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OZET

OKRATOKSIN A iCEREN YEMLE BESLENMIS WiSTAR CESIDI ERKEK
SICANLARIN [Rattus norvegicus] KARACIGER VE BOBREK DOKULARINDA
ZAMANA BAGLI OKRATOKSIN BiRiKiMi VE TESTOSTERON HORMON
DUZEYI ILE ILISKiSININ ARASTIRILMASI

Kemal URAN

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Boliimii Anabilim Dah
Damisman: Yrd.Do¢.Dr. M. Akif Kili¢
Haziran 2012, 53 Sayfa

Bu calismada; Okratoksin A (OTA) igeren yem ile beslenmis erkek, kastre
edilmis erkek ve disi sicanlarin bobrek, karaciger ve plazma OTA miktarlar1 belirlenmis
ve OTA diizeylerinin organ, zaman, cinsiyet ve kastrasyon islemine bagli olarak
degisimi arastirilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda; 6 ve 12 hafta siiresince OTA igeren
yem ile beslenmis erkek sicanlar, 24 hafta siiresince OTA igeren yem ile beslenmis
erkek, kastre edilmis erkek ve disi sicanlar ile kontrol grubunu olusturan OTA
icermeyen yem ile beslenen sicanlar olmak iizere 7 deney grubu olusturulmustur. Deney
periyodu boyunca OTA iceren yem ile beslenen erkek ve disi siganlarin bobrek,
karaciger ve plazma dokularindaki OTA analizleri HPLC cihazi ile gergeklestirilmistir.
Tespit edilen OTA seviyeleri organlara, zamana, cinsiyet ve kastrasyon islemine bagli
olarak degerlendirilmistir. Testosteron hormonu miktar1 ise ELISA test teknigi ile
ortaya konmustur.

Sicanlarin OTA seviyelerinin organlara bagl degisimi incelenmis ve yalnizca 12
ve 24 hafta OTA uygulamasi yapilan erkek si¢anlarin bobrek ile karacigerleri arasinda
anlamli bir farkliligin olmadig1 tespit edilmistir (P>0.05). Bunun yaninda diger
gruplarin (disi, kastre erkek ve normal erkek 6. hafta) bobrek ve karaciger OTA
seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin oldugu goriilmiistiir
(P<0.05).

Erkek sicanlarda OTA seviyesinin zamana bagl degisimi incelenmis, bobrek,

karaciger ve plazmalarda tespit edilen OTA degerlerinin 12. haftada 6. haftaya gore



yiikseldigi, ancak 24. haftada distiigli goriilmistiir. Bobrek OTA diizeylerinin bu {i¢
farkli zaman diliminde istatistiksel olarak farklilik gdsterdigi belirlenmistir (P<0.01).
Karaciger OTA degerleri zamana bagl incelendiginde; 6. haftada elde edilen OTA
degeri ile diger iki grup arasinda herhangi bir farklilik tespit edilmezken (P>0.05), 12.
ve 24. haftada elde edilen karaciger OTA degerleri arasinda anlamli bir farklilik
goriilmistiir  (P<0.0l). Siganlarin plazma OTA seviyeleri zamana bagh
degerlendirildiginde, 6 ve 12 hafta sliresince OTA uygulanmis erkek sicanlarin plazma
OTA diizeyleri arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark olmayip (P>0.05), 24 hafta
stiresince OTA ile beslenmis erkek sicanlarin plazma OTA seviyesinin diger iki gruba
oranla anlaml diizeyde azaldig1 belirlenmistir (P<0.01).

Sicanlarm OTA seviyelerinin cinsiyete bagli degisip degismedigini ortaya
koymak amaciyla, 24 hafta siiresince OTA uygulanan erkek ve disi sicanlarin bobrek,
karaciger ve plazma OTA seviyeleri tespit edilmistir. Elde edilen bu veriler
karsilastirildiginda, disi sicanlarin her ii¢ dokudaki OTA seviyelerinin erkeklere gore
daha yiliksek degerlerde oldugu bulunmustur (P<0.0l). Bu sonug, cinsiyetin
siganlardaki OTA seviyesi ilizerine belirgin etkisinin oldugunu gostermektedir.

Sicanlarda organ ve plazma OTA seviyelerinin testosteron hormonu ile iliskili
olup olmadigmi ortaya koymaya yonelik olarak, bir grup erkegin testisleri OTA
alimlarinin 6. haftasinda uzaklastirilmis (kastre edilmis) ve 24 hafta OTA alm
sonrasinda, organlar1 ve plazmalar1 toplanmistir. Normal erkek, OTA almis erkek ve
kastre edilmis erkeklerin kastrasyon dncesinde plazma testosteron hormon diizeylerinin
benzer oldugu (3.61- 4.86 ng/ml) ve kastrasyonun testosteron hormon diizeyini belirgin
bir sekilde azathig1 (0.19 ng/ml) goriilmiistiir. Kastrasyon iglemi, erkeklerin karaciger ve
plazma OTA diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yaratmazken (P>0.05),
bobrek OTA diizeylerinde farklilik yarattig1 goriilmektedir (P<0.05).

Bu calismadan elde edilen bulgular 6zetlendiginde; 1- Sicanlarin plazma ve
organ OTA diizeyleri cinsiyete bagli degismis ve disilerde daha yiiksek seviyede
bulunmustur, 2- Erkek sicanlarda organ ve plazma OTA diizeyi 12. haftaya kadar artis
gostermekte ve daha sonra azalmaktadir 3- Erkek siganlarin karaciger ve bobrek OTA
diizeylerinde organlara bagl belirgin bir farklilik gozlenmemektedir ve 4- Erkek
sicanlarin plazma ve organ OTA diizeyleri testosteron hormon diizeyinden bagimsiz

goziikmektedir.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF OCHRATOXIN A TIME DEPENDENT ACCUMULATION IN
KIDNEY AND LIVER OF WISTAR MALE RATS [Rattus norvegicus] FED WITH OTA
CONTAINING DIET AND RELATION WITH TESTOSTERONE HORMONE LEVELS

Kemal URAN

Ms Thesis in Biology
Adviser: Mehmet Akif KILIC
June, 2012, 53 pages

In this study, plasma and organ (kidney and liver) OTA levels of OTA-treated
normal male and female rats and castrated rats were determined and their OTA levels
were evaluated according to sample types, time, sex and castration. For this purpose,
rats were put in seven groups. For the determination of time-dependent OTA changes in
organs and plasma, normal males were treated with OTA for 6, 12 and 24 weeks.
Female rats were also treated with OTA for 24 weeks for the determination of sex-
dependent OTA levels of organs and plasma. To find out the role of testosterone in
organ and plasma OTA levels, a group of rats were castrated after 6 weeks of OTA
treatment and then continued to be fed with OTA containing food for a further 18
weeks. OTA analysis of organs and plasma samples were carried out using HPLC with
a fluorescence detector and testosterone levels of normal and castrated males’ plasma
samples were determined with an ELISA based technique.

The OTA levels of organs and plasma samples were evaluated according to
organ type, OTA-treatment period, sex and castration. When OTA levels of kidney and
liver of the rats were compared, there were statistically significant differences between
the organs (P<0.05), except in the organs of 12 and 24 week OTA-treated normal male
rats (P>0.05).

When organ and plasma OTA levels of the male rats were compared according

to the OTA-treatment period, it was found that there was an increase in week 12

v



(compared to week 6) and then a decrease in week 24. The kidney OTA levels in three
different time periods showed statistically significant differences (P<0.001). When liver
OTA levels were compared, there were no statistical differences between week 6 and
other weeks (P>0.05) but there were statistically significant differences between weeks
12 and 24 (P<0.001). When the plasma OTA levels of the male rats were compared
according to their OT A-treatment period, there were no differences between weeks 6
and 12 (P>0.05) but in week 24, OTA levels of the plasma were significantly lower
than the other two weeks (P<0.001).

In order to find out whether males and females’ organ and plasma OTA levels
differ, 24 weeks OTA treated males and females’ organ and plasma OTA levels were
compared and it was found that the organ and plasma OTA levels of females were
significantly higher than males (P<0.001). The result showed that organ and tissue
OTA levels in rats are sex dependent.

In order to find out whether males’ organ and plasma levels are testosterone
dependent, the testes of a group of males were removed (castrated) after receiving 6
weeks OTA treatment and then their organs and plasma samples were collected at the
end of their 24 week OTA treatment. It was found that the testosterone levels of normal
males, OTA-treated normal males and OTA-treated castrated males were similar to each
other (3.61- 4.86 ng/ml) and the castration dramatically reduced the plasma testosterone
level in castrated males (0.19 ng/ml). When OTA levels of normal and castrated males
were compared, there were no significant differences in the liver and plasma OTA
levels of the rats (P>0.05) but kidney OTA levels of the rats were statistically different
(P<0.05).

In summary; 1- The plasma and organ OTA levels of rats changes according to
sex, being higher in females, 2- Males’ organ and plasma OTA levels increase up to
week 12 and then they decrease, 3- There are no significant differences between the
organ and plasma OTA levels of males and 4- It seems that organ and plasma OTA

levels of male Wistar Rats are independent from their plasma testosterone levels.
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ONSOZ

Mikotoksinler, cesitli kiifler tarafindan salgilanan ikincil metabolitler olup,
insanlar ve hayvanlarda istenmeyen patolojik ve fizyolojik degisiklikler meydana
getirmektedirler. Mikotoksinler igerisinde onemli bir yer teskil eden okratoksinler,
Aspergillus ve Penicillium cinsi kiiflerin bir¢ok tiirii tarafindan sentezlenebilmektedir.
Biitiin memelilerde akut ve kronik lezyonlara sebep olan okratoksin A (OTA), hem
gidalara, hem de hayvan yemlerine bulasabilmektedir. Hayvanlar iizerinde yapilan
calismalar sonucunda OTA’nin akut toksik, mutajenik, karsinojenik, teratojenik etkilere
sahip oldugu ortaya konulmustur.

Bu calismada farkli siirelerde OTA uygulamasi yapilan sicanlarin bobrek,
karaciger ve plazma OTA seviyeleri tespit edilmistir. Bu veriler organ, zaman, cinsiyet
ve kastrasyon islemi bakimindan karsilastirmali olarak incelenmistir. Elde edilen
sonuclar, OTA’nin cinsiyete bagl etkisinin aydinlatilmasi agisindan 6nem tagimaktadir.
Ayrica arastirma bazi yOnleri ile bu alanda yapilan ilk c¢alisma olup, bundan sonra
yapilacak benzer ¢aligsmalara kaynak olusturacaktir.

Bana bu konuda caligma olanagi saglayan, ¢alismalarim sirasinda yardimlarini
esirgemeyen danigman Hocam Sayin Yrd. Dog¢. Dr. M. Akif Kilig’a (Akdeniz
Universitesi Biyoloji Boliimii) Saym Yrd. Dog. Dr. Firdevs Mor’a (Mehmet Akif
Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi), Saym Prof. Dr. Burhan Savas’a (Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi) ve analizlerimde bana yardimci olan Antalya Gida Kontrol
Labaratuvar1 calisanlar1 Nurten Selguk, Dr. Asuman Goncii Siiri ve Ufuk Erki’ye
calismalarim esnasinda her zaman yanimda olan ve destegin hi¢cbir zaman esirgemeyen
sevgili esim Sibel Milci Uran’a, arastirmaya maddi destek saglayan Akdeniz
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi yetkili ve calisanlarma

tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Okratoksin A (OTA), Penicillium ve Aspergillus cinsi kiiflerin bir¢ok tiirii
tarafindan sentezlenen ve ¢esitli tahil iirtinleri, kuru meyveler, yer fistigi, kahve, kakao,
baharat, sarap, bira ve bazi hayvansal iirlinlerde rastlanan bir mikotoksindir. Cesitli
arastirmalar OTA‘nin kanserojenik, genotoksik, teratojenik, immiinotoksik ve
nefrotoksik oldugunu ortaya koymaktadir. Uluslararas1 Kanser Arastirma Enstitiisii
(IARC) tarafindan insanda muhtemel kanserojen madde (Grup 2B) olarak smiflandirilan
OTA, 6zellikle Balkan Ulkelerinde Tuna nehri kiyis1 kirsal bdlge insanlarinda goriilen
Balkan Endemik Nefropati (BEN) hastaligindan, Misir’da ve Tunus’ta goriilen ve
etiyolojisi bilinmeyen nefropatilerden ve bobrek tiimorlerinden sorumlu tutulmaktadir
(Fuchs ve Peraica 2005).

Yapilan caligmalarla OTA’nin kemirgenlerde kanserojenik etki gosterdigi renal
neoplazmalar, karsinom ve adenomlara neden oldugu ve bu oranin erkeklerde disilere
gore daha yiliksek seviyelerde bulundugu bildirilmistir (Bendele vd 1985).
Toksikokinetik ¢aligmalar ile (Mantle 2008, Vettorazi vd 2009) disi sicanlarin plazma
OTA konsantrasyonlarinin erkek sicanlara gore daha yiiksek seviyelerde oldugu
gosterilmigse de, OTA’nin erkeklerde daha fazla toksik etki gosterdigi, disiler ile
kiyaslandiginda OTA kaynakli bobrek kanserine erkek sicanlarin yaklasik 10 kat daha
duyarli oldugu bildirilmistir (Boorman vd 1992). OTA’nimn cinsiyete bagli farkl etki
mekanizmasinin altinda testosteron hormonu ve buna bagli olarak alfa-2u globulin
proteinlerinin roliiniin olabilecegi ileri siiriilmektedir (Mantle ve Nagy 2008).

