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DOKU KÜLTÜRLERiNDE AFLATOKst,aN ETKisı

Nalan Karademir* *

Effect of aflatoxin on tissue CiL itlires

Summary: The effeets of aflatoxin Bı at the dose levels of 0,25
[Lg / ml and 0,5 [Lg / ml were investigated on the fibroblasts and the
epithelial eells in tissue cultures. Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK)
epilhelial eultures and fibroblast cultures of ll-day old chiek embryo
were used in the study.

The results can be summarized as follows;
1 Rounded eells that tended to be vacuolated with enlarged ey top-

lasms and a slOlver rate of grOlı.th were observed in epithelial cdls affec-
ted by aflatoxin.

2 In fibroblast eııltııres affeeted by aflatoxin, again a slower rate
of cell growth as ~••.ell as polygonal eytoplasms together ıvith the forma-
tion of giant cells and vaeııolization in the eytoplasms were deteeted.

3 The uniformity in both of these eultures began to disappear
within 24 hours following tlıe exposure to aflatoxin at a dose level of
0,25 [J.g / ml.

4. Nearly all of the eells in epithelial eulture were observed to
disappear substituted by necrotic and necrobiotic eell debris willıin 72
hours following the addition of aflatoxin at a dose level of 0,5 [Lg / ml.

5. The pathological findings in the elıick embryo fibroblasts at the
24th and 48th hours af ter the addition of the toxin were appeared to be
more evident than the findings noted eoncurrently iıı epitlıelial eultu-
res.

Özet: Doku kültüründe fibroblast ve epitel hücreleri üzerine 0,25
;ı.g/ ml ve 0,5 [Lg / ml dozlarında aflatoksin Bı uygulanmış ve meydana
gelen değişiklikleı incelenmiştir. Çalışmada Madin-Darby Bovine Kid-

* Bu çalışma, aynı başlıklı doktora tezinden özetlenmiştir.
* Dr .• A.Ü. Veteriner Fakültesi, Patoloji Anabil!m Dalı. Ankara.



DOKU KGı:rÜRLERİNDE AFLATOKSİNİN ETKİsİ 285

ney (MDBK) epitel kültürü ve i i günlük civciv embryosu fibroblast
kültürü kullaııılmıştır.

Elde Edilen Sonuçlara Göre:

i. Aflatoksinli epitel kültürlerinde, geniş sitoplazmalı, vakuolleş-
me gösteren yuvarlaklaşn1lş hücreler ve üremede yavaşlama gözlenmiş-
tir.

2. Aflatoksinli fibrobast kültürlerinde, hücre üremesinde azalma,
poligonal sitoplazmalar ile dev hücre formasyonları ve sitoplazmada
vakuolizasyon saptanmıştır.

3. 0,25 !J.g/ ml dozunda 24. saatte her iki hücre kültüründe de
üniformite kaybolmaya başlanllştır.

4. 0,5 !J.g/ ml' lik doz uygulandığında epitel kültüründe 72. saat
sonunda, hücrelerin tamamına yakın bil klSmm111kaybolduğu, yerlerinde
nekrotik ve nekrobiyotik hücre artıkları bıraktıklan gözlenmiştir.

5. Civciv embryosu fibroblastlarz üzerine 24. ve 48. saatlerde tok-
sin ilavesi sonucu gözlenen bulgularm aynı saatlerde epitel hücrelerinde
saptanan bulgulardan daha şiddetli olarak geliştiği dikkati çekmiştir.

Giriş

Günümüze kadar yapılan çalışmalar, 250'den fazla mantar türü-
nün mikotoksin oluşturduğunu göstermiştir. Bunlar arasında Veteri-
ner Hekimlik yönünden önem taşıyanları aflatoksiııler, 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, çeşitli toksijenik mantarlar arasinda yer alan ve
başta Aspergillus flavus, Aspergillus oryzae, Aspergillus flavus var.
columnaris, Aspergillus flavus var. globus ve Aspergillus parasiticLlS
türleri olmak üzere, diğer bazı Aspergillus, Penicillum ve Rhizopus
türleri tarafından sentezlenen, insan ve hayvanlarda ciddi toksikozis-
lere (aflatoksikozis) neden olan toksik metabolizma ürünleridir (2,
3,30,36).

