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DOKU KULTURLERINDE AFLATOKSININ ETKISI

Nalan XKarademir**

Effect of aflatoxin on tissue cultures

Summary: The effects of aflatoxin B, at the dose levels of 0,25
ug [ ml and 0,5 pg|ml were investigated on the fibroblasts and the
epithelial cells in tissue cultures. Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK)
epithelial cultures and fibroblast cultures of ll-day old chick embryo
were used in the study.

The results can be summarized as follows;

1 Rounded cells that tended to be vacuolated with enlarged cytop-
lasms and a slower rate of growth were observed in epithelial cells affec-
ted by aflatoxin.

2 In fibroblast cultures affected by aflatoxin, again a slower rate
of cell growth as well as polygonal cytoplasms together with the forma-
tion of giant cells and vacuolization in the cytoplasms were detected.

3 The uniformity in both of these cultures began to disappear
within 24 hours following the exposure to dflatoxin at a dose level of
0,25 wng/ml.

4. Nearly all of the cells in epithelial culture were observed to
disappear substituted by necrotic and necrobiotic cell debris within 72
hours following the addition of aflatoxin at a dose level of 0,5 pg/ml.

5. The pathological findings in the chick embryo fibroblasts at the
24th and 48th hours after the addition of the toxin were appeared to be
more evident than the findings noted concurrently in epithelial cultu-
res.

Ozet: Doku kiiltiiviinde fibroblast ve epitel hiicreleri iizerine 0,25

ug | ml ve 0,5 ug | ml dozlarinda aflatoksin By uygulanmis ve meydana
gelen degisiklikler incelenmistir. Calismada Madin-Darby Bovine Kid-

* Bu galiyma, aym bashkli doktora tezinden &zetlenmistir.
*  Dr., A.U. Veteriner Fakiiltesi, Patoloji Anabilim Dali, Ankara.
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ney (MDBK) epitel kiiltiirii ve 11 giinliik civciv embryosu fibroblast
kaltird  kullamilnugtir.

Elde Edilen Sonuglara Gore:

1. Aflatoksinli epitel kiiltiirlerinde, genis sitoplazmali, vakuolleg-
me gdsteren yuvarlaklagmig hiicreler ve iiremede yavaslama gézlenmis-
tir.

2. Aflatoksinli fibrobast kiiltiirlerinde, hiicre iiremesinde azalma,
poligonal sitoplazmalar ile dev hiicre formasyonlari ve sitoplazmada
vakuolizasyon saptanmigtir.

3. 0,25 ug/ ml dozunda 24. saatte her iki hiicre kiiltiiriinde de
tniformite kaybolmaya baslanugnir.

4. 0,5 ug/ mllik doz uygulandiginda epitel kiiltiiriinde 72. saat
sonunda, hiicrelerin tamanuna yakin biy kisnumin kayboldugu, yerlerinde
nekrotik ve nekrobiyotik hiicre artiklari biraktiklar: gozlenmistir.

5. Civciv embryosu fibreblastlar: tizerine 24. ve 48. saatlerde tok-
sin ildvesi sonucu gozlenen bulgularin ayn saatlerde epitel hiicrelerinde
saptanan bulgulardan daha siddetli olarak gelistigi dikkati ¢ekmigtir.

Girig

Ginimize kadar yapilan calismalar, 250°den fazla mantar tiiri-
niin mikotoksin olusturdugunu gdstermistir. Bunlar arasinda Veteri-
ner Hekimlik yoniinden 6nem tasiyanlari aflatoksinler, trikotesenler,
okratoksinler, T-2 toksini, zearalenone, rubratoksinler, patulin, sitri-
nin sterigmatosistin, penisillik asit, alternaryol, PR-toksin, kojik asit,
sporidemsin, tenuazonik asit ve ergot alkaloidleridir (2, 16).

Aflatoksinler, ¢esitli toksijenik mantarlar arasinda yer alan ve
basta Aspergillus flavus, Aspergillus oryzae, Aspergillus flavus var.
columnaris, Aspergillus flavus var. globus ve Aspergillus parasiticus
tiirleri olmak {izere, diger bazi Aspergillus, Penicillum ve Rhizopus
tirleri tarafindan sentezlenen, insan ve hayvanlarda ciddi toksikozis-
lere (aflatoksikozis) neden olan toksik metabolizma irinleridir (2,
3,30,36).

Aflatoksijenik mantarlarin {reyebilmesi ve toksin sentezleyebil-
mesi igin bir substrat bagimlilifn sézkonusu olmadigl icin her tiirli
yem ve gida maddesi aflatoksinlerle kontamine olabilir. Aerobik ko-
sullarda ortam rutubetinin % 15’ten yukanda (tercihen %, 70) ve 1s1-
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stmn da 20-30-°C’ler arasinda oldugu durumlarda mzla iireyerek
aflatoksin sentezleyebilirler (2,10.14,36,39).

