarak goriilmekte ve diyetle alinan aflatoksin ile

karaciger kanseri arasinda paralel bir iliskinin mevcut oldugu gdsterilmistir.>%*°
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GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin Toplanmasi

Calismamizda, Ocak 2018 ila Nisan 2019 tarihleri arasinda kalan 16 aylik siire
icerisinde Cukurova Universitesi Balcali hastanesi Gastroenteroloji Poliklinigi’nde
Hepatoseliiler karsinoma (HSK) o6n tanis1 ile karaciger biyopsi Ornekleri alinarak
histopatolojik olarak degerlendirilmek tlizere Patoloji Ab D.’da gonderilen HSK tanisi
almis hastalar ile Adana sehir hastanesinde takip edilmekte olan benzer 6zelliklere sahip
toplam 35 hastaya ait, karaciger biyopsi orneklerinden alinan ince kesitler, aflatoxin
maruziyeti ve p53 geninde yarattigi muhtemel karsinojenik mutasyonun tespiti
yoniinden PCR-RFLP ve dizi analizi yontemleri ile degerlendirilmistir. Kontrol grubu
olarak biyopsi endikasyonu olan 14’ii sirotik, 7’si fibrotik karaciger hastaligi 6n tanili
HBV (-) toplam 21 hastaya ait ornekler kullanildi. Dosya ve klinik olarak takip
edilebilen hastalara ait rutin tani amagh olarak hastadan hekim tarafindan istenmesi
zorunlu testler icin idrar 6rnekleri de alinabilen hastalar ve kontrol bireyleri ¢calismaya
dahil edilmistir. Her iki grupta yer alan bireylerin idrar 6rnekleri, her hangi bir ek maddi
katki istenmeksizin, AFM1yoniinden de ELISA yontemi ile degerlendirilmistir. idrar
ornegi alinamayan vakalar ¢alisma dis1 birakilmistir. Calismadan 6nce etik kurul belgesi

alindi.

3.1.1. Materyallerin Klinik Olarak Degerlendirilmesi
Hasta dosya bilgisi Tablo 2’de belirtildigi sekilde olarak sorgulandi.

3.2. Orneklerin Islenmesi ve Saklanmasi

3.2.1. Kan Orneklerin Hazirlanmasi

HSK olgulari, HCV veya HBV sero-pozitif kronik karaciger hastaligi olanlar,
HCV veya HBV sero-negatif karaciger semptomu olmayanlardan kan numuneleri
alinarak, EDTA ile anti-koagiile edildi ve kan numuneleri toplandiktan sonra calisma

yapilana kadar -70°C'de sakland.

3.2.2. Doku Orneklerinin Saklanmasi

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali'nda HSK tanisi
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almis hastalara ait arsivlenen karaciger biyopsi dokusu ince kesitleri hedef
mutasyon/larin  tespiti icin PCR, PCR-RFLP ve sekanslama yontemleri ile

degerlendirildi.

3.2.3. idrar Orneklerinin Gruplandirilmas: ve Saklanmasi

HSK olgulari, HCV veya HBV sero-pozitif kronik karaciger hastalig1 olanlar,
HCV veya HBV sero-negatif karaciger semptomu olmayanlardan idrar numuneleri
almarak calisma giiniine kadar saklandi. Kan, idrar ve parafin bloklardan kazinan
karaciger biyopsi drneklerinden DNA ekstraksiyonu ticari kiti kullanilarak elde edildi

ve tum ekstraktlar -20 °C saklanacaktir.

Tablo 2. Klinik degerlendirme i¢in sorgulanacak hasta dosya bilgisi

Kurumun Adi:

Hastanin Adi-Soyadi:

Hastanin yasi ve cinsiyeti:

Memleket/yasadig1 yer

OPSIYONEL

Beslenme ahskanhklar:

Sigara/ alkol Kullanimi

Klinik tam

Laboratuvar tam

HSK bulgular:

Protokol no:

17




3.3.Aflatoksin Maruziyetinin ELISA Yontemi ile Belirlenmesi
Idrardaki AFM; seviyeleri, Aflatoxin M1 (AFMI1) ELISA Kit Elabscience®
(Catalog No: E-TO-E012 96T) kullanilarak enzim bagli immunosorbent assay (ELISA)

yontemi ile belirlendi.

Idrar &rnekleri 3200 g'de 5 dakika siireyle santrifiij edildikten sonra siipernatant,
yontem protokoliinde belirtilen prosediire géore AFM1 diizeylerinin belirlenmesi igin
asagidaki basamaklar kullanilarak ¢calismaya dahil edildi.

1-AFM1 standartlar1 ve idrar numuneleri distile su (1:20 veya 1:5) ile seyreltildi.

2-Her birinden 100 uL, 200 uL deney tamponu ile karistirildi.

3-Bu karisimin 100 uL'si antikor kapli mikrotitrasyon kuyusuna aktarildi ve plak
oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.

4- Otomatik bir mikroplak yikayicida yikama ¢ozeltisi ile plak yikandi.

5- AFM1 konjiigatindan 100 uL her kuyucuga ilave edildi ve oda sicakliginda 15
dakika inkiibe edildi.

6-Plak, baglanmamis eslenik maddenin ¢ikarilmasi i¢in yeniden yikama ¢ozeltisi
ile yikanda.

7- Substrat reaktifinden 100 uL her kuyucuga ilave edildi ve renk reaksiyonunun
karanlikta oda sicakliginda 15 dakika ilerlemesi saglandu.

8-Daha sonra, enzim reaksiyonunu sona erdirmek i¢in kuyucuklara 100ul
durdurma c¢ozeltisi ilave edildi ve 15 dakika i¢inde emilim, bir ELISA okuyucusu

(Tecan Genios®, Salzburg, Avusturya) tarafindan 450 nm'de 6l¢iildi.

Absorpsiyon yogunlugu orneklerdeki AFM1 konsantrasyonu ile ters orantilidir.
Numunelerdeki AFMI1 seviyesi, her plak i¢gin AFM1 standart ¢ozeltisini kullanarak
eszamanli standart egrilerden hesaplandi. Tiim idrar ornekleri, iki farkli seyreltme (1:5

ve 1:20) ile iki kez analiz edildi ve ortalama degerler hesaplandi.

3.4. Molekiiler Yontemler I¢in Genomik DNA izolasyonu

Calismaya dahil edilen kan ve parafin bloklara gomiilii doku 6rneklerinden DNA
izolasyonu, DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Almanya) protokolii
dogrultusunda gergeklesti.
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3.4.1. Serum Orneklerinden DNA izolasyonu

HBV DNA’s1 pozitif olan hastalardan dolasan serbest DNA ekstraksiyonu,
300ul serum Orneginden DNeasy Blood and Tissue Kiti (Qiagen, Hilden, Almanya)
aracilign ile kitin Onerileri dogrultusunda kan ve viicut sivisi protokoliine gore

gerceklestirildi.

3.4.2. Parafin Bloklara Gomiili Karaciger Biyopsi Orneklerinden DNA
izolasyonu

DNA, 3um’lik renksiz parafin bloklarindan izole edildi. Bloklar ksilen ve etanol
icinde deparafinize edilerek ve 25°C'de 50ul DNA ekstraksiyon tamponu (TE pH 9,
Proteinaz K 0.1 mg / ml,% 0.25 Nonidet P40) ve Proteinaz K (20 1g/ll) i¢inde 56°C'de 2
giin inkiibasyona birakildi. DNA izolasyonu, deparafinizasyon isleminden sonra
DNeasy Blood and Tissue Kiti (Qiagen, Hilden, Almanya) ile iireticinin talimatlarina
gore gerceklestirildi.