Aflatoksijenik mantarların üreyebilmesi ve toksin sentezIeyebil-
mesi için bir substrat bağımlılığı sözkonusu olmadığı için her türlü
yem ve gıda maddesi aflatoksinlerle kontamine olabilir. Aerobik ko-
şullarda ortam rutubetinin % 15'ten yukarıda (tercihen % 70) ve ısı-
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sının da 20--30- °Cler arasında olduğu durumlarda hızla üreyerek
aflatok sin sentezleyebilirler (2, i0.14,36,39).

Birçok tahıl türü ve süt ürünleri toksijenik Aspergillus flavus tür-
leri tarafından kontaminasyona oldukça duyarlıdırlar (2,3,6,24).

Aflatoksinler, metanol, dimetil sulfoksit (DMSO), kloroform,
aseton ve propilen glikol'de erirler. Su ve petiOl eterde erimezler
(2,8).

Aflatoksinler, ultraviole ışığı altında gösterdikleri flLloresans
özelliklerine göre mavi (blue) fluoresans veren Bı ve Bz; yeşil (green)
fluoresans veren Gı ve Gz esas komponentleri yanısıra, hayvanların
sütüyle dışarı çıkan süt toksinieri (milk toksin) olan M ı ve Mz kom-
ponentlerini de kapsarlar. Bunlardan başka B2a, Gza, Pı ve Oı ve
Ro gibi diğer komponentleri de içerirler (i O, 12, 23, 37, 39).

Aflatoksinler arasında en fazla toksik etkiye sahip OILlp invivo
öldürücü olanı aflatoksin Bı 'dir. Aflatoksinlerin öldürücü etkileri
şöyle sıralanabilir:

Bı < Gı < B2 < G2 (2, 26, 27, 28,. 36, 37, 38).

Aflatoksin ile kontamine olmuş gıda maddelerinin birçok hay-
van türü için toksik ve karsinojenik olduğu bulunmuştur (6,7, 18,20,
36, 37, 40). .

Toksikolojik araştırmalarda, etki mekaniz.masının ve kimyasal
toksisitenin şiddetinin saptanması için pekçok hücre kültürü sistem-
lerinden yararlanılmıştır. Özellikle Primer Fötal Dana Böbrek (FDB)
ve Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK) gibi standart hücre kültür-
leri çoğunlukta olmak üzere, ayrıca primer hepatosit kültürleri, insan
akciğer hücreleri, embryo fibroblastlan ve tavşan cornea hücreleri gibi
daha birçok hücre dizilerinden faydalanılmıştır (4,13, 22,40).

İnsan ve hayvanlarda çok önemli toksikozise neden olması ve
ülkemizde güncelliğini halen devam ettirmesi nedenleriyle aflatoksin
Bı 'in doku kültüründe epitel hücreleri ve fibroblastlar üzerindeki et-
kisini değişik dozlarda ve değişik zamanlarda incelemek bu çalışma-
nın amacı olmuştur.

Toksisite sendromuyla ilgili elde edilen ilk rapor genç hindilerde
bildirilmiştir. İngiltere'de 1960 yılı ilkbaharında ı00.000 hindinin öl-
mesi üzerine yapılan çalışmalarda ölümlerin, Brezilya'dan getirilen
fıstık küspelerinden ileri geldiği anlaşılmıştır (Turkey-X-disease) (i,
35).



DOKU KÜLTÜRLERİNDE AFLA'rOKSİNİN ETKİsİ 281

Ergin insan karaciğer hücresi ve akciğer hücresi kültürlerinin
aflatoksin Bı'e karşı embryo karaciğer hücre kültürlerinden çok daha
az, duyarlı olduğu saptanmıştır (I 9). Bu bulgu, invivo denemelerde de
genç hayvanlarda daha fazla dLiyarlıiık şeklinde bildirilmiştir (20, 21,
25).