Birgok tahil tiirii ve siit iiriinleri toksijenik Aspergillus flavus tir-
leri tarafindan kontaminasyona oldukc¢a duyarhdirlar (2,3,6,24).

Aflatoksinler, metanol, dimetil sulfoksit (DMSO), kloroform,
aseton ve propilen glikol’de erirler. Su ve petrol cterde erimezler
(2,9).

Aflatoksinler, ultraviole 1151 altinda gosterdikleri fluoresans
ozelliklerine gdre mavi (blue) fluoresans vercn By ve B,; yesil (green)
fluoresans veren G, ve G, esas komponentleri yamis'ra, hayvanlarin
siitiiyle disar1 ¢ikan siit toksinleri (milk toksin) olan M; ve M; kom-
ponentlerini de kapsarlar. Bunlardan baska Baa, Gaa. Py ve Qy ve
R, gibi diger komponentleri de igerirler (10, 12, 23, 37, 39).

Aflatoksinler arasinda en fazla toksik etkiye sahip olup invivo
oldiiriicii olam aflatoksin B,’dir. Aflatoksinlerin 6ldiirtcii etkileri
sOyle siralanabilir:

B, < G, < B, < G, (2, 26, 27, 28,. 36, 37, 38).

Aflatoksin ile kontamine olmus gida maddelerinin birgok hay-
van tiirii i¢in toksik ve karsinojenik oldugu bulunmustur (6, 7, 18, 20,
36, 37, 40). '

Toksikolojik arastirmalarda, etki mckanizmasimin ve kimyasal
toksisitenin siddetinin saptanmasi igin pekg¢ok hiicre kiltiirii sistem-
lerinden yararlanilmistir. Ozellikle Primer Fotal Dana Bobrek (FDB)
ve Madin-Darby Bovine Kidncy (MDBK) gibi standart hiicre kultir-
leri gogunlukta olmak {izere, ayrica primer hepatosit kiiltirleri, insan
akciger hiicreleri, embryo fibroblastlar1 ve tavsan cornea hiicreleri gibi
daha bircok hicre dizilerinden faydalamlmistir (4,13, 22,40).

insan ve hayvanlarda ¢ok 6nemli toksikozise neden olmast ve
iilkemizde giincelligini halen devam ettirmesi nedenleriyle aflatoksin
B,’in doku kiiltiiriinde epitel hiicreleri ve fibroblastlar iizerindeki et-
kisini degisik dozlarda ve degisik zamanlarda incelemek bu galisma-
nin amact olmustur.

Toksisite sendromuyla ilgili elde edilen ilk rapor geng hindilerde
bildirilmistir. Ingiltere’de 1960 yili itkbaharinda 100.000 hindinin 0l-
mesi lizerine yapilan c¢aligmalarda Oliimlerin, Brezilya’dan getirilen
fisuk kiispelerinden ileri geldigi anlasilmistir (Turkey-X-diseasej (1,
395).
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Ergin insan karaciger hiicresi ve akcifer hiicresi kiiltiirlerinin
aflatoksin B,’e karst embryo karaciger hiicre kiiltiirlerinden ¢ok daha
az duyarli oldugu saptanmistir (19). Bu bulgu, invivo denemelerde de
geng hayvanlarda daha fazla duyarhilik seklinde bildirilmistir {20, 21,
25).

Yoneyama ve ark. (49), bu 6n2mli gida kontaminanti olan afia-
toksin B,’in sitotoksisitesini standart hicre kiltiirlerinde; MDBK
hiicrelerinde ve FDDB hiicrelerinde degerlendirdiklerinde; FDB kiiltii-
ri, sitotoksik etki yoniinden yaklasik 4 kat daha duyarli bulunmustur.
Testin 72. saatinde 1se MDBK hiicreierinde oldugundan 10 misli daha
duyarh olmustur.

Saf ve kristalize aflatcksin preparasyonlarmin, kiiltiire edilmig in-
san diploid ve hetercploid embryonik akciger hiicrelerinde mitozu
baskiladigi, DNA scatezini inhibe ettii ve dev hiicre formasyonuna
sebep oldugu (9, 18, 19), yine invitro clarak DNA’y1 engclledigi ve
invivo olarak ise aflatoksin B;’in rat karaciger niiklear RNAs1 i¢ine
cytidine-H3'lin birlesmesini sliratle ¢cngelledigi ve niiklear RNA’nin
DNA’ya oranmin daha disiik oldugu; bunun sonucu olarak ta bu
bilesigin etki mekanizmasinda, aflatoksin B;’in DNA’ya baglanmasi-
nin en Oonemli etki olabilecegi bildirilmistir. Elde edilen sonuglar;
nukleustaki RINA sentezinin bloke edildigini 6ne sirmektedir (3,7,
32, 34).

Aflatoksin B,’in aktivasyonu, tamamiyla 2,3-epoxide’in formas-
yonu (epoksidasyon) ile sekillenmekte olup, sonugta bu bilesik kar-
sinojenik derivatif olarak gosterilmektedir (29).

Aflatoksin B, ve Gy’nin insan embryo karaciger hiicre kaltiir-
lerinde, aflatoksin B,’in ise ergin karaciger hiicre kiiltiirleri, semicon-
tintous (yar1 devamly) diploid karaciger hiicre kiiltird ve diploid akci-
ger hiicre dizisi iizerine sitotoksisitesi tayin edilmis ve aflatoksin B,
ve G,’nin, aflatoksin B,’e gbre insan embryo karaciger hiicrelerine ol-
dukca daha az toksik etki gosterdigi bulunmustur (33).

Juhasz ve Greczi (15) ,aflatoksinlerin determine edilmesinde
doku kiiltiirit inokulasyon teknigindea yararlanmislardir. Toksisite,
buzag bobrek monolayer kiltiriindeki hiicre yikimlanmasinin dere-
cesi ile degerlendirilmistir. Aspergillus flavus ile enfekte olmus yer-
fistigr Orneklerinin ekstraktlari, buzag: bobrek epitel kiiltiriinde
Snemli derecede sitotoksik etkili olmustur. Bu hicrelerde, nukleus
ve sitoplazmanin her ikisi de yikimlannustir.
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Yoneyama ve ark. (40), FDB ve standart MDBK hiicrelerinin,
aflatoksin B, igeren vasatla 24 saatlik muamele sonucunda, clektron
mikroskopik incelemelerde, bu hiicrelerde kromatinin hiicre igindc
yogunlastigini, sitoplazmadan nukleusun ayrildigini, sitoplazmada
vakuollerin sekillendigini ve ylizey mikrovilluslarin yikimlandigint
saptamislardir.

Gabliks ve ark, (8), aflatoksin B,’in toksisitesini tayin etmek igin
insanlarin serviks karsinomundan elde ettikleri Hela hiicre kiltiirii
ile normal dokudan alman Chang karaciger hiicreleri, 6rdek ve civciv
embryolarindan elde edilen iki adet primer hiicre kiiltiirt kullanmislar-
dir. Civciv embryo hiicrelerinde Dy, (Inhibitér Doz) 5,0 ug/ ml ola-
rak bulunmustur. Saptanan ilk sitotoksik etki; hiicre iiremesinde in-
hibisyon ile baslamistir ve bunu sitoplazmanin graniillii gortinimi,
sitoplazmada yuvarlaklasma ve daha sonra hiicrelerin dokiilmesi
takip etmistir. Minimal toksik doz civciv embryosunda 1-5 ug/ ml
dir. Her hiicredeki DNA ,RNA ve proteinin birlikte artigi, buna kar-
sin hiicre boliinmesindeki azalma; muhtemelen hiicre biiyiimesindeki
olasilifn gbstermektedir.

Engelbrecht ve ark. (7), 0,025-0,25 g/ ml'de 24 saat sonra hiicre
sayllarinda ve mitotik figiirlerin yiizdesinde bir azalma, 0,125 ile
0,25 pg/ml arasindaki konsantrasyonlarda nukleoluslarin yapt ve
biiyiikligiinde bir degisiklik ile nukleoluslarda iki ya da daha ¢ok
boliime ayrilmg ve yariklanmig gibi gorintimler saptamiglardir. Bu
sekildeki nukleoluslar kiigiik olup, bunlarin gozle farkedilmeleri de
giigtiir. Ayrica arastiricilar nukleuslarda piknoz, karyoreksis ile sitop-
lazmada vakuolizasyon ve hiicre debrilerindeki artis halini dejeneratif
degisiklikler olarak gozlemislerdir. 0,18 pg/ ml tzerindcki aflatoksin
oranlarinda, 48 saatlik stirenin sonunda mitotik figiirlerin oraniarinda
bir azalma, daha yiiksek konsantrasyonlarinda ise mitozun olmadigi
saptanmistir. Doz yiikseldikge, hiicre sayilarinda 6nemli bir azalma
ile birlikte ¢ogv eozinofilik olan birkag kiiclik nukleolusa sahip nuk-
leuslar, kromatin materyallerinde bir kayip gdstermisierdir. Ayrica
genis sitoplazmik vakuolizasyon, nukleuslarinda piknoz ve karyorek-
sis artisi ve hiicrelerde yuvarlaklagsma gorilmiistir (7).

Legator ve ark. (18, 19), heteroploid insan embryonik akciger
hiicre dizisi L-132 tlzerinde aflatoksinin etkisiyle hiicrelerde vakuol-
lesme ile asir1 derecede ¢ok sayida dev hiicreleri ve mitozun baskilan-
digim  saptamislardir.
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Smith (31), monolayer gelisme gosteren maymun bébrek hiicre-
lerine, gelistirme vasatinin 1 ml’sine 0,03 g aflatoksin B, in ilavesi
ile, gelismenin hemen hemen total olarak inhibe edildigi ve 3,0 pg’lik
toksin ile de hiicre yikimlanmasinin olustugu saptanmustir.

Sullman ve ark. (33), aflatoksin B,’in ergin insan karaciger hiic-
relerinde, embryonik hiicrelerden daha az toksik oldugunu saptamis-
lardir. Bu sonug, aflatoksinin ergin hayvanlarda, genc hayvanlara gore
daha yiiksek diizeyde detoksikasyona ugradigi kamsimi uyandirmistir.

Materyal ve Metot

Aflatoksin B,’in canlh hiicreler lizerindeki etkisini incelemck ama-
cayla kullanilan materyal ve uygulanan metot asagidadir.

1— Kullanilan Hiicreler

A) Epitel hiicre kiltiiriinin hazirlanmasi:

Epitel hiicrest olarak devamlt Madin-Darby Bovine Kidney
(MDBK)-73 no’lu hiicre kiltiirii kullanildi. Bu hiicreler Veteriner Fa-
kiiltesi Viroloji Bilim Dal’ndan alindi ve sisede (1000 cc) tek tabaka
olusturacak sekilde etiivde tiremeye birakildi. Epitel hiicrelerinin 48
saatlik siirenin sonunda mikroskop altinda tamamen tek tabaka olus-
turdugu saptandiktan sonra pasaj yapildi. Bu amagla Versen tripsin
ve Eagle vasati kullanildi. Versen tripsinle hiicrelerin sisenin yiizeyin-
den ayrilmalart saglandi. 1000 devirde 10 dakika santrifiije edildi. Ust
kisim atildi. Dipte kalan hiicre {izerine bir miktar Eagle vasati konup
5-10 dakika siireyle pipete edildi. Hiicrelerin birbiricrinden tek tek
ayrilmalarn saglandiktan sonra 2 adet 1000 cc’lik siseye 90’ar cc Eagle
vasati ve 10’ar cc serum kondu ve tiipteki hiicre ile vasat karigimi da
esit olarak iki siseye ilave edildi. 37°C’de 48 saat slireyle inkube edil-
di. Kontaminasyon olmadigi kontrol edildikten sonra etiivden alinan
hiicreler santrifiije kadar olan isleme tibi tutuldu. Sivi kismi uzaklas
tinldiktan sonra 20 cc Eagle vasati ile 10 dakika siireyle pipete edildi.
Pasteur pipetiyle bir miktar almip thoma laminin iki gbziine de birer
damla kondu ve tiim alana yayilmasi saglandiktan sonra mikroskop
altinda formasyonu diizgtin olan hiicreler her iki bolmede de sayildi.
Aritmetik ortalamalar1 alindiktan sonra bu sonug¢ 96 hiicre olarak bu-
lundu. Formiile uygulandiginda;
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Ortalama hiicre sayist x sulandirma x sabit say1 (10000)
Mililitrede istenen hiicre sayist

96 x 20 x 10000
5x10°

Bu durumda toplam hacim 40 cc olacak sekilde daha dnceden konulan
vasata 6 cc serum, 14 cc’de Eagle vasati konuldu. Pipete edilip 10 adet
petri kutusunun herbirine 4’er cc taksim edildi. CO’li etiivde 24 saat
siireyle inkube edildi.

39 bulundu.

B) Fibroblast hiicre kiiltiiriiniin hazirlanmasi:

11 giinliik 4 adet embryolu yumurta steril kosullarda agildi. Embr-
yolar steril bir petride toplandi. Kafa ve ekstremiteleri uzaklastirihp
geri kalan kismu gift bistiiri ile parcalanip steril bir erlene alindr ve
PBS-M ile 5 kez yikandi. % 0,25’lik tripsinden her defasinda erlene
ilave etmek suretiyle 20’ser dakika siireyle magnetik karigtirici tizerin-
de karistirildi. Agzi tiilbentli beherden sivi kisim stiziildd. Bu siizinti
buz kabi iginde buzdolabinda muhafaza edildi. Doku bitince tripsini-
zasyon islemi tamamlandi. Bu siiziintii santrifij tiipiine konup, 1000
devirde 10 dakika siireyle santrifiije edildi. Sivi kisim atildi. Dipte
yaklagik 1,5 ml hiicre vardi. 1,5 ml Hank’s vasati ve 1,5 ml de serum
kondu. Pipete edilip hiicrelerin ayrilmas: saglandiktan sonra 500 cc’
lik kiiltiir sisesine 10 cc serum, 40-50 cc de Hank’s vasati ile 1 ml de
eldeki hiicreden kondu. 37°C’de 48 saat siireyle etiivde inkube edildi.
Sonra santrifiije kadar olan kisim yapildi. Ust kisim atildi. Dipte
kalan hiicreye 10 ml Hank’s vasatt konup pipete edildi. Uzerine 4 ml
serum, 30 ml Hank’s kondu. Tekrar pipete edildi ve dip kisminda bi-
rer yuvarlak lamel bulunan Cell Culture Staining Camber (CCSC)’
lerin herbir goziine 1’er cc olacak sekilde 36 goze de kondu. Kapak-
lar1 kapatilip 37°C’de 24 saat siireyle inkubasyona birakildi.

2- Aflatoksinin hazirlanig

Bu ¢alismada, Sigma’nin No.A-6636 aflatoksin B; maddesi kul-
lanildi. 1 mg'lik aflatoksinin tamam: 100 ml propilen glikol iginde
¢oziilerek 9 1’lik stok bir solusyon hazrladi.

3— Aflatoksinin uygulanmasi

Epitel hiicre kiiltiirii igin COy’li etiivde tiremeye birakilan petri-
lerdeki vasatlar lastik bir puar yardumyla uzaklastinlip 10 adet petri-
den 2 adeti hiicre kontrol olarak, 8 tanesi de 0,25 vg/ mP’lik aflatoksin
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B, verilmek Uzere ayrildi. Bir erlen igine herbir petri kutusu igin 4 cc
olacak sekilde toplam 32 cc Eagle vasati kondu. % I’lik aflatoksin
stoktan da 0,8 cc ilave edildi. Pipete cdilip herbir petriye 4 cc konuldu.
Hiicre kontrollere de sadece Eagle vasati kondu. CO;’li etiivde bek-
letildi.

Epitel hicre kiltirinin ikinci grup ¢aliymasinda ise aflatoksin
B,’in dozu iki misline ¢ikarild: (0,5 pg/ ml).

Ayni dozlarda yine MDBK hiicreleri ile ikinci bir gahsma daha
yapildi. Birinci ¢alismanin tekrari niteliginde olan bu g¢alismada 20
adet petri hazirland1.

Fibroblast hiicre kiiltiiri i¢in 1se CCSC igindeki hiicreler 24 saat-
lik tiremenin sonunda etiivden alinarak hiicre kontrolleri ayrild: ve
0,25 ug/ ml'lik doz igin herbir goze 9 1’lik stoktan 0,025 cc ilave
edilirken, 0,5 pg/ mI'lik doz igin dc¢ herbir gbze 0,05 cc bu stoktan
konuldu. Pipete edildi.

Hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasi ve aflatoksinin uygulanmasi
Fakiiltemiz Viroloji Bilim Dali’nda yapilmistir.

4- Boyama ve mikroskopik inceleme

0,25 pg/ ml aflatoksin uygulanan epitel kiiltiiriinden 2 adeti ile
bir hiicre kontrol 39. saatte CO,’li etiivden alimip birkag kez PBS ile
yikandi. Giemsa (Merck) sulandiriimadan hiicrelerin yiizeyini kapla-
yacak sekilde ortama kondu. 1,5 dakika sonra boya ortamdan gekile-
rek 5-6 kez distile su ile yikandi. Petri kutularinin kapaklar arahk
birakilarak 12 saat siireyle temiz, tozsuz bir ortamda kurutuldular.
48. ve 72. saatlerde de bu islemler tekrarlandi.

fkinci grup calismada afiatoksinin dozu iki misline ¢ikarld.

Fibroblast kiiltiiriinde 24., 48. ve 72. saatler sonunda her defa-
sinda hiicre kontrolleri ile birlikte CCSC gozlerindeki lameller 6zel
yiikselticiler ile yiikseltildi, vakum pompast ile sivi kisim gekildi.
PBS ile birka¢ kez yikandi. Saf asetonla 10 dakika siireyle tesbit edil-
di. Aseton ortamdan uzaklastirilip saf Giemsa (Merck) ile 1,5 dakika
stireyle lameller boyand:i ve distile su ile yikandi. Etiivde kurutulup,
entallen ile lam Uzerine yapistinldi.

Bovanan petri kutular1 ve lameller 151tk mikroskopunda (Leitz-
orthomat arastirma mikroskopu) incelendi ve hiicrelerin fotografiarn
cekildi.
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Bulgular

Epitel hiicreleri iizerinde degisik dozlarda kullanilan aflatoksin
B/in etkisi

Aflatoksin B, (0,25 pg/ ml) dozunda: 24. saatte, kontrol kiiltiir-
lerde hiicrelerde iiniformite belirgin oldugu halde, bu hiicrelerde iini-
formite kaybolmaya baslamisti. Hiicrelerde fazla bir degisiklik secil-
memekle beraber, bazi hiicre adalarinda diger hiicrelere oranla daha
koyu boyanmis hiicreler goriildi.

48. saatte, hiicreler, kontrol kiiltiirlerdeki hiicrelerin aksine {ini-
form yapida degillerdi. Baz1 hiicrelerin sitoplazmalari genislemis ve
sinirlan segilemiyordu. Bu sekildeki hiicrelerde vakuollesme belirgindi.
Yer yer oldukga koyu boyanmis dejenere epitel hiicreleri segildi. Bazi
hiicrelerde nukleuslar iri bir gorinim almiglardi. Nukleuslar genel-
likle birden fazla nukleolus igermekteydi.