3.5.Hbx Onkoproteinini Kodlayan Gen Bolgesinin Varhiginin Belirlenmesi

3.5.1. Hbx Gen Bolgesinin Amplifikasyonu ve Jel Elektroforezi

Serum ve karaciger biyopsi drneklerinden izole edilen DNA 6rneklerinden HBx
gen bolgesinin PCR ile tespiti, dizisi asagida belirtilen spesifik primerler kullanilarak
Wang ve arkadaslarinin protokoliine gore gergeklestirildi®®.

XF: 5’-ACGGAATTCATGGCTGCTAGGCTGTG-3’

XR:5’-ATCCTGCAGAGGTGAAAAAGTTGCAT-3’

464bp’lik tiriiniin varhig1 %2’lik Agaroz Jel elektroforezinde tespit edildi.

Amplifikasyon agsamalar1 asagidaki sekilde tamamlanmistir:

95 °C - 5 dakika -ilk denaturasyon
94 °C - 30 saniye - denaturasyon
58 °C - 1 dakika - baglanma (annealing) 30 dongii
72 °C - 30 saniye - uzama (extension)

72 °C - 7 dakika - son uzama (extension) / 4 °C oo
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3.6. TP53 R249S Mutasyonun Varhgimmin Arastirilmasi

AFB1, DNA’ya baglanarak guaninin timine transversiyon mutasyonlarina neden
olan bir kanserojendir.AFB1 toksini ile iligskilendirilmisTP53 genindeki 6zgiin R249S
(G>T) somatik mutasyonunun arastirilmasi amaci ile serum ve karaciger biyopsi
materyallerinden izole edilen DNA oOrnekleri TP53 R249S mutasyonun arastirilmasi

amaci ile dizi analizi ve PCR-RFLP yontemleri kullanilarak degerlendirildi.

3.6.1.DNA Dizi Analizi Yontemi ile R249S Mutasyonunun Arastirilmasi
Otomatize dizi analizi yontemleri DNA’nin daha kisa silirede analiz
edilebilmesine olanak saglamigtir. Bu yOntemlerde reaksiyonlar herbiri farkli
dalgaboylarinda 1s1ma yapan boyalar ile isaretlenmis dort ddNTP’yi de iceren tek bir
tiip igerisinde gergeklestirildi (dye-terminator dizileme) ve lazer ile okuma saglandi.
3.6.1.1. TP53 Gen Bolgesinin PCR Amplifikasyonu
PCR 25 pl reaksiyon mixi ile gergeklestirildi.
e 0.025 ng Kalip DNA
e 200 mM dNTP, (her biri)
e R ve F primerleri (her biri 10 pmol)
pS3RI1F: 5°- GCC GTC CCA AGC AAT GGA TG
p53R4R: 5°-GGA CTT CAG GTG GCT GGA GT,
e [ U Taq polymerase
e 1X PCR reaksiyon buffer1 (1.5 mM MgCl») i¢inde hazirlanacaktir.
95 °C - 1 dakika
95 °C - 30 saniye
55 °C - 30 saniye

72 °C - 45 saniye
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3.6.1.2. PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

Elde edilen PCR fiiriinleri “ExoSAP-IT” kiti kullanilarak, firmanin talimatlari
dogrultusunda 5 pl PCR fiiriintine 2 pl enzim eklenerek 37°C’de 15 dakika inkiibasyonu
sonrasinda 85°C’de 15 dakika bekletilerek saflastirilmistir.

3.6.1.3. Cycle Sequence PCR Amplifikasyonu

Saflastirilmig PCR firtinlerinin tek zincirli amplifikasyon islemi, forward primeri
kullanilarak dNTP ve ddNTP iceren reaksiyon karisimi ile BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) kullanilarak gerceklestirildi.

Her 6rnek i¢in asagidaki karisim hazirlandi:

Ready Reaxion Mix (RR-100) 5x 2ul
Sequencing Buffer 5x 2ul
P53R1-F 2ul
dH20 2ul
Saf PCR iiriinii 2ul

Cycle sekans i¢in hazirlanan Orneklerin amplifikasyonu thermal cycler cihazinda

asagidaki 1s1 dongiilerinde gergeklestirildi.
96°C -10 saniye
50°C -5 saniye 25 dongii
60°C -4 dakika

4°C o

3.6.1.4. Cycle Sequence PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi ve Dizi Analizi
Cihazina Yiiklenmesi

Cycle Sequence iiriinleri, sekans cihazina yliklenmeden once sephadex spin
kolon yontemi kullanilarak tekrar saflastirildi. Saflastirma islemi sephadex kimyasalinin
lgr’na 14ml su eklenerek elde edilen karisim ile olusturulan kolonlara amplikonlarin

yiiklenmesi ile asagidaki protokole gore gergeklestirildi.
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1-Bos spin kolonlar1 1.5ml’lik toplama tiiplerine yerlestirildi.

2-Her bir kolona 750 ul sephadex karisimi eklendi.

3- 4500 rpm’de 2 dk. santrifiij islemi gergeklestirildi.

4-Toplama tiiplindeki sivi bosaltilarak olusan sephadex kolonuna zarar
vermeden amplikonlar ytiklendi.

5- 4500 rpm’de 3 dk. santrifiij isleminden sonra toplama kabinda elde edilen saf
cycle sequencing iiriinii ABI Prism 3730 sekans cihazina yiliklendi ve cihaz kullanim
prosediirlerine uygun bir sekilde ¢alisildi.

6- Elde edilen sonuclar Sequencing Analysis 5.1 (Applied Biosystems)

programinda analiz edildi.

3.6.2. PCR-RFLP Yontemi ile R249S Mutasyonunun Arastiriimasi

Calismamizda TP53 R249S mutasyonunun arastirtlmast amaci ile kullanilan
PCR-RFLP yonteminde serum ve biyopsi oOrneklerinden izole edilen DNA’lar
amplifikasyon islemi sonrasinda restriksiyon enzimi olan Hae III ile kesime tabi
tutuldu.

3.6.2.1. PCR Amplifikasyonu

Amplikon boyutlarinin 254 bp oldugu ve p53 geninin ekson 7'sinde yer alan bu
fragmenti cogalmak amaci ile PCR amplifikasyonunda boélgeye spesifik pl ve p2
primerleri kullanilda.

Primer dizileri:

pl (up) (5-CTT GCC ACA GGT CTC CCC AA-3'),
p2 (down) (5'-AGG GGT CAG CGG CAA GCA GA-3).
Reaksiyon karigimi:

» 18.3 ul ddH20

» 2.5 pl 10xbuffer

» 1 uldNTPs

» 0.5 pl primer 1

22



» 0.5 pl primer 2
» 0.2 ul FastStart Taq DNA polimeraz
» 2 ul DNAkalib1
Toplam 25-ul’lik karisim hazirlandi.
PCR sartlari:
94°C’de 5 dak.
94°C’de 30 sn.
60°C’de 30 sn, 40 dongii
72°C’de 30 sn,
72°C’de 10 dak.
Amplifikasyon iiriinleri (254 bp), %2 agaroz jel elektroforezi ile goriiniir hale getirildi.
3.6.2.2. Restriksiyon Analizi ile Mutasyon Tespiti
P53 geninin ekson 7'sinden tiiretilen 254 bp saflagtirilmis DNA fragmaninin,

kesim igslemi Hae III enzimi ile ger¢eklestirildi.

3.6.2.2.1. Hae III Enzimi ile Restriksiyon Isleminin Gergeklestirilmesi
Restriksiyon enzim ile kesimde reaksiyon karisimi: (Total hacim 20 pl).