Yoneyama ve ark. (40), bu ön~mli gıda kontaminanh olan af1a-
toksin Bı'in sitotoksisitesini standart hücre kültürlerinde; MDBK
hücrelerinde ve FDB hücrelerinde değerlendirdiklerinde; FOB kültü-
rü, sitotoksik etki yönünden yaklaşık 4 kat daha duyarlı bLllunmuştur.
Testin 72. saatinde ise MDBK hücreierinde olduğundan LO misli daha
duyarlı olm:ıştur.

Saf ve kristalize af1atoksin preparasyonlarının, kültüre edilmiş in-
san diploid ve heteroploid embryonik akciğer hücrelerince mitoZll
baskıladığı, DNA sentezini inhibe ettiği ve dev hücre formasyonuna
sebep olduğu (9, 18, i9), yine invitro olarak DNA'yl engellediği ve
invivo olarak :se aflatolsin Bı 'in rat karaciğer nüklear RNA 'sı içine
cytidine-I-P'ün birleşmesini süratle engellediği ve nüklear RNA'nın
DNA' ya oranının daha düşük olduğu; bunun sonucu olarak ta bu
bileşiğin etki mekanizmasında, af1atoksin Bı'in DNA'ya bağlanması-
nın en önemli etki olabileceği bildirilmiştir. Elde edilen sonuçlar;
nukleustaki RNA sentezinin bloke edildiğini öne sürmektedir (3,7,
32, 34).

Aflatoksİn Bı'in aktivasyonu, tamamıyla 2,3-epoxide'in formas-
yonu (epoksidasyon) ile şekillenmekte olup, sonuçta bu bileşik kar-
sinojenik derivatif olarak gösterilmek ted ir (29).

Aflatoksin Bz ve Gz'nin insan embryo karaciğer hücre kültür-
lerinde, aflatoksin Bı'in ise ergin karaciğer hücre kültürleri, semicon-
tinious (yan devamlı) diploid karaciğer hücre kültürü ve diplüid akci-
ğer hücre dizisi üzerine sitotoksisitesi tayin edilmiş ve aflatoksin B2

ve Gz'nin, aflatoksin Bı 'e göre insan embryo karaciğer hücrelerine ol-
dukça daha az toksik etki gösterdiği bulunmuştur (33).

Juhasz ve Greczi (15) ,aflatoksinlerin determine edilmesinde
doku kültürü inokulasyon tekniğinde:ı yararlanmışlardır. Toksisite,
buzağı böbrek monolayer kültüründeki hücre yıkımlanmasının dere-
cesi ile değerlendirilmiştir. Aspergil1us flavus ile enfekte olmuş yer-
fıstığı örneklerinin ekstraktIan, buzağı böbrek epitel kültüründe
önemli derecede sitotoksik etkili olmuştur. Bu hücrelerde, nükleus
ve sitoplazmanın her ikisi de yıkımlanmışhr.
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Yoneyama ve ark. (40), FOB ve standart MDBK hücrelerinin,
aflatoksin Bı içeren vasatla 24 saatlik muamele sonucunda, elektron
mikroskopik incelemelerde, bu hücrelerde kromatinin hücre içinde
yoğunlaştığını, sitoplazmadan nukleusul1 ayrıldığını, sitoplazmada
vakuollerin şekillendiğini ve yüzey mikrovillusların yıkımlandığını
saptamışlardır.

Gablıks ve ark, (8), aflatoksin Bı'in toksisitesjni tayin etmek için
insanların serviks karsinomundan elde ettikleri HeLa hücre kültürü
ile normal dokudan alınan Chang karaciğer hücreleri, ördek ve civciv
embryolarından elde edilen iki adet primer hücre kültürü kullanmışlar-
dır. Civciv embryo hücrelerinde 1050 (İnhibitör Doz) 5,0 (.Lg / ml ola-
rak bulunmuştur. Saptanan ilk sitotoksik etki; hücre üremesinde in-
hibisyon ile başlamıştır ve bunu sitoplazmanın granüllü görünümü,
sitoplazmada yuvarlakIaşma ve daha sonra hücrelerin dökülmesi
takip etmiştir. Minimal toksik doz civciv embryosunda I-5 ~.Lg/ ml
dir. Her hücredeki ONA ,RNA ve proteinin birlikte artışı, buna kar-
şın hücre bölünmesindeki azalma; muhtemelen hücre büyümesindeki
olasılığı göstermektedir.