72. saatte, normal kiiltiirlerde gok sayida hiicrenin hemen hemen
tiim alam kaplamis olmasina ve dejenerasyona ait herhangi bir bulguya
pek rastlanmilmamasma karsin, bu kiltirlerde hiicreler, kaldirim tagt
gibi yapilarini kaybetmis ve trabekiiler sekilde olusum gostermislerdi.
Birkag hiicreden ibaret kiigiik hiicre adaciklan sekillendirmislerdi.
Cok sayida, olduk¢a koyu boyanmus hiicreler sahaya hakimdi. Genis
sitoplazmali, dejenere epitel hiicreleri ¢ok sayida vakuol igermekteydi.

Aflatoksin B, (0,5 ug/ ml) dozunda: 24. saatte, normal kiiltiir-
lerdeki epitel kiime olusumlar: yerine, toksin ildveli kiltiirlerde kor-
don ya da trabekiil olusumlart gorildii. Hiicreler arasinda dissosiyas-
yon belirgindi. Ayrica arada dejenere, genis sitoplazmali tek tiik hiic-
reler de segildi.

48. saatte, normal kiiltiirlere oranla, toksin ildveli kiiltiirlerde,
kiigiik hiicre adaciklari olusturmus olan epitel hiicrelerinden hemen
hemen hepsinin olduk¢a koyu boyanmis olmasi dikkat gekiciydi.
Hiicre icinde nukleus segilemiyordu. Hiicreler, trabekiiler uzantiar
sekillendirmislerdi. Hiicre smirlart segilemiyordu.

72. saatte, hiicre kiimelerinin yerini, dejenere, yuvarlaklasms,
bir veya birka¢ hiicreden olugmus hiicre kiimeleri artiklarina terket-
tigi goriildi. Arada genis sitoplazmali, sitoplazma sinirlar kaybolmus
ve ¢ekirdeklerini yitirmis olan nekrobiyotik ve nekrotik hiicre artik-
lar1 saptandi ve bu hiicrelerin sitoplazmalarinin asidofilik boyandig
dikkati gekti.
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Fibroblastlar iizerinde aegisik doziarda kullanidan aflatoksin Byin
etkisi

Aflatoksin B, (0,25 ug/ ml) dozunda: 24. saatte, normal kiltiir-
lerde genis alanlar halinde gorilen fusiform hiicre topluluklari yerine
yer yer poligonal sitoplazmali ve yer yer de fusiform yapida olan hiic-
reler goriildi. Ozellikle genis sitoplazmali olan hiicrelerde vakuolles-
me belirgindi. Arada bazofilik sitoplazmali, gekirdekleri segilemeyen
ig biciminde hiicrelere rastlandi. Ayrica bazi sahalarda tek tiik pik-
notik ¢ekirdek yapilart da dikkati gekti.

48. saatte, kontrol kiiltiirlerdeki gibi, hiicre topluluklari, genis
alanlar olusturamamis olup, genelde tek tek ya da kiigiik hiicre ada-
ciklart seklindeydi. Yer yer de ¢ok genis poligonal sitoplazmah (lig-
gen, besgen seklinde), ayrica dejenere olup yuvarlaklagsmis veya oval
bir sekil almis ya da sadece ¢ekirdek yiginindan ibaret olusumlar goz-
lendi. Hiicre iiremesi belirgin olarak azalmist:.

Fibroblast kiltirlerindeki yukarida agiklanan bulgulanin aym
saatlerde epitel kiiltiirlerinde saptanan bulgulardan daha siddetli ola-
rak gelistigi dikkati gekti.

72. saatte, bazi alanlarda 2-3 adet poligonal hiicrenin biraraya
gelerek olusturduklart hicre adaciklart segilmekle birlikte genelde,
yuvarlaklasip oldukga koyu boyanmis ve tek tek segilen hiicreler dik-
kati gekti. Ayrica bazofilik sitoplazmal:, cekirdekleri segilemeyen ig
biciminde hiicreler gozlendi. Kismen biitinligiinii koruyan hiicrelerde
ise yogun bir vakuollesme kendini gosterdi. Hiicre sayisi belirgin bir
sekilde azalmisti.

Aflatoksin B, (0,5 ug/ ml) dozunda: 24. saatte, hiicre sayist yo-
gun olmakla beraber genelde yuvarlaklasmis ve nukleus yapisi tam se-
cilemeyen koyu boyanmis hiicreler alana hakimdi. Alanda birden fazla
nukleus iceren dev hiicre formasycnlarn goézlendi. Gerek dev hiicre-
lerinin sitoplazmasinda, gerekse tck tek olupta sitoplazmalart agik
renkte olan hiicrelerde vakuollesme belirgindi.

48. saatte, hiicre sayist normal kiltiirlere oranla azalmig, fakat
yine ¢ok ¢ekirdekli dev hiicre yapilari, olduk¢a koyu boyanip yuvar-
laklasmis olan piknotik goriiniimlii hiicreler ile gerek dev hiicrelerinde
gerekse tek tek segilen hiicrelerde vakuolizasyon dikkati ¢ekti.

72. saatte, mikroskop alaninda ¢ok az sayida hiicre scgilebiliyor-
du. Tek tiik rastlanan bu hiicreler poligonal ya da fusiform yapisint
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tamamen kaybetmis ve hemen tamanu yuvarlak, koyu kitleler halini
almisti. Nukleus kesinlikle segilemiyordu. Hiicrelerin bazilari daha
koyu boyanmis olmakla beraber, bazilarinda belli belirsiz bir sitop-
lazma segilebiliyordu.

Tartisma ve Sonug

Aflatoksinlerin insan ve hayvanlardaki toksik etkileri, gerek in-
vivo (11, 26, 32, 34, 38) ve gerekse invitro (4, 5, 7, 8, 11, 13, 15, 17,
18, 19, 22, 29, 32, 33, 40) calismalarla saptanmis olup, bu konuda ¢e-
sitli yayinlar bulunmaitadir.

Doku kiiltirlerinde aflatoksinlerle ilgili ¢alismalarda arastirici-
larin kullandiklan aflatoksinin dozu, aflatoksinin tiiriine ve kullanilan
hiicrenin gesidine gore degismekle beraber genellikle 0,025 pg/ ml ile
7.0 pg/ ml arasindadir. Bu ¢alismada da, birgok arastiricinin bu ko-
nuda yapmis oldugu ¢alismalarda oldugu gibi (4, 5. 7. 8, 9,11, 15, 17,
18, 19) bu sinirlar arasinda kalan 0,25 ug/ml ile 0,5 pg/ ml dozlar
kullanilmistir.

Bu maddelerin toksik etkileri, arastirmada kullanilan maddenin
miktarina, uygulama siiresine ve testin sistemine gore degismekle be-
raber genelde yiiksek dezda oldiricii, disiik dozlarda ise histolojik
degismclere yol agmakta (3, 36) ve bu yoniiyle invivo olarak eide edi-
len bulgular invitro elde etti§imiz bulgularla paralellik arz etmektedir.

Calismalarimizda kullandifimiz standart MDBK hiicreleri ile
civciv embryosu fibroblast kiiltiirleri karsilastirildiginda; denemenin
ilk iki giiniinde fibroblast hiicre kiiltiiriindeki morfolojik degisiklikler
daha siddetli goériilmekle beraber, 72. saatte her iki kiltirde de ozel-
likle yiiksek doz (0,5 p.g/ ml) uygulanmasinda bulgularin benzer ol-
dugu saptanmistir. Yapilan arastirmalarda (40), FDB gibi primer hiic-
re kiltirlerinin MDBK gibi standart hiicre kulturlerinden sitotoksik
etki yéniinden en az 4 misli daha fazla duyarl: oldugu, ayrica aflatok-
sin uygulanmasindan sonra 72. saatte duyarlilifin daha yiiksek seviye-
ye ulastizi ve MDRK hiicrelerinin sitoplazmalarinin aflatcksin B
etkisiyle ig bigimini aldig1 gérilmustiir. Bu bulgularin, ¢galismannzda
sccilen bulgularla benzerlik gdsterdigi saptanmistir.

Gabliks ve ark. (8). aflatoksin B;’in toksisitesini tayin etmek igin;
HeLa hiicre kultiirii, insan chang karaciger hicreleri ile 6rdek ve civ-
civ embryolarindan elde edilen iki adet te primer hiicre kiiitlirii kullan-
muslar ve ilk sitotoksik etki olarak hiicre tGremesinde bir inhibisyon
gdrmiislerdir. Bunu takiben sitoplazmada sekillenen progresiv bir
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granulasyon, yuvarlaklasma ve daha sonra hiicrelerin dokilmesi gibi
bulgular (DNA, RNA ve proteindeki birlikte artisa karsin hiicre bo-
linmesindeki azalma sonucu sckillendigi bildirilen hiicre biiyiimest)
bizim ¢alismalarimizda elde ettifimiz bulgularla paralellik géstermck-
tedir. Ayrica aym arastiricilar (8), toksik yerfistigi ile besledikleri
rat ve drdek yavrularmda; dokularin histolojik bakisinda, hipertrofik
hiicreler ve bilyiimiis ¢ekirdekler gozlemislerdir ki, bu invivo calis-
malar vaptiklart invitro ¢alismalarla uyum gostermistir. Bu aragtirici-
larin invivo elde ettigi bulgularla ¢alismamizda da segilen ve yukarida
acgiklanan bulgular paralellik gostermektedir.

Engelbrecht ve ark. (7)'nin bobrek epitel hiicre kiltiirlerinde af-
latoksin By, Bs, G; ve Gyden hazirlanus olduklars 97 92’lik aflatok-
sini kullanmalan sonucunda 0,025-0,25 g/ ml'lik dozda hiicre sayisi
ve mitotik figiirlerin yiizdesinde bir azalma saptamislardir. Burada
bu bulgularla bizim bulgularimiz arasinda bir benzerlik gériilmektedir.
Ayrica bu arastiricilar, bizim yiiksek doz olarak kullandigimiz dozu
0,5 pg/ ml) kullanmay: tercih etmisler ve daha ¢ok nukleoluslardaki
degisiklikler iizerinde durmuglardir. Nukleuslardaki piknoz, karyo-
reksis ile sitoplazmada saptadiklart vakuolizasyon ve hiicre debrile-
rindeki artis ile karakterize olan dejeneratif degisiklikler, ¢ahgsmamiz-
da saptanan bulgularimizla bir benzerligin oldugunu ortaya Koy-
maktadir.

Literatiirde belirtilen (7) ve hiicrelerin birgogunda sekillenmis
oldugu saptanan fragmentasyon ile nukleclusun kigiilmesi ve kroma-
tin tretimindeki azalma sonucu hayili nukleuslarin sekillenmesi,
rastladiimiz  bulgularimiz arasindadiz. Calismanuzda kiiltiirlerde
rastlanan mitotik hiicre oranimin aflatoksinli kiltiirlerde azalnmus ol-
masi, literatirlerdeki (7, 9, 18, 19) verilerle paralellik gostermektedir.
Ancak pseudoprofaz ve bloke edilmis metafazda bir artisin olmast ve
normal mitozdaki azalmaya karsin, fazlaca gortlen anormal form-
lar (7) bulgularimiz arasinda degerlendirilemedi. Buna karsin Legator
ve ark. (19Ymin heteroploid insan embryonik akciger hiicre dizisi
L-132 iizerine aflatoksin uygulanmasi sonucu hiicrelerde tesbit citik-
leri vakuollesme ile birlikte ¢ok sayida dev hiicresi olusumlari, ¢alis-
mamizda saptanan bulgularla benzerlik gostermektedir.

Yapilan bu galismada civciv embryosu fibroblastlarinin deneme-
nin ilk iki giiniinde afiatoksin B,’e kargi standart epitel hiicreierine
oranla daha fazla duyarhbk gdstermesi, fibroblastlarim embryonal
mezodermal kokenli hiicreler olmast ile agikianabilir.
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Resim 1. Normal epitel kiiltird, kaldinm tast gérinimii, 72. saat, Giemsa, x700.
(The normal epithelial culture).

Resim 2. Epitel hiicreleri (Af. B, 0.5 ug/ ml), kiigiik hiicre adaciklari, 48. saat. Giemsa,
x900.

(The epithelial cells (Af.B, 0,5 ug / ml), the small islets of cells, following 48-hr treatment).
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Resim 3. Epitel hiicreleri (Af.B, 0.5 pg/ ml), nekrobiyotik ve nekrotik hticre artiklari,
72. saat, Giemsa, x350.
(The epithelial cells (Af.B, 0.5 ug/ ml), necrobiotic and necrotic cells, following 72-hr
treatment).

o ’, 2, = i
Resim 4. Normal fibroblast kaltard, Giemsa, x1400.
(The normal fibroblastic culture)
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Resim 5. Fibroblastlar (Af.B, 0.25 ug/mil). poligonal stioplazinalar, yuvarlaklagmis,
gekirdek yiginindan ibaret hicreler, 48. saat, Giemsa, x1400.

(The fibroblastic cells (Af.B, 0.25 ug/ ml) polygonal cytoplasiis, small and rounded nuc-
lear debris.48-hr).

» T

. . B - “ -5
Resim 6. Fibreblastlar (Af.B, 0.5 ug/ml), dev hiicre formasyonlart. yuvarlaklasmis
dejenere hiicreler, 24. saat, Giemsa, x1400.
(The fibroblastic ceils (Af.B, 0,5 wg/ ml) giant-cell formation rounded cells, following
24-hr trcatment).
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Resim 7. Fibroblastlar (Af. B, 0.5 ug/ ml), ¢ok g¢ekirdekli dev hiicre yapilari, yuvarlak
piknotik ¢ekirdekli hiicreler, 48. saat, Giemsa, x1400.
(The fibroblastic cells (Af.B, 0.5 ug/ ml), giant cell formation, rounded cells with picnotic
nuclei. 48-hr after treatment).

4 e . — : ~

.

| A 2
Resim 8. Fibroblastlar (Af.B, 0,5 ug/ ml), ¢ok az sayida yuvarlak, koyu kitleler halinde
hiicre artiklar:, 72. saat, Giemsa, x1400.

(The fibroblastic cells (Af.B, 0.5 pg/ ml), a few rounded and small cells. Basophilic cell
debris. 72-hr after treatment;.
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