» Haelll 1 pl,

» 2 ul 10xbuffer,

» 5 ul DNA fragment,

» 12 ul ddH20

Bu reaksiyon karigimi 4 saat 37 °© C su banyosunda inkiibe edildi.
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3.6.2.2.2. Restriksiyon Uriinlerinin Jel Elektroforezi ve Sonuclarin
Degerlendirilmesi

Enzim Hae III, 249-250 kodonlarinda bir GG/CC sekansimi parcgalayarak, PCR
reaksiyonunun 254bp saflastirilmis DNA {iriiniinden 92 bp, 66 bp ve birkag¢ kiicilik
fragman tiretmektedir.

249-250 kodonlarinda bir mutasyon varsa kesilmemis 158 bp'lik bir fragman ile
sonucland1 ve bu ozellik, etidyum bromiir ile boyanan %3 agaroz jelde normal
orneklerden ayirt etmede kullanildi. 254 bp'de (tam uzunlukta PCR iirlinleri) bandin
olmamasi, PCR iirlinliniin tam kesimi i¢in bir kontrol sagladi ve ayrilmamis 158bp

fragmaninin varligi, 6rnekte mutasyonlarin oldugunu gosterdi.

158 bp

248 249 250
CGG AGG CCC

t ]

92 bp 66 bp
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BULGULAR

Timor supresor geni tpS3°lin 249.kodonun da olusan muhtemel mutasyonlarin
PCR-RFLP ve dizi analizi yontemi ile, AFB1 epoksi metabolitlerinin de serum ve idrar
orneklerinde ELISA yontemi ile sorgulandigi, kronik HBV ve Aflatoksin-B1
maruziyetinin HSK ile iligkisini tespitini amaglayan bu ¢alismada; c¢alismaya dahil
edilen orneklerin alindig1 hasta ve kontrol gruplarinin sosyodemografik 6zelliklere gore
yapilan degerlendirmesin de her iki gruba dahil edilen toplam 56 bireyin 42’sinin erkek
(%75) 14’1iniin kadin (%25) oldugu, her iki grupta da 45 yas tlizeri 6rnek sayisinin %54
ile benzer oldugu goriildii (Tablo 3).

Tablo3. Degerlendirmeye alinan bireylerin sosyodemografik ozellikleri

Kontrol HSK’lu Toplam

Grubu Hasta Say1

(n=21) (n=35) (n=56)
Cinsiyet S % S % S %
Erkek 13 62 29 83 42 75
Kadin 8 38 6 17 14 25
Yas
<24 2 9.5 - 2 3.6
25-44 8 38 16 46 25  44.6
>45 11 544 19 54 30 536

AFM1 diizeyleri kiyaslandiginda hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir
fark gozlemlenmis buna ek olarak 45 yas iistii bireylerde, geng bireylere ve kirsal
bolgelerde yasayan bireylerin sehirlerde yasayan bireylere oranla daha yiiksek oranda

olduklar1 goriilmiistiir (Tablo 4).
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Tablo4. Degerlendirmeye alinan bireylerin yasadiklari béolgeye gore dagilimlar:

Kontrol HSK’lu Toplam
Grubu Hasta Say1
(n=21) (n=35) (n=56)
Yasadig1 Bolge
Akdeniz 6 17 23
Dogu Anadolu 8 14 22
Karadeniz 5 3 8
Diger 2 1 3

HSK+HBV’li hasta grubunda yer alan bireylerin ortalama idrar AFMI
konsantrasyon seviyeleri, kontrol grubuna ait bireylerde ortalama konsantrasyon
seviyeleri ile kiyaslandiginda, hasta idrarlarinda bu degerlerin 0.130 absorbans/
2600pg/ml kontrol grubunda ise 0,179 absorbans/1600 pg/mL oldugu yani hasta
grubundaki AFM1 konsantrasyonunun daha yliksek oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubu
bireylerden 3 (%14.2)’linlin idrar AFMI1 seviyesi kitin tespit degeri olan 0.150
pg/ml’nin altinda oldugu goriilmiis, benzer sekilde hasta grubundan da 4 (%]11.4)’iiniin
idrarinda AFM1 kit tespit seviyesinin altinda kalmigtir.

Calismada kontrol grubul4’u sirotik, 7’si fibrotik karaciger hastaligi bulunan bireylerde
dahil toplam 21 kisiden olusmaktaydi. Bu bireylere ait ortalama AFMI
konsantrasyonlar1 sirotik ve fibrotik olmak lizere sirasiyla 2260pg/ml ve 1820pg/ml
olarak hesaplandi. DNA dizi analizi yontemi ile mutasyon belirlenen 5 HSK’l1 hastanin

ortalama AFM1 miktar1 ise 3139 pg/ml olarak belirlendi.
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Sekil4. Aflatoxin M1 (AFM1) ELISA (Elabscience®) sonuclari
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Sekil 5. Calismaya dahil edilen idrar érneklerindeki AFM1 Konsantrasyonlarinin Dagilim

Calismaya dahil edilen karaciger biyopsi materyallerden elde edilen DNA 6rneklerinde

AFB1 maruziyetinin neden oldugu R249S mutasyon varligmin belirlenmesi ig¢in
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kullandigimiz sirastyla; PCR-RFLP (Sekil-5) ve DNA dizi analizi ydntemleri
sonucunda HSK’I1 hastalara ait 6rneklerin 6/35 (%17.1)’sinda ve %5’inde (%14.3),
kontrol grubuarasinda ise her iki yontem ile sirotik bireylerin 6rneklerine ait 2(%9.6)
klinik materyalde tiimor supresér geni p53°de ilgili kodonda AGG>AGT mutasyon
varlig1 tespit edilmistir (Tablo.5-6).

Sekil6. Haelll PCR-RFLP jel elektroforez goriintiisii

Tablo5. HSK’h hasta ve kontrol grup érneklerinin R249S mutasyonunun
PCR-RFLP analizine gore dagilimlar

Kontrol HSK’lu
Grubu Hasta
(n=21) (n=35)
PCR- S % S %
RFLPMutasyon
Var 2 9.6 6 17.1
Yok 19 90.6 29 829

DNA dizi analizi yontemi ile p53 geninde R249S mutasyonu tespit edilen 4’iit HSK’11 6
bireyin tamaminda da PCR-RFLP ile mutasyon tespit edildigi goriildii. Bu bireylerin
5’inin erkek oldugu, kontrol grubunda yer alan tek kadin’da olmak iizere HSK’l1 bir
hasta hari¢ 5’inin 45 yas lizeri grupta yer aldiklar1 tespit edildi. Hasta grubunda en
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diisik AFM1 konsatrasyonun 1340pg/ml, en yiliksek konsantrasyonun da 5015pg/ml
oldugu goriildii(Tablo-7)

Tablo6. HSK’li hasta ve kontrol grup érneklerinin R249S mutasyonunun

DNA dizi analizine gore dagilimlar:

Kontrol HSK’lu
Grubu Hasta
(n=21) (n=35)
Dizi S % S %
AnaliziMutasyon
Var 2 9.6 5 14.3
Yok 19 904 31 88.5

Tablo7. p53 geni 249. kodonda arginin-serin degisikligi tespit edilen 4 hasta ile 2 kontrol

grubu bireyin AFM1 ve demografik ozellikleri

Grup Yas cinsiyet AFM1
HSK 25-44 E 2620pg/ml
HSK >45 E 3860pg/ml
HSK >45 E 1340pg/ml
HSK >45 E 2860pg/ml
HSK >45 E 5015pg/ml
K >45 E 2455pg/ml
K >45 K 1030pg/ml
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TARTISMA

Calismamizda kronik HBV tastyicis1 HSK’l1 hastalarda AFB1 mazuriyetinin
karsinogeneze muhtemel katkisin1 tespit amaci ile planlanmistir. Bu baglamda
Cukurova Universitesi Balcali hastanesi ile Adana schir hastanesinde izlenen HBV
tasiyicis olup histopatolojik olarak dogrulanmis HSK tanisi almis hastalar ile HSK dist
sebepler ile tan1 amacgh olarak karaciger biyopsisi yapilmis hastalara ait parafin blok
karaciger biyopsi ve idrar Ornekleri Ornekler dahil edilmistir.  metabolitlerinin
seviyesinin belirlenmesinin ve bu AFB1 maruziyeti ile HBx geninin varlig1 ile beraber,
aflatoksinlerin mutajenik etkilerinden dolayr tiimor siipresor pS3 geni kodon 249°da
ortaya c¢ikan mutasyonlarin sikligr ve bunlarin HSK riski gelisiminde olasi sinerjistik

etkisini arastirmay1 planladik.

Mikotoksinler ile HSK’da dahil olmak iizere karaciger hastaliklar1 arasindaki
muhtemel iliski uzun siireden beri iddia edilmektedir. Ozellikle AFB1, IARC tarafindan
Grup I karsinojen olarak smiflandirilmistir. Primer karaciger kanserinin ¢ok orijinli
oldugu bilinmekle beraber gida kokenli AFB1 kontaminasyonunun yliksek oldugu
tropikal bolgelerde yiiksek doz ve uzun siireli maruziyetin yaratilan epoksi radikalleri
ve DNA metilasyonu iizerinden HSK gelisimi i¢in énemli bir risk faktorii oldugu ¢ok
sayidaki ¢aligmada ileri siiriilmiistiir(4). Aflatoksinlere olan duyarliligin cinsiyete bagh
olup olmadigini arastirmak lizere yapilan deneylerde disi farelerin erkek farelere gore
daha az duyarli oldugu; bu durumun da 6strojenik hormonlarin koruyucu etkisinden
kaynaklandig1 ve toksisitenin de g¢evresel faktorler, maruziyet miktari, yas, saglik ve
beslenme aligkanligina bagl olarak farklilik gosterdigi ve AFB1’in genotoksik 6zelligi

nedeniyle mutasyonlara yol agarak kanser gelisiminde etkili oldugu bulunmustur®!.

Hepatoma ve karaciger hasar1 olusturduguna iliskin yapilan ¢aligmalar AFB1’in
K1 ras protoonkogeninin aktivasyonunu sagladigt ve p53 tiimér supresor genini
farklilastirdig1 ek olarak HSK’l1 hastalarda, p53 geninde 6nemli bir nokta olan 249.
kodonun iiglincii bazinda guanin—timin (G—T) transversiyon meydana getirdigi
gozlenmistir. Timor olusumunda rol alan genlerin farkliligmma ragmen, p53
transkripsiyon faktorii temel tiimor baskilayici ve bu siirece dahil olan cesitli sinyal

yolaklarinin yoneticisi olarak gorev almaktadir. Bu gorevlerle uyumlu olarak, p53
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mutasyonlart HSK de dahil olmak {izere neredeyse tiim kanser cesitlerinde
gosterilmistir (68).

HSK gelisiminde HBV ve aflatoksin maruziyet iliskisinin arastirildigt
calismalarda, molekiiler epidemiyolojik olarak HBx, TP53 gen boélgeleri ve mutasyon
varligini belirlemek amaci ile PCR, PCR-RFLP, DNA dizi analizi, AFB1 ve AFM1 gibi
aflatoksin aduktlarinin seviyelerini 6lgmek amaci ile de siklikla ELISA ve HPLC

yontemleri kullanilmistir.

Chu Y ve ark’larmin 2010 yilinda yaptigr toplum temelli bir kohort
calismasinda HCV ile enfekte olmus ve B-olmayan kisilerde AFBI ile iliskili HSK
riskini aragtirmayr amaglamistir. Serum AFBI1-albumin adduct diizeyleri 100 HSK
vakasinda ve 1767 kontrol anti-HCV ve HBsAg (non-HBV,non-HCV) i¢in seronegatif
olarak kontrol edildi ve bir bagka 103 HSK vakas1 ve anti-HCV-seropozitif ve HBsAg-
seronegatif olan 176 kontrolde ELISA yontemi ile dl¢lilmiistiir. 20 yillik takipte, yeni
gelisen HSK'a kadar olan takip siiresi, non-HBV,non-HCV (p=0.0162) ve HCV-
enfekte (p < 0.0001) bireylerde serum AFB1-albumin adduct seviyelerinin daha yiiksek
oldugu anlaml1 derecede kisa oldugu belirlenmistir ve 8 yillik takipte HCV infeksiyonu
ve AFB1 maruziyeti HSK i¢in bagimsiz risk faktorleri olarak bulunmustur. Yiiksek
serum AFBl-albumin adduct diizeyleri, diizenli alkol tiiketimi olmayan bireylerden
farkl olarak diizenli alkol tiiketen, non-B-non-C bireylerde 8 yil takipte yeni gelistirilen

HSK riski ile anlamli olarak iligkili oldugu diistiniilmiistiir.

AFB1 maruziyeti, diger HCV ile iligkili HSK belirleyicileri ile degerlendirildiginde
bagimsiz bir risk faktorii olarak belirlendi. AFB1 maruziyeti, alkol ve HCV infeksiyonu
dahil olmak {iizere siroz i¢in 6nemli risk faktorleri olan katilimcilarda HSK gelisimine

katkida bulundugu kanaatine varilmigtir'®,

Iu Gul ve ark.’larinin yaptig1 calismada, aflatoksine maruz kalmanin, HCV
infeksiyonunun veya HSK aile dykiisiinlin HSK gelisme riskini arttirip arttirmadigini
belirlemek i¢in 10 y1l boyunca kronik HBV olan 145 erkegi takip etmisler. HPLC
yontemi kullanilarak AFMI1 seviyelerini belirlemek amaci ile bireyleri izlemeye

baslamadan once 8 aylik idrar 6rnegi toplamislardir.

145 6rnegin 78’inde (54%) AFMI tespit edilmis ve HSK riski, belirlenebilir AFM1
diizeyi olanlarda (3.6 ng / L'nin iistiinde) 3.3 kat fazla bulunmustur (1.2-8.7’in % 95 'lik

giiven araliginda). Relative risk yasa ve HCV durumuna gore hesaplanmistir.
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Belirlenebilir AFM1'e maruz kalmaya bagli olarak atfedilebilir risk 0.553'tiir (0.087,
0.94). Yikselmis AFM1 diizeyli oliimciil sirozlu hastalarin riski goreceli olarak 2.8
(0.6, 14.3) idi ve Kalic1 bir sekilde yiikselmis alanin transaminaz (ALT) olma ihtimali,
belirlenebilir AFM1(P= 0.007) olanlarda 2.5 kat daha yiiksek, HCV infeksiyonun eslik
ettigi hastalarda yas ve AFMI seviyelerine bagli olarak yapilan hesaplamalarda HSK
riski 5.8 ve ailedeki HSK Oykiisii degerlendirildiginde ise 5.6 kat artmistir.
Belirlenebilir AFM1 ve HSK 'li dort erkegin hepsinde, parafin dokudan ekstrakte edilen
kanser dokularinda RFLP yontemi ile p53 geninin 249 kodonunda mutasyon varligi
belirlenmistir. Bu ¢alisma, AFM1'e maruz kalmanin, kronik HBV hepatitli erkeklerde
HSK riskinin 6nemli bir boliimiinii olusturabilecegini, HCV ve ailede HSK 6ykiisiiniin,
kronik HBV’li erkeklerde HSK riskini arttirdigina dair kanitlara 6nem verdigini
gostermislerdir?®.

Afum ve ark.’lar1 Kumasi, Gana'da aflatoksin ve karaciger hastalig1 arasindaki
iliskiyi belirlemek icin bir vaka kontrol calismasi yapmislardir. Sosyo-demografik
ozellikleri, gida depolama ve tiiketim aligkanliklarini incelemek icin bir anket
uygulamis ve HPLC yontemi ile AFMI1 seviyelerini O0lgmek i¢in idrar ornekleri
toplamuslardir. iki yiiz yetmis alti kisi calismaya dahil edilmis ve bu bireyler; 38'inde
karaciger hastalif1 olan(olgular), 136'sinda hepatit B/C ya da karacier hastaligi
bulunmayan (negatif kontrol), 102'sinde karaciger kanseri bulunmayan ancak hepatit B /
C pozitif (pozitif kontroller) olan seklinde gruplandirilmistir. Tiim gruplar i¢inde erkek
katilimcilarin sayisini fazla olarak belirlemisler (vakalarin% 76's1, negatif kontrollerin%
88'1 ve pozitif kontrollerin% 65'1) ve Cok degiskenli analizler, vakalar negatif
kontrollerle karsilastirildiginda yasin 6nemli bir belirleyici oldugunu, 25-34 yaslar
arasindaki katilimcilar i¢in vaka olma olasilig1 > 45 olanlara gore% 70 daha az oldugu
gostermistir. Olgular arasinda etnik gruplara gore farkliliklar oldugu ve Akan’larin
AFM1 seviyelerinin diger gruplarin ortalama seviyelerinden az olma yatkinlig
belirlenmistir. Vakalar pozitif kontrollerle karsilastirildiginda, yer fistiginin aflatoksin
kontaminasyonu ile ilgili farkindaligin 2.29, misirda ise 2 kat daha fazla oldugu
belirlenmistir. Bununla birlikte, ¢ogu vaka aflatoksin kontaminasyonunun insanlarda
hastaliga neden olmadigini bildirmistir. Bu durum katilimcilarin potansiyel saglik
etkilerini tam olarak anlamamakla beraber aflatoksin kontaminasyonunun farkinda

olduklarimi gostermistir. Bu bulgular, aflatoksinin gidadaki zararli saglik etkilerini ve
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erkeklerde daha yiliksek riskleri vurgulayan egitim miidahalelerine acilen ihtiyag
duyuldugunu gostermistir. Akan’lar arasinda diisiik aflatoksin seviyelerinin
nedenlerinin belirlenmesi ve toplumdaki diger etnik gruplara yarar saglayan
miidahaleleri tasarlamak icin  kullanilan bulgularin  belirlenmesi  gerektigi
diisiiniilmiistiir®.

Smith ve ark.’lar1 Guatemalan eriskinlerinde AFB1 maruziyeti ve hepatit virlisii
infeksiyonu prevalansin1 ve korelasyonlarini belirlemek amaci ile 2016 Mayis-Ekim
aylart arasinda Guatemala'nin beg boliimiinde ikamet eden 40 yas ve lizeri (n = 461)

saglikli kadin ve erkek bireyi bu kesitsel bir calismaya dahil etmislerdir.

Serum AFBI1-albumin aduktlari, izotop seyreltme kiitle spektrometrisi yontemi ile
Olciilmiistiir. Hepatit B virlisii ve hepatit C virlisii infeksiyonunun biyobelirtegleri
immiinolojik test ile degerlendirilmis ve AFBI-albumin aduklar, katilimcilarin
%100"nde, ortalama 8,4 pg /mg albiimin olarak (0,2 + 814,8) hesaplanmistir. Maruz
kalma, erkek, kirsal, diisiik gelirli ve daha az egitimli katilimecilarda, kadin, kentsel ve
yiiksek sosyoekonomik statii katilimcilarina gore anlamli derecede yiiksek olarak
bulunmustur. (p <0.05). Hepatit B ve C seropozitifligi diisiik(sirastyla %0.9 ve 9%0.5) ve
hepatit viriisii seropozitifliginin diisiik prevalansi ile es zamanli olarak 6nemli 6l¢iide
AFB1 maruziyeti belirlenmistir. Kantitatif olarak, AFB1 maruziyetleri daha onceki
Asya ve Afrika'da karaciger kanseri riskini arttirdigi tespit edilen caligmalara benzer
oldugu sdylenmis ve AFB1 maruziyetinin azaltilmasi, Guatemala'da karaciger kanseri
insidansin1 ve mortaliteyi azaltabilecegi, daha fazla arastirma yapilmasini gerektigini
diistinmiislerdir®’.

2012 yilinda Brezilya’da yapilan bu ¢aligmanin amaci, HBV tasiyici ve tasiyic
olmayan hastalarin idrarinda AFM1'in olusumunu arastirmaktir. Bir grup, Mart-Haziran
2008 tarihleri arasinda Brezilya'nin Maringa sehrindeki iki hastanede tedavi goren
rastgele secgilen 43 HBV tastyicisini igermis, kontrol grubu ise anti-HBs pozitif ve
HBsAg negatif test sonucglarina sahip 29 saglikli yetiskinden olusmustur. AFM1'in
tespiti, HPLC ve Kobra Hiicresi ile kolon sonrasi derivasyon kullanilarak floresans ile
yapilmis.Analiz edilen 72 numunenin HBV tasiyict olmayanlarin 05/29 (% 17,2)’unda
ve kronik HBV tastyicilarinin 16/43 (% 37,2)’sinda  AFM1 pozitifmis.Calismada

ankete katilan iki popiilasyonun idrarinda AFM1 gostermistir. Bununla birlikte, kronik
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HBV tasiyicilarinin AF'leri ve HBV arasindaki ilave etkilesime bagli olarak HSK

gelisme riskinin daha yiiksek olduguna dair kanitlar varligini ileri siirmiislerdir?’.

Fan K ve ark.’lar1 tarafindan Nanjing, Cin'deki 260 kirsal kesimde (18-66 yas)
mikotoksin maruziyetini arastirmak amaci ile yapilmis bu calismada eslestirilmis
plazma ve sababh ilk idrar 6rnekleri, UHPLC-MS / MS yontemi ile 12 ana mikotoksin ve
14 mikotoksin metaboliti dahil olmak iizere 26 mikotoksin biyobelirtecleri i¢in analiz
edilmistir. Mikotoksinler ve metabolitleri 95/260 (% 36,5) plazma ve 144/260 (% 55,4)
idrar 6rneginde tespit edilmis ve %27.7 ile insidans1 okratoksin A (OTA) plazmadaki en
yaygin mikotoksin olarak belirlenirken, aflatoksin Bl-lisin (AFBI1-lisin) (goriilme
sikli$1% 19.6, aralik 10.5-74.5 pg / mg alblimin), fumonisin B1 (FBI1) (goriilme
sikl1§1% 2.7, aralik 0.305-0.993 mg / L), deoksinivalenol (DON) (insidans% 2.3, aralik
1.39-53 mg / L), zearalenon (ZEN) (insidans% 6.5, aralik 0.063-0.418 mg / L) ve
zearalanon (ZAN) (insidans% 1.2, 0.164-0.346 mg / L), plazma numunelerinde
gosterilmistir DON-15-GIlcA en sik belirlenen iiriner mikotoksin olarak %43.8 ile
bulunmustur. DON, DON-3-GlcA, AFMI1 (insidans 10.4%), ZAN, ZEN, FB1 , T-2 ve
OTA idrar 6rneklerinde bulunan diger mikotoksinlerdir. Plazma veya idrar seviyelerine
bagli olarak giinlik AFBI, FBI, ZEN, DON ve OTA alimlar1 tahmin edilmistir.
Sonuglar, arastirilan kirsal alanda yasayanlarin, giinliik ortalama 0.41 ug/ kg.bw/giin
alim ile kanserojen mikotoksin AFBIl'e maruz kaldiklarint ve bunun sonucunda

potansiyel bir halk saglig1 sorununun altini ¢izdigini gostermislerdir2.
Belma Giray ve ark.’lar1 Bu ¢aligmay1, Tiirkiye'nin farkli bolgelerinde yasayan

geriatrik popiilasyonda serum aflatoksin diizeylerindeki bolgesel ve mevsimsel farklari
aragtirmak ve cinsiyet ile iligkisini degerlendirmek amaciyla ylirlitmiistiir. Akdeniz ve
Karadeniz Bolgelerinde yasayan geriatrik ¢calisma grubunda (ortalama yas 72 + 1.0 yil,
n=37) serum aflatoksin B1, B2, G1 ve G2 diizeyleri HPLC ile tayin edilmistir. Tim
caligma grubundaki total serum aflatoksin diizeyleri yaz déneminde 1171 + 124 pg/mL,
kis doneminde 732 + 58 pg/mL olarak belirlenmis ve mevsimler arasi fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p< 0.05). Karadeniz Bdlgesinde serum aflatoksin
diizeyleri, her iki mevsimde de Akdeniz Bolgesine oranla yliksek bulunmustur. En
yiiksek total aflatoksin diizeyleri ise (1539 170 pg/mL) muhtemelen kiif mantarinin
biiyiimesi ve toksin olusumu i¢in uygun iklim kosullar1 nedeniyle Karadeniz Bolgesinde

yaz doneminde toplanan orneklerde tayin edilmistir. Cinsiyetler arasindaki farklar
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istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Tiim sonuglar, bu bolgelerde yasayan yash
poplilasyonun aflatoksinlere devamli maruziyetinin s6z konusu oldugunu ve temas
diizeylerinin yaz doneminde kisa oranla arttigim1 diisiindiirmektedir. Aflatoksin
maruziyetinin geriatrik popiilasyonda gozlenen hepatotoksisiteden sorumlu olabilecegi
ve aflatoksinlerle birlikte farkli mikotoksinlere temasin da sinerjistik veya additif

etkilere yol acabilecegi dikkate alinmalidir™.

Ali N ve ark.’lar1 Banglades'te gida ve yemin AFBI1 bulagsmasina dair veriler az
oldugundan, sik maruz kalmayi belirten Bangladesli idrarlarda metabolit ve biyobelirteg
olan AFM1’in ortaya ¢ikmasi iizerine ELISA tarafindan bir ilk tarama yapmislardir. Bu
bulgu, daha biiyiik bir idrar numunesi grubunda AFM1 konsantrasyonlarini belirlemek
icin daha hassas bir yontem (IAC temizleme ve HPLC-FD analizi) uyguladiklar1 bir
izleme caligmast yapmalarini saglamis. Mikotoksin maruziyetinde olasi mevsimsel ve
bolgesel farkliliklart agiklamak icin, Rajshahi'deki kirsal ve kentsel bir bolgeden 164
idrar (yaz aylarinda n = 69, kis aylarinda n = 95),62 katilimcidan iki 6rnek toplam
zamaninda, ve Dakka bolgesindeki hamile kadinlardan elde edilen 54 olmak {izere
Banglades'in iki semtinde toplam 218 idrar 6rnegi ¢alismaya dahil edilmistir. AFM1,
tiim Rajshahi idrar numunelerinin >% 40'inda yaz aylarinda 1,7-104 pg / mL araliginda
ve kis mevsiminde 1,8-190 pg / mL araliginda tespit edilmistir. Ayrica ortalama idrar
AFM1 diizeyi kisin (27.7 = 42.6 pg / mL) yaz (13.6 £ 21.2 pg / mL) mevsimine gore
daha yiiksekti ek olarak kirsal ve kentsel Rajshahi kohortu arasindaki tematik AFM1
seviyelerinde farkliliklar gozlenmistir. Dhaka gebe kadinlarinda AFM1 daha az siklikla
(LOD'un% 31'in {izerinde, ortalama 13.9 + 33.3 pg / mL), ancak Rajshahi kohortundaki
gibi benzer bir konsantrasyon araliginda (1.7-141 pg / mL) bulunmus ve {iriner AFM1
diizeyleri katilimcilarin gida tiiketim modeli ile anlamli bir iliski gostermemistir. Sonug
olarak, diger iilkelerdeki biyobelirteg wverileri ile karsilastirildiginda, Bangladesli
kohortlarimizdaki tespit sikligt ve idrar AFMI1 seviyeleri, potansiyel kanserojen

aflatoksinlere maruz kalmalarma iliskin kaygilari arttirdig1 diisiiniilmiistiir>*,

Sulaiman SH ve ark.’lar1 tarafindan Selangor, Malezya, Hulu Langat bolgesinde
yetiskinler arasinda diyete bagli olarak aflatoksin maruziyetinin bir biyolojik belirteci
olan idrar AFMI1 arasindaki iligkiyi belirlemek amaci ile yapilan ¢alisma bazi gida
iriinleri aflatoksin kirliligi icin daha yiiksek potansiyele sahiptir ve bunlar tiim ¢aligma

katilimcilarina verilen bir Gida Frekans Anketinde listelenmis. Boylece listelenen her
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bir gida iirlinii i¢in tiiketim oranlarini kaydetmislerdir. Bununla birlikte, ELISA yontemi
kullanilarak AFMI1 seviyelerinin o6l¢iimii icin Hulu Langat bdolgesinde segilen
bolgelerdeki yetiskinlerden idrar 6rnekleri toplanmis. Toplanan ve test edilen 444 idrar
numunesinin 199'u AFM1 igin pozitif ve 37 tanesi 0.64 ng / mL tespit limitini (LOD)
asmistir. Tahil dirlinleri, giinliik ortalama 512.54 g tiiketimle, tiim gida gruplari arasinda
en yiiksek tiikketim seviyesini gostermistir. Ki-kare analizi, yumurta (X2 = 4.77, p =
0.03) ve siit dirtinlerinin (X2 = 19.36, p <0.01) tiikketiminin idrar AFM1 ile anlaml1 iligki
gosterdigini ancak her iki gida grubunda da phi ve Cramer'in V degerinin 0,3'ten daha
diistik oldugunu yani bu besin gruplarinin tiiketimi ile idrardaki AFMI1 diizeyi

arasindaki iliskinin zayif oldugunu gostermistir®.

Schwartzbord J ve ark.’lar tarafindan 52 Haiti numunede ELISA idrar AFM1
diizeyinin arastirildigi bir ¢alismada siirin istiinde (0.2 ng / ml idrar) degerler
bulunmul ancak 14 numunede AFMI1 seviyesi tespit limitinin altinda (0.4 ng / ml)
belirlenmigtir. 52 Haiti idrar numunesinin hepsinin sivi kromatografisi, sadece 11'inin
Olciilebilir AFM1 seviyesinde oldugunu gostermis (ortalama: 29.5 pg / ml, standart
hata: 10.8, aralik: 2.94-96.5 pg / ml). Helica ELISA, Haitian numunelerinde AFM1
disinda aflatoksin formlar1 saptamis olabilecegi veya matris artisi, diisiik AFMI
konsantrasyonlarinda sonuclar1 etkilemis olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu ELISA,
epidemiyolojik amaglar i¢in aflatoksine maruz kalmanin ilk, kalitatif gostergesi olarak
gorev yapabilecegi ancak bu yontemin AFM1 konsantrasyonlarinin kesin ve spesifik bir

gostergesi olarak kullanilmasi ek aritma ve dogrulama gerektirecegini belirtmislerdir®.

Chen G. ve ark.’lar tarafindan ¢ocuklarda idrar AFM1 seviyelerini belirlemek
ve bu cocuklarda daha once bildirilmis olan aflatoksin albliimin addukt (AF-alb)
seviyeleri ile korelasyonlar1 belirlemek amaci ile eslesen idrar ve kan ornekleri 6-14
aylik 84 Tanzanyali ¢ocuktan ve bir kdydeki (Kigwa) 31 ¢ocuktan, alt1 ay arayla ii¢ kez
ornek toplanmistir. Sadece ikinci zaman noktasinda iki farkli bolgeden 31 ve 22
cocuktan &rnekler ¢alismaya dahil edilmistir. Idrar AFM1 ve AF-alb seviyeleri ELISA
yontemi kullanilarak oSlgiilmiistiir. AFM1 veya AF-alb biyobelirte¢ 6l¢iimlerine
dayanarak ii¢ koyiin aflatoksine maruz kalmadaki siralamasi ayni, Kigwa koytlinde, hem
AFM1 hem de AF-alb seviyeleri, hasattan alt1 ay sonra baslangi¢c durumuna goére daha
yiiksek olarak belirlenmistir. Bununla birlikte, bir sonraki ziyarette, AFM1 seviyeleri,

ikinci ziyarette ) 71.0 (44.7, 112.6) olan seviyeden 49.3 (31.5, 77.3) pg / ml’a diismiis.
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AF-alb seviyeleri, bu iki ziyaret arasinda 47.3'ten (29.7, 75.2) 52.7'ye (35.4, 78.3) pg /
mg artarmig, AF-alb daha uzun siireli maruziyeti dlgerken AFM1'in kisa vadeli
maruziyeti Olctiigli gergegini yansitmistir. AFB1 alimi ile AFM1 atilimi arasinda bir
korelasyon var bulunmustur.(r = 0.442, p <0.001). Sonug¢ olarak iiriner AFMI1 in,
Tanzanyali ¢ocuklarda AFBI belirlemede ve gida kaynakli toksine maruz kalmanin
cografi ve gecici degisimlerini yansitmada 1iyi bir biyobelirte¢ oldugunu
belirtmislerdir’’.

Etiyopya'daki kiigiik cocuklar arasinda aflatoksin maruziyetini idrar
biyobelirteglerini kullanarak degerlendirmesi amaci ile yapilan baska bir ¢alisma da
Amhara ve Tigray bolgesel Etiyopya eyaletlerinden 200 ¢cocugun (1-4 yas arasi) dahil
edildigi kesitsel calisma olarak yiiriitiilmiistiir.200 ¢ocuktan toplam 200 idrar 6rnegi
toplanmis ve AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 ve AFM1 diizeylerini belirlemek i¢in LC-MS
/ MS yontemi ile degerlendirmislerdir. Bes aflatoksinin dordii idrar 6rneklerinin 34 /
200"inde (% 17) tespit edilmis. AFM1, 14/200 (% 7) 'de idrar numunesinde 0,06-0,07
ng / mL araliginda, AFB2, AFG2 ve AFGI idrar 6rneklerinin sirasiyla 9/200 (% 4,5),
6/200 (% 3) ve 5/200 (% 2,5) ‘linde belirlenmis ve drneklerin hi¢birinde AFBI1 tespit
edilmemis, farkli malniitrisyon kategorileri ile aflatoksin maruziyeti arasinda iliski
bulunamamis, bununla birlikte, biyobelirte¢ analizi kii¢iik cocuklarin aflatoksinlere
maruz kaldigin1 agik¢a gOstermistir. Bu nedenle, aflatoksinlerin potansiyel saglik
sonuglarin1  6nlemek icin halkin bilinglendirilmesinin 6nemli oldugu kanaatine

varilmistir®,

Sanchez EM ve ark.’lan tarafindan Kolombiya, Bogota'da bir pediatrik sevk
hastanesinin acil servisine basvuran ¢ocuklardan HPLC metodu ile idrardaki AFMI1 ve
AFM2'nin siklig1 ve seviyelerini aragtirmak amaci ile yliriitiilmiis ¢alismada, aflatoksin
kaynagi olabilecek gidalarin  tiikketimini ve sosyodemografik  degiskenleri
degerlendirebilmek igin de anket uygulanmistir. Idrarda AFM1 sikhigi, pozitif
orneklerde ortalama 16 pg mL— 1 + 10.7 pg mL— 1 konsantrasyonu ile % 41.7 olarak
bulunmustur. Idrarda AFM1'in varligi, 6zellikle misir ve piring olmak iizere AFBI1 ile
kontamine olmasi muhtemel tahillarin tiiketimi ile iliskilendirilmis ve higbir O6rnekte
sabelirlenebilir AFM2 diizeyr bulunmamustir. Sonuclar, ¢ocuklarin Kolombiya'daki
aflatoksinlere maruz kalmasinin gercek bir sorun oldugunu ve bu problermin saglik

otoritelerinin Onceliklerinden biri olmasi ve eser seviyelerde farkli biyolojik ve
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biyolojikolmayan matrislerde aflatoksinlerin belirlenmesine ve miktarlanmasina izin
veren analitik yontemler kullanilarak yiyeceklerdeki aflatoksinlerin stirekli izlenmesi
gerektigini soylemislerdir®®.

Biyikli Z ve ark.’larmin yaptigi calismanin amact kontrol grubu, farkli viral
hepatitler ve hastaligin farkli derecelerinde aflatoksin diizeylerinin karsilastirilarak,
aflatoksin maruziyet oranlar1 ve aflatoksin metabolizmasi hakkinda bazi ipuglarinin elde
edilmesidir. Calismaya Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Klinigine
Ocak 2006 — Haziran 2007 tarihleri arasinda ardisik olarak basvuran toplam 203
(erkek/kadin: 119/84) viral hepatitli hasta ve normal biyokimyasal degerleri ve negatif
serolojisi olan 62 saglikli birey (erkek/kadin:33/29) kontrol grubu olarak ¢aligmaya
dahil edilmis. Plazma AFB1, AFB2, AFGl ve AFG2 diizeyleri HPLC yontemiyle
Olciilmiis. Bulgular: AFB1, AFB2, AFG1 ve AFG2 sirayla hastalarin %24.6, %17.2,
%22.7, %18.2’ sinde belirlenmis. Hastaligin derecesinden bagimsiz olarak AFB1 pozitif
hastalarin yiizdesi, kontrol grubundan anlaml olarak fazla bulunmus. Ancak aflatoksin
pozitif hasta ylizdesi agisindan kronik hepatit, siroz ve hepatoselliiler kanserli hasta
gruplar1 arasinda anlamali farklilik bulunamamaistir. Sonug: Bu ¢alisma ile Tiirkiye’de
viral hepatitli hastalarda aflatoksin maruziyetinin, saglikli kontrol grubuna gore anlamli
olarak fazla oldugu gosterilmis. Hepatoselliiler karsinom gelisiminde bu maruziyetin
onemli rolii olabilecegi ve bu konuda yapilacak daha genis, randomize ¢alismalar

gerektigi sonucuna varilmig*.

Ortiz-cuaran S ve ark.’lar1 Tayland'daki bir vaka kontroliine dayanarak, 176
vakanin ve 133 referansin plazma DNA'sinda R249S'yi ve HBX geninin durumunu
Olecmiis ve HBX komple sekanslarinin tespiti, onceden siroz belirtilmemis olan HSK'da
R249S ile iliskili bulmus ve bdylece sirozu bypass eden HSK'ya giden bir yolda HBX

ile spesifik olarak iliskili bulunmustur®?.

Jiao J ve ark’lan1 tarafindan aflatoksin diyetine maruz kalmanmn Giiney
Teksas'taki Hispanikler arasinda HSK insidansinda bir rol oynayip oynamadigini
arastirdiklar1 ¢alismada dijital PCR ve RFLP kullanarak, TP53R249S somatik
mutasyonunu, HSK'daki aflatoksin etiyolojisinin ayirt edici 6zelligini ve Giiney
Teksas'tan 218 HSK hastasimin  ve 96 Hispanik bireyin cfDNA’sinda
Olgmiigler.Mutasyon sadece Hispanik ve Asya HSK hastalarinda tespit edildi ve

mutasyonu olan hastalar anlamli derecede daha gencti ve genel sagkalimi kisa olarak

38



belirlenmistir.Aflatoksin maruziyeti, Giiney Teksas'taki Hispaniklerde diisiik oranda
HSK'ye katkida bulundugu diisiiniiliirken, plazma cfDNA'da mutasyonunun tespiti, bu
popiilasyonda siroz veya ileri fibrozlu hastalarda HSK i¢in umut verici bir risk

degerlendirmesi olarak goriilmemistir®’.

Kronik HBV olan Taylandli hastalarda yapilan calismada HBV genetik
varyasyonunun ve AFB1 kaynaklit HSK'nin bir belirleyicisi olarak p53 geninin R249S
mutasyonunun roliinii degerlendirmigler. 65 HSK’I1 hasta ve 89 bireyin dahil edildigi
calismada viral mutasyonlar ve R249S mutasyonu, serum numunelerinde dogrudan
sekanslama ve RFLP ile karakterize arastirilmis.BCP bolgesindeki T1753C / A/ G ve
A1762T / G1764A mutasyonlarinin prevalanslart HSK grubunda HSK olmayan gruba
gore anlamli olarak daha yiiksek olarak bulunmus ayrica R249S mutasyonu, HSK ve
HSK olmayan gruplarin sirasiyla %6,2 ve %3,4'linde tespit edilmistir. Coklu regresyon
analizi ile, A1762T / G1764A mutasyonlarinin varligi, Tayland hastalarinda HSK riski

ile bagimsiz olarak iligkilendirilmistir**.

Misir Iskenderiye’de yapilan diger bir ¢calismada ise, TP53'te kodon 249'da ve
cfDNA’daki CTNNBl'de mutasyonlarin  varligmi incelemisler ve DNA
konsantrasyonlarini, HSK hastalarinda kanser olmayan HBV ve HCV tasiyicilarina ve
seronegatif bireylere kiyasla anlamli derecede yliksek bulmuslar.Ser-249 TP53
mutasyonlari, 255 bireyin cfDNA'sindaki PCR-RFLP kullanilarak belirlenmis ve
sekanslama ile dogrulanmis.Ser-249, kronik karaciger hastaligt ve HBV (6/36;% 16.7)
infeksiyonu olan hastalarda en yiiksek prevalansla 12 serum (% 4.8) cfDNA'sinda
bulunmus.Buna paralel olarak, 20 HSK biyopsisinden ¢ikarilan DNA {izerinde yapilan
caligmalar, iki vakada (% 10) ser-249 mutasyonunun varligini gostermistir.Bu sonuglar,
aflatoksinin mutajenezinin Misir'daki hepatokarsinogenezde bir rol oynayabilecegini ve
CFDNA'nin, kronik karaciger hastalig1 ve kanserdeki aflatoksin maruziyetinin ve viral
infeksiyonlarin etkilerinin izlenmesinde uygun bir materyal kaynagi olabilecegini
gostermekmistir®’.

Chittmittrapap S ve ark’larinin 2013 yilinda yaptig1 ¢alismada HBsAg pozitif
olan veya olmayan 124 HSK hastaya ait parafine gomiilii karaciger dokularinda RFLP
yontemi ile R249S mutasyonunun prevalansini belirlemis ve pozitif ¢ikan sonuclari dizi
analizi ile dogrulamislardir. Altmis dort (%52) hasta HBsAg ve 18 (%15) anti-HCV

pozitif ve 12 drnekte RFLP ile mutasyon varlig1 tespit edilmistir. Yapilan sekans analizi
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sonucunda 10 HSK hastasinin  (%8,1) AGG/AGT (R249S) mutasyonu oldugu
dogrulanmis ve bu 10 kisiden altist HBsAg pozitif, geri kalan 4 kisiden ikisi anti-HCV
pozitif oldugu belirlenmistir HSK hastalarinda R249S mutasyon prevalansi, HBsAg
pozitif olan ornekler i¢in %9.4, negatif olanlarda ise %6.7 olarak hesaplanmistir. Bu
calismamiz HBsAg olan veya olmayan HSK'daAFBI ile iliskili p53 mutasyonunun
(R249S) orta derecede prevalansini gostermis ve HBsAg pozitifliginin, R249S

prevalansi ile iliskisi bulunamamistir®.
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SONUC ve ONERILER

AFB1 ve HBx geninin HSK riski iizerindeki rollerinin degerlendirmesi ve
aflotoksin varliginin neden oldugu tiimor siipresor geninde meydana gelen mutasyon

varliginin arastirilmast amaglanan bu ¢alismada;

1- Bolgemizde HSK’lu hastalarda AFM1 diizeyinin, kontrol grubuna benzer
oldugu,

2- Cinsiyet, yas, yasanilan bolge ve alfatoksin iceren gidalarin farkindaligi ve
bunlarin tiiketimi gibi etkenlere gore yapilan incelemelerde kontrol grubu bireyleri
arasinda da AFM1 seviyelerinde erkek ve yash gruplarda kadin ve 45 yas alt1 gruba

gore anlamli derecede yiiksek oldugu,

3- Kontrol grubuna ait sirotik bireylerin ortalama AFM1 konsantrasyonlarinin,
fibrotik karaciger hastaligi olanlardan yiiksek ancak mutasyon goriilen 5 HSK’li

hastalara ait idrar 6rneklerinin ortalamasindan diisiik oldugu,

4- Aflatoksin Bl maruziyetine bagli olarak TP53 geninin 249. kodonunda
meydana getirdigi AGG>AGT mutasyon sikliginin HSK’l1 hastalarda yiiksek olmakla
beraber kontrol grubuna ait bireylerde de aflatoksin igeren gidalarin tiiketimi sebebi ile
mutasyon gorildigi,

5- Kronik HBV’li HSK hastalarinda HbX geni ve R249S mutasyonlarinin
benzer oranda yiiksek oldugu fakat sinirli 6rnek sayisi1 nedeni ile AFM1 diizeylerinin bu
gen ve mutasyon bolgeleri ile sinerjistik etki i¢erisinde olmadigi,

6- Aflatoksin tiiketiminin HSK gelisiminde 6nemli bir faktoér oldugu ancak diger
cevresel ve konaga ait faktorler g6z oniinde bulundurularak karsinom gelisime riskinin
aragtirtlmast ve bu konuda daha genis, randomize c¢aligmalar yapilmasi gerektigi

sonucuna varilmistir.
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