Engelbrecht ve ark. (7), 0,025-0,25 [.Lg / ml'de 24 saat sonra hücre
sayılarında ve mitotik figürlerin yüzdesinde bir azalma, 0,125 ile
0,25 [.i.g/ ml arasındaki konsantrasyonlarda nukleolusların yapı ve
büyüklüğünde bir değişiklik ile nukleoluslarda iki ya da daha çok
bölüme ayrılmış ve yarıklanmış gibi görünümler saptamışlardır. Bu
şekildeki nukleoluslar küçük olup, bunların gözle farkedilmeleri de
güçtür. Ayrıca araştırıcılar nukleuslarda piknoz, karyoreksis ile sitop-
lazmada vakuolizasyon ve hücre debrilerindeki artış halini dejeneratif
değişiklikler olarak gözlemişlerdir. 0,18 !.Lg/ ml üzerindeki aflatoksin
oranlarında, 48 saatlik sürenin sonunda mitotik figürlerin oraniarında
bir azalma, daha yüksek konsantrasyonlarında ise mitoLiun olmadığı
saptanmıştır. Doz yükseldikçe, hücre sayılarında önemli bir azalma
ile birlikte çoğu eozinafilik olan birkaç küçük nuklealusa sahip nuk-
leuslar, kromatin materyallerinde bir kayıp göstermişlerdir. Ayrıca
geniş sitoplazmik vakuolizasyon, nukleuslarında piknoz ve karyorek-
sis artışı ve hücrelerde yuvarlakIaşma görülmüştür (7).

Legator ve ark. (18, 19), heteroploid insan embryonik akciğer
hücre dizisi L- 132 'Üzerinde anatoksinin etkisiyle hücrelerde vakuol-
leşme ile aşırı derecede çok sayıda dev hücreleri ve mitozıın baskılan-
dığını saptamışlardır.



DOKU KU:rÜRLERİ:'\DE AfLATOKSİNiN ETKisİ 289

Smıth (3 i), monolayer gelişme gösteren maymun böbrek hücre-
lerine, geliştirme vasatıııın i ml'sine 0,03 [Lgaflatoksin Bı in ilavesi
ile, gelişmenin hemen hemen totalolarak inhibe edildiği ve 3,0 [Lg'lık
toksin ile de hücre yıkımlanmasının oluştuğu saptanmıştır.

Suııman ve ark. (33), aflatoksin Bı'in ergin insan karaciğer hüc-
relerinde, embryonik hücrelerden daha az toksik olduğunu saptamış-
lardıf. Bu sonuç, aflatoksinin ergin hayvanlarda, genç hayvanlara göre
daha yüksek düzeyde detoksikasyona uğradığı kanısını uyandırmıştır.

:\'iateryal ve Metot

Aflatoksin Bı'in canlı hücreler üzerindeki etkisini incelemek ama-
cıyla kullanılan materyal ve uygulanan metot aşağıdadır.

1- Kul/am/an Hücre/er

A) Epitel hücre kültürünün hazırlanması:

Epitei hücrcsi olarak devamlı Madin-Darby Bovine Kidney
(MDBK)-73 no'lu hücre kültürü kullanıldı. Bu hücreler Veteriner Fa-
kültesi Viroloji Bilim Dalı'ndan alındı ve şişede (1000 cc) tek tabaka
oluşturacak şekilde etüvde üremeye bırakıldı. Epitel hücrelerinin 48
saatlik sürenin sonunda mikroskop altında tamamen tek tabaka oluş-
turduğu saptandıktan sonra pasaj yapıldı. Bu amaçla Versen tripsin
ve Eagle "asatı kullanıldı. Versen tripsinlc hücrelerin şişenin yüzeyin-
den ayrılmaları sağlandı. 1000 devirde 10 dakika santrifüjc edildi. Üst
kısım atıldı. Dipte kalan hücre üzerine bir miktar Eagle vasatı konup
5-ıo dakika süreyle pipete edildi. Hücrelerin birbirierinden tek tek
ayrılmaları sağlandıktan sonra 2 adet 1000 cc'lik şişeye 90'ar cc Eagle
vasatı ve lO'ar cc serum kondu ve tüpteki hücre ile vasat karışımı da
eşit olarak iki şişeye il~lve edildi. 3rC'de 48 saat süreyle inkube edil-
di. Kontarninasyon olmadığı kontrol edildikten sonra ctüvden alınan
hücreler santrifüj e kadar olan işleme tabi tutuldu. Sıvı kısmı uzaklaş
tırıldıktan sonra 20 cc Eagle vasatı ile 10 dakika süreyle pipete edildi.
Pasteur pipetiyle bir miktar alınıp thoma lamının iki gözüne de birer
damla kondu ve tüm alana yayılması sağlandıktan sonra mikroskop
altında formasyon u düzgün olan hücreler her iki bölmede de sayıldı.
Aritmetik ortalamaları alındıktan sonra bu sonuç 96 hücre olarak bu-
lundu. Formüle uygulandığında;
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Ortalama hücre sayısı x sulandırma x sabit sayı (l0000)
Mililitrede istenen hücre sayısı

39 bulundu.96 x 20 x 10000
5x 105

Bu durumda toplam hacim 40 cc olacak şekilde daha önceden konulan
vasata 6 cc serum, 14 cc'de Eagle vasatı konuldu. Pipete edilip LO adet
petri kutusunun herbirine 4'er cc taksim edildi. COı'li etüvde 24 saat
süreyle inkube edildi.

B) Fibroblast hücre kültürünün hazırlanması:

1i günlük 4 adet embryolu yumurta steril koşullarda açıldı. Embr-
yolar steril bir petride toplandı. Kafa ve ekstremiteleri uzaklaştırılıp
geri kalan kısmı çift bistüri ile parçalanıp steril bir erlene al1l1dı ve
PBS-M ile 5 kez yıkandı. % 0,25'lik tripsinden her defasında erlene
ilave etmek suretiyle 20'şer dakika süreyle magnetik karıştırıcı üzerin-
de karıştırıldı. Ağzı tülbentli beherden sıvı kısım süzüldü. Bu süzüntü
buz kabı içinde buzdolabında muhafaza edildi. Doku bitince tripsini-
zasyon işlemi tamamlandı. Bu süzüntü santrifüj tüpüne konup, 1000
devirde LO dakika süreyle santrifüje edildi. Sıvı kısım atıldı. Dipte
yaklaşık 1,5 ml hücre vardı. 1,5 ml Hank's vasatı ve 1,5 ml de serum
kondu. Pipete edilip hücrelerin ayrılması sağlandıktan sonra 500 cc'
lik kültür şişesine 10 cc serum, 40-50 cc de Hank's vasatı ile 1 ml de
eldeki hücreden kondu. 3rC'de 48 saat süreyle etüvde inkube edildi.
Sonra santrifüje kadar olan kısım yapıldı. Üst kısım atıldı. Dipte
kalan hücreye LO ml Hank's vasah konup pipete edildi. Üzerine 4 ml
serum, 30 ml Hank's kondu. Tekrar pipete edildi ve dip kısmında bi-
r~r yuvarlak lamel bulunan Cell Culture Staining Camber (CCSC)'-
lerin herbir gözüne 1'er cc olacak şekilde 36 göze de kondu. Kapak-
ları kapatılıp 3rC'de 24 saat süreyle inkubasyona bırakıldı.

2- Aflatoksinin hazırlanrşı

Bu çalışmada, Sİgma'nın No.A-6636 aflatoksİn Bı maddesi kul-
lanıldı. 1 mg'lik aflatoksinin tamamı 100 ml propilen gliko1 içinde
çözülerek % 1'lik stok bir solusyon hazırladı.

3- Aflatoksinin uygulanması

Epitel hücre kültürü için COı'li etüvde üremeye bırakılan pet ri-
/erdeki vasatlar lastik bir puar yardımıyla uzaklaştırılıp LO adet pet ri-
den 2 adeti hücre kontrololarak, 8 tanesi de 0,25 [Lg/ ml'lik aflatoksin
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Bı verilmek üzere ayrıldı. Bir erlen içine herbir petri kutusu için 4 cc
olacak şekilde toplam 32 cc Eagle vasatı kondu. % i'lik aflatoksin
stoktan da 0,8 cc ilave edildi. Pipete edilip herbir petriye 4 cc konuldu.
Hücre kontrollere de sadece Eagle vasatı kondu. CO2'li etüvde bek-
letildi.

Epitel hücre kültürünün ikinci grup çalışmasında ise aflatoksin
Bı 'in dozu iki misline çıkarıldı (0,5 (.Lg / ml).

Aynı dozlarda yine MDBK hücreleri ile ikinci bir çalışma daha
yapıldı. Birinci çalışmanın tekrarı niteliğinde olan bu çalışmada 20
adet petri hazırlandı.

Fibroblast hücre kültürü için ise CCSC içindeki hücreler 24 .mat-
lik üremenin sonunda etüvden alınarak hücre kontrolleri ayrıldı ve
0,25 (.Lg / ml'lik doz için herbir göze % ] 'lik stoktan 0,025 cc ilave
edilirken, 0,5 [.Lg/ ml'lik doz için de herbir göze 0,05 cc bu stoktan
konuldu. Pipete edildi.

Hücre kültürlerinin hazırlanması ve aflatoksinin uygulanması
Fakültemiz Viroloji Bilim Dalı'nda yapılmıştır.

4- Boyama ve mikroskopik inceleme

0,25 fJ.g/ ml aflatoksin uygulanan epitel kültüründen 2 ad eti ile
bir hücre kontrol 39. saatte CO2'li etüvden alınıp birkaç kez PBS ile
yıkandı. Giemsa (Merck) sulandırılmadan hücrelerin yüzeyini kapla-
yacak şekilde ortama kondu. 1,5 dakika sonra boya ortamdan çekile-
rek 5-6 kez distile su ile yıkandı. Petri kutularının kapakları aralık
bırakılarak ]2 saat süreyle temiz, tozsuz bir ortamda kurutuldular.
48. ve 72. saatlerde de bu işlemler tekrarlandı.

İkinci grup çalışmada aflatoksinin dozu iki midine çıkarıldı.

Fibroblast kültüründe 24., 48. ve 72. saatler sonunda her defa-
sında hücre kontrolleri ile birlikte CCSC gözlerindeki lameller özel
yükselticiler ile yükseltildi, vakum pompası ile sıvı kısım çekildi.
PBS ile birkaç kez yıkandı. Saf asetonla LO dakika süreyle tesbit edil-
di. Aseton ortamdan uzaklaştırılıp saf Giemsa (Merck) ile],5 dakika
süreyle lameller boyandı ve distile su ile yıkandı. Etüvde kurutulup,
entallen ile lam üzerine yapıştırıldı.

Boyanan petri kutuları ve lameller ışık mikroskopunda (Leitz-
orthomat araştırma mikroskopu) incelendi ve hücrelerin fotoğrafiarı
çekildi.
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Bulgular

Epitel hücreleri üzerinde değişik dozlarda kullanılan aflatoksin
Bı 'in etkisi

Aflatoksin Bı (0,25 [Lg/ ml) dozunda: 24. saatte, kontrol kültür-
lerde hücrelerde üniformite belirgin olduğu halde, bu hücrelerde üni-
formite kaybolmaya başlamıştı. Hücrelerde fazla bir değişiklik seçil-
memekle beraber, bazı hücre adalarında diğer hücrelere oranla daha
koyu boyanmış hücreler görüldü.

48. saatte, hücreler, kontrol kültürlerdeki hücrelerin aksine üni-
form yapıda değillerdi. Bazı hücrelerin sitoplazmaları genişlemiş ve
sınırları seçilemiyordu. Bu şekildeki hücrelerde vakuoIleşme belirgindi.
Yer yer oldukça koyu boyanmış dejenere epitel hücreleri seçildi. Bazı
hücrelerde nukleuslar iri bir görünüm almışlardı. Nukleuslar genel-
likle birden fazla nukleolus içermekteydi.

n. saatte, normal k ültürlerde çok sayıda hücrenin hemen hemen
tüm alanı kaplamış olmasına ve dejenerasyona ait herhangi bir bulguya
pek rastlanılmamas11la karşın, bu kültürlerde hücreler, kaldırım taşı
gibi yapılarını kaybetmiş ve trabeküler şekilde oluşum göstermişlerdi.
Birkaç hücreden ibaret küçük hücre adacıkları şekillendirmişlerdi.
Çok sayıda, oldukça koyu boyanmış hücreler sahaya hakimdi. Geniş
sitoplazmalı, dejenere epitel hücreleri çok sayıda vakuol içermekteydi.

Aflatoksin Bı (0,5 !J.g/ ml) dozunda: 24. saatte, normal kültür-
leraeki epitel küme oluşumları yerine, toksin ilaveli kültürlerde kor-
don ya da trabekül oluşumları görüldü. Hücreler arasında dissosiyas-
yon belirgindi. Ayrıca arada dejenere, geniş sitoplazmah tek tük hüc-
reler de seçildi.

48. saatte, normal kültürlere oranla, toksin ilaveli kültürlerde,
küçük hücre adacıkları oluşturmuş olan epitel hücrelerinden hemen
hemen hepsinin oldukça koyu boyanmış olması dikkat çekiciydi.
Hücre içinde nukleus seçilemiyordu. Hücreler, trabeküler uzantılar
şekillendirmişlerdi. Hücre sınırları seçilemiyordu.
n. saatte, hücre kümelerinin yerini, dejenere, yuvarlaklaşmış,

bir veya birkaç hücreden oluşmuş hücre kümeleri artıklarına terket-
tiği görüldü. Arada geniş sitoplazmalı, sitoplazma sınırları kaybolmuş
ve çekirdeklerini yitirmiş olan nekrabiyotik ve nekrotik hücre artık-
ları saptandı ve bu hücrelerin sitoplazmalarının asidofilik boyandığı
dikkati çekti.
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Fibroh/ast/ar üzerinde aeğişik doz/arda kul/andan ajlatoksin Bı'in
etkisi

Aflatoksin Bı (0,25 [Lg/ ml) dozunda: 24. saatte, normal kültür-
lerde geniş alanlar halinde görülen fusiform hücre toplulukları yerine
yer yer poligonal sitoplazmalı ve yer yer de fusiform yapıda olan hüc-
reler görüldü. Özellikle geniş sitoplazmalı olan hücrelerde vakuolleş-
me belirgindi. Arada bazofilik sitoplazmalı, çekirdekleri seçilemeyen
iğ biçiminde hücrelere rastlandı. Ayrıca bazı sahalarda tek tük pik-
notik çekirdek yapıları da dikkati çekti.

48. saatte, kontrol kültürlerdeki gibi, hücre toplulukları, geniş
alanlar oluşturamamış olup, genelde tek tek ya da küçük hücre ada-
cıkları şeklindeydi. Yer yer de çok geniş poligonal sitoplazmalı (üç-
gen, beşgen şeklinde), ayrıca dejenere olup yuvarlaklaşmış veya oval
bir şekil almış ya da sadece çekirdek yığınından ibaret oluşumlar göz-
lendi. Hücre üremesi belirgin olarak azaımıştı.

Fibroblast kültürlerindeki yukarıda açıklanan bulguların aynı
saatlerde epitel kültürlerinde saptanan bulgulardan daha şiddetli ola-
rak geliştiği dikkati çekti.

72. saatte, bazı alanlarda 2-3 adet poligonal hücrenin biraraya
gelerek oluşturdukları hücre adacıklar! seçilmekle birlikte genelde,
yuvarlakiaşıp oldukça koyu boyanmış ve tek tek seçilen hücreler dik-
kati çekti. Ayrıca bamfilik sitoplazmalı, çekirdekleri seçilemeyen iğ
biçiminde hücreler gözlendi. Kısmen bütünlüğünü koruyan hücrelerde
ise yoğun bir vakuolleşme kendini gösterdi. Hücre sayısı belirgin bir
şekilde azalmışt!.

Aflatoksin Bı (0,5 [Lg/ ml) dozunda: 24. saatte, hücre sayısı yo-
ğun olmakla beraber genelde yuvarlaklaşmış ve nuklevs yapısı tam se-
çilemeyen koyu boyanmış hücreler alana hakimdi. Alanda birden fazla
nukleus içeren dev hücre formasyonları gözlendi. Gerek dev hücre-
lerinin sitoplazmasında, gerekse tek tek olupta sitoplazmaları açık.
renkte olan hücrelerde vakuolleşme belirgindi.

48. saatte, hücre sayısı normal kültürlere oranla azalmış, fakat
yine çok çekirdekli dev hücre yapıları, oldukça koyu boyanıp yuvar-
laklaşmış olan piknotik görünümlü hücreler ile gerek dev hücrelerinde
gerekse tek tek seçilen hücrelerde vakuolizasyon dikkati çekti.

72. saatte, mikroskop alanında çok az sayıda hücre seçilebiliyor-
du. Tek tük rastlanan bu hücreler poligonal ya da fusiform yapısını
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tamamen kaybetmiş ve hemen tamamı yuvarlak, koyu kitleler halini
almıştı. N uk leus kesinlikle seçilemiyordu. Hücrelerio. bazıları daha
koyu boyanmış olmakla beraber, bazılarında belli belirsiz bir sitop-
lazma seçilebiliyordu.

Tartışma ve Sonuç

Aflatoksinlerin insan ve hayvanlardaki toksik etkileri, gerek in-
vivo (1 1,26,32,34,38) ve gerekse invitro (4, 5, 7, 8, i i, 13, 15, 17,
i8, 19, 22, 29, 32, 33, 40) çalışmalarla saptanmış olup, bu konuda çe-
şitli yayınlar bulunmaktadır.

Doku kültürlerinde aflatalesinlerIe ilgili çalışmalarda araştlf1CI-
ların kullandıkları aflatoksinin dozu, aflatoksinin türüne ve kullanılan
hücrenin çeşidine göre değişmekle beraber genellikle 0,025 [-Lgi mi ile
7,0 [-Lg/ ml arasındadır. Bu çalışmada da, birçok araştırıcının bu ko-
nuda yapmış olduğu çalışmalarda olduğu gibi (4, 5, 7,8, 9,11, 15, 17,
i8, i9) bu sınırlar arasında kalan 0,25 [-Lg/ ml ile 0,5 (J.g/ ml dozları
kullanılmıştır.

Bu maddelerin toksik etkileri, araştırmada kullanılan maddenin
miktarına, uygulama süresine ve testin sistemine göre değişmekle be-
raber genelde yüksek dozda öldürücü, düşük dozlarda ise histolojik
değişmelere yol açmakta (3, 36) ve bu yönüyle İnvİvo olarak elde edi-
len bulgular invitro elde ettiğimiz bulgularla paralellik arz etmektedir.

Çalışmalarımızda kullandığımız standart MDBK hücreleri ile
civciv embryosu fibroblast kültürleri karşılaştırıldığında; denemenin
ilk İki gününde fibrablast hücre kültüründeki morfolojik değişiklikler
daha şiddetli görülmekle beraber, 72. saatte her iki kültürde de özel-
likle yüksek doz (0,5 [-Lg/ ml) uygulanmasında bulguların benzