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Ozet

Okratoksin A (OTA), 1965 yilinda Aspergillus ochraceus suslarinin ikincil metaboliti olarak kesfedilmistir. OTA baslica Penicillium
verrucosum, Aspergillus ochraceus ve Aspergillus carbonarius kif mantari turleri tarafindan uretilen bir mikotoksindir. Okratoksin
A, renksiz, suda az ancak sulu sodyum bikarbonatli ¢ozeltilerde iyi ¢dzlinen, zayif organik asit gibi davranan, kristal toz halinde bir
bilesiktir. Isiya karsi oldukca direnclidir. Isik ve havaya dayanikli olmayip, nemli ve glines isi1g1 gibi kosullara maruz kaldigi zaman

bozulabilir.

OTA’nin dogal kontaminasyon dozlarinin segici olarak bobrekleri ve bobrek fonksiyonlarini etkiledigi, bunun yani sira karaciger,
immiin sistem ve beyin hiicrelerinin de OTA’nin olasi hedefleri oldugu gosterilmistir. OTA'nin bobrek, karaciger ve beyin gibi bazi
dokularda hasara yol actigi tespit edildigi gorilmektedir. Genel olarak, non-genotoksik karsinojenler sinir etki Ureten maddeler
olarak dusliniilmektedir. Karsinojeninlerin non-genotoxic mekanizmalarindan dolayr DNA {izerine direkt kimyasal bir etki
icermemektedir, daha ¢ok hedef hiicreler lizerine ya da hiicre disi matriks tzerine kanserojen etkiler gosterdikleri dusunilmektedir.
OTA serbest radikal olusturarak lipit peroksidasyonuna neden olur ve toksisitesini ortaya ¢ikarir. OTA'nin sinyal yolaklari tizerine

yapilan galisma sonucunda JNK ve p38 aktivasyonunu tesvik ettigi ortaya koyulmustur.

Derlemede Okratoksin A’'nin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, sinyal yolaklari ve hedef doku-organlarda etkilerinin incelenmesi ve

genel literatlrln tartisilmasi amaglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Okratoksin A; Sinyal Yolaklari; Hedef Organ; Bobrek.

Abstract

Ochratoxin A (OTA) was discovered in 1965 as a secondary metabolite of Aspergillus ochraceus strains. OTA is a mycotoxin
produced mainly by the species Penicillium verrucosum, Aspergillus ochraceus and Aspergillus carbonarius. Ochratoxin A is a
colourless, crystalline powder compound that is slightly water-soluble but well soluble in aqueous sodium bicarbonate solutions,
behaving like a weak organic acid. It is very resistant to heat. It is not resistant to light and weather. It can deteriorate when

exposed to conditions such as humid and sunlight.
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It has been shown that natural contamination doses of OTA selectively affect kidneys and kidney functions, as well as liver, immune
system and brain cells as possible targets of OTA. It is observed that OTA causes damage to some tissues such as kidney, liver and
brain. Generally, non-genotoxic carcinogens are considered to be borderline effects. Carcinogens do not have a direct chemical
effect on DNA due to their non-genotoxic mechanisms, they are thought to have carcinogenic effects on target cells or extracellular
matrix. OTA creates free radicals, causing lipid peroxidation and revealing its toxicity. As a result of the study on signalling

pathways of OTA, it has been revealed that it promotes JNK and p38 activation.

In the review, it is aimed to examine the physical and chemical properties of Ochratoxin A, signals pathways and its effects on

target tissues-organs and to discuss the general literature.

Keywords: Ochratoxin A; Signal Pathways; Target Organ; Kidney.
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GIRIS

Canli organizmaya (insan ve sicak kanli hayvanlara) agiz, solunum, deri ve enfeksiyon yolu ile
girdiginde normal fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmalar1 bozan veya canlinin 6liimiine sebep olan
kimyasal maddelere toksik madde denilmektedir. Kiifler, uygun kosullarda ham ve islenmemis
materyalde gogalarak bir yandan iiriiniin nitelik ve niceligini degistirip bozulmasina neden olmakta,
diger yandan da insan saglig: iizerinde olumsuz etkilere sahip toksik maddeleri olusturmaktadirlar.
Olusan bu iiriinler, mikotoksin olarak adlandirilan, son derece toksik, cogu nefrotoksik, hepatotoksik,
kanserojen, mutajenik, teratojenik ve immiinosupresif maddelerdir(Sabuncuoglu, Baydar et al. 2008,
Vettorazzi, van Delft et al. 2013). Mikotoksinler bazi kiiflerin gida ve yemlerde gelismeleri sonucunda
olusan diisiik molekiil agirlikli ikincil metabolitlerdir. Mikotoksin tireticisi oldugu bilinen 350’den fazla
kiif bulunmakta ve bunlara ek olarak her yil yeni toksin iireticisi kiiflerin varlig
belirlenmektedir(Lobeau, De Saeger et al. 2005, Amezqueta, Gonzalez-Pefias et al. 2008). En 6nemli
mikotoksinler olarak, Aspergillus tiirleri tarafindan olusturulan aflatoksinler, Aspergillus ve Penicillium

tiirleri tarafindan olusturulan OTA ve patulin, Fusarium cinsine bagli kiifler tarafindan tiretilen toksinler

olarak kabul edilmektedir(Krska and Molinelli 2007).

Mikotoksikozis, toksin igeren su veya c¢esitli gida maddelerinin sindirim siteminden viicuda
girdikten sonra toksinin tiiri, miktari, alinan giin veya alinma miktari, hayvanin yasi, cinsiyeti ve tird,
cevresel kosullara bagl olmak iizere, acik veya gizli enfeksiyonlarla ortaya ¢ikar. Epidemiyolojik, klinik
ve histolojik bulgular, aflatoksin, ergotokratoksin A, 3-nitropropionik asit ve fumonisinlere maruz

kalmanin mikotoksikozise sebep oldugunu gdstermistir(Soyoz and Ozgelik 2002).

Derlemede Okratoksin A’nin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, sinyal yolaklar1 ve hedef doku-

organlarda etkilerinin incelenmesi ve genel literatiiriin tartisilmasi amaglanmustir.
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Okratoksin A’min Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Okratoksin A(OTA), 1965 yilinda Aspergillus ochraceus suslarmin ikincil metaboliti olarak
kesfedilmistir. Ayn1 yil OTA’nin analoglar1 olan Okratoksin B (OTB) ve C (OTC) de
tamimlanmustir(Van der Merwe, Steyn et al. 1965). Okratoksin A (OTA) baslica Penicillium verrucosum,
Aspergillus ochraceus ve Aspergillus carbonarius kiif mantar tiirleri tarafindan firetilen bir
mikotoksindir. Uziim, sarap, tahil ve tahil iiriinleri, bakliyat, kahve, kakao, baharat, kurutulmus
meyveler ve kuruyemisler gibi ¢ok genis ¢apta besinde OTA kontaminasyonuna rastlanmaktadir.
Ayrica, hayvan yemlerinin OTA ile kontaminasyonu sonucunda hayvanlarin kan serumunda, bobrek ve

karaciger gibi yenilebilir sakatatlarinda kalintilar1 goriilebilmektedir(Alexander, Autrup et al. 2006).

Okratoksin A, renksiz, suda az ancak sulu sodyum bikarbonatli ¢6zeltilerde iyi ¢oziinen, zayif
organik asit gibi davranan, kristal toz halinde bir bilesiktir. Istya kars1 oldukea direnclidir. Isik ve havaya
dayanikli olmayip, nemli ve giines 15181 gibi kosullara maruz kaldig1 zaman bozulabilir(Sedefoglu 2013).
OTA 12-karboksi grubundan L-fenil alanine baglanmis bir pentaketit tiirevi hidroksikumarin
yapisindadir. Kapali kimyasal formiilii C,0H1s06NCI ve Molekiiler agirhigi 403.82 gmol-1. Kristal
formda ultraviyole 151k altinda, asit soliisyonda yesil, alkalin soliisyonda ise mavi floresans verir. Kristal

formlarm erime noktasi 169 °C’dir (Degirmenci 2013).
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Sekil 1. OTA’nin kimyasal yapisi ve hidroliz iiriinleri
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OTA’nin hidrolizi sonucu Okratoksin o ve fenilalanin olusur (Sekil 1)(Van der Merwe, Steyn et
al. 1965). Okratoksin a, klorlu dihidroizokumarin molekiiliidiir ve test edilen tiim canlilarda OTA’nin
baslica metabolitidir(Meeting and Organization 2007). OTA fenilalanin yapisindan dolay1 zayif bir
organik asittir. Lipofilik yapisindan dolay, hiicrelerde toplanabilme ve membran-gegirgenligi 6zelligine
sahiptir(Ringot, Chango et al. 2006).

OTA Toksisitesi

Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Saglik Enstitiisii’niin (National Institutes of Health, NIH)
Ulusal Toksikoloji Programi (National Toxicology Program) kapsaminda siganlar {izerinde yapilan
toksikoloji ve karsinogenez arastirmalart sonucu OTA’nin nefrotoksik ve renal karsinojen oldugu
gosterilmistir. Literatiirde OTA toksisitesine aracilik ettigi gosterilen/Onerilen mekanizmalar arasinda
dogrudan ya da dolayli yoldan makromolekiil sentezinin inhibisyonu, DNA “eklenti” olusumu, lipit
peroksidasyonu, oksidatif hasar, mitokondrial fonksiyon bozuklugu yer almaktadir(Gekle, Sauvant et
al. 2005). OTA’nin hiicresel kalsiyum homeostazisi ile iliskili genlerin anlatimimi degistirdigi, HNF4a
(hepatocyte nuclear factor 4 alpha) ve Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2) transkripsiyon
faktorleri ile diizenlenen yolaklarin bozulmasina yol agtigi gosterilmistir. Birgok Nrf2 ile diizenlenen
gen kimyasal detoksifikasyon ve antioksidan yanitta rol alan enzimleri kodlamaktadir. Bu nedenle
bobrekte Nrf2 sinyali ile diizenlenen proteinlerin yoklugunun hiicrenin savunma mekanizmasini
zayiflatarak oksidatif streste kronik bir yiikselmeye sebep oldugu onerilmektedir(Marin-Kuan, Nestler
et al. 2006).

Makromolekiil Sentezinin Inhibisyonu

OTA yapisal olarak igerisinde fenilalanin aminoasidi (Phe) icerir. Bu nedenle, fenilalanini
substrat olarak kullanan bircok enzim igin inhibitor etkisine sahip oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle
Phe-tRNA sentetaz’1 inhibe ederek protein sentezi inhibisyonuna neden olabilecegi ileri siiriilmektedir.
Fenilalanine benzer 6zelligi nedeniyle OTA ayn1 zamanda antibiyotik bir molekiildiir. pH seviyesi 7°den
diisiik ortamlarda Gram-pozitif bakterilerin biiyiimesini inhibe eder. OTA’nin, fenilalanin ile yarisarak,
Phe-tRNA sentetaz enzimine baglandigi ve saflagtirilmis Bacillus subtilis Phe-tRNA sentetaz’
kullanilarak yapilan ¢aligmada enzim aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir(Roth, Eriani et al. 1993).

Oksidatif Stres

Canli organizmalarin ¢ogu hayatta kalmak i¢in oksijene ihtiya¢ duyar. Oksijen hidroksil radikali
(OH) ve siiperoksit radikali (O2" ) gibi reaktif oksijen tiirlerini (ROT) olusturma egilimindedir. Normal
fizyolojik durumda, canli sistemlerde ROT {iretimi ve ROT un nétralizasyonu arasinda bir denge vardir,
bu nedenle oksidatif stres meydana gelmez. Ancak agir metaller, ilaglar, toksinler, UV, diyabet gibi
nedenlerle oksidan ve antioksidan arasindaki denge bozulup oksidan tarafina kaydiginda oksidatif stres

durumu ortaya ¢ikar. Oksidatif stres genellikle hayati hiicresel bilesenlerin ciddi oksidatif hasara
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ugradigini ve sonunda hiicre canliliginin tehlikede oldugunu bildiren bir durumu ifade eder. Oksidatif
stres boyunca ROT birikimi gergeklesir. Kisa dmiirlii olsalar da yliksek oranda reaktif olmalari nedeniyle
fazla miktarda ROT iiretimi sonucu hiicrede bulunan protein, lipit ve niikleik asitlerin oksidatif hasara
ugramasi kac¢inilmaz olmaktadir(Sinha, Das et al. 2013). Artmis oksidatif stres kanser, nérodejeneratif
hastaliklar ve yaslanma gibi ¢esitli patolojik durumlarin olusumunda kritik rol oynar(Trachootham, Lu
et al. 2008).

OTA- aracili toksisite ¢aligmalari, dncelikli olarak bobrek ve karacigerde tiimor olusumunda
oksidatif stres timor olusumunda 6nemli rol oynamaktadir(Gautier, Holzhaeuser et al. 2001, Palma,
Cinelli et al. 2007). Flow sitometri ile ROS seviyesinin 6l¢iildiigii in-vitro ¢calismalarda, 24 saat OTA’ya
maruz kalmig bobrek tiibiil hiicrelerinde oksidatif stresde artis gozlemlenmistir. Dahasi, OTA
maruziyetinden sonra oksidatif strese karsi hiicresel koruma dahil glutatyon S-transferazin down —
regulation’u(reseptorlerin azalmasi bazi ilag ve agonist kullanimindan dolay1) gozlemlenmistir(Boesch-
Saadatmandi, Loboda et al. 2008). ROS lipidlerin bozunmasina sebep oldugunda, lipid peroksidasyonu
olusur ve malondialdehit analizi gerceklesir. Baz1 ¢aligmalar, OTA’y1 lipid peroksidasyon imalatgist
gibi tanimlamaktadir. Hoehler ve Marquardt calismalarinda tavuklart OTA ve antioksidan olan vitamin
E ve C ile beslenmigler ve sonucunda OTA ile beslenen tavuklarin MDA degerleri daha yiiksek
bulmuslardir(Hoehler and Marquardt 1996). Bir diger ¢alismada ise, OTA ile beslenen ratlarin kan,
bobrek ve karacigerlerinde oksidatif stres degerleri yiiksek bulunmustur(Gautier, Holzhaeuser et al.
2001).

Anti-oksidatif savunma mekanizmasi olan (Nrf2) niikleer faktor eritroid 2-related factor2 yolu
proksimal tiibiil hiicrelerindeki bazi hiicrelerde yiiksek ROS karsi aktive olmustur(Wilmes, Crean et al.
2011). Ancak, OTA insan proksimal epitel hiicresi olan HK-2 ve ratlarin bobrek hiicrelerinde Nrf2
mekanizmasini zayiflatmaktadir(Jennings, Weiland et al. 2012). OTA ile beslenen ratlarin bobreklerinde
ve domuz epitel proksimal tiibiil hiicrelerinde OTA, Nrf2 aktivitesini ve Nrf2 bagimli gen

ekspresyonunu azaltmaktadir(Cavin, Delatour et al. 2007, Boesch-Saadatmandi, Wagner et al. 2009).
Lipit Peroksidasyonu

Yiiksek ROT seviyeleri DNA, protein ve lipit gibi hiicresel molekiillerin oksidatif hasarlarina yol
acabilir(Sinha, Das et al. 2013). Oksidatif hiicre hasarina neden olan serbest radikal olusumunun OTA
sitotoksisitesi ve karsinojenitesi ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Lipit peroksidasyonu ile olusumu
baglatilan reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikaller (O2-, OH:, ROO-) bulunduklar1 hiicrelerdeki
membranlari, proteinleri ve niikleik asitleri hedef alarak genis ¢apta doku lezyonlari olustururlar.
Siganlarda OTA’nin karaciger ve bobreklerde lipid peroksidasyonunu arttirarak oksidatif hasara neden
oldugu in vivo ve in vitro deneylerle gosterilmistir(Gautier, Holzhaeuser et al. 2001, Klari¢, Pepeljnjak
et al. 2007, Ramyaa and Padma 2014). Maymun bdébrek hiicrelerinde OTA ile tetiklenen lipit

peroksidasyonunun, oksijen radikallerinin temizleyicileri olan siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
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(CAT) gibi enzimler ve gesitli antioksidanlar varliginda azaldig1 saptanmistir(Baudrimont, Ahouandjivo
et al. 1997, Ramyaa and Padma 2013).

DNA “Eklenti” Olusumu

ROS-iligkili oksidatif stresin planlanmamis DNA onarim ve mikroniiklei, DNA biikiilme
kiriklarinin, DNA-eklentilerinin ana sebebi oldugu diisiiniilmektedir. OT A’nin genotoksik oldugunu ve
OTA’nin ya da metabolitlerinin dogrudan DNA’ya kovalent baglarla baglanarak DNA “eklenti”lerini
olusturdugunu ve bu yolla karsinojenik etkilerini sergiledigini savunan Pfohl-Leszkowicz ve calisma
arkadaglar1  *?P-etiketleme  yontemi ile DNA  “eklenti’lerini  goriintileme  galigmalar
yuriitmektedirler(Pfohl-Leszkowicz and Manderville 2007). Fare ve siganlarda tek bir OTA muamelesi
sonrasinda bile bobreklerde ve karacigerde DNA “eklenti”lerinin olustugunu ve ¢esitli antioksidanlar
varliginda bu eklentilerin % 90’lara varan oranlarda azaldigini bildirmislerdir(Grosse, Chekir-Ghedira
et al. 1997). Ancak benzer bir ¢alismay1 yiiriiten Gautier ve arkadaslari, trityum ile isaretli OTA (3H-
OTA) ve 32P-ctiketleme yontemini birlikte kullanmis ancak bu eklentilerin olusumunu tespit
edememistir. Bu deneyin sentetik OTA-DNA adduct standardi kullanmadan yapildigi igin 32P-
etiketleme ile belirlenen “eklenti”lerin yapisinin bilinmedigi ve bu lezyonlarin aslinda DNA’ya
dogrudan baglanan OTA metabolitlerinden ziyade OTA’nin sitotoksik etkisi sonucu olusan ve DNA ile
reaksiyona giren ROT partikiilleri olabilecegi yoniinde bir hipotezleri bulunmaktadir(Gautier, Richoz et
al. 2001). DNA hasarmin oksidatif stres kaynakli oldugunu savunan ve ayrica OTA’nin protein
oksidasyonunu da gosteren ¢alismalar da literatiirde mevcuttur(Kamp, Eisenbrand et al. 2005). Arbiiliga
ve ark. yaptigi ¢alismada; HK-2 hiicre hattinda DNA hasar1 goriildii, ve ROS savici N-asetil-L-sistein
(NAC)’nin OTA maruziyetinde hiicreleri DNA hasarindan da korudugu goézlemlenmistir(Arbillaga,
Azqueta et al. 2006).

Mitokondriyal Fonksiyon Bozuklugu

Mitokondri apoptozda merkezi bir role sahiptir. Mitokondriyal dis membran gecirgenliginin
artmas1 proapototik faktorler olan sitokrom c ve AIF (apoptosis inducing factor) gibi proteinlerin
salimmmina yol acar. Mitokondriyal membran potansiyelinin (Aym) kaybinin normal mitokondriyal
fonksiyonun bozulmasi yoluyla hiicre 6limii (apoptoz) ile iliskilendirilmektedir(Lakhani, Masud et al.
2006).

Insan bobrek epitel hiicrelerinde (IHKE1; immortalized human kidney epithelial), OTA’nin Ca*?
homeostasisi ile etkileserek Na*/H'degisimini ve mitokondri aktivasyonunu arttirdigi sonucuna
varilmistir. Mitokondriyal metabolizmanin uyarilmasi sonucu proton iretiminin yiikseltildigi buna
karsin anaerobik glikolizisin etkilenmedigi gosterilmistir. OTA’nin Ca*? bagimli olarak Aym’nin
hiperpolarizasyonunu arttirdigi gosterilmistir. Ayrica, OTA muamelesi sonrasinda mitokondri-bagimli

hiicresel ATP seviyesinde artis gozlenmistir(Eder, Benesic et al. 2000).
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Apoptoz

Embriyogenezden immiin sistemin gelisimine kadar bir¢ok biyolojik siiregcte 6nemli bir role sahip
olan apoptoz ya da diger bir ifadeyle programli hiicre 6liimii evrimsel olarak korunmus bir intihar
mekanizmasi olarak bilinir(Tewari, Quan et al. 1995). Apoptoz sirasinda hiicreler ilk 6nce kiigiiliip
biiziistir ve hiicre ¢ekirdegi yogunlasir. Ardindan zarla ¢evrili olan apoptotik cisimlere pargalanirlar.
Apoptozun biyokimyasal belirtecleri arasinda kaspazlar gibi 6zgiil proteazlarin aktivasyonu, PARP’1n
(Poly (ADP-Ribose) Polymerase) kesilmesi ve DNA’nin fragmanlara ayrilmasi yer alir(Proskuryakov,

Konoplyannikov et al. 2003).

Efektor (etkileyici) kaspazlar olarak da adlandirilan kaspaz 3 ve kaspaz 7 apoptozun ¢ok onemli
diizenleyicileridir. Kaspaz 3 DNA fragmanlarinin olusumunu ve apoptozdaki morfolojik degisimleri
kontrol ederken, kaspaz 7°nin bu siire¢lerdeki roliiniin daha az oldugu gosterilmistir. Kaspaz 7’nin hiicre
canliligimin kaybinin diizenlenmesinde daha 6nemli oldugu sonucuna varilmistir. Kaspaz substrati olan
PARP’1n kesilmesi de kaspaz 3 ve kaspaz 7’ye baglidir(Lakhani, Masud et al. 2006). Niikleusa 6zgii bir
protein olan PARP (116 kDa) apoptoz sirasinda 6zgiil kesilerek 85 kDa’luk bir fragmani verir(Tewari,
Quan et al. 1995). DNA kiriklarini tantyarak aktive olan PARP, NAD+ molekiiliinii dondr olarak
kullanarak ADP-riboz polimerlerini olusturur ve bu polimerleri bir ester bagi ile hedef proteinlerdeki
glutamik asit, aspartic asit ve lizin aminoasitlerine ekler. Diger bir deyisle PARP, poli(ADP-
ribozil)asyon (PARilasyon) olarak adlandirilan bu essiz posttranslasyonel modifikasyonu gerceklestiren
bir enzimdir. Hasarli dokularda PARP’in asir1 aktivasyonu mitokondri ile iligkili hiicre 6liimiinii

uyardig1 da bildirilmistir(Ba and Garg 2011)

Kiltiir hiicrelerinde OTA’nin nanomolar gibi diisiikk dozlarda baglica apoptotik olmak iizere
olimii tesvik ettigini gosteren calismalar mevcuttur. Keseli sican (opossum kidney; OK hiicreleri),
kopek (MDCK; Madin-Darby canine kidney) ve insan (IHKE) kaynakli hiicre hatlar1 kullanilarak
yapilan ¢alismalarda OTA’nin apoptozu tesvik ettigi gosterilmistir(Schwerdt, Freudinger et al. 1999).
Gekle ve arkadaglar1 bobrek kanallarindan koken alan MDCK-C7 ve MDCK-C11 hiicreleri ile yaptiklar
calismada OTA’nin nanomolar dozlarinin 6zgiil olarak apoptozu uyardigini bildirmislerdir. Ayrica OTA
muamelesi altindaki MDCK-C11 hiicrelerinin MDCK-C7 hiicrelerine gore apoptoza daha direngli
oldugunu gostermislerdir(Gekle, Schwerdt et al. 2000). Siganlarla yapilan bir ¢alismada OTA’nin hem
proksimal hem de distal epitel bobrek hiicrelerinde apoptoza giden hiicre sayisinda artisa sebep oldugu
TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP Nick End Labeling) yontemi ile
belirlenmistir. OTA ile kontamine yemle beslenen siganlarin bobrek dokularinda gozlenen apoptozda
10 giin sonrasinda 5 kat, 30 giin sonrasinda 6.4 ve 60 giin sonrasinda 12.7 kat artis oldugu
bildirilmistir(Petrik, Zani¢-Grubisié et al. 2003).
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OTA - Sinyal Yolaklan

Gekle ve arkadaslarinin hipotezine gore; OTA, ikincil habercileri diizenleyen enzimler gibi belirli
hiicresel kilit hedeflerle etkilesime girerek hiicre sinyal yolaklarinin ve diizenleyici faktorlerin
bozulmasina yol acar. Hiicre sinyalindeki ve diizenleyici mekanizmalardaki bu degisimler ise hiicre
fonksiyonunda ve/veya fenotipinde 6zgiil degisimlere neden olur. Bu durum boébrek fonksiyonlarinin
degisimine dolayisiyla organizmanin homeostazisinde bozulma ile sonuglanir(Gekle, Sauvant et al.
2005). In vitro ve in vivo deneyler sonucunda mitojen ile aktive edilen protein kinaz (MAPK; mitogen-
activated protein kinases) sinyal yolaklarinin ve fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K; phosphatidylinositol
3-kinase)/Akt sinyal yolaginin OTA muamelesi altindaki hiicrelerde aktive edildigi
gosterilmistir(Kumar, Alam et al. 2013, Ozcan, Giil et al. 2014).

Mitojen ile Aktivite Edilen Protein Kinazlar (MAPK)

MAPK sinyal yolaklari hiicre disindan gelen sinyalleri ileterek, ¢ogaltarak ve farkli sinyalleri
birlestirerek, degisen ¢evre kosullarina kars1 hiicrelerin genomik veya fizyolojik cevaplar olusturmasina
aracilik ederler(Weston and Davis 2002). Bir hiicrenin kanser hiicresi haline gelebilmesi igin,
proliferasyon sinyallerinden bagimsiz olarak boéliinebilmesi, apoptozdan kagma mekanizmasini
programlamasi, biiyiimeyi durdurucu sinyallere duyarsiz hale gelmesi, sinirsiz replikasyon potansiyeline
sahip olmasi, yayillma, metastaz ve anjiyogenez yetenegine sahip olmasi gereklidir(Hanahan and
Weinberg 2000). OTA’nin MAC-T (sigir meme epitel hiicresi) hiicrelerinde Mapk ve JNK sinyal
yolaklar1 araciligryla hiicre dongiisii tutuklanmasini ve apoptozu indiikleyebilecegi bildirilmektedir(Lee,

Lim et al. 2019).
MEK/ERK Sinyal Yolag

ERK sinyal yolagi, hiicre tipine de bagli olarak, proliferasyon, haytta kalma, migrasyon,
anjiyogenez kromatinin yeniden modellenmesi ve apoptoz gibi siiregleri diizenler(Dhillon, Hagan et al.
2007). Uzun siireli ERK sinyali siklin D1 gibi hiicre dongiisiine giris i¢in gerekli proteinlerin
diizenlenmesini saglamakla birlikte, proliferasyonu inhibe eden genlerin baskilanmasini da
saglar(Yamamoto, Ebisuya et al. 2006). Renal ve ndral hiicrelerde farkli stres uyaranlarina ve toksik
maddelere cevaben ERK1-2 yolagmin aktivasyonun apoptotik &liim siireciyle baglantili oldugu
gosterilmistir(Wang, Martindale et al. 2000, Subramaniam, Zirrgiebel et al. 2004, Jo, Cho et al. 2005).

JNK Sinyal Yolag

JNK aktivasyonu TPY (treonin, prolin, tirozin) motifinde yer alan treonin ve tirozinin, MEK4 ve
MK?7 tarafindan fosforilasyonu ile gergeklesir. Aktivasyonun ardindan NK sitoplazmadan niikleusa
gegis yapar. INK MAPK ailesinin efektoreleri arasinda baslica c-Jun, EIk-1, ATF-2, STATS3, p53 gibi

transkripsiyon faktorleri yer alir. JNK yolaginin inflamasyon, tiimérigenez ve apoptozda rolii oldugu
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bilinmektedir. Apoptozu tesvik etmesi nedeniyle JNK sinyalinin timor baskilayici bir gorevi oldugu

diistiniilmektedir(Tian, Zhang et al. 2000, Dhillon, Hagan et al. 2007).
p38 Sinyal Yolag

P38 sinyal yolagi apoptozun diizenlenmesinde, hiicre dongiisiiniin ilerleyisinde, biiyiime ve
farklilagsmada da 6nemli rol oynar. Biiyiime faktorleri ve hormonlar tarafindan da uyarilna p38 yolaginin
cok genis ¢esitlilikteki dis sinyalleri alan ve dagitan ¢ok cesitli MAPKKK ’lara sahiptir(Tian, Zhang et
al. 2000, Dhillon, Hagan et al. 2007). MDCK-C7 hiicrelerinde OTA’nin zaman- ve konsantrasyon-
bagimli olarak ERKI1-2 fosforilasyonunun artmasina neden oldugu gosterilmistir(Schramek,
Wilflingseder et al. 1997). Keseli sican proksimal tiibiil epitel hiicrelerinde de OTA’nin doz-bagimli
olarak ERK1-2, p38 ve JNK aktivitesinde artisa sebep oldugu gosterilmistir(Sauvant, Holzinger et al.
2005). Gekle ve arkadaslarinin hipotezine gére OTA’nin tiimér tetikleyici etkisi ERK1-2 ile INK ve p38
aktivasyonu arasindaki dengeye bagli olabilecegi yoniindedir. OTA’ ya maruz kalan hiicrelerde JNK ve
p38 aktivasyonuna gore ERK1-2 aktivasyonu daha giiglii ise, apoptozun inhibe edilerek timor

gelisiminin tesvik edebilecegi ileri siiriilmiistiir(Gekle, Sauvant et al. 2005).

Insan bobrek proksimal tiibiilii HK-2 ve fare embriyonik fibroblast (MEF) hiicrreleri OTA’ya
maruz birakildiktan sonra hem ana proteolitik sistemler, otofaji hem de ubikitin-proteazom sisteminin
(UPS) aktive oldugu gosterilmistir. Uzun siireli OTA maruziyeti, proteozomal aktiviteyi artirarak
ubikitin protein seviyelerini diisiirdiigli gosterilmis ve ¢alisma sonucunda; otofajinin ve devaminda UPS
aktivitasyonunun, OTA toksisitesini de igeren krirtik fosfotaz VHR/DUSP3, DUSP4 ve PHLPP
seviyelerini diizenleyerek PI3K/AKT ve MAPK/ERK1-2 sinyal yolaklarinin sorumlu oldugunu
gostermistir(Akpinar, Kahraman et al. 2019).

OTA Absorpsiyonu, Metabolizmasi ve Bosaltimi

Zayi1f bir organik asit olan OTA’nin pKa degeri, fenilalanin artiginin karboksil grubu nedeniyle
4.2-4.4 ve fenolik grubu nedeniyle de 7.0-7.3 araliginda degisir. Bu asidik artiklar OTA
absorbsiyonunda rol oynar(Pfohl-Leszkowicz and Manderville 2007). Ayrismamis formdaki OTA
lipofilik karakterinden dolay1 hiicre membranindan gegebilme 6zelligindeyken, ayrismis formu ise (pH

7.4°te 2/3) hidrofiliktir(Gekle, Sauvant et al. 2005).

OTA bagslica ince bagirsak olmak iizere gastrointestinal sistemden etkin bir sekilde emilip kan
yoluyla bobreklere taginir. Kanda OTA’nin % 99’u basta albiimin olmak {izere serum proteinlerine
baglanir. Bu nedenle viicut igindeki yar1 6mrii de uzamig olur. OTA, organik anyon tasiyict (OAT)
proteinler sayesinde bdbrek tiibiillerinden atilir ve basta proksimal tiibiil olmak {izere tiim nefron
segmentleri tarafindan OAT ve H+-dipeptit tasiyici proteinleri sayesinde tekrar geri emilir(Dahlmann,
Dantzler et al. 1998). Bu tasiyici proteinler ve geri emilim mekanizmasi OTA’nin bobreklerde

birikmesine neden olur(Schwerdt, Bauer et al. 1996). Bundan dolay1 bébrek OTA’nin ana hedef organi
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olarak diisiiniilmektedir. Karacigerde, kaslarda ve yag dokuda da OTA’nmin varligi tespit
edilmistir(Meeting and Organization 2007). OTA idrar ve diski ile disart atilir. Serum proteinlerine
baglanmasi ve enterohepatik sirkiilasyonu (ince bagirsakla bobrek, karaciger arasindaki sirkiilasyon)
nedeniyle bosaltim organlarinin OTA tarafindan en c¢ok etkilenen organlar olmasi

kag¢inilmazdir(Meeting and Organization 2007).
OTA’nin Hedef Organlar

OTA’nin dogal kontaminasyon dozlariin secici olarak bobrekleri ve bobrek fonksiyonlarini
etkiledigi, bunun yani sira karaciger, immiin sistem ve beyin hiicrelerinin de OTA’nin olas1 hedefleri
oldugu gosterilmistir(IARC 1993, Ozcelik, Kosar et al. 2001, Abdel-Wahhab, Abdel-Galil et al. 2005).
Insanlarda OTA’nin Balkan Endemik Nefropati (BEN) hastaliginin patogenezi ve iiriner sistem
timorleri ile iliskili oldugu disiiniilmektedir(Castegnaro, Canadas et al. 2006). Bobreklerde doku
agirligl basina kan akisi ¢cok yiiksektir ve bu durum diger organlara kiyasla daha fazla miktarda OTA
gecisi ile sonuclanir. Test edilen insan kan serumlari, bobrekleri ve insan siitii 6rneklerinin % 50-
100’inde OTA’nin varligi gosterilmistir(Ziegler 2000). Eser miktarda olmasina ragmen, yiiksek
stabilitesi ve genis ¢aptaki besin kontaminasyonu nedeniyle insan popiilasyonu siirekli olarak OTA’ya

maruz kalmaktadir(Alexander, Autrup et al. 2006).

Ayrica, serbest OTA proksimal tiibiillerden salinir ve ardindan yeniden emilir. Bu emilim baglica
proksimal diiz tiibiil olmak {izere, Henle kulpunun yukari uzanan kalin kolunda ve toplama kanallarinda
gergeklesir. Bu durum renal dokularda OTA birikimi ile sonuglanir. Renal dokularda en yiiksek OTA
konsantrasyonu papilla ve i¢ medullada tespit edilmistir(Gekle, Sauvant et al. 2005). OTA ile beslenen
F344 erkek siganlarda patolojik olarak OTA’dan en siddetli etkilenen organin bobrekler oldugu ve
bobrek epitelinde sitoplazmik vakuol olusumunun ve karyomegalinin belirgin bir sekilde arttig
bildirilmistir. Ayrica renal tiibiil epitel hiicre membranlarinda bobrek hasarinin 6zgiil biyobelirteci olan
Kim-1 (kidney injury molecule-1)’in varligi gosterilmistir(Qi, Yu et al. 2014). OTA’nin nefrotoksik
ozelligi ile birlikte yapilan ¢alismada domuz nefropatisinde 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir. OTA
ile kontamine yemle beslenen domuzlarda nefropati goériilme oranmnin arttigi gosterilmistir(Stoev,

Gundasheva et al. 2012).

Ulkemizde saglikli gocuklarda kan OTA diizeylerinin lgiilmesine yonelik yapilan bir ¢aligmada
serum OTA diizeylerinin cografik bolge, mevsim, yas ve cinsiyet ile degiskenlik olabilecegi
arastinlmistir. Calismada I¢ Anadolu, Karadeniz ve Akdeniz Bolgesi’nde yasayan 7-17 yas araligindaki
¢ocuklardan alinan kan 6rneklerinde serum OTA diizeyleri ELISA yontemi ile 6l¢iilmiis. Tiim ¢alisma
grubunda ortalama serum OTA diizeyi 0.59 -+ 0.08 ng/ml ve giinliik OTA alim diizeyi 0.82-+ 0.11
ng/kg/giin olarak belirlenmis. Okratoksin A diizeyleri yoniinden cinsiyete gore gruplar arasinda anlamli
bir fark bulunmamis. Bolgeler arasinda ise istatiksel olarak 6nemli farkliliklar saptanmis. Akdeniz

Bolgesi’nde yasayan g¢ocuklarin serum OTA diizeyleri diger bolgelere oranla daha disiik olarak
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gozlemlenmis. Gozlenen bu farklilik iklim kosullarinin ve/veya beslenme aligkanliklarinin farkliligina
baglanmustir. Giinliik alim diizeyleri, g Anadolu ve Karadeniz Bolgeleri’nde Akdeniz Bélgesi’ne oranla
alt1 kat fazla bulunmakla birlikte her ii¢c bolgede de Diinya Saglik Orgiitii basta olmak iizere uzman
kuruluslar tarafindan bildirilen TDI degerlerinin altinda oldugu vurgulanmistir(Giray, Erkekoglu et al.
2009).

OTA nefrotoksisitesi ile ratlarin bobreklerinde miRNA profillemek icin, bioinformatik ¢aligmalar
ve high-throughput sekanslama yapilmis. Calismada OTA’nin 3 farkli dozuna goére grup
olusturulmustur. Ayrica OTA uygulanan ratlarin bobrek,testis ve dalak agirliklar l¢iilmiistiir. OTA ile
muamele edilen ratlarin bobreklerinde miRNA analizi yapilmis. Toplamda bilinen 4099 miRNA ve 8
yeni miRNA bobrekte tanimlanmistir. Yeni miRNA’larin OTA’nin ve degisik miRNA’lar OTA’nin
farkli dozlarinda etkilerinin farkli oldugu gozlenmistir. Orta doz OTA uygulanan grupta miR-3588,
miR-2186, miR141, miR130a, miR129 ekspresyonlarinda OTA etkisinin olmadigini fakat yiiksek doz
OTA uygulanan ratlarda ekspresyon diizeylerinin arttig1 gézlenmistir. OTA uygulanan erkek ratlarin
bobrek, testis ve dalak agirliklart Olgiilmiis. Bobrek agirliklarmin arttigi fakat testis ve dalak
agirliklarinin artmadigi gézlemlenmistir(Dai, Zhao et al. 2014).

OTA’nin bagisiklig1 baskilayict aktivitesi timus, dalak ve lenf nodlart gibi hayati dneme sahip
immiin sistem organlarinin boyutlarindaki kii¢lilmeyle, antikor yanitlarinin azalmasiyla, immiin sistem
hiicrelerinin fonksiyonundaki ve sayisindaki degisimlerle ve sitokin iiretimindeki azalmalarla
karakterize edilmektedir. OTA’nin immiinotoksik aktivitesi, hasar yaratan degisimlerin sebep oldugu
hiicre 6liimlerinin ardindan, protein sentezinin inhibisyonu nedeniyle immiin sistem hiicrelerinin yerine
konmasindaki yavaglama nedeniyle ortaya ¢iktigi diisiiniilmektedir(Al-Anati and Petzinger 2006). OTA
tesvikli apoptoz insan periferal lenfositleri, insan lenfoit T hiicre hatt1 (Kit 225 hiicreleri) ve sigir
lenfositleri gibi immiin sistem hiicrelerinde de gézlenmistir(Assaf, Azouri et al. 2004, Lioi, Santoro et
al. 2004).

Wangikar B.P. ve ark caligmalarinda, OTA’nin gebe sigan ve gebe fareler den plasentaya
gecebildigini  bildirmislerdir. OTA ve aflatoksin Bi in tek veya kombine teratojenik etkisi
incelendiginde, hem OTA hem de aflatoksin Bl noral tiip gelisimini bozmustur. Kombine halde
uygulandiginda ise, noral tiip iizerindeki etkileri azalmis ancak kalp defektleri gozlenmistir. Embriyolar
histopatolojik olarak incelendiginde kalp kasinda dejeneratif degisiklikler belirlenmistir. Bu iki
mikotoksine kombine halde maruz kaldiginda OTA’nin etkisinin aflatoksin B1 tarafindan antagonize

(z1thik) edildigi diistiniilmistiir(Wangikar, Sinha et al. 2007).

Xiaozhe ve ark.(2014), calismalarinda ratlara uygulanan Okratoksin A’dan kaynaklanan erken
hepatotoksitesinde microRNA, mRNA ve proteomik profillemesinden yeni mekaniksel kavramalar
gostermisleridir. Bu g¢alismada, ratlara farkli haftalarda OTA gavaj yoluyla verilmis. Daha sonra,

mikroRNAlar, mRNA ve protein ekspirasyonlari, 13 hafta stireyle OTA ile muamele edilmis ratlarin
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karaciger agirliklart Ol¢iilmis. Calisma sonucunda orta ve yiiksek doz OTA’nin, karaciger lizerinde
farklr etkiler gosterdiklerini belirtmislerdir. microRNA, mRNA ve protein seviyelerinde OTA tedavi
sonrasinda 5 farkli yoldan bahsetmislerdir. Bunlardan primer safra asidi biyosentezinin ve sitokrom
P450 ile ksenobiyotiklerin metabolizmasi dogrudan karaciger hasari ile iliskili iken arginin ve prolin
metabolizma, sistein ve metionin metabolizmasi ve PPAR sinyal yolagininda metabolik hastaliga neden
oldugunu belirtmislerdir. Bu c¢aligmada c¢oklu omik metodlarinin birlestirilmesiyle ilk kez, erken
hepatotoksisite OTA kaynakli ortaya koymaktadir. Yeni metabolik yollar sonraki hayatinda metabolik
hastaliklarin patogenezinde katkida bulunabileceklerini soylemektedirler(Qi, Yu et al. 2014).

Okratoksin A ile kronik maruziyet sonucu indiiklenen oksidatif hasar ve ratlarin distal tiibiil
toksisitesine kars1 giinliik meyve ekstraktlarin koruyucu etkisini aragtirmiglardir. Calisma; 28 giin siireli
kontrol ve 4 grup olarak planlanmis.1. grup kontrol, 2. grup OTA, 3.grup Acve Hurmasi, 4. grup OTA
+ Acve Hurmasi olarak planlanmistir. Calisma sonucunda anlamli olarak hurma ile birlikte OTA’nin
oksidatif stres etkinligini azaltarak nefrotoksitesinde azalma oldugu sdylenmektedir(Ali, Abdu et al.
2011). OTA ve AFBI1 uygulanan ratlarda, kemik iliginde mikroniikleus testi, karaciger ve bobrekte
comet assey uygulamiglar. Her iki toksin madde de kemik iliginde toksisiteye neden olmus. OTA ve
AFBI1 uygulanan ratlarda, karacigerde DNA hasar1 indiiklenmis bobrekte ise etki goriilmemistir.
Calisma sonucunda her iki mikotoksin genotoksisite ile ilgili antagonist bir iliski gosterdigi
diistintilmistiir(Corcuera, Vettorazzi et al. 2015). OTA’nin zararli etkilerini rat oosit matiirasyonu, in
vitro fertilizasyon (I\VVF), pre-post implantasyon sonrasi gelisimi in vitro ve in vivo olarak arastirmiglar.
Calismada 6zellikle, OTA’nin 6nemli Glgiide rat oosit matiirasyonunun bozuldugunu, IVF oranlarin
azaltarak in vitro olarak embriyo gelisimini inhibe ettigi gdzlenmistir. Bu, hayvan modellerinde oldugu
gibi, embriyonik implantasyon ve fetiis sagkalim oranlar1 iizerinde zararli etkileri olabilecegi
belirtilmistir(Huang and Chan 2014). Anne siitiindeki Aflatoksin M1 ve Okratoksin A miktarlar1 ile
annenin beslenme durumu arasindaki iliskiyi degerlendirdikleri ¢aligmalarinda besinlerinde tiiketim

miktarlar1 ve saklama kosullarinin dnemini vurgulamiglardir(Barut Uyar 2013).
SONUC

OTA’nin bobrek, karaciger ve beyin gibi bazi dokularda hasara yol actif1 tespit edildigi
goriilmektedir. Genel olarak, non-genotoksik karsinojenler simir etki iireten maddeler olarak
diistiniilmektedir. Karsinojeninlerin non-genotoxic mekanizmalarimdan dolayr DNA {izerine direkt
kimyasal bir etki icermemektedir, daha ¢ok hedef hiicreler iizerine ya da hiicre dis1 matriks lizerine
kanserojen etkiler gosterdikleri diisiinilmektedir. OTA serbest radikal olusturarak lipit
peroksidasyonuna neden olur ve toksisitesini ortaya c¢ikarir. OTA’nin sinyal yolaklari lizerine yapilan
calisma sonucunda JNK ve p38 aktivasyonunu tesvik ettigi ortaya koyulmustur. Yapilan c¢alismalar
sonucunda OTA’ nin hasarli hiicrelerin sagkalimini destekledigi ve boylelikle insan bobreginde olasi

karsinogenez mekanizmalara sebep oldugu agiga ¢ikarilmistir.

57



Ozdemir-Simsek & Ozgelik | Tipta Yenilik¢i Yaklasimlar Dergisi |
Journal of Innovative Approaches in Medicine, 2020, Vol. 1 (1), 46-62

Ek Beyan

Yazar katki oranlari: Yazarlar caligmaya esit oranda katki saglamistir.

Etik: Makalenin tiim siire¢lerinde JIAM'in aragtirma ve yayin etigi ilkelerine uygun olarak hareket
edilmistir.

Cikar catismasi1 bildirimi: Bu c¢alismada herhangi bir potansiyel c¢ikar ¢atigmast

bulunmamaktadir.
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