OTA iceren yem ile beslenmis sicanlarmm bobrek, karaciger ve plazma
dokularindaki OTA seviyelerini belirlemek ve OTA diizeylerinin organ, zaman, cinsiyet
ve kastrasyon islemine baglh olarak degisimini arastirmak i¢in yapilmig bu ¢aligmada
erkek, kastre edilmis erkek ve disi si¢anlardan olusan deney gruplarina farkl siirelerde
OTA uygulamas1 yapilmis ve her iic dokudaki OTA seviyeleri tespit edilerek
karsilagtirmali olarak incelenmistir. Erkek sicanlar ile kastre edilmis erkek sicanlarin
testosteron hormon miktarlar1 tespit edilerek karsilastirilmistir. Testosteron hormon
miktarlarindaki farkliligin dokulardaki OTA seviyelerini nasil etkiledigi, ve cinsiyete

bagl farkli etkinin altinda testosteron hormonunun rolii ortaya konmaya ¢alisilmistir.



2. KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI

2.1. Mikotoksinler

Mikotoksin terimi, yunanca kiif anlamma gelen “mykes” ve Latince zehir
anlamina gelen “toxicum” kelimelerinin birlesmesinden olugsmustur. Mikotoksinler
kiiflerin salgiladigi, insan ve hayvanlarda hastalik olusturan, ikincil metabolizma
iirtinleridir (Turner vd 2009).

Kiiflerin ve diger organizmalarin birincil metabolitleri, bliylimeleri i¢in gerekli olan
yapilardir. Ikincil metabolitler ise asil gorevleri tam olarak aydimlatilamamakla birlikte,
sentezleyen organizmanin metabolizmas1 ya da gelisimi iizerine belirgin bir 6neme
sahip olmadigi diistiniilmektedir. S6z konusu bu metabolitlerin diger mikroorganizmalar
ile besin ve ortam icin rekabet etmelerine yardimci oldugu ileri siirtilmekte, bir bagka
goriise gore ise; mikotoksin liretiminin fungal sporlar i¢in uygun ¢imlenme kosullarinin
yaratilmasina katki sagladigi belirtilmektedir (O’Brien ve Dietrich 2004).

Bu tiir ikincil metabolitleri, cogunlukla Aspergillus, Penicillium, Alternaria ve
Fusarium cinslerine ait iyeler tarafindan sentezlenen ucucu organik maddeler ve
mikotoksinler olusturur. Uretilen ugucu organik maddeler ketonlar, aldehitler, alkoller
ve coklu modifiye edilmis aromatik ve alifatik yapilardan meydana gelirler. Kiiflerde
ikincil metabolitlerin sentezlenme yollari; poliketit biyosentez yolu, terpenoid ve temel
aminoasitlerin kullanimi1 seklindedir (Khomutov vd 2010).

Mikotoksinlerin kimyasal yapilar1 incelendiginde, ¢ogunun aromatik yapida
oldugu, az bir kisminin ise alifatik bilesiklerden olustugu goriilmektedir. Bazi
mikotoksinler misel icerisinde birikirken, bir¢ogunun miselden substrata dogru
salgilandig1 ve diflize oldugu goriilmektedir. Bu nedenle kiiflii gida ve yemlerden
miseller uzaklastirilsa bile {irtiniin mikotoksin tehlikesi ortadan kalkmamaktadir.

Funguslarin gelisimi ve toksin olusturabilmesi i¢in en énemli faktorler sicaklik
ve Urlinlin su aktivitesidir. Funguslar genel olarak diger mikroorganizmalara kiyasla
daha diisiik su aktivitesinde gelisebilmekte ve 0.70 su aktivitesi degeri fungal gelisimin
onlenebilmesi i¢in smir olarak kabul edilmektedir. Toksin olusumu i¢in ihtiya¢ duyulan

su aktivitesi fungus gelisimi i¢in ihtiya¢ duyulandan biraz daha fazla olup; ¢ok yiiksek



sicakliklarmm disinda fungusun gelismesine imkan veren her sicaklik derecesinde
toksinin de olustugu belirtilmektedir (Gqaleni vd 1997).

Kiiflerin hemen her yerde bulunabilmeleri ve birgok gida ve yem maddesinde
geliserek toksinlerini olusturabilmeleri nedeniyle, mikotoksinler gida giivenligi icin
onemli tehditlerden biri olarak kabul edilmektedir. Mikotoksinler, bitkisel tiriinlere
yetistirme siirecinde, hasat sirasinda, iirliniin islenmesi veya depolanmasi evresinde
bulasabildigi gibi, toksik maddelerin tiiketiciye gecisinde hayvanlar da etken faktor
olabilmektedir (Brase vd 2009).

Bugiine kadar 400 mikotoksin tanimlanmis olmasina ragmen bunlar arasinda
birinci derecede Onemli olarak kabul edilenlerin sayis1 5-6 civarmndadir. En sik
karsilagilan ve saglik acisindan Onemli sorunlara neden olabilen mikotoksinler;

aflatoksin, okratoksin, zearalenon, patulin, fumonisin ve trikotesendir (Muro vd 2003).

2.1.1. Aflatoksinler

Aflatoksinler, Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus tarafindan iretilen
ikincil metobolizma {irtinleridir. Bunlarin disinda Penicillum, Rhizopus ve Streptomyces
cinslerinin de aflatoksin tirettigi belirtilmistir. 1987 yilinda A. flavus’a fenotipik olarak
benzeyen Aspergillus nomius ve son olarak da Aspergillus pseudotamari olarak
isimlendirilen iki tiirlin de aflatoksin {irettikleri belirlenmistir (Ito vd 2001).
Bu toksinler, insan ve hayvan saglig: lizerinde kanserojenik, teratojenik ve mutajenik
etkilere neden olur. Toksik ve kanserojenik potansiyeli nedeniyle iizerinde en fazla
durulan mikotoksin grubunu olusturmaktadir. Uluslararast Kanser Arastrma Ajansi’na
gore “Grup I” kanserojen olarak degerlendirilmektedir (Passone vd 2004).

Aflatoksinler kimyasal yap1 olarak bifuran halkas1 ve lakton bagi iceren kumarin
tiirevi bilesiklerdir. On sekiz adet degisik aflatoksin tipi tanimlanmis olup By, B,, Gy,
Gz, M; ve M; en yaygin olanlaridir. Aflatoksinler arasinda en yiiksek toksisiteyi
aflatoksin Bj, en diisiik toksisiteyi ise aflatoksin G, gostermektedir (Dhanasekaran vd
2009). Toksisite sirasi ile B; > G; > B, > G; seklindedir. Genellikle aflatoksinlere geng
hayvanlar yash olanlara, erkek sicanlar ise disilere kiyasla daha fazla hassasiyet

gostermektedir. 1 mg/kg aflatoksin B; verilen erkek sicanlarda 35 hafta sonra karsinoma



gelisirken, disi siganlarda 64 hafta sonra tiimorlerin olustugu gozlenmistir (Cassel vd
1988).

Aflatoksinler kanserojenik, mutajenik ve teratojenik etkilerinin yani swra, 1sil
islemlere de direncgli olmalar1 nedeniyle saglik acisindan onem tasimaktadirlar (Govaris
vd 2001). Aflatoksinler gida ve yem maddelerinde olduk¢a direngli bir yap1
gostermektedir. Siradan pisirme yontemleri ve pastorizasyon islemleri aflatoksinlerde
cok az hasara neden olmakta veya hi¢ etkilememektedir. Ancak ¢ok diisiik veya yiiksek
pH’larda (3’ten az veya 10’dan biiyiik) ve oksijenli ortamlarda UV 1s1gina maruz

kalmalar1 durumunda hizla aktivasyonlarmi yitirmektedirler (Armstrong vd 1979).

2.1.2. Patulin

Patulin en fazla yiiksek asitli meyve, sebze ve bunlarin mamullerinde bulunan
Penicillium, Aspergillus ve Byssochlamys gibi kiiflerin cesitli tlirleri tarafindan iiretilen
bir mikotoksindir. Genellikle elma, elma suyu ve islem gérmiis veya gormemis ¢esitli
meyvelerde bulunmaktadir. Bu mikotoksinin daha ¢ok meyve ve friinlerinde
iiretilmesinin, bu gidalarda meyve sekeri olarak bilinen fruktozun daha ¢ok bulunusu ile
aciklanabildigi bildirilmistir. Patulinin toksik etki alaninin genis oldugu ve hayvanlar
iizerinde kanserojen, mutajen ve teratojen etkili bir mikotoksin oldugu bildirilmistir

(Puel vd 2010).

2.1.3. Fumonisinler

Fumonisinler, Fusarium maniliforme ve Fusarium proliferatum  kiifleri
tarafindan iretilen mikotoksinlerdir. Bir ¢ok tipi tanimlanmis, bunlardan en bilineni
fumonisin B1 (FB1)’dir. Misir bitkisinde en yaygin olarak bulunan dogal kontaminant
FB1’dir. Uluslararas1 Kanser Arastrma Ajansi’na gore “Grup IIB” kanserojen olan
FB1’in yapilan ¢aligmalar sonucunda sicanlarda bobrek tiibiillerinde tiimorlere neden
oldugu, farelerde ise karacigerde adenomlara ve karsinomlara sebebiyet verdigi

gosterilmistir (Howard vd 2001).



2.1.4. Zearalenon

Zearalenon, Fusarium culmorum ve Fusarium graminearum gibi fusarium
cinsine ait bazi tiirler tarafindan tiretilen liziim, misir ve yiiksek nem igerigi olan saman
yigmlarmda siklikla bulunan bir mikotoksindir (Abbes vd 2006). Insan diyetinde ve
hayvan yemlerinde zearalenon goriilme siklig1 yiiksek bulunmustur. Zearalenon igerikli
misir, Ogitiilmiis arpa ve bugday gibi hububatlarin tiiketilmesiyle, 6zellikle disi
domuzlarda vulvada yumru seklinde 6dem veya vajina ve rektumda sarkma seklinde
genital problemlere neden oldugu tespit edilmistir. Doku 6liimii, yavru kaybi, gelisim
bozuklugu gibi iireme ile ilgili diizensizliklere de neden olabilecegi bildirilmistir.
Zearalenon ayrica karaciger lezyonlarina neden olmakta, daha ileriki asamada

karacigerde kanser olusumunu tetikleyebilmektedir (Pitt 2000).

2.1.5. Okratoksin

Okratoksin molekiilii, ilk kez 1965 yilinda van der Merwe ve arkadaslar1 tarafindan
Aspergillus ochraceus sugunun bir metaboliti olarak bulunmustur. Funguslar i¢inden iki
cinsin okratoksin trettigi bilinmektedir. Bu cinsler Aspergillus ve Penicillium dur.
Okratoksin iireten Aspergillus ve Penicillium tiirlerinin bazilar1 Cizelge 2.1°de

verilmistir (Brase vd. 2009).



Cizelge 2.1. Okratoksin iireten Aspergillus ve Penicillium tiirleri

Aspergillus Tiirleri

Penicillium Turleri

Aspergillus ochraceus

Penicillium viridicatum

Aspergillus melleus

Penicillium verrucosum

Aspergillus auricomus

Penicillium palitans

Aspergillus ostianus

Penicillium commune

Aspergillus petraki

Penicillium purpurescens

Aspergillus sclerotiorum

Penicillium variabile

Aspergillus sulphureus

Penicillium cyclopium

Aspergillus alliaceus

Penicillium chrysogenum

Aspergillus albertensis

Penicillium crustosum

Aspergillus niger

Penicillium funiculosum

Okratoksin gidalarda genellikle sitrinin ve penisilik asitle veya bagka
mikotoksinlerle beraber goriiliir. Ciinkii okratoksin iireticisi Penicillium ve Aspergillus
tiirleri ikincil metabolitler olarak birkac mikotoksini daha es zamanli sentezlerler
(Sansing vd 1976).

Okratoksin tiretiminde sicaklik ve su aktivitesi onemli etkenlerdir. Aspergillus
ochraceus’un optimum gelisme sicakligir 28°C dir. Okratoksin A (OTA) olusumu i¢in
de 20 - 30 °C sicakliga ihtiyag vardwr. Maksimum diizeyde toksini 30 °C sicaklikta
iiretir. Penicillium tiirleri ise diistik sicakliklarda toksin olusturabilirler. Penicillium
viridicatum 5-10 °C sicaklikta okratoksin iiretir.

Okratoksinler Asya, Avrupa iilkeleri ile Kuzey Amerika ve hatta Avustralya’ya
kadar genis bir alanda tahil, baklagiller, iiziim, kahve, kakao, kuru meyveler ve soya
fasulyesi gibi bir¢ok iirinde bulunur.

Merwe vd (1965) tarafindan A, B ve C olmak iizere 3 tip okratoksin
tanimlanmistir. Gidalarda ve yemlerde yaygin olarak bulunan ve zehirlenmeye neden
olan OTA’drr. Okratoksin B, Okratoksin A’dan daha az toksiktir. Okratoksin C’ye

dogada nadir olarak rastlanmaktadir.




Cizelge 2.2. Okratoksin A, Okratoksin B, Okratoksin C, 4-hidroksiokratoksin A ve
Okratoksin o’nin kimyasal yapisi (Ringot vd 2006).

Okratoksinler R1 R2 R3
OTA H Cl -NH-CH(COOH)-CH,-Fenil
OTB H H -NH-CH(COOH)-CH,-Fenil
OTC H Cl -NH-CH(COOC;Hs)-CH»-Fenil
4-hidrosiokratoksin A OH Cl -NH-CH(COOH)-C,H-Fenil
OTa H Cl -OH

2.1.5.1. Okratoksin A

Okratoksin A suda az, polar organik c¢oziciiler ile seyreltik sulu sodyum
bikarbonat ¢zeltisinde iy1 ¢oziinen, renksiz ve kristal yapida bir bilesiktir. UV 1sinlar1
altinda mavi renkte floresan verir. Okratoksin A, 7-karboksi-5-kloro-8- hidroksi-3.,4
dihidro-3R-metil-izokumarin icerir ve L-fenilalanine karboksi grup iizerinden baglanir.
Kimyasal yapisinda fenilalanin, Cl ve OH igeren dihidroizokumarin bulunur.
Okratoksin A’nin Cl icermeyen tiirevi Okratoksin B, etilester tiirevi ise okratoksin C'dir.
Okratoksin B ve okratoksin C gidalarda goriilseler de diistik konsantrasyonda
bulunduklarindan fazlaca 6nem tasimazlar. Okratoksin A, pankreas ve ince bagirsakta
a-kimotripsin ve karboksipeptidaz enzimleri ile okratoksin o’ya hidroliz edilmektedir

(Clark ve Snedeker 2006).
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Sekil 2.1. Okratoksin A’nin kimyasal yapisi

Okratoksin A biiylik miktarlarda tretilir ve sik sik gida ve yemlerde dogal
kontaminant olarak rastlanir. Farkli gidalarda yapilan c¢aligmalar okratoksin A’nin

sicakliga kars1 dayanikli oldugunu gostermistir. Patterson (1977), Josefson ve Moller



(1980), Scott (1984), domuz eti ve sakatatlarin 150-160 °C sicaklikta pisirilmesiyle
toksin miktarinda % 20 azalma meydana gelirken, yag dokusunda bulunan toksinde hi¢
kayip olmadigini bildirmektedir. Okratoksinle kontamine olmus un ile yapilan ekmekte
pisirme islemi neticesinde az bir kaybin oldugu gozlenmisken, biskiivi yapiminda ¢ok

daha fazla toksinin parg¢alandigi bildirilmistir (Metin 2006).

2.1.5.2. Okratoksin B

Okratoksin B (OTB) 4. ochraceus tarafindan iiretilen sekonder bir metabolittir.
OTA ile birlikte olusabilir. OTB, molekiiler yapmnin 5. pozisyonundaki klorun eksikligi
nedeni ile OTA’dan ayrilmaktadir. Yapisal olarak OTA’ya ¢ok benzer olmasina ragmen
daha az toksisiteye sahip oldugu diistiniilmektedir. OTB’nin OTA’ya gore daha hizli
metabolize oldugu rapor edilmistir ( Mally vd 2005).
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Sekil 2.2. Okratoksin B’nin kimyasal yapis1

2.1.5.3. Okratoksin C

OTA’nin etil esteri olan Okratoksin C’ye (OTC) gida ve hayvan yemlerinde
dogal kontaminant olarak ender rastlanir. Ancak cok yiiksek konsantrasyonda OTA
iceren yemlerde OTC varligma rastlanmaktadir. Galtier ve Alvinerie (1976) tarafindan
yapilan bir ¢alismada inek ve koyunlara ait iskembe sivilarinin OTA’y1 hidrolize ettigi

ve OTC’ye donistirdiigii tespit edilmis ve arastirmacilar bu durumun gevis getiren



hayvanlarm 6n midelerinde bulunan protozoa ve bakteriyel enzimler tarafindan
gergeklestirildigini ileri siirmiislerdir. Bu nedenle hayvansal orijinli gidalarda kalmti
olarak bulunan OTC’nin halk sagligi problemlerine yol acabilecegi sonucu ortaya

ctkmaktadir (Fuchs vd 1984).
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Sekil 2.3. Okratoksin C’nin kimyasal yapis1

2.2. OTA Kontaminasyonu ve izin Verilen Limitler

Okratoksin A c¢ogunlukla subtropikal ve iliman iklimlerdeki tahillarda, kahve
cekirdekleri, kakao, kuru incir, yas ve kuru tiziim, findik, yer fisti§1 ve karisik yemlerde
sikca saptanan en dnemli mikotoksinlerden biri olarak kabul edilmektedir. Ayrica bira,
sarap ve Uziim suyu gibi yan iiriinlerde de varligi tespit edilmistir. Bitkisel iirlinler
icerisinde bugday, arpa, yulaf, ¢avdar, misir ve piring gibi tahillar OTA'y1 yiiksek
konsantrasyonda icermelerinden dolayi, hem insanlar hem de hayvanlar agisindan en
onemli kontaminasyon kaynagidir (Tunail 2001).

Gida ve Tarim Organizasyonu (FAO) tarafindan OTA iizerinden belirlenen
limitler Cizelge 2.3’de belirtilmistir. Avrupa Birligi tarafindan ise bebek mamalari i¢in
miisaade edilen diizey 1 pg/kg; tahillar i¢in ise 5 pg/kg olarak belirlenmistir (Girgin vd
2001). Insanlarda OTA igin tolere edilebilir giinliik alim diizeyi (Tolerable Daily Intake-
TDI) Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 14 ng/kg olarak bildirilmistir. Gida Toksikolojisi
ve Risk Degerlendirmesi Nordik Calisma Grubu tarafindan yapilan degerlendirmede
kabul edilen TDI 5 ng/kg’dir. Kanada Uzmanlar Grubu ise TDI i¢in 1.2-5.7 ng/kg
degerini 6nermektedir (Barlow vd 2008).



Cizelge 2.3. Farkli gida maddelerindeki izin verilen Okratoksin A limitleri

Uriin Limit (ng/kg)
Cocuk ve bebek mamalari 0.5-5
Yiyecekler 2-50
Hayvan yemi 5-300
Sarap 0.2-1
Bira 0.2
Yesil kahve tohumu 8
Kavrulmus kahve ve iirtinleri 4

2.3. OTA’nin Hayvanlarda Emilimi, Organ Dagilimi ve Metabolizmasi

OTA’nin gastrointestinal sisteme girisi gidalar yolu ile olmaktadir. Geri
emilimin hangi kisimda gergeklestigi hakkinda ¢esitli goriisler bulunmakla birlikte,
farelere ag1z yolu ile verilen OTA’nin bagirsaklardan, esas olarak jejunumun baslangi¢
kisminda absorbe edildigi bildirilmistir. OTA’nin emilim yerinin belirlenmesi amaciyla
yapilan bir baska calismada ise, az bir miktarinin mide ve 6zofagus epitel hiicreleri
tarafindan gerceklestirildigi, temel emilim yerinin ise duedonum ve jejunum oldugu
ortaya konulmustur (Lee vd 1984).

Genel olarak midede yiiksek oranda besin bulunmasi, mide igeriginin bagirsaga
gecisini  geciktirmekte ve bu gecikmenin, OTA’nin emilim hizim1 yavaslattigi
disiiniilmektedir. Yapilan ¢alismalar, standart laboratuvar deneylerinde kullanilan pellet
yemlerin igeriginin toplam lif oranmin yiiksek olmasinm, bu liflerin OTA’nin
hayvanlarda gastrointestinal sistemden emilimini azaltici aktif adsorbant etkisi
gosterdigini  disiindiirmiistiir. Bu olaym, bazi bitki hiicre duvar1 bilesenlerinin
mikotoksini yakalayarak, gastrointestinal sistemden toksinin emilimini engelleyip, diski
yolu ile atilimini saglamasi ile gerceklestigi sanilmaktadir. Sonu¢ olarak midede yer
alan yiiksek oranda besin icerigi ile OT A’nin daha uzun siireli temasi, emilimi etkileyen
bir etmen olarak gosterilebilmektedir (Vettorazzi vd. 2010).

Emilim sonras1 portal ven yolu ile lenfatik sisteme tasinan OTA yiiksek

baglanma kapasitesine sahiptir. Dolasim sistemine ulaginca serum albumin ve diger
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makro molekiillere baglanmakta ve yalnizca % 0,02’si baglanmadan kalmaktadir
(Ringot vd 2006)

Ag1z yolu ile verilen toksinin yarilanma 6mrii, intravendz enjeksiyona gore daha
kisadir. Toksinin bir boliimiiniin eleminasyona ugradig1 bolge karaciger olup daha sonra
safra ile atilmaktadir. Karacigerden toksinin uzaklastirilmasi, karaciger hiicre
membraninda bulunan organik anyon transport polipeptid tasiyict (OATP) adi verilen
safra asidi tastyicisina baglidir. Toksin atiliminin gergeklestigi bir diger 6nemli organ
ise bobrektir. OTA’nim, plazma proteinlerine yiiksek baglanma potansiyeli nedeni ile
glomeriiler filtrasyon ile degil, tiibiiler sekresyon ile idrara gegtigi diisiiniilmektedir. Bu
islem, proksimal tiibiil hiicresinin bazolateral hiicre membraninda bulunan ksenobiyotik
tastyicis1 para amino hippiirik asit (PAH) sistemi ile gergeklesmektedir. OTA’ya uzun
sireli temas, hiicrenin genel fonksiyonunu etkilememekle beraber, organik anyon
transportunu azalttig1 diisliniilmektedir. OTA, tiim nefron segmentlerinden geri
emilmekte olup; bu durum toksinin bobrek dokusunda toksisitesinin artmasina neden
olmaktadir. Toksinin kandan tasiyict araciligi ile ayrilmasi organizma i¢in toksisite
riskini azaltmakta fakat ayn1 zamanda bobrek ve karaciger gibi atiimin gerceklestigi
organlarda toksisite artigina neden olmaktadir (Girgin vd 2001).

OTA viicuda alindiktan sonra bir kismi de§ismeden, bir kismi1 da metabolitleri
seklinde idrar ve digki yolu ile atilmaktadir. OTA’nin viicuttan atilimini belirlemek i¢in
yapilan bir ¢calismada, siganlara agiz yolu ile verilen OTA’nin idrarda % 6’smin OTA,
% 1.5’nin (4R)-4-hidroksiokratoksin A ve % 25-27’sinin ise okratoksin o seklinde
atildig1 belirlenmis, diskida ise % 12 oraninda OTA’nin degismeden, % 9 oranindaki
OTA’nin ise okratoksin a sekline doniistiiriilerek atildigi tespit edilmistir (Storen vd

1982).
2.4. OTA Toksisitesi

Cesitli  arastrmalar OTA‘nin  kanserojenik, genotoksik, teratojenik,
immiinotoksik ve nefrotoksik oldugunu ortaya koymaktadir. OTA; DNA kirilmalari,

protein  sentezinin  inhibisyonu ve glikoneogenezis, lipid peroksidasyonu,

mitokondrideki oksidatif fosforilasyonun bozulmasma neden olmakta, ayrica kanin
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pihtilagsmasmin engellenmesi ve apoptotik etkisinden dolay1 biiylik 6nem tagimaktadir
(Anonymous 1998).

OTA’nin toksisitesi hakkinda celigkili raporlar bulunmaktadir. Daha Once
yaymlanmis olan bazi raporlar OTA’y1 ana toksik ajan, metabolitlerini daha az toksik
molekiiller olarak gdsterirken, bazi arastirmacilar da toksik etkilerin metabolitlerinden
birine bagli olabilecegini ileri siirmiislerdir. OTA metabolitlerinin, toksisite iizerine

etkisi tam olarak aydinlatilamamistir (Ringot vd 2005).

2.4.1. OTA’nin kanserojen etkisi

Insanlarda OTA’nin kanserojen etkisi ile ilgili yeterli kanit olmamakla birlikte,
kemirgenlerde kanserojenik etki gosterdigi bircok derlemede sunulmustur (Leszkowicz
vd 2006). Bendele vd (1985) tarafindan deney hayvanlar1 ile yapilan bir ¢alismada; 24
ay siiresince 40 ppm doz uygulanan gruptaki erkek farelerde renal neoplazmalar,
karsinom ve adenomlar gozlenmistir. 20 ay boyunca hayatta kalan hayvanlarin
%28,57’sinde renal karsinom goriilmiistiir. 40 ppm doz uygulanan gruptaki tiim erkek
farelerde nefropati (renal tubeler genisleme, tiibiillerde rejeneratif hiicre ¢ogalmasi)
gelismistir. 40 ppm doz uygulanan disilerde de benzer, fakat daha az siddette renal
degisikliklere rastlanmig, fakat karsinom ve adenomlara rastlanmamistir. 1 ppm doz
uygulanmis olan gruplarda bobrek lezyonu olusmamustir. OTA igeren yem ile beslenen
erkek ve disi sicanlarda karaciger hiicre neoplazmalarinda belirgin bir artis gézlenmistir.
Bu calisma OTA’nin erkek farelerde renal kanserojen, disilerde ise karaciger
kanserojeni oldugunu ortaya koymustur.

Boorman ve arkadaslar1 (1989) yapmis olduklar1 kapsamli bir ¢calismada, her iki
cinsiyeti iceren siganlara 16 giin, 13 hafta, 9 ay, 15 ay ve 2 yil boyunca, haftada 5 giin
degisen oranlarda agizdan sonda yolu ile OTA vermislerdir. Iki yillik ¢alisma siiresince
9, 15 ve 24. aylarda idrar tahlilleri, kemik iligi, hematolojik ve serum kimyasal
analizleri yapilmis, bakteri ve memeli hiicreleri ile de genetik toksikoloji testleri
uygulanmustir. iki y1llik ag1z yolu ile sonda uygulamasi, erkek sicanlarda oldukga artan
diizeylerde beklenmedik tiibiiler hiicre adenomlar1 ve bobrek hiicre karsinomlar1 gibi
OTA’nin kanserojen aktiviteleri i¢in bariz kanitlar sunmustur. Disi sicanlarda da,

bobreklerde yliksek oranlarda tiibiiler hiicre adenomalar1 ve karsinomalar ile meme
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bezlerindeki fibro adenomalarin ¢oklugu, OTA’nin kanserojen etkisi i¢in birer kanit
olusturmustur. OTA uygulamasinin ayrica tiibiiler hiicre hiperplazisi, tiibiiler hiicre
poliferasyonu, sitoplazmik degisimler, karyomegali ve bobrek hiicrelerinde
dejenerasyon gibi farklilasmalara neden oldugu bildirilmistir.

Stoev (2010) OTA bagimh kanserlerlerin azaltilmasinda L-fenilalenin’in (L-
Phe) muhtemel koruyucu etkisini tespit etmek icin, civcivler lizerinde yapmis oldugu bir
calismada, her grupta 5 erkek 5 disi olacak sekilde hayvanlar1 3 gruba aywrmistir. Birinci
grup kontrol, digerleri ise sirasi ile 5 ppm OTA alan ve 5 ppm OTA ile birlikte 25 ppm
L-Phe igeren yemlerle beslenen gruplardir. Yapilan incelemelerde bobreklerde
adenokarsinomalar, iireterlerin belirli bolgelerinde ve karacigerde kanserler tespit
edilmistir. Ilging bir sekilde L-Phe yoklugunda OTA uygulanan erkeklerin 4/5’inde
timor olusumu gerceklesirken, disilerde bu oran 1/5°dir. Aksine L-Phe varliginda, OTA
uygulanan erkeklerde tiimor olusumu goézlenmezken, disilerin 3/5’inde tiimorler
gelismektedir. Bu ¢alisma gostermistir ki, L-Phe dozu erkek civcivlerde kanserin
ortaya ¢ikisinda koruyucu bir etki ortaya koyarken, disilerde tiimér olusumunu arttirmis
ve boylece OTA bagimli kanserlerde cinsiyet farkinin aydinlatilmasina yardimci olacak

bilgiler sunmustur.

2.4.2. OTA’nin teratogenez ve mutagenez etkisi

OTA’nin sigan, fare, hamster ve tavuklarda teratojen oldugu bilinmektedir.
Domuzlarda ise teratojen etkisinin diger tiirler kadar kuvvetli olmadig1 sanilmaktadir.
OTA’nin teratojenik etkisi tiirler arasinda farkliliklar gosterir. Bu farkliligim OTA’nin
tiirler arasindaki duyarlilik farkiyla ve kan-plasenta bariyerindeki farkliliktan dolay:
meydana geldigi diisiiniilmektedir. OTA uygulanan siganlarin yavrularinda 6zellikle
merkezi sinir sistemi, goz ve iskelet yapisinda anormalliklere rastlanmistir (Girgin vd
2001). OTA’nin deney hayvanlarinin immun sistemi, sinir sistemi ve iskelet yapisini
etkiledigi icin teratojen olarak smiflandirilmasinda deneysel dayanaklar bulunmaktadir
(Barlow vd 2008).

Mikroorganizma ve memeli hiicreleriyle yapilan bir dizi mutasyon testlerinde,
OTA’nin non-mutajenik ¢ikmasma ragmen, modifiye edilmis Ames Testi, insan

periferal lenfositleri ile yapilan in vitro kardes kromatit degisimi testi ve Escherichia
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coli ile yapilan SOS DNA onarmm testinde mutasyonu indiikledigi tespit edilmistir.
Bunun yami sirra OTA maruziyeti sirasinda kromozom hasar1 gozlenebilmekte;
insanlarm karaciger, bobrek, gevis getirenlerin iskembelerinde ve maymunlarin bobrek

hiicrelerinde DNA katim {iriinlerine rastlanmaktadir (Neal 1995).

2.4.3. Iimmunosupresyon etkisi

Okratoksin A’nin ng/ml diizeyindeki ¢ok diisiik konsantrasyonlarinin bagisiklik
sistemini etkileyebildigi ve immiin sistemi baskilayan bir ajan oldugu yapilan
calismalarla tespit edilmistir (Petzinger ve Weidenbach 2002).

Bu konuda yapilan pek cok ¢alismada OTA’nim farelerde ve pili¢lerde kandaki
immiinglobulin seviyesini etkiledigi tespit edilmistir. Chang ve Hamilton (1980)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada; piliglerde 20 giin boyunca yemlerine ilave edilen 0-8
mg/kg OTA’nm lenfoid hiicrelerin sayisinda azalmaya neden oldugu, serum ve lenfoid
dokularda IgG, IgA ve IgM’yi baskiladigi tespit edilmistir. Haubeck vd (1981)
tarafindan OTA’nin immiinosupresif etkisi lizerine fenilalaninin nasil bir rol oynadigini
belirlemek amaciyla yapilan bir c¢alismada; fenilalanin konsantrasyonunun OTA
konsantrasyonundan 1iki kat daha fazla oldugu durumlarda immnosupresif etki

gozlemlenmedigini yada etkinliginin azaldigini rapor etmislerdir.

2.4.4. Mitokondriyal hasarlar

Yapilan c¢alismalar, OTA’nin mitokondrial fonksiyonu etkiledigini ve
mitokondrial hasara neden oldugunu gostermektedir. OTA, pilic ve bildircinlarin
karacigerinde ve bobreklerin proksimal tiibiillerinde yer alan mitokondrial yapida
patolojik degisimlere neden olarak, serbest radikallerin iiretimine ve oksidadif strese
sebebiyet vermektedir. OTA’nin mitokondrial ATP {retimini engelledigi ve lipid
peroksidasyonunu tesvik ettigi rapor edilmistir (Bennett ve Klich 2003).

OTA’nn izole edilmis sigan karaciger mitokondrisinde, solunumu inhibe ettigi
ve mitokondrial morfolojiyi degistirdigi gosterilmistir. ATP azalmasi ile iliskili olan bu
olay, mitokondri i¢ membraninda yer alan tasiyici proteinlerin kompetatif inhibasyonu

neticesinde, mitokondri igerisine fosfat gegisinin inhibe edilmesinin ve elektron tagima
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sistemi tizerine dogrudan etkisinin bir sonucu olarak kabul edilmistir (Meisner ve Chan
1974).

Renal korteksten izole edilen mitokondrilerde mikromolar seviyedeki OTA ‘nin
ATP sentezini engelledigi bildirilmis, yapilan bir bagka hiicre kiiltiirii calismasinda ise
nanomolar  konsantrasyondaki OTA’nin  mitokondrial aktiviteyi baskiladigi
belirtilmistir. Bu bilgiler 1s13inda mitokondrial fonksiyon bozuklugunun OTA’nin
kanserojen ve toksik etkisi iizerindende bir rolii olabilecegi muhtemelsede, bu iliskiyi

aciklamak i¢in daha fazla arastirmaya gerek duyulmaktadir (Schilter vd 2005).

2.4.5. DNA, protein ve RNA iizerindeki etkileri

Yapilan calismalar OTA’ya maruz birakilan sicanlarda dalak, bobrek ve
karaciger hiicrelerinde DNA zincirinde kopmalarin meydana geldigini belirtmektedir.
OTA’nn esas etkisinin fenilalenin metabolizmasi {izerine oldugu ve fenilalenin tRNA
kompleksini engelledigi belirtilmistir. OTA, fenilalanin tRNA (Phe-tRNA) sentetaz
tarafindan katalizlenen Phe-tRNA aminoagilasyon reaksiyonunu fenilalenin ile rekabet
ederek inhibe ettigi One siiriilmektedir. Protein sentezi inhibasyonuna ilaveten OTA
tarafindan DNA ve RNA sentezi de inhibe edilmektedir (Bennett ve Klich 2003).

Kane vd (1986) yaptiklar1 ¢alismada, siganlarda 12 hafta boyunca toplamda 4
mg/kg alim seviyesine ulasilacak sekilde oral yolla OTA verilmesi sonucunda bobrek ve
karaciger dokularinda DNA’da tek iplik kopukluklarmin meydana geldigini
bildirmislerdir.

2.4.6. Nefrotoksisitesi

Yapilan fizyolojik ¢alismalar OT A’nin nefron boyunca farkl yerlerde toksik etki
gosterdigini ortaya ¢ikarmustir. OTA, biitiin nefron segmentlerinden geri emilir. Bu
siire¢ toksinin bobrek dokusunda toksisitesinin artmasina neden olur. Akut olarak
OTA’ya maruz kalma, post proksimal nefron fonksiyonunda bozulmalara yol agmakta,
ozellikle toplama kanalinda elektrolit ve titre edilebilen asit atiliminda degisikliklere
sebep olmaktadir. Hiicrelerdeki pH dengesinin bozulmasi OTA’nin bobrek hiicrelerine

almmmi ile ortaya c¢ikmaktadwr. Kronik olarak OTA’ya maruz kalma, irenin
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konsantrasyonunda azalmaya neden olmaktadir. OTA varliinda aminoasit gibi kiiciik
molekiillerin emilme kapasiteleri daha az derecede etkilenmekte iken, albiiminin
endositotoik almimi olduk¢a azalmaktadir. OTA, doz ve zamana bagl olarak renal
fonksiyon {izerinde kompleks etkiler ortaya c¢ikarmaktadir. Yapilan calismalar
sonucunda OTA’nin, sican proksimal tiibiil hiicre kiiltlirine nanomolar
konsantrasyonlarda uygulandiginda mutajenik potansiyele sahip oldugu, ancak
mikromolar konsantrasyonlarda hiicre gelisimini inhibe ettigi tespit edilmistir (Gekle ve
Silbernaqgl 1996).

Yapilan ¢alismalarda, uygun kosullarda depolanmayan yemlerdeki OTA
kontaminasyon derecesi ile domuzlarda nefropati goriilme sikligi arasinda pozitif bir
iliski oldugu ortaya konmustur. italya’da Alp bdlgesinde yapilan bir calismada, yiiksek
oranda OTA iceren yemlerle beslenen domuzlarmm bobrek ve mesanelerinde bircok
makroskobik ve mikroskobik lezyonlarm olustugu gosterilmistir (Leszkowicz vd 2009).

Danimarka, Polonya ve Macaristan’daki bir¢cok arastrma OTA’nin domuzlarda
goriilen nefropatilerde 6nemli bir rol oynadigmi ortaya koymustur. 0.2, 1 ve 4 ppm
OTA igeren yem ile beslenen domuzlarla yapilan bir calismada 1ve 4 ppm doz
uygulanan hayvanlarin 3-4 aylik siire i¢erisinde bobreklerinde renk kaybi, nekrozlar ve
proksimal tiibiiliin epitel hiicrelerinde lezyonlar gozlenmistir (Leszkowicz vd 2006).

Rasonyi vd (1998) yaptiklar1 bir ¢alismada yedi giin siiresince oral sonda yolu
ile giinlik 1mg/kg OTA uyguladiklar1 disi ve erkek sicanlarda, baslica proksimal
tiibiiliin P3 segmentinde karyomegali, apoptatik nekroz ve tiim tiibiil boyunca hiicre
rejenerasyonunda artig gibi bir takim fark edilebilir degisiklikler gozlemlemislerdir.
Tim bu bulgular 15181nda, yiiksek yada diisiik dozdaki OTA’nin akut yada kronik
etkisinin, bariz patolojik degisikliklere sebep oldugu, bununda akut nefropatilere ve
bobrek tlimorlerine yol agabilecegi bildirilmistir.

OTA, biitiin memelilerde akut ve kronik lezyonlara sebep olan 6nemli bir
nefrotoksindir. /n vivo ve in vitro sistemlerde mutajenik etkisi kanitlanmis, ancak etki
mekanizmasi heniiz a¢iklanamamustir.

IARC tarafindan insanda muhtemel kanserojen madde (Grup 2B) olarak
siniflandirilmistir. Diger taraftan OTA, 6zellikle Balkan Ulkelerinde Tuna nehri kiyis1
kirsal bolge insanlarinda goriilen Balkan Endemik Nefropati (BEN) hastaligindan,

Misir’da ve Tunus’ta goriilen ve etyolojisi bilinmeyen nefropatilerden ve bobrek
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tiimorlerinden sorumlu tutulmaktadir. 1970’11 yillarda ¢ogunlukla domuzlarda ve kiimes
hayvanlarinda goriilen toksik etkilerle, bu endemik hastaligin klinik ve patolojik
ozellikleri arasindaki carpici benzerlikleri goriilmesi tizerine OTA ile BEN arasindaki
iliskiyi ¢o6zmeye yonelik caligmalar yogunlastirilmistir (Fuchs ve Peraica 2005).

Bulgaristan ve Hirvatistan daki endemik bdlgelerde, gidalarda OTA
kontaminasyonu ile ilgili birgok calisma yapilmistir. Bugday, misir, arpa, patates,
bugday ekmegi gibi pek cok {iriin ve hayvan yemleri analiz edilmistir. Hem endemik
hemde kontrol bolgelerinden toplanan tiim gida Orneklerinde ve yemlerde degisen
oranlarda OTA bulunmustur. Yapilan diger bir ¢calismada ise kontrol bolgelerine kiyasla
endemik bolgelerde daha yiiksek oranda OTA’l1 6rneklere rastlanmistir. Hirvatistan’da
endemik bolgeden toplanan bugday ve misir 6rneklerinin, dort ayr1 kontrol bdlgesinden
toplanan Orneklerle karsilastirildigi bir ¢alismada, ortalama OTA konsantrasyonu ve
OTA pozitif numunelerin bulunma frekansi daha yiiksek oranda bulunmustur (Fuchs ve
Peraica, 2005).

Bulgaristan’da 1984, 1986, 1989 ve 1990 yillarinda endemik ve endemik
olmayan bdlgelerden 576 kan oOrnegi toplanmis, arastirilan tiim gruplarda OTA’ya
rastlanmig, fakat bolgeler karsilastirildiginda, BEN ve idrar yolu tiimorleri bulunan
hastalarin kanlarinda OTA miktar1 daha yiiksek olarak bulunmustur (Petkova vd 1991).

Yapilan caligmalarin neredeyse tiimiinde, endemik bolgelerde kontrol bdlgelere
oranla bolge sakinlerinin kanlarinda ve gidalarinda daha sik oranda ve daha yiiksek
konsantrasyonda OTA tesbit edilmistir. Her ne kadar yapilan tiim ¢aligmalar, endemik
bolge sakinlerinin daha yliksek oranda OTA’ya maruz kaldigmi gdsterse de, tiim
laboratuvar hayvanlarmda OTA’nin nefrotoksik olusu, insanlarda da aynmi etkiyi
yapabilecegi beklentisini dogursa da, BEN goriilmeyen {ilkelerdeki insanlarin
kanlarinda da OTA tespit edildigi i¢cin, OTA ile BEN ve idrar yolu tiimorleri arasinda

bir bag kurmak hala tam olarak miimkiin olamamaktadir (Fuchs ve Peraica 2005).

2.4.7. Hepatotoksisite

OTA’nin karacigerde hiicre 6liimiine (apopitoz) neden oldugu Atroshi vd (2000)

yapmis olduklar1 ¢alismada ortaya konmustur. Bir ve iki haftalik periyotlar boyunca

haftada iki kez OTA uygulamasini takiben, fare karacigerlerinde hiicre oliimleri
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gozlenmistir. Isik mikroskobu ile yapilan incelemelerde karaciger hiicre stoplazmasinda
apoptotik yapilar iceren eozinofilik globiillerin sayismin iki haftalik periyotta kontrol
degerlerine oranla sekiz kat arttigi goriilmiistiir. Ayrica yapilan biyokimyasal ve
histolojik analizler sonucunda birinci hafta sonunda hiicresel nekrozlarla ilgili herhangi
bir belirti tespit edilmemisken, ikinci haftada sentrilobular nekrozlar gézlemlenmistir.
Storen vd (1982) tarafindan sican yemlerine OTA ilave edilmesinden sonra
yapilan glukoz tolerans testinde, kan glukoz degerlerinin normal degerlere ulagamadig,
karacigerdeki total karbonhidrat ve glukojen seviyeleri ile glikolitik enzimlerin
aktivitesinde diisme gozlenirken, glukoneojenik enzim seviyesinde ise yiikselme

kaydedildigi belirtilmistir.

2.5. Alfa 2u Globulinler

Alfa-2u globulin, kromozom 5 iizerinde kiimelenmis multi gen ailesi tarafindan
kodlanan ve androjenik kontrol altinda sentezlenen, erkek siganlara ozgii diisiik
molekiil agirligina sahip bir proteindir. Alfa-2u globulin mRNA’s1 yetigskin erkek
sicanlarin karacigerlerinde albiiminden sonra en c¢ok bulunan mRNA’dwr. Alfa 2u
globulinler sentezlendikten hemen sonra karacigerden hizli bir sekilde salgilanmakta ve
hepatik diizeyleri diisik ve sabit bir sekilde kalmaktadir (Swenberg ve Lehman-
McKeeman 1999).

Disi ratlar da alfa-2u globulin genlerine sahip olsalar da, Ostrojenin bu gen
ifadesinde ¢ok etkin bir represér oldugu diisiiniilmektedir. Vandoren vd (1983)
tarafindan yapilan bir ¢alismada cinsiyet hormonlarinin bu proteinin lizerindeki etkileri
arastirilmig, bunun i¢in erkek siganlara dstrojen uygulamasi yapilmis ve alfa-2u globulin
diizeyinde diisiis gézlenmistir. Disilere testosteron uygulamasi sonucunda ise alfa-2u
globulin diizeyinde artis oldugu saptanmistir. Yapilan bir diger caligmada ise ergin
erkek sicanlara kastrasyon uygulamasinin, bu sicanlarin serum alfa 2u globulin
diizeylerini 6nemli dl¢iide diisiirdiiglinii gostermistir (Kulkarni vd 1985)

Alfa 2u globulinler, diisiik molekiiler agirligina sahip olmalarindan dolay:
glomeruluslar tarafindan kolayca filtre edilebilmektedir. Filtre edilmis alfa 2u
globulinin % 40’lik boliimii idrar yolu ile atilmakta ve geriye kalan kismi ise proksimal

tiibiillerin renal korteksinde P2 hiicreleri tarafindan geri emilmektedir. Tiibiillerden geri
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emilim, endositoz yolu ile gerceklesir. Daha sonra lizozomal sindrim yolu ile enzimatik
hidrolize ugrarlar.

Birgok kimyasalin d-limonene, 2,2,4-trimetilpentan gibi alfa-2u globulinin
hidrofobik cebine sikica baglandiklar1 bilinmektedir. Bu kimyasallar ile protein
arasindaki baglanma alfa-2u globulinlerin proteazlar tarafindan sindirilmesini inhibe
etmekte ve erkek sicanlara 6zgii bu proteinin birikmesine neden olmaktadir. Bu birikim,
nefropatilere ve bobrek tiimorlerine yol agabilecek bir dizi olaylar serisini baslatir. Bu
kimyasallardan higbirisi disilerde yada diger tiirlerde benzer nefropatilere yol

acmamistir (Rodgers ve Baetcke 1993, Swenberg 1993).

2.6. Testosteron

Testosteron, testisin intersitisyel ve leydig hiicrelerinden salinan bir androjendir.
Plazmadaki testosteronun %85°1 testislerden salinir. Testosteron testislerde depolanmaz,
sentezden hemen sonra salinmaktadir. Salinan testosteron %97-99 oraninda plazma
proteinlerine baglanir. Yikim esas olarak karacigerde olur. Testosteron Once
androstenediona c¢evrilmekte daha sonra bu bilesikten sirasiyla androsteron ve
etiokonolon olusmaktadir. Bunlar da glukronat ve siilfat ile konjuge edilerek idrarla
atilmaktadir. Idrarda bulunan ketosteroidlerin %30’unun testosteron kaynakli oldugu
bildirilmektedir.

Ustiin (2007) tarafindan sicanlar {izerinde yapilan bir calismada; 4 hafta siireyle
5 mg/kg/giin testosteron propionat uygulanan grupta en yiikksek plazma serbest ve
toplam testosteron diizeyleri sirasiyla 16.05 pg/ml 310.60 ng/ml olarak tespit edilmistir.
En diisiik testosteron diizeyleri 0.02 pg/ml ve 20 ng/ml degerleriyle kastrasyon
grubunda belirlenmistir. Kontrol grubunda ise bu degerlerin sirasiyla 5.20 pg/ml ve
195.80 ng/ml diizeyinde oldugu tespit edilmistir. Yapilan bu c¢alisma, kastrasyon
sonrasinda testesteron seviyesinin 6nemli diizeyde azaldigini géstermektedir.

Prezant vd (1997) tarafindan kastre edilmis ve normal erkek sig¢anlarda,
testosteronun diyafram tizerindeki kisa ve uzun siireli etkisini arastirdiklar1 ¢alismada
haftada 5 giin ve giinlilk 5 mg tretosteron verilmis, serum testosteron diizeyleri 2.5 ve
10. haftalarda Ol¢iilmiistiir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda kastre edilmis ve

testosteron verilmemis erkek bireylerde serum testosteron diizeyleri bariz bir sekilde
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dismiis (0.86 ng/dl ve 1.91 ng/dl), testosteron verilmis normal ve kastre edilmis
erkeklerde ise serum testosteron diizeylerinde (>1.600 ng/dl) belirgin bir artis

goriilmiistiir. 2,5 ve 10. haftalardaki kastrasyon islemi serum testosteron diizeylerini

neredeyse sifira diistirmiistiir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Deney Hayvanlan

Bu arastirmada, Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesi’nden temin
edilen ve agirliklar: yaklasik 200420 g olan 16 haftalik 46 adet (37 adet erkek ve 9 adet
disi) Wistar-albino cinsi si¢anlar denek olarak kullanilmis olup; deney protokolii
Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan 21.03.2011 tarih ve 81
sayili karar ile onaylanmistir. Rastgele gruplara ayrilarak paslanmaz tel kapaklari
bulunan plastik kafeslere yerlestirilmis olan sicanlar, arastirma siiresince 12 saat
aydmlik/karanlik ortamda, ad libitum su ve yem ile beslenmistir. Kafeslerin i¢ine altlik
olarak talas serilmis ve talaslar haftada bir degistirilmistir. Oda sicaklig1 2242 °C ve
bagil nem %55+10 degerlerinde sabit tutulmus olup; havalandirma merkezi sistem ile
saglanmistir. Calisma 24 hafta siirmiistiir. Calismada kullanilan sicanlar deney

asamasindan 6nce 7 gruba ayrilmistir.

Cizelge 3.1. Deney hayvanlarinin gruplandirilmasi

Grup No | Grup Kodu Gruplarin icerigi

Grup I E-OTA-6H 6 hafta siiresince OTA igceren yem ile beslenen erkek
sicanlar (n = 8)

Grup 11 E-OTA-12H 12 hafta siiresince OTA igeren yem ile beslenen erkek
sicanlar (n = 7)

Grup III E-OTA-24H 24 hafta siiresince OTA igeren yem ile beslenen erkek
sicanlar (n =9)

Grup IV E-KAST.-OTA- 6. hafta sonunda kastre edilip, toplamda 24 hafta siiresince

24H OTA igeren yem ile beslenen erkek siganlar (n = 8)

Grup V D-OTA-24H 24 hafta siiresince OTA igeren yem ile beslenen disi siganlar
(n=6)

Grup VI E-24H 24 hafta siiresince OTA igermeyen yem ile beslenen erkek

sicanlar (n=15)

Grup VII | D-24H 24 hafta siiresince OTA icermeyen yem ile beslenen disi

sicanlar (n = 3)

E: Erkek, D: Disi, KAST.: Kastrasyon, H: Hafta
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Arastirmada, OTA igermeyen yem ile beslenen sicanlara, giinlik 20 g normal
yem verilmistir. OTA igceren yem uygulamasi yapilan gruplar ise giinlik 20 g
diyetlerinde 5 pg/g OTA igerecek sekilde hazirlanan yemlerle beslenmis (Sppm OTA);
bdylece sican basma giinliik yaklagik 100 pg’lik OTA alimi saglanmistir. 6 hafta OTA
verilmesinden sonra Grup [V’de bulunan erkek si¢anlar genel anestezi altinda
testislerinin uzaklastirilmasi yolu ile kastre edilmis ve 18 hafta daha OTA igeren yem ile
beslenmeye devam edilmistir. Grup I’in 6. haftanin sonunda, Grup II’nin 12. haftanin
sonunda, diger gruplarmn ise 24 haftalik uygulamanin sonunda Gtenazi uygulanarak
bobrek ve karacigerleri toplanmis, plazma verileri i¢in ise deney gruplarindan her hafta
diizenli bir sekilde kan alimi yapilmig ve analiz yapilincaya kadar -40 °C’de

depolanmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Kastrasyon

Deney hayvanlarinda kastrasyon iglemleri, cerrahi olarak rompun (5 mg/kg) ve
ketamin (60 mg/kg) kombinasyonu ile genel anestezi altinda yapilmistir. Anesteziden
sonra skrotum derisi temizlenmis ve ardindan skrotum tizerinde kiigiik bir kesik agilarak
kas kesesinde yer alan testisler agiga ¢ikartilip, kesilerek alimmistir. Daha sonra agilan

kesik dikilerek operasyon tamamlanmastir.

3.2.2. Organlarin homojenizasyonu

Sicanlardan ¢ikartilan bobrek ve karacigerler kandan uzaklastirilmak amaciyla
suyla yikanmasmin ardindan, filtre kagidi ile kurulanmis ve analize alinincaya kadar -40
°C’de depolanmistir. Bobrek ve karacierde OTA miktar tayini ic¢in, dibi yuvarlak
plastik bir tiip icerisinde 200-300 mg’lik doku pargalar1 tartilmistir. Daha sonra iizerine
mg basina 4 pl olacak sekilde sodyum fosfat tamponu (50 mM, pH 6.5) eklenerek,
15.000 devir/dakika’da 1 dakika siireyle homojenize edilmistir (Heildolph

SilentCrusher, Almanya). Her kullanimdan sonra homojenizator, distile su ile yikanmis
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ve metanol ile durulanmistir. Homojenize edilmis olan ornekler, OTA ekstraksiyonu

yapilincaya kadar -40 °C’de en az bir giin siiresince bekletilmistir.

3.2.3. Organlardan OTA ekstraksiyonu

Organlardan OTA ekstraksiyonu Vettorazzi vd (2008) tarafindan uygulanan
yontem esas almarak gerceklestirilmistir. Ekstarksiyon isleminden 6nce drnekler oda
sicakliginda 30 dakika bekletilmistir. Homojenize edilmis 250 pl doku 6rnekleri lizerine
buzda sogutulmus 400 pl hacminde saf etanol ve 50 ul hacminde %20’lik triklorasetik
asit ilave edilmistir. Daha sonra 6rnekler, 1 dakika siiresince vortekslenmis (Fison, UK)
ve 15 dakika boyunca oda sicakliginda tutularak arada bir calkalamak suretiyle
karismasi saglanmistir. Ardindan ornekler 4 °C’de 12.000 devir/dakikada 15 dakika
sireyle santrifiij (Centurion K2R, UK) edilmistir. Santrifiij sonrasi elde edilen
supernatant, 0.45 pm’lik membran filtreden gecirilerek OTA analiz yapilmak iizere
HPLC-FLD sistemine enjekte edilmistir. Yiiksek miktarda OTA konsantrasyonuna
sahip oOrnekler, gerek duyuldugunda 1:5:8 oraninda hazirlanmis olan %:20’lik
trikloroasetik asit, sodyum fosfat tamponu ve saf etanol soliisyonu ile numunedeki son

OTA konsantrasyonu 5-100 ng/ml degerleri arasinda olacak sekilde seyreltilmistir.

3.2.4. Plazmadan OTA ekstraksiyonu

Plazmadan OTA ekstraksiyonu i¢in 20 pl plazma 6rnegi 560 pl 1:8 oranindaki
%20’lik tricholoroasetikasit ve buzda sogutulmus saf etanoldan olusan ekstraksiyon
soliisyonuna ilave edilmistir. Ornek 1 dakika siiresince vortekslenmis, 15 dakika
boyunca oda sicakliginda birakilmis ve diizenli olarak calkalanmistir. Bu karigim 12
000 devir/dakikada 4 °C 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 elde edilen
supernatant, 0.45 pm’lik membran filtreden gecirilerek OTA analiz yapilmak iizere

viallere konmustur.
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3.2.5. HPLC analizi

Bobrek ve karaciger dokular1 ve plazma 6rneklerinin OTA analizleri; floresans
dedektorlii (Model G1321A), Agilent 1100 serisi HPLC cihazi kullanilarak Vettorazzi
vd (2008)’in validasyonunu yaptig1 yonteme gore tespit edilmistir. Kromatografik

calisma kosullar1, Cizelge 3.2.’de verilmistir.

Cizelge 3.2. HPLC cihazinin kromatografik ¢alisma kosullar1

Kolon Cis (150 mm x 4.6 mm) 5 um Tracer Extrasil ODS2 (Thermo)

Mobil faz 29:29:42 (v/v) Metanol: Asetonitril:Sodyum asetat (5 mM, pH’s1
fosforik asitle 2.6’ya ayarlanmis)

Akis hizi 1 ml/dk

Enjeksiyon hacmi 50 ul

Kolon sicaklig: 40°C

Dedeksiyon Eksitasyon dalga boyu: 225 nm; Emisyon dalga boyu: 461 nm

Alikonma zamani 6.7 dakika

3.2.6. OTA standart ¢ozeltinin hazirlanmasi

HPLC cihazinda okutulan orneklerin OTA konsantrasyon diizeylerini tespit
etmek amaciyla degisik konsantrasyonlarda hazirlanan OTA standart ¢ozeltileri HPLC
cithazina enjekte edilmistir. Kalibrasyonda 5, 10, 20 ,50, 75, 100 ppb olmak iizere 6
farkli konsantrasyonda OTA standart ¢ozeltisi kullanilmistir. Kalibrasyon ¢ozeltisi i¢in
1000 ng/ml lik stok standart ¢ozeltiden 500 pl alinip azot gazi ile buharlastirilip, izerine
500 pl 1:5:8 (%20’lik trikloroasetik asit, sodyum fosfat tamponu ve saf etanol)
soliisyonu ilave edilmistir.

HPLC cihazina enjekte edilen standartlarina karsilik gelen pik alanlarma gore
cthazda bulunan Chemstation Software (Agilent) yazilim paket programi kullanilarak 6
farkli noktadan kalibrasyon egrisi olusturulmustur (r’=0.999). Plazma, bobrek ve
karaciger dokularinda OTA varliginin arastirilmasinda hazirlanan bu kalibrasyon egrisi

kullanilmastir.
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3.2.7. Validasyon calismasi

Bu calismada analiz yonteminin laboratuar i¢i gecerliligini ortaya koyabilmek
icin gerceklik, kesinlik, secicilik, tanimlama, Ol¢iim limiti ve dogrusallik ile ilgili
calismalar yapilmistir. Bunun i¢in, icerisinde OTA bulundurmayan bébrek ve karaciger
orneklerine belli diizeylerde OTA standart soliisyonlarindan eklemeler yapilmistir.
Ekleme yapilmis (spiked) bobrek ve karaciger ornekleri, OTA konsantrasyonlarinin
belirlenmesi icin paralelli olarak yukarida belirtilmis olan yontem kullanilarak analiz

edilmistir.

3.2.8. Testosteron hormonu miktar tayini

Plazmada toplam testosteron hormon tayini, Roche Hitachi modiiler E170
otomatik  analizatdor  sistemi  kullanilarak  kemiliiminisans  esasmna  gore
gerceklestirilmistir. Kitin okuma araligi 0,06-0,82 ng/ml arasinda olup, normal
erkeklerin plazmalari 8 kat seyreltilmis ve tiim plazma degerleri bu aralikta okunmustur.

Elde edilen total testosteron diizeyleri ng/ml cinsinden ifade edilmistir.

3.2.9. istatistiksel analiz

Arastirma bulgulari, SAS Paket Programi (Sas Institute Inc., Cary, NC, USA)

kullanilarak Varyans Analizine tabi tutulmus, farkli bulunan sonug¢lar Duncan Coklu

Karsilastirma Testi ile karsilagtirilmastir.
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4. BULGULAR

Deney siiresi boyunca OTA igeren yem ile beslenen erkek ve disi siganlarin
bobrek, karaciger ve plazma dokularinda tespit edilen OTA degerleri Cizelge 4.1°de
verilmistir. Cizelgeden gorildiigii tizere 24 hafta boyunca OTA iceren yem ile beslenen
disi sicanlarin bobrek, karaciger ve plazma OTA degerleri sirasiyla 855.04 ve 581.19
ng/g ve 12504.39 ng/ml olup; deney gruplar1 i¢inde en yiiksek OTA degerlerine sahip
olduklar1 goriilmiistiir. Normal yem ile beslenen kontrol grublarinda ise her {i¢

dokudaki OTA miktarlar1 6l¢lim limitinin altinda bulunmustur.

Cizelge 4.1. Deney gruplarinin bobrek, karaciger ve plazmalarinda tespit edilen OTA
degerleri (ng/g-ml)

Deney Gruplan Bobrek (ng/g) Karaciger (ng/g) Plazma (ng/ml)
E-OTA-6H 511.69+28.09 426.44+20.63 14999.32+964.68
E-OTA-12H 667.62+42.27 552.63+81.35 15752.71+£1939.56
E-OTA-24H 277.03+£23.77 313.73+44.91 6344.18+629.70
E-KAST.-OTA-24H 407.27+45.35 252.03+46.35 8429.05+1475.50
D-OTA-24H 855.04+70.84 581.19+82.22 12504.39+1653.08
E-24H < Olgiim limiti < Olgiim limiti < Olgiim limiti
D-24H < Olgiim limiti < Olgiim limiti < Olgiim limiti
Degerler: ortalama + standart hata Olgiim limiti: 3.6 ppb Olgiim limiti: 3.2 ppb Olgiim limiti: 3.5 ppb

Yapilan bu ¢alismadan elde edilen tiim veriler, OTA degerlerinin; organ cesidi
zaman, cinsiyet ve kastrasyon islemine bagli olarak degistigini gdstermis olup, bunlarin

ayrmtist asagida sunulmustur.
4.1. OTA Seviyelerinin Organlara Bagh Degisimi

6, 12, 24 hafta siiresince OTA iceren yem ile beslenen erkek si¢anlarin, 6. hafta
sonunda kastre edilip, toplamda 24 hafta siiresince OTA iceren yem ile beslenen erkek

siganlarin ve 24 hafta siiresince OTA igeren yem ile beslenen disi siganlarin bobrek ve

karacigerlerinde tespit edilen ortalama OTA degerleri asagida verilmistir. Bu verilere ait
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istatistiksel analizler yapilmis olup, varyans analiz sonucglar1 Cizelge 4.2°de, Duncan
Coklu Karsilagtirma Testi sonuglari ise Cizelge 4.3’de sunulmustur.

6 hafta siiresince OTA igeren yem ile beslenen erkek sicanlarin bobrek ve
karaciger dokularinda tespit edilen ortalama OTA degerleri sirasiyla 511.69 ve 426.44
ng/g diizeyinde bulunmus olup, organlar arasinda istatistiksel agcidan dnemli derecede
farklilik tespit edilmistir (P<0.05).

12 hafta siiresince OTA igeren yem ile beslenen erkek sicanlarin bobreklerinde
OTA degeri 667,62 ng/g seviyesinde tespit edilmisken, karacigerlerinde ise bu deger
552,63 ng/g diizeyinde belirlenmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda,
bu organlar arasinda OTA degerleri bakimmdan farkliligin olmadig1 tespit edilmistir
(P>0.05).

24 hafta siiresince OTA igeren yem ile beslenen erkek sicanlarin bobrek ve
karacigerlerinde tespit edilen OTA degerleri sirasiyla 277.03 ve 313.73 ng/g diizeyinde
bulunmustur. Bu iki veri arasinda istatistiksel agidan farklilik tespit edilmemistir
(P>0.05).

6. hafta sonunda kastre edilip, toplam 24 hafta siiresince OTA igeren yem ile
beslenen erkek siganlarin bobrek ve karacigerlerinde tespit edilen OTA degerleri
karsilastirildiginda, bobreklerde tespit edilen OTA degeri ile karacigerde tespit edilen
OTA degeri arasinda istatistiksel agidan anlamh bir farklilik tespit edilmistir (P<0.05).
Kastre edilmis erkek siganlarin olusturdugu bu grupta tespit edilen ortalama OTA
degerler1 bobrek i¢in 407.27 ng/g ve karaciger i¢in ise 252.03 ng/g seviyesinde
bulunmustur.

24 hafta siiresince OTA igeren yem ile beslenen disi sicanlarin bobrek ve
karacigerlerinde tespit edilen OTA degerleri siras1 ile 855.04 ve 581.19 ng/g olarak
belirlenmis olup, disilerin tiim deney gruplar1 arasindaki en yiiksek OTA organ
degerlerine sahip oldugu goriilmektedir. Disi siganlarin bobreklerinde tespit edilen OTA
degeri karacigerde tespit edilen OTA degerine gore daha yiiksek bulunmustur.
Istatistiksel analiz, disilerin organ OTA degerleri arasinda énemli derecede farkhiligin
oldugunu gostermistir (P<0.05).

Deney gruplarini olusturan siganlarin, bobrek ve karacigerlerinde tespit edilen

OTA seviyelerini gosteren grafikler Sekil 4.1° de sunulmustur.
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Sekil 4.1.  Sicanlarin bobrek ve karacigerlerinde tespit edilen OTA seviyeleri

A) 6 hafta OTA igeren yem ile beslenen erkek si¢anlar
B) 12 hafta OTA igeren yem ile beslenen erkek siganlar
C) 24 hafta OTA iceren yem ile beslenen erkek siganlar
D) Kastre edilmis erkek siganlar

E) 24 hafta OTA igeren yem ile beslenen disi siganlar
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Cizelge 4.2. Deney gruplarinin bobrek ve karacigerlerinde tespit edilen OTA

degerlerine ait varyans analiz sonuglar1.

Varyasyon Kaynag | S.D. K.O. F

Organ 1 29073.66 5.98%*
E-OTA-6H

Hata 14 68042.28 | * P<0.05

Organ 1 46282.90 1.57
E-OTA-12H

Hata 12 29414.79 -

Organ 1 6061.00 0.52
E-OTA-24H

Hata 16 11621.29 -

Organ 1 96396.27 5.73%
E-KAST.-OTA-24H

Hata 14 16818.12 | * P<0.05

Organ 1 224984.20 6.37*
D-OTA-24H

Hata 10 35336.93 | * P<0.05

®: Istatistiksel agidan dnemli bulunmamustir.

Cizelge 4.3. Deney gruplarinin bobrek ve karacigerlerinde tespit edilen OTA

degerlerine ait ortalamalarin Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglar1

Deney Gruplari Bobrek Karaciger

E-OTA-6H 511.69 a 426.44 b
E-OTA-12H 667.62 a 552.63 a
E-OTA-24H 277.03 a 313.73 a
E-KAST.-OTA-24H 407.27 a 252.03 b
D-OTA-24H 855.04 a 581.19 b

4.2. OTA Seviyelerinin Zamana Bagh Degisimi

6, 12 ve 24 hafta siiresince OTA igeren yem ile beslenen erkek sicanlarin
bobrek ve karacigerleri ile plazmalarinda tespit edilen OTA miktarlari
karsilastirildiginda, OTA degerlerinin 12. haftada 6. haftaya gore yiikseldigi, ancak 24.
haftada diistiigli goriilmiistiir. Tespit edilen ortalama OTA degerleri asagida ayrntili
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olarak verilmis ve bu degerlere ait varyans analiz sonucglar1 Cizelge 4.4’de, Duncan
Coklu Karsilastirma Testi sonuglari ise Cizelge 4.5’de sunulmustur.

6, 12 ve 24 hafta siiresince OTA iceren yem ile beslenen erkek siganlarin
bobreklerinde tespit edilen OTA degerleri swrasiyla 511.69, 667.62 ve 277.03 ng/g
olarak bulunmustur. 12 hafta siiresince OTA iceren yem ile beslenen erkek siganlarin
bobrek OTA degerleri en yiiksek deger olarak goriilmektedir. Bu sicanlarin bobrek OTA
degerlerinin istatistiksel analizi, zamana bagli OT A degerinin degistigini géstermektedir
(P<0.01).

Ayni deney gruplarmma ait siganlarmn, karacigerlerinde tespit edilen OTA
degerleri; 6. hafta icin 426.44 ng/g, 12. hafta i¢in 552.63 ng/g ve 24. hafta icin ise
313.73 ng/g olarak bulunmustur. Siganlarin karaciger OTA degerleri zamana baglh
olarak degerlendirildiginde istatiksel olarak anlamli farkliligin yalmzca 12 ile 24.
haftalar arasinda oldugu goriilmistiir (P<0.01).

Farkl siireler (6, 12 ve 24 hafta) boyunca OTA almis erkek sicanlarin plazma
OTA degerleri siras1 ile 14999.32 ng/ml, 15752.71 ng/ml ve 6344.18 ng/ml olarak
tespit edilmis olup, istatiksel olarak 24 hafta siiresince OTA almis siganlarin plazma
OTA degerlerinin 6 ve 12 hafta siiresince OTA almis siganlardan farkli oldugu
goriilmiistiir (P<0.01).

Sekil 4.2°de 6, 12 ve 24 hafta OTA igeren yem ile beslenen erkek
sicanlarin bobrek, karaciger ve plazmalarinda tespit edilen OTA seviyelerindeki degisim

goriilmektedir.
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Sekil 4.2. 6, 12 ve 24 hafta OTA igeren yem ile beslenen erkek siganlarin bobrek, karaciger ve
plazmalarinda tespit edilen OTA seviyeleri
A) Bobrek
B) Karaciger
C) Plazma
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Cizelge 4.4. 6, 12 ve 24 hafta siiresince OTA igeren yem ile beslenen erkek siganlarin

bobrek, karaciger ve plazmalarinda tespit edilen OTA degerlerine ait varyans analiz

sonuglari.
Varyasyon Kaynagi S.D. K.O. F
Zaman 2 311201.13 40.86%*
BOBREK 21 7615.65 #% P<().01
Zaman 2 112537.99 5.29*
KARACIGER 21 21287.22 * P<0.05
Zaman 2 237664284.9 20.28%*
PLAZMA 23 11717293. ** P<0.01

Cizelge 4.5. 6, 12 ve 24 hafta siiresince OTA igeren yem ile beslenen erkek siganlarin

bobrek, karaciger ve plazmalarinda tespit edilen OTA degerlerine ait ortalamalarin

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuclari

OTA Degeri (ng/g-ml)

Zaman Bobrek Karaciger Plazma
6. Hafta 511.69 b 426.44 ab 14999 a
12. Hafta 667.62 a 552.63 a 15753 a
24. Hafta 27703 ¢ 313.73 b 6344 b

4.3. OTA Seviyelerinin Cinsiyet ve Kastrasyon Islemine Bagh Degisimi

Calismada 24 hafta siiresince OTA igeren yem ile beslenen erkek sicanlar ile

kastre edilmis erkek sicanlarin bobrek, karaciger ve plazmalarinda tespit edilen OTA

degerleri karsilastirilmistir. Bobreklerde tespit edilen OTA degerleri erkek sicanlarda

277.03 ng/g, kastrasyon grubunda ise 407.27 ng/g diizeyinde bulunmustur. Her iki

gruptaki bireylerin bobreklerinde tespit edilen OTA degerleri arasinda istatistiksel

acidan anlamli bir farkliligm oldugu goriilmektedir (P<0.05). S6z konusu gruplarin

karacigerlerinde tespit edilen OTA degerleri sirasiyla 313.73 ve 252.03 ng/g olarak

32



belirlenmis olup; bu degerler arasinda istatistiksel acidan farklilik tespit edilmemistir
(P>0.05). Bu gruplara ait plazma verileri incelendiginde, kastrasyon grubunun plazma
degerinin (8429,05 ng/ml), erkek sicanlarin degerinden (6344,17 ng/ml) daha yiiksek
oldugu goriilsede, bu degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilememistir (P>0.05).

24 hafta siiresince OTA igeren yem ile beslenen erkek sicanlar ile disi siganlarin
bobrek, karaciger ve plazma verileri karsilastirildiginda, disilerin OTA degerlerinin
erkeklerinkinden daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu veriler bize sicanlarda cinsiyet
farkliliginin OTA degerleri iizerinde belirgin bir etkisinin oldugunu gostermektedir.
Bobreklerde tespit edilen OTA degerleri erkeklerde 277.03 ng/g, disilerde ise 855.04
ng/g olarak bulunmustur. Erkek ve disi sicanlarin bobreklerinden elde edilen ortalama
OTA degerleri arasinda istatistiksel agidan onemli derecede farklilik tespit edilmistir
(P<0.01). Karsilastirilan gruplardaki erkek ve disi siganlarin karacigerlerinde tespit
edilen OTA degerleri siras1 ile 313.73 ng/g ve 581.19 ng/g seviyesinde olup, bu degerler
arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmustur (P<0.01). Erkek ve disi
sicanlarin plazmalarinda tespit edilen OTA degerleri incelendiginde ise disi
plazmalarinda tespit edilen OTA miktar1 (12504 ng/ml), erkek plazmasinda tespit
edilen OTA miktarinin (6344 ng/ml) yaklasik iki kati kadar oldugu goriilmiis ve
istatistiksel a¢idan aralarinda anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir (P<0.01).

24 hafta OTA iceren yem ile beslenen sicanlarin bobrek, karacigerler ve

plazmalarinda tespit edilen OTA seviyeleri Sekil 4.3’de verilmistir.
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Sekil 4.3. 24 hafta OTA igeren yem ile beslenen siganlarm bobrek, karacigerler ve

plazmalarinda tespit edilen OTA seviyeleri
A) Erkek siganlar ile kastre edilmis erkek sicanlarin bobrek OTA degerleri
B) Erkek siganlar ile kastre edilmis erkek sicanlarin karaciger OTA degerleri

C) Erkek siganlar ile disi siganlarin bébrek OTA degerleri
D) Erkek sicanlar ile disi sicanlarin karaciger OTA degerleri

E) Erkek siganlar ile kastre edilmis erkek siganlarin plazma OTA degerleri

F) Erkek sicanlar ile disi siganlarin plazma OTA degerleri
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Cizelge 4.6.

edilmis erkek sicanlara ait varyans analiz sonuglar1

24 hafta siiresince OTA igeren yemle beslenen erkek siganlar ile kastre

Varyasyon Kaynagi S.D. K.O. F
Kastrasyon 1 71841.15 6.91*
BOBREK Hata 15 10390.08 * P<0.05
Kastrasyon 1 16122.57 0.91
KARACIGER  Hata 15 17702.87 -
Kastrasyon 1 18409519.8 1.83
PLAZMA Hata 15 10040208.9 -

*: Istatistiksel acidan 6nemli bulunmamustir.

Cizelge 4.7. 24 hafta siiresince OTA igeren yemle beslenen erkek siganlar ile kastre

edilmis erkek sicanlarm OTA degerlerine ait ortalamalarin Duncan Coklu Karsilastirma

Testi sonuglar1

OTA Degeri (ng/g-ml)

Bobrek Karaciger Plazma
Erkek Sigan 277.03 b 313.73 a 6344 a
Kastre Edilmis Erkek Sican 407.27 a 252.03 a 8429 a

Cizelge 4.8. 24 hafta siiresince OTA iceren yemle beslenen erkek sicanlar ile disi

siganlara ait varyans analiz sonuglar1

Varyasyon Kaynagi S.D. K.O. F
Cinsiyet 1 1202732.45  81.75%*
BOBREK Hata 13 14711.46  ** P<(.0]
Cinsiyet 1 257516.90 9.62%*
KARACIGER Hata 13 26773.91 ik p<().0]
Cinsiyet 1 105087704.8  18.84**
PLAZMA Hata 11 5576567.4  ** P<(.0]
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Cizelge 4.9. 24 hafta siiresince OTA iceren yemle beslenen erkek sicanlar ile disi

sicanlarin  OTA degerlerine ait ortalamalarin Duncan Coklu Karsilastirma Testi

sonuglari
OTA Degeri (ng/g-ml)
Bobrek Karaciger Plazma
Erkek Sican 277.03 b 31373 b 6344 b
Disi Sigan 855.04 a 581.19 a 12504 a
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4.4. Validasyon Caliymasi

4.4.1. Dogrusalhk
HPLC cihazina 6 ayr1 konsantrasyonda hazirlanan standartlardan ikiser
enjeksiyon yapilmis ve bu konsantrasyondaki okratoksin A’nin, cihaz tarafindan 6l¢iilen

alanina karsilik regresyon egrisi ¢izilmistir.
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Sekil 4.4. OTA’nin, cihaz tarafindan 6lgiilen alanina karsilik regresyon egrisi

4.4.2. Segicilik

Igersinde okratoksin A bulunmayan sigan numune 6rneklerine ait kromatogram
ve icersine okratoksin A eklenmis olan ayni 6rneklere ait kromatogramlar incelenmis;
bos ornekte OTA piki ile yakin alikonma zamanlarinda ¢ikan herhangi bir pik olmadig:
gorilmiistiir (Sekil 4.5). Farkli zamanlarda enjeksiyonu yapilan OTA eklenmis 6rnek,
saf OTA standart1 ve OTA icermeyen Orneklere ait kromotogramlar Sekil 4.6 ve Sekil
4.7 de goriilmektedir.
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4.4.3. Tespit ve ol¢iim limiti (LOD ve LOQ)

Daha once bilinen diizeyde okratoksin A igerdigi belirlenmis olan bdbrek,
karaciger ve plazma 6rnekleri onar paralel olarak analiz edilmis, elde edilen degerlerin
ortalamas1 ve standart sapmasi hesaplanmistir. Tespit limiti (LOD) i¢in; 3*standart
sapma, Olcim limiti (LOQ) icin ise 10*standart sapma degerleri kabul edilmistir.
Bobreklere ait 6rnekler i¢in 6liim limiti 3.6 ppb, karaciger i¢in 3.2 ppb ve plazma i¢in
3.5 ppb olarak bulunmustur. Bobrek dokusuna ait l¢tim limiti sonuglar1 6rnek olarak

Cizelge 4.10°da gortilmektedir.

Cizelge 4.10. Tespit ve Olgiim Limiti sonuglar1

Tespit ve Ol¢iim Limiti (LOD ve LOQ)

Paralel no Olgiilen deger (ppb) Paralel no Olgiilen deger (ppb)
1 1.33 6 2.15
2 2.08 7 1.88
3 1.95 8 2.51
4 2.42 9 2.27
5 1.73 10 1.66
Ortalama: 1.99 Tespit Limiti: 1.08
Standart sapma: 0.36 Olgiim Limiti: 3.60

4.4.4. Kesinlik

Okratoksin A igermedigi bilinen bobrek ve karaciger numunelerine, okratoksin
A eklenerek (spiked samples) 2 ayri1 konsantrasyonda hazirlanan numuneler, ayni giin
ve farkli giin olmak iizere tekrarlanabilirlik kosullarinda 8 paralel analiz edilmis ve
paraleller arasindaki ortalama, standart sapma (S.S) ve % RSD degerleri hesaplanmistir

(Cizelge 4.11 ve Cizelge 4.12).
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Cizelge 4.11. Ayn1 giin tekrarlanabilirlik ¢aligmasi

Bobrek Karaciger
Aym Giin (n=8)
20 (ng/gr) 50 (ng/gr) 20 (ng/gr) 50 (ng/gr)
Ortalama 19.61 48.33 18.60 45.83
S.S 1.59 1.19 1.82 3.30
RSD (%) 8.11 2.45 9.79 7.19

Cizelge 4.12. Farkl giin tekrarlanabilirlik ¢aligsmas1 sonuglari

Farkh Giin (n=8) Bobrek Karaciger

20 (ng/gr) 50 (ng/gr) 20 (ng/gr) 50 (ng/gr)
Ortalama 19.73 48.29 19.38 45.84
S.S 1.78 1.33 1.98 3.56
RSD(%) 9.04 2.76 10.20 7.76

4.4.5. Gergeklik
Bobrek ve karaciger dokularinda 2 farkli konsantrasyon diizeyinde yapilan geri
alma caligmalarinda yiizde geri alma (recovery) degerleri hesaplanmistir. Bulunan

degerler Cizelge 4.13°de verilmistir.

Cizelge 4.13. Geri alma ¢aligmas1 degerleri

Paralel No Bobrek Bobrek Karaciger Karaciger
20 ng/gr 50 ng/gr 20 ng/gr 50 ng/gr
1 20.30 49.67 17.49 48.28
2 17.49 46.65 19.38 46.00
3 19.35 48.10 21.37 40.88
4 20.77 49.14 16.37 48.68
5 16.84 46.62 20.52 45.86
6 20.60 49.11 16.74 48.13
7 20.75 49.28 19.35 40.67
8 20.77 48.07 17.59 48.17
Ort. Geri alma (%) 98.04 96.66 93.01 91.67
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4.5. Erkek Sicanlarin Plasma Testosteron Hormon Diizeyleri

OTA igermeyen yem ile beslenmis erkek sicanlar ile OTA’l1 yem ile beslenen
erkek ve kastre edilmis erkek sicanlarin 6., 12. ve 24. haftada plazma testosteron
diizeyleri belirlenmis ve Cizelge 4.14’de sunulmustur.

Kastrasyon islemi Oncesi, yani 6. haftada, tim deney guruplarinin plazma
testosteron diizeylerinin (4.43, 4.86 ve 3.61 ng/ml) birbirine yakin degerlerde oldugu
goriilmektedir (P>0.05). 12. ve 24. haftada bu degerler normal yem ile beslenen
erkekler icin 3.86 ve 3.44 ng/ml, OTA almis erkek sicanlar i¢in 3.54 ve 6.34 ng/ml ve
kastre edilmis sicanlar iginde 0.19 ve 0.27 ng/ml olarak bulunmustur. Bu sonuglar
gostermektedir ki, kastrasyon erkek sicanlarin plasma testosteron diizeylerini belirgin
bir sekilde azaltmaktadir (P<0.01). Normal yem ve OTA iceren yem ile beslenmis
erkek siganlarin plazma testosteron seviyeleri karsilastirildiginda, OTA almiminin

plazma testosteron diizeyinde bir belirgin bir degisime neden olamadigi goriilmektedir.

Cizelge 4.14. Plazma testosteron hormonu miktar tayini sonuglari

Plazma Testosteron Diizeyi (ng/ml)

Zaman E E-OTA E-KAST.-OTA
6. Hafta 4.43+1.82 4.86+2.38 3.61+0.41
12. Hafta 3.86+1.28 3.54+1.01 0.19+0.017
24. Hafta 3.44+1.89 6.34+1.38 0.27+0.14"

“Kastrasyon dncesi plazma testosteron seviyesi
#Kastrasyon sonrasi plazma testosteron diizeyi

E: OTA almamus erkek sigan

E-OTA: OTA almus erkek sican

E-Kast.-OTA: OTA alan kastre edilmis erkek sican
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Cizelge 4.15. Plazma testosteron hormonu degerlerine ait varyans analiz sonuglar1

Varyasyon Kaynag SD. K.O. F
Deney Grubu 2 1.22 0.40

6. Hafta Hata 6 3.06 P>0.05
Deney Grubu 2 12.41 9.29%*

12. Hafta Hata 6 133 * P<0.05
Deney Grubu 2 27.68 15.03%*

24. Hafta Hata 6 .84 % P<0.01

Cizelge 4.16. Plazma testosteron hormonu degerlerine ait ortalamalarin Duncan Coklu

Karsilastirma Testi sonuglari

Plazma Testosteron Diizeyi (ng/ml)

Zaman E E-OTA E-KAST.-OTA
6. Hafta 443 a 4.86 a 3.61 a
12. Hafta 3.86 a 3.54 a 0.19 b
24. Hafta 344 b 6.34 a 0.27 c
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5. TARTISMA

OTA’nin kemirgenlerde kanserojenik etki gosterdigi bircok calismada ortaya
konulmus olsa da (Bendele vd 1985, Boorman vd 1989) cinsiyete bagl farkli etkisinin
altinda yatan sebepler hala tam olarak aydinlatilamamistir. Bu giine kadar her iki
cinsiyeti iceren, uzun siireli, plazma ve organlardaki OTA konsantrasyonunu belirleyip
karsilagtiran bir ¢calisma yayinlanmamistir. Bu calisma, erkek , kastre edilmis erkek ve
disi siganlarda uzun donem (6 ay) OTA uygulamasi sonucu karaciger, bobrek ve
plazma OTA konsantrasyonlar: ile ilgili veriler sunmakta, organ farkliligi, zaman,
cinsiyet ve kastrasyon islemi bakimindan bu verileri karsilagtirmaktadir.

Calismadan elde edilen veriler incelendiginde, 24 hafta siliresince OTA
uygulamasi yapilan siganlarda, en yiiksek plazma OTA konsantrasyonu disi siganlarda
ortalama 12504,39 ng/ml seviyesinde tespit edilmis olup, erkek sicanlarin plazma OTA
konsantrasyonundan (6344,17 ng/ml) %50,7 oraninda daha yiiksek bulunmustur. Mantle
(2008) tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada 22 hafta boyunca toplamda 5 ppm OTA
iceren yem ile beslenen disi ve erkek siganlarin plazmalarinda tespit edilen OTA
konsantrasyonlari sirasi ile 11170 ng/ml ve 6030 ng/ml seviyesinde belirlenmistir. Her
iki ¢aligmada, deney hayvanlar1 ayni konsantrasyonda OTA (5 ppm) igeren yem ile
benzer siirelerde (22 ve 24 hafta) beslenmis ve birbirine son derece yakin veriler elde
edilmistir. Vettorazi vd (2009) tarafindan yapilan diger bir caligmada ise; her iki
cinsiyetteki siganlarin plazma OTA konsantrasyonlar1 arasinda 6nemli derecede farklilik
tespit edilmis olup; disilerdeki plazma OTA konsantrasyonu erkeklere oranla %34 daha
yiiksek bulunmustur. Bu sonuglar, elde edilen veriler ile paralellik gostermektedir.

Disi siganlarda tespit edilen yiiksek OTA konsantrasyonu, esit miktarda yem
verilen disilerin daha diisiik viicut agirligina sahip olmasi ile yani viicut agirligi/toksin
orami ile iliskilendirilmektedir. Vettorazzi vd (2010) tarafindan yapilan bir ¢aligmada,
besin tiiketim miktarlar1 viicut agirliklar ile dengelenmis ve cinsiyetler arasinda besin
tiketim farkliligi bertaraf edilmistir. BOylece viicut agirhiginin daha kiiciik olmasi,
belirlenen OTA konsantrasyonu farkliligini agiklamakta yetersiz kalmstur.

Tiim deney gruplarinda tespit edilen plazma OTA konsantrasyon seviyelerinin
karaciger ve bobrek dokularindan elde edilen OTA konsantrasyon seviyelerine oranla

bariz sekilde (20-30 kat) yiliksek oldugu gozlenmistir. Mally vd (2005) tarafindan
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yapilan bir caligmada, 2 hafta siiresince agizdan sonda yolu ile 0, 0.25, 0.5, 1 ve 2
mg/kg OTA uygulanan erkek siganlarin bobrek, karaciger ve plazmalarinda bulunan
OTA konsantrasyonunda doza bagh bir artis tespit edilmistir. Farkli doz uygulanan
gruplarin hepsinde, plazma OTA konsantrasyonu, bobrek ve karacigere oranla belirgin
bir sekilde daha yiiksek degerde bulunmustur. Karaciger ve bdébrek OTA
konsantrasyonlari ise benzer seviyelerde tespit edilmistir. Arbillaga vd (2007) tarafindan
yapilan diger bir calismada ise, erkek sicanlara 7 ve 21 giin siiresince viicut agirligi
basina 0.5 mg/kg seviyesinde OTA uygulanmistir. Arastirma sonuglari incelendiginde,
karaciger ve bobrek dokularinda tespit edilen OTA konsantrasyonunun birbirine yakin
seviyelerde oldugu ve plazma OTA konsantrasyonunun ise her iki dokuya oranla
belirgin bir sekilde (9-12 kat) yliksek diizeyde oldugu goriilmiistiir. Bu veriler aragtirma
bulgular1 ile paralellik gostermektedir.

Arastirmada bobrek ve karaciger OTA konsantrasyonlar: tiim deney gruplarinda
birbirine yakin degerlerde bulunmus olup, bdbrek/karaciger OTA konsantrasyonu
oranlar1 0.88 ile 1,61 arasinda degisiklik gostermistir. Bu benzerlik farkli doz ve
siirelerde uygulanan diger calismalarda da (Mally vd 2005, Arbillaga 2007, Rached vd
2007, Vettorazzi vd 2011) vurgulanmaktadir. Yapilan literatiir taramalarinda hedef
organ olarak deginilen bobreklerde (Chopra vd 2010), OTA seviyesinin karacigere gore
daha yiiksek oranlarda olacagi 6ngoriilse de, arastirma sonuglar1 her iki organdaki OTA
seviyelerinin birbirine yakin seviyelerde oldugunu gostermektedir.

Uzun siireli (24 hafta) OTA uygulamasi yapilan gruplara ait veriler
incelendiginde, erkek sicanlarda bobrek/karaciger OTA konsantrasyon oraninin 0.88
oldugu ve her iki organ arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadigi
goriilmektedir. Kastre edilmis erkek ve disi siganlarda ise bu oranlar sirasi ile 1.61 ve
1.47 olarak belirlenmis olup, her iki grupta da organlar arasinda anlamh bir fark tespit
edilmistir (P<0.05). Arastrmadan elde edilen bu veriler, erkek sicanlarda kastrasyon
isleminin bobrek/karaciger orani acisindan disilere benzerlik gésterdigi sonucunu ortaya
koymaktadir.

Calismada; 6, 12 ve 24 hafta OTA uygulanan erkek siganlarin bobrek, karaciger
ve plazmalarinda tespit edilen OTA konsantrasyonlarinin 12. haftada 6. haftaya gore
yiikseldigi, fakat 24. hafta itibariyle diisiis gosterdigi goriilmektedir. Her {i¢ dokuda en
yiiksek OTA konsantrasyonu 12 hafta OTA uygulamasi yapilan grupta tespit edilmistir.
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Rached vd (2007) tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada; erkek sicanlara 14, 28 ve 90
gilin boyunca sonda yolu ile 0, 21, 70 ve 210 pg/kg OTA uygulamis, en yiiksek doz
uygulanan sicanlarda 90. giin sonunda (yaklasik 12 hafta) bobrek, karaciger ve
plazmalarindaki OTA konsantrasyonun en yiiksek degerlere ulastigi bildirilmistir.
Calismadan elde edilen bu sonuglar; OTA’nin dokularda devamli artmadigmi belirli bir
zamandan sonra diislis gosterdigini ortaya koymaktadir.

Erkek siganlarin karaciger, bobrek ve plazmalarindaki OTA konsantrasyonu
disilere oranla daha diisiik seviyelerde bulunmasina ragmen, OTA’nin erkeklerde daha
fazla toksik etki gosterdigi bilinmektedir. Disilerle kiyaslandiginda OTA kaynakl
bobrek kanserine, erkek sicanlarin yaklasik 10 kat daha duyarli oldugu belirtilmistir
(Boorman vd 1992). Cinsiyete bagli bu farkl etkinin altinda yatan sebepler tam olarak
aydmlatilamamis olmakla birlikte, bazi arastirmacilar bunun erkek sicanlara 6zgii bir
protein olan alfa2u-globiilin kaynakli oldugunu, OTA’nin bu proteine baglanarak
proksimal tiibiilde OTA birikimini arttirdigini ileri siirmektedirler (Mantle ve Nagy
2008). Bu goriisiin aksine Rasonyi vd (1998) OTA’nin alfa2u-globiilin proteinine
baglanmadigini, bu mekanizmanin erkek siganlarda yiiksek oranda goriilen bdbrek
tiimorlerini agiklamada yetersiz oldugunu bildirmislerdir. Vettorazzi vd (2009) ise erkek
sicanlara 6zgii bu protein varhiginin, farkh kinetik profillerin elde edilmesinde bir etken
olamayacagin belirtmektedir.

Yapilan testosteron hormonu analiz sonuglar1 incelendiginde; kastre edilmis
siganlarin hormon diizeyleri islem 6ncesi (6. hafta) 3.61 ng/ml seviyesinde bulunmusg
iken; kastrasyon sonrasinda 12. haftada 0.19 ng/ml, 24. haftada ise s6z konusu bu
degerin 0.27 ng/ml diizeyinde oldugu tespit edilmistir. Zhou vd (2009) tarafindan
yapilan bir ¢calismada Wistar cinsi erkek siganlarin plazma testosteron diizeyleri kontrol
grubunda 3.95 ng/ml, kastre edilmis siganlarda ise 0.10 ng/ml olarak tespit edilmistir.
Baltact vd (2006) tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada ise Spraque-Dawley cinsi
sicanlarin testosteron seviyeleri belirlenmis ve bu degerlerin kontrol grubunda 2.20
ng/ml, kastre edilen sicanlarda ise 0.20 ng/ml diizeyinde oldugu bildirilmistir. Bu
calismada oldugu gibi, kastrasyon isleminin erkeklerde plazma testosteron seviyesini
belirgin bir sekilde azalttigi Prezant vd (1997) ve Ustiin (2007) tarafindan da

gosterilmistir.
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Kastre edilmis hayvanlarin plazma (8429.05 ng/ml) ve organ (bobrek; 407.27
ng/g, karaciger; 252.03 ng/g) OTA seviyeleri, OTA igeren yem ile beslenmis normal
erkeklerin plazma (6344.18 ng/ml) ve organ (bobrek; 277.03 ng/g, karaciger; 313.73
ng/g) seviyeleri ile karsilastirildiginda (bu siganlarin bobrek OTA seviyeleri arasinda
istatistiksel olarak bir fark goziikkmekle birlikte), plazma ve organ OTA diizeyleri
iizerinde belirgin bir farkliligin olmadig1 goriilmektedir. Kastrasyon islemi, kastre erkek
ile normal erkek testosteron diizeylerinde belirgin bir fark meydana getirmekle birlikte,
bu erkeklerin plazma ve organ OTA seviyelerinde belirgin bir fark yaratmamakta ve bu
da erkek sicanlarin organ ve plazma OTA diizeylerinin testosterondan etkilenmedigini
isaret etmektedir.

Mantle ve Nagy (2008), OTA’nin nefrotoksik etkisinin erkek sicanlarda yiiksek
olmasinin nedenini, erkeklerde bulunan ve testosteron bagiml alfa2u-globiilin proteinin
OTA’y1 baglayarak zarar vermesi seklinde acgiklamiglardir. Bu tez calismasinda
kullanilan plazma ve organ orneklerinin de elde edildigi projede, erkeklerin disilere gore
daha diisiik diizeyde plazma OTA seviyesine sahip olmasmin nedeni olarak alfa2u-
globiilin ile OTA’nin disar1 atilim olasilig1 test edilmistir. Alfa2u-globiilin proteinin
testosteron bagimli bir protein oldugu (Vandoren vd 1983) ve kastrasyon igslemi sonrasi
hem plazma ve hem de idrar alfa2u-globiilin protein diizeyinin ciddi sekilde azaldig:
bilinmektedir (Kulkarni vd 1985, Eker vd 2010). Bu tez calismasinda, kastre edilmis
erkek siganlarin plazma ve doku OTA seviyelerinin disilere gore belirgin bir sekilde
daha diisiik olarak bulunmus olmasi, erkek sicanlarin diisitk OTA seviyesinin ve erkek
ile disi sicanlarm plazma ve dokularinda gozlenen OTA konsantrasyon farkliliginin

alfa2u-globiilin proteini ile iliskili olmadigini isaret etmektedir.
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6. SONUC

Farkli zaman dilimleri siiresince OTA uygulamasi yapilan Wistar cinsi siganlarin
bobrek, karaciger ve plazmalarinda tespit edilen OTA diizeylerinin organ, zaman,
cinsiyet ve kastrasyon igslemine bagl olarak nasil degistigini ortaya koymay1 amaglayan
bu calismada, en yiiksek organ ve plazma OTA degerleri disi siganlardan elde
edilmistir. Erkek siganlarin plazma OTA seviyelerinin bdbrek ve karaciger OTA
seviyelerinden 20-30 kat daha fazla olmasi, bobrek ve karaciger OTA seviyelerinde
belirgin bir farkliligin bulunmamasi ve organ OTA seviyelerinin plazma OTA
seviyesine paralel olarak artis veya diislis gostermesi, literatiirde ‘hedef organ’ olan
bobrekte ‘biriktigi’ iddiasmin tekrar degerlendirilmesi gerektigini diistindiirmektedir.
Kastrasyon isleminin plazma testosteron seviyesini belirgin oranda azaltmasi, fakat bu
azalisin plazma ve organ OTA diizeyi lizerine belirgin bir etkisinin olmamasi, organ ve
plazma OTA seviyelerinin testosteron hormonu ile dogrudan iliskili olmadigin isaret
etmektedir. Benzer sekilde, kastre edilmis erkeklerde OTA diizeylerinin degigsmemesi,
cinsiyete bagli OTA diizey farkliligin testosteron hormonundan kaynaklanmadigini

gostermektedir.
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