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OZET

Amag: Kifli (gogermis) peynir genellikle iilkemizin dogu bolgesinde iiretilip her kesimden insan tarafindan yiiksek
miktarlarda tiiketilen giinliik bir besin kaynagidir. Bugliine kadar yapilan ¢alismalar, genel anlamda turetilen peynirler
lizerinde yetisen mikroorganizmalarin tanimlanmasi ve bu mikroorganizmalar tarafindan tiretilen toksinlerin belirlenmesi
amaciyla dizenlenmistir. Ancak kiflii peynirler tizerinde yetisen mikroorganizmalar tarafindan tiretilen sekonder
metabolitler, peynir iceriginde bulunan suda ve alkolde ¢éziinen protein, yag ve karbonhidrat gibi molekiillerle etkilesime
girerek herhangi bir toksik mekanizmaya neden olma potansiyelleri daha 6nce degerlendirilmemistir.

Gereg ve Yontem: Calismamizda, Erzurum yoresine ait farkli mandiralardan alinan ti¢ farklh kiiflii civil peynirin toplam izolati
organizmalarla birlikte hazirlanarak fibroblast hiicre kiiltiiriinde (HDFa) in vitro sitotoksik ve genotoksik degerlendirmeleri
yapumistir. Htucre Kkultirtiinde toksikolojik degerlendirmeler 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium
Bromide (MTT) hiicre canlilik testiyle belirlenmistir. izolatlarin hiicrelerde olusturabilecegi genotoksik ézellikler Hoechst
33258 floresan boyama teknigi kullanilarak cekirdek yapilar: floresan mikroskop altinda incelenmis ve farkli cekirdek
mutasyonlar1 belirlenmigtir. Ayrica, akis sitometrisi teknigi kullanilarak hiicrelerde olusabilecek 6lim mekanizmalar:
ortaya konulmustur.

Bulgular: Kifli peynirlerden elde edilen su ve alkol izolatlarinin hiicre kultiirleri tizerinde minimum %10 ve maksimum %40
seviyesinde bir sitotoksisiteye neden oldugu ve bu sonuglarin kontrole kiyasla 6nemli bir seviyeye ulastig1 tespit edilmistir.
Ayrica, ¢ekirdek mutasyonlari incelendiginde uygulanan izolatlarin hiicre kilttirleri tizerinde 6nemli 6l¢iide bir mutasyona
neden olmadif belirlenmistir. Kiiflii peynir uygulamalari, akis sitometrisi sonuclarina gore hiicre 6lim mekanizmalarinin
apoptotik 6lum yolaklar: tizerinden gerceklestigi gorilmustur.

Sonu¢: Calismamiz sonucunda kiiflii peynir izolatlarinin farkh seviyelerde sitotoksik 6zellikler gosterebilecegi anlagilmis
ve kontrole kiyasla dnemli seviyede bir genotoksisite gostermedigi belirlenmistir. Elde edilen bilgiler 1s181nda, kiifli peynir
uygulamasinin mutajenik bir etkiye sahip olmadig: fakat yliksek miktarlarda etkilesim durumunda apoptotik hiicre 6lim
mekanizmasinin tetiklendigi anlagilmigtir.

Anahtar kelimeler: Kiiflii peynir, toksisite, in vitro, akis sitometrisi, biyogiivenlik
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ABSTRACT

Aim: Moldy (blue cheese) cheese is generally produced in eastern region of our country as daily food sources consumed
by many people. The previous studies were designed to identify microorganism varieties growing on the cheese and to
investigate their toxic substances. Seconder metabolites produced by microorganisms grown on moldy cheeses and the toxic
mechanism by interacting with water and alcohol soluble materials like proteins, fats and carbohydrates in cheese content
were evaluated.

Material and Methods: Three different moldy cheese isolates from different dairy farms in Erzurum region were prepared
together with organisms and in vitro cytotoxic and genotoxic evaluations were performed on fibroblast cells (HDFa).
Toxicological evaluations were performed by 3- (4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide (MTT) cell
viability test. Genotoxic properties of isolates were examined using Hoechst 33258 fluorescent staining technique, nuclei
structures were examined under fluorescence microscope and different nucleus mutations were determined. In addition,
cell death mechanisms resulted from isolate applications have been investigated by flow cytometry technique.

Results: It was determined that water and alcohol isolates obtained from moldy cheeses caused a minimum of 10% and
a maximum of 40% cytotoxicity on cell cultures, and these results reached a significant level compared to controls. In
addition, when nuclear mutations were examined, it was seen that applied isolates did not cause a significant mutation on
cell cultures. Finally, according to flow cytometry results, cell death mechanisms occur through apoptotic death pathways as
a result of moldy cheese applications.

Conclusion: It was analyzed that moldy cheese isolates may show different levels of cytotoxic properties and they did not
show a significant level of genotoxicity compared to the negative control. Also, it was understood that the application
of moldy cheese did not have mutagenic effects but, the apoptotic cell death mechanism was enhanced when the high
concentrations of isolates were applied.

Keywords: Moldy cheese, toxicity, in vitro, flow cytometry, biosafety

GIRIS

Peynir, yiksek kalite ve miktarda protein, A, B,
vitamini, kalsiyum ve yag icermesi nedeniyle ginlik
besin 6gesi ihtiyacimizin karsilanmasinda 6nemli bir
yeri vardir (1). Turk Gida Kodeksi Peynir Tebligine (2)
gore peynir; “Hammaddenin uygun bir pihtilastirici
kullanilarak pihtilagtirilmasy ve pihtidan peynir
alti1 suyunun ayrilmasiyla ya da sutin permeatinin
ayrimasindan sonra pihtilagtirilmasiyla elde edilen,
farkl sertliklerde ve yag iceriklerinde, salamura ile
ya da kuru tuzlama ile tuzlanarak ya da tuzlanmadan,
baslangic kultir kullanarak ya da kullanmadan,
telemesi haglanarak ya da haslanmadan, c¢esnili ya
da cesnisiz olarak, teknigine uygun olarak uretilen,
olgunlagtirilmadan ya da olgunlastirildiktan sonra
tiketilen, cesidine 0zgu karakteristik 6zellikleri
gosteren  siit olarak tamimlanmistir.
Turkiye, peynir cesitleri ve uretimleri bakimindan
oldukca zengin bir ilke konumundadir fakat

urinleri”

uretimlerinin yiiksek miktarinin yoresel oldugu ve bu
yoresel uretimlerin diger yorelerde yaygin olmadig:
bildirilmistir (3). Bu peynir cesitlerinden birisi de
Erzurum kifli civil, diger adiyla gogermis peynirdir.
Kiflu peynirler iilkemizde sevilerek tliketilen peynir
cesitlerinden birisidir. Divle tulum peyniri, Konya
kifli peyniri, gogermis peynir, Tomas peyniri,
Isparta kiiflii peyniri, Kayseri ¢omlek peyniri ve kiiflii
tulum peyniri ulkemizde baglica tiretilen geleneksel
kufli peynirlerdir (4). Erzurum bolgesi ve civarinda
uretilen bu kifli peynir ¢esidi olan gogermis peynir
iki farkl yontemle tretilmektedir. Birinci yontemde,
civil peynir %70-75 ve lor peyniri %30-25 oranlarinda
karisim hazirlanarak yapilirken diger yontemde ise
yalnizca civil peynir ile yapilmaktadir. Bu tretim
yontemlerinin her ikisinde peynirler tuzlandiktan
sonra plastik bidonlara doldurulur ve bidonlarin
agizlar1 sikica kapatilir. Bidonlarin kapaklar
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delinerek ters cevrilir ve peynir suyunun akarak
ayrilmas1 saglanir. Bidonlar 8-12°C’de kuf gelisimi
olusuncaya kadar depolanmaktadir (5).

Kufli peynirler evlerde ya da kiicik isletmelerde
herhangi bir baglangic kultur kullanilmadan
geleneksel yontemlerle olgunlastirilan ortamdaki ya
da peynirin kendi dogal yapisinda mevcut olan kiifler
ile olgunlastirilarak turetilmektedir (4-6). Baslangic
kiltiri kullanilarak tretilen kuafli peynirlerde,
peynirin yizeyinde gelismesi istenilen kiiflerin
uUretimde peynirin ylizeylerine puskurtilmesi ve
peynirin icinde gelismesi istenilen kufler ise stt
pihtilasmadan once ilave edilmektedir. Paketlenerek
uretilen kifli peynirlerin iiretiminde ise baslangic
kiifleri paketleme sirasinda ara ara serpilerek
peynire inokiile edilmektedir (7). Kufli peynirler
genellikle pastorizasyon islemi gormemis yagsiz
ya da bir miktar yag alinmis koyun, keci, inek
sutinden veya bu sitlerin karigimlar: kullanilarak
uretilir. Ayrica, yagsiz tulum peyniri gibi cesitli
peynirlerin ufalanarak karistirilmasiyla da uretildigi
bilinmektedir. Iki iiretim seklinde de peynir alt1
suyunun suzdirilmesinden sonra bidon, c¢omlek
ya da tulumlarda ve hava girmeyecek bir sekilde
mahzen, magara, depo veya toprak altina gémiilerek
peynir olgunlastirilir (5). Olgunlastirildiktan sonra
peynir parcalar seklinde Kkesilir ve odalarda veya
magaralarda mavi-yesil bir renk alincaya kadar
bekletilir. Kifli peynirin ylzeyinde beyaz ile mavi-
yesil damarli kiifler olusmaktadir. Peynirde aroma ve
tat yogunlugu flora nedeniyle olugsmaktadir (6).

Baslangic kiltiiri igin secilecek olan kiiflerin,
patojenik ve toksik Ozelliklerinin olmamasinin
yani sira antibiyotik benzeri sekonder metabolitler
uretmemeleri gerekmektedir. Baslangic kulturunde
kullanilan bu kufler proteolitik, amilolitik, lipolitik
aktiviteler  gosterebilmelidir. Bununla beraber
istenilen tat, koku ve gorunusu saglayabilmeli
ve karakteristik kuif peynire
verebilmelidirler. Baglangic kiltirleri peynirin
yuzeyinde veya icerisinde rahatlikla gelisebilmeli
ve diger mikroorganizmalarin  aktivitelerini
engellememelidirler. Ayrica urinde istenilen

aromasini

miktarda ve renkte miseller olusturabilmelidirler
(7). Kuflu civil peynir tizerinde daha 6nce yapilmis
bir calismada, Erzurum’dan temin edilen 41 kuflu
civil peynir 6rneklerinden 186 izolat elde edilmistir.
Bu izolatlardan koloniler elde edilmis ve elde edilen
bu koloniler geleneksel ve molekiiler yontemler
kullanilarak tanimlanmigtir. Suglarin makroskobik ve
mikroskobik 6zellikleri yoniinden degerlendirilmesi
sonucunda 186 izolatin tamami Penicillum cinsine ait
olup agirlikla P. Roqueforti oldugu belirlenmistir (8).
P. Roqueforti cinsinin urettigi Roqueforti C ve onun
oncu maddesi Roqueforti D gibi toksik maddelerin
mutajenik olmadigl ancak paralitik ve noérotoksik
ozellik gosterdigi bilinmektedir (9). Bunun yaninda,
PR-toksin P. Roqueforti tarafindan tretilen, niikleik
asit ile protein sentezini inhibe ettigi ve insanlar i¢in
sitotoksik oldugu bilinen bir sekonder metabolittir. P.
patulin, P griseofulvum, P. expansum, P. sclerotigenum
P. carneum ve P. paneum turleri tarafindan tretilen
patulinin ise immunsupresif ve karsinojenik 6zellik
gosteren bir toksin oldugu bilinmektedir. Ticari
baslangic kultiri olarak kullanilan ve mavi kiflu
peynirlerden izole edilen P. Roquefortinin birgok
besiyeri ortaminda bu toksini Urettigi bildirilmistir
(10,11). Peynirin yuzeyinde bulunan ve bir zaman
sonra peynirin icine nifuz eden mikotoksinler
karaciger ve bobrek bozuklugu, sinir ve bagisiklik
sistemi bozuklugu ve deri duyarliligl ya da nekrozu
gibi ciddi saglik sorunlarina neden olabilmektedirler
(12-14). Gunumtuzde 350’ye yakin mikotoksin
uretebilen kiif oldugu bilinmektedir. Ayrica kiifler
tarafindan olusturulan 200’den fazla mikotoksin
cesidi Dbildirlmistir (15). Bu toksinler arasinda;
aflatoksinler, okratoksinler, patulin, trikotesen,
zearalenon, fumonisin, sterigmatosistin,
penisillik asit, fumonisin ve Penicillum roqueforti
toksini (PR toksini) en sik karsilasilanlardir (15-17).
Erzurum’da toplanan peynirlerden izole edilen P.
Roqueforti izolatlarinin tamaminin 5 °C, 12 °C ve 25
°C’de patulin, PR toksin, penisilik asit ve roquefortine
urettikleri tespit edilmistir (18). Bunun yani sira
bir bildiride farkli peynirlerden izole edilen 176 P.
roqueforti susunun %12’sinin patulin ve penisilk
asit urettikleri bildirilmigtir (19). Yapilan bagka

sitrinin,
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bir calismada, 41 kifli civil peynirden elde edilen
195 P roqueforti susunun %83.03’Unin 25°C’de
%51.5’inin de 5°C de toksin olusturduklar: ve olusan
bu toksinlerin PR toksin, pensilik asit ve roqueforti
olduklar1 bildirilmistir. Ayrica bu calismada, P.
roqueforti izolatlarinin 28’inin 5°C ve 25°Cde toksin
olusturmadiklar1 da bildirilmistir (8). Daha oOnceki
calismalarda, peynir tizerinde yetisen kuf tiirlerinin
belirlenmesiveizole edilen kif tiirlerinden elde edilen
metabolitlerin karakterize edilmesi amaclanmigtir.
Bu calismada ise farkli mandiralarda uretilen kifli
peynir drneklerinden saflastirma yapmadan toplam
izolatlarinin, sitotoksik ve genotoksik etkilerinin insan
fibroblast hiicre hattinda belirlenmesi amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Ornek Secimi

Kifli civil peynir 6rnekleri Erzurum ilinde tretim
Her

bir peynir Ornegi icin 10-15 garalifinda Ornekler

gosteren ¢ farklh mandiradan alinmaistir.
tartilmigtir. Daha sonra bu ornekler 3’er tekrar
olacak sekilde siiflandirilmistir. Toplamda, her bir
ornek basina 3 tekrar olacak sekilde 9 adet deneysel
grup olusturulmus (kiufli peynir) ve 3 tekrarh
kiflendirilmemis civil peynir o6rnekleri negatif
kontrol olarak kullanilmistir.

Kiiflii Peynir izolatlarinin Olusturulmasi

ik olarak kiiflii peynir érnekleri siv1 azot icerisinde
dondurulmustur.Dahasonrabirdokupargalayicisinda
toz haline getirilmigtir. Toz haline getirilen kufli
peynir 6rnekleri saf su ve etil alkol (%96) icerisinde bir
glin boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Suda
¢ozlinmeyen maddelerden kurtulmak icin filtrelenen
ornekler liyofilizasyon cihazinda kurutulmustur. Elde
edilen izolatlar farklh agirliklarda alekotlanarak su
icerisinde belirli konsantrasyonlarda ¢ozulmustir.

Insan Fibroblast Hiicre Kiiltiirii

Insan fibroblast hiicre hatti (HDFa, ATCC® PCS-
201-012™) DMEM besiyeri icerisinde %1 penisilin/
strepromisin antibiyotik karigimi, %10 FBS, %5 CO,
ve 37 °C sicaklik ortaminda konfluensiye ulasana
kadar buyutulmiustir. Ekstrakte edilen kufli peynir
ornekleri toksikolojik calismalarda 481ik hitcre
kultirad plakalarinda biyttilen fibroblast hiicre
hattinda denenmistir. Denemeler li¢ tekrar halinde;
uc¢ farkh kifli peynir izolatinin uygulandifl hiicre
kiltiry, kifstiz peynir izolatinin uygulandig hiicre
kiltiru ve negatif kontrol olarak hichir uygulamanin
yapumadigr fibroblast hiicre kiiltiri analiz
edilmistir. Fibroblast hiicre kiltiri saghkli insan
hicre tipi olmasi ve hiicre kiltiiri tabanina yapisma
ozelligi ile genotoksisite ve sitotoksisite analizlerinin
yapilmasinda guvenilir bir hiicre kiltiri modelidir.
Peynir ornekleri, genellikle sitotoksik ve genotoksik

etki c¢alismalarinda kullanilan minimum doz
araliginda (1.5-200 pg/ml) hiicre kultirlerine
uygulanmigtir.

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide (MTT) Analizi
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-y1)-2,5-Diphenyltetrazolium
Bromide (MTT) analizi in vitro ortamda canhlik
yuzdesini belirlemek icin renk yogunlugunu o6lcen
kolorimetrik bir tekniktir. Hucreler 48lik plate’e
bélme basina 100 pL kiiltiir mediumu igerisinde 102
(a=5) hiticre bulunacak sekilde, muamele edilmis
izolatlarla birlikte ve yoksun olarak ekilmigtir.
Hicrelerin CO, etiiviinde 37 °Cde 24 saat inkiibe
edilmis ve her bir bolmeye 10 pL MTT karisimi
eklenmigtir. Dairesel karigtiricitda bir dakika
hafifce karigtirthp CO, etiiviinde 3-4 saat 37 °Cde
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda olusan
formazan bdlmelerin dibinde koyu kristaller halinde
gorulmektedir. Kultir mediumu hticre tabakasini
dagitmadan dikkatli bir gekilde her bir bdlmeden
aspire edilmistir. Alternatif olarak dibe yapismayan
hiicrelerin ¢okmesi i¢in aspire edilmeden 6nce plate
400xg’da 10 dakika santifriijlenmistir. Her bir bélmeye
100 uL kristal ¢oziicli solisyon (DMSO) eklenmistir.
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Her bir numunenin absorbansi 570 nm’de microplate
okuyucu kullanilarak él¢tilmustir (20).

Hoechst 33258 Floresan Boyama ile Cekirdek Yapisi
Analizi

Hoechst 33258 boyama mutasyona ugramis
cekirdekleri saptamak i¢in kullanilmigtir. Fibroblast
hiicre kultiriine kifli peynir izolatlari, normal
peynir  izolatlar1  farklh  konsantrasyonlarda
uygulanmis ve negatif kontrol olarak herhangi bir
izolatin uygulanmadif: hiicre kiiltirid kullanilmigtir.
Hiicre cekirdek morfolojisini analiz etmek icin 24 saat
inkiibe edilmistir. Ardindan, hticreler fosfat tamponlu
tuzlu suda %4 paraformaldehitle 4 °C’de 30 dakikada
sabitlenmigtir. Hucreleri PBS ile yikadiktan sonra
nikleer DNA’lar oda 1s1sinda 5 dakika boyunca 1 uM
Hoechst 33258 floresan boyasi ile inkiibe edilmisgtir.
Hiicreler floresan mikroskobu (Leica® DM IL LED)
altinda 20X buyutmede gozlenmis ve fotograflanmistir
(21).

Apoptoz-Nekroz Testi

Deneysel uygulamalarin yapildigi hiicre kiltirlerine 5
dakika oda sicakliginda tripsin uygulanarak hiicreler
kiltur plakasimin tabanindan kaldirilmigtir. 5x10*
hiicre santrifiij ile toplanmig ve 500 ul 1X baglama
tamponunda yeniden siispanse edilmistir. Daha sonra,
kiiltiirlere 5 ul Annexin V-FITC ve 5 ul propidyum
iyodur (PI 50 ug/ml) ilave edilmis ve karanhkta 5
dakika inkiibe edilmistir. Ardindan, kulttrler, FITC
ve rodamin igin cift filtre seti kullanilarak bir akis
sitometrisi cihazinda incelenmistir (22).

Istatiksel Analizler

Grup analizleri One-way Annova iglemi ile
gerceklestirilmistir. Izolatlarin hiicreler tizerindeki
toksik etkileri Dunnet (kontrole karsi)) ve Tukey
coklu kiyaslama analizleriyle ile karsilastirilmistir.
Anlamlilik diizeyi %5 olarak belirlenmistir (p<0.05).
Hesaplamalar, GraphPad Prism versiyon 7.0 programi

kullanilarak yapilmisgtir.

BULGULAR

Kiflendirilmemis civil peynirin etil alkol (EtOH)
ve su (dH,0) izolatlarinin hiicre canlihii tzerine
olan etkileri incelendigine, negatif kontrole kiyasla
Oonemli olciide bir degisim gostermemis ve toksisite
gozlenmemistir (S§ekil 1). Bunun yaninda, kufli
peynir su izolatlarinin uygulanmasi sonucunda
kultirlerdeki MTT canlilik testleri incelendiginde tig
farkli izolatin da hicreler lzerinde 6nemli 6l¢iide
canlilify azalttigi belirlenmistir. Her bir izolatin
en disik konsantrasyonunda (dH,0-1, 1,562 pg
ml?) dahi hiicrelerde minimum %20 seviyesinde
canliligy  azalttifi  hesaplanmistir. En  yuksek
konsantrasyonda uygulanan su izolatlarmnin (dH,0-
2, 200 pg ml') minimum %30 sitotoksisiteye neden
oldugu anlasilmistir (Sekil 2). Ay sekilde, etil alkol
izolatlarinin canlibik tizerinde 6nemli dlctide etkili
oldugu belirlenmistir. Fakat etil alkol izolatlarinin en
dusik dozunda (EtOH-1, 1,562 ug ml?) sulu izolatlara
kiyasla daha dusik bir sitotoksik etki (yaklasik %10)
gosterdigi anlasilmistir. Ayrica, en yiksek dozda
uygulanan etil alkol izolatlarin (EtOH-2, 200 ug
ml?) minimum %44 sitotoksisiteye neden oldugu
belirlenmistir (Sekil 3).

Kifli peynirlerden elde edilen su (dH,0) ve etil
alkol (EtOH) izolatlarinin insan fibroblast (HDFa)
hiicre hatti lzerinde uygulanmasi sonucunda
olusabilecek niikleer anomaliler, Hoechst 33258
Floresan boyama teknigi ile bir floresan mikroskop
yardimiyla belirlenmigtir. Calismada su ve etil alkol
izolatlar1 hucre kultirtine en yiksek dozda (200 ug
ml?) uygulanmis ve 24 saatin sonunda hiicrelerdeki
anomaliler (MN; mikronitikleus, Lobbed ve Notched
anomalileri) sayidmistir. Sonuglar incelendiginde
farkli kifli peynirlerden elde edilen su ve alkol
izolatlarinin htucre kultirleri tzerinde negatif
kontrollere (izolatlarin uygulanmadig1 hiicre kultiirii)
kiyasla onemli seviyede bir degisiklik meydana
getirmemiglerdir (Tablo 1 ve $ekil 4).

Ek olarak, su ve alkol izolatlarin HDFa hicre
kiiltiiriinde olusturdugu sitotoksisite mekanizmasini
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Sekil 1. Kiiflendirilmemis civil peynirin su (dH,0) ve etil alkol (EtOH) izolatlarinin insan fibroblast (HDFa) hiicre kiiltiri

uzerinde MTT hiticre canlilik testi ile sitotoksik etkilerinin belirlenmesi.
Sembol (*), izolat uygulamalarinin negatif kontrol ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli farki (p<0.05) temsil etmektedir.
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Sekil 2. Kiifli peynirin su (dH20) izolatlarinin insan fibroblast (HDFa) hiicre kiltiiri izerinde MTT hiicre canlilik test ile

sitotoksik etkilerinin belirlenmesi.
Sembol (*), izolat uygulamalarinin negatif kontrol ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli farki (p<0.05) temsil etmektedir.
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Sekil 3. Kifli peynirin etil alkol (EtOH) izolatlarinin insan fibroblast (HDFa) hiicre kiiltlirii tizerinde MTT hiicre canlilik test

ile sitotoksik etkilerinin belirlenmesi.

Sembol (*), izolat uygulamalariun negatif kontrol ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark: (p<0.05) temsil etmektedir.

Tablo 1. Kifli peynirlerden elde edilen su (dH20) ve etil alkol (EtOH) izolatlar1 uygulanan insan fibroblast (HDFa) hiicre

hattinda niikleer anomaliler.

Niikleer Anomaliler (NA)
Toplam MN Toplam Loblu Toplam Centikli Ortalama NA/1000 hiicre + SD
(-) Kontrol 11 8 6 0.025+0.00182
EtOH-1 (200 pug ml?) 13 7 8 0.028+0.0019?
EtOH-2 (200 ug ml?) 12 5 9 0.026+0.00182
EtOH-3 (200 ug ml?) 14 7 6 0.027+0.00182
dH20-1 (200 pg ml?) 12 6 8 0.026+0.00172
dH20-2 (200 pg ml?) 13 7 8 0.028+0.0019?
dH20-3 (200 pg ml?) 15 6 5 0.026+0.00182

“a” sembolii ile gosterilen degerler arasinda anlamli bir degisiklik olmadigt belirtilmektedir.

incelemek icin akis sitometrisi analizi yapilmistir.
Yapilan analizler, 200 pyg ml! konsantrasyonda
uygulanan kufli peynir izolatlarin hiicre canliliklar:
uzerine olan etkileri hitucre canhlif1 testleriyle
paralellik gostermektedir. Calisma sonucunda alkol
izolatlarinin su izolatlarina kiyasla daha yiiksek bir
oranda hticre canhlifini disurdigu anlasimistir.

Oliim mekanizmalari analiz edildiginde, kiiflii peynir
izolatlarinin sitotoksisite mekanizmasinin daha cok
apoptotik bir yolak izledigi belirlenmistir (Sekil 5).
Apoptoz oranlarina bakildiginda, alkol izolatlarinin
ortalama %48’lik bir apoptotik 6lim goézlenirken, su
izolatlarinda ortalama %37’lik bir oranda apoptoz
analiz edilmistir.
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Sekil 4. Hoechst 33258 Floresan boyama ile cekirdek yapisi analizi 6rnek gorunttleri. Her bir drnek maksimum
konsantrasyonda (200 pg ml?) hiicre kilttiriine uygulanmistir.

A- Negatif kontrol (hi¢hbir izolatin uygulanmadigt hiicre kiiltiirti)
B- Etil alkol (EtOH-1) izolati uygulanan hiicre kiiltiirii

C- Su (dH20-1) izolati uygulanan hiicre kiiltiirti

D- Su (dH20-2) izolatt uygulanan hiicre kiilttirti goriintiist

TARTISMA

Kufli peynir, oncelikle Tirkiye’'nin dogusunda,
0zellikle Erzurum ilinde, civil peynir ve lor peyniri
kullanan mandiralarda tretilmektedir. Uretim
sirasinda, civil peynir ve lor peynir karisimi keci
derisine veya plastik torbalara preslenir ve ¢ ay
veya daha uzun stirede olgunlastirilir. Olgunlasma
doneminde, dogal kontaminant kif tiirleri peynir
yuzeyinde buylir ve tadina Kkatkida bulunur
(23,24). Uretilen kiifli peynirlerin insan saghig
uzerine olan etkileri ayrintili bir calismayla hentiiz
belirlenmemistir. Yapilan calismalarda ise farkl

kifli peynir cesitleri tizerinde olusan kuf tirlerinin
belirlenmesi ve bu tirlerin olusturabilecegi
mikotoksinlerin arastirilmasi amaclanmigtir (25-27).
Bu calismada, Erzurum yoresinde ti¢ farkli mandirada
uretilen kifli civil peynirin sitotoksik ve genotoksik
incelemesiinvitro ortamda gerceklestirilmistir. Onceki
calismalardan farkh olarak kif ve peynir izolatlar
beraber hazirlanarak, kif metabolitlerinin peynir
iceriginde bulunan protein, yag ve karbonhidrat
gibi maddelerden ayristirilmadan toplam izolasyon
orneklerinin sitotoksik ve genotoksik etkilerinin

incelenmesi amaglanmuistir.
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Sekil 5. Kuflu peynir izolatlar: uygulanan hiicre kiltiirlerinin akis sitometrisi (anneksin V- (FL1-H) ve PI- (FL2-H) etiketli
hicreler) sonuglari. A- EtOH-1 izolati uygulanmis hiicre kultiri, B- EtOH-2 izolat1 uygulanmis hiicre kiltiri, C- EtOH-3
izolati uygulanmis hiicre kiltiirii, D- dH20-1 izolat1 uygulanmis hiicre kiltiirii, E- dH20-2 izolat1 uygulanmisg hiicre kiltiird,
F- dH20-3 izolat1 uygulanmuis hiicre kiiltiirii, G- Negatif kontrol (Higbir izolatin uygulanmadig1 hiicre kiiltiirii) ve H-izolatlarin

uygulandig1 hiicre kiltiirlerinin grafiksel gésterimi.

Daha 6nce yapilan bir ¢calismada, kiiflii peynirlerden
izole edilen kuf tirlerinin tamaminin Penicillum
cinsine ait oldugu belirlenmis ve bu cins igerisinde
baskin susun P. Roqueforti oldugu anlasimistir (8). P.
Roqueforti tiru Uizerinde ki toksikolojik calismalar bu

tirin iki farkli sekonder metabolit (Roqueforti C ve
Roqueforti D) irettigi ve Uretilen bu metabolitlerin
norotoksik ve paralitik etki gosterdigi bildirilmigtir.
Ancak, uretilen bu sekonder metabolitlerin DNA
uzerinde etkilerinin ileri

mutajenite olmadig1
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strtlmustir (9). Dahasi, P. Roqueforti tiirii tarafindan
uretilen ve PR-toksin olarak adlandirilan bir
diger metabolitin protein ve niikleik asit sentezini
bloklayarak insanlar tizerinde toksik bir etki yarattig1
gozlenmistir (10). Bu c¢alismalarin diginda, peynir
yuzeyinde gelisen farkli kif turlerinin urettigi
cesitli mikotoksinlerin (aflatoksinler, okratoksinler,
patulin, trikotesen, zearalenon, fumonisin, sitrinin,
sterigmatosistin, penisillik asit ve fumonisin) zamanla
peynir icerigine karistigl ve tuketilmesi durumunda
sinir, bagisiklik, sindirim ve bosaltim sistemi tizerinde
olumsuz etkilerinin olusacagini one siren bazi
arastirmalar literatiirde yer almaktadir (12,13,15,16).
Bu calismada ise kiifli ve kiiflendirilmemis civil
peynirlerden hazirlanan su (dH,0) ve etil alkol
(EtOH) izolatlarinin HDFa hiicre kultiirt tizerindeki
sitotoksik etkileri MTT hiicre canhilik testiyle analiz
edilmigtir. Sonuclara gore, farklh mandiralarda
uretilen Ui¢ peynir drneginden hazirlanan izolatlarin
konsantrasyona bagl sekilde ve onemli diizeyde
sitotoksik etkigosterdigi belirlenmistir. Karsilastirmal
kontrol olarak hazirlanan kiuflendirilmemis civil
peynir izolatinin huicre kultiirt tizerinde herhangi
bir sitotoksik etkisinin bulunmadig1 ve sonug olarak
civil peynir tuzerinde buyttilen kuf tirlerinin
peynir icerikleriyle beraber toksik bir etki gosterdigi
anlasilmistir (Sekil 2 ve 3).

Peynir izolatlarinin uzun vadede saghik sorunlarina
neden olup olmayacagl genotoksiste analiz
yontemi olan mikrocekirdek testiyle belirlenmistir.
Mikrogekirdek analizi genellikle htcrelerin maruz
kaldig1 maddelerin biiyiik mutasyonlara neden olma
kapasitesini tayin etmede ve Kkanserojen madde
tayininde kullanilmaktadir (28,29). Daha once
yapilan bir ¢alismada ise bircok Penicillum cinsinin
sekonder metabolit olarak urettigi patulin organik
bilesiginin karsinojenik ve immunsupresif etkileri
bildirilmektedir (11). Ancak, bu ¢calismada uygulanan
kifli peynir izolatlarinin, negatif kontrole kiyasla
onemli dizeyde bir genotoksisiteye sahip olmadig:
ve MN, Loblu ve Centikli mutasyonlarinin negatif
kontrole benzer bir seviyede oldugu belirlenmistir
(Tablo 1 ve Sekil 4).

Hiucre 6lum mekanizmalarinin insan saglig1 acisindan
buiytuk bir 6nemi bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalara
gore, apoptotik 6lim yolaklarinin nekrozdan farkli
olarak kontrolli bir 6lim cesidi olmas1 nedeniyle
saglik acisindan olumsuz etkileri daha dusuktur.
Bunun yaninda, daha ¢ok hasar gormius ve yaslanmis
hiticrelerin apoptoza ugradigl belirtilmekte ve sonug
olarak apoptoz yolaginin hiicre yenilenmesini
arttirdigl one surilmektedir (30,31). Bu calismanin
sonucunda, kiifli peynir izolatlarinin daha c¢ok
apoptotik bir 61im mekanizmasiyla hiicre kiltiriinde
sitotoksisiteye neden oldugu belirlenmis (Sekil 5) ve
bu mekanizmanin insan saghg1 acisindan buyuk
risklere neden olmayacag: disunulmektedir.

Sonu¢ olarak, bu calisma ile kiifli peynirin insan
fibroblast hiicreleri lizerinde sitotoksik bir etkiye
sahip oldugu ve bu sitotoksisitenin apoptotik bir
yolak uizerinden gerceklestigi belirlenmistir. Ayrica,
kiiflii peynirin insan saglig1 acisindan mutajenik ve
karsinojenik bir etki gostermedigi anlagilmigtir. Hatta
hiicre yenilenmesini tetikleyici etkisinin olabilecegi
yapilan bu calisma ile ortaya konulmustur. Ancak,
calismanin daha kesin sonuclar sunabilmesi igin kiiflii
peynir diyetinin hayvan deneyleri ve gen seviyeleri
uzerinde analiz edilmesi gerekmektedir. Gelecekte
yapimasidisiinilen calismalarda, Erzurum bolgesine
0zgu kiiflendirilmis civil peynir tizerinde yetisen kif
tirlerinin belirlenmesi ve bu tiirlerden elde edilecek
spesifik toksinlerin arastirilmasi daha net veriler elde
edilmesini saglayacaktir.
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catismast olmadigu beyan ederler. = The authors declare
that they have no conflict of interest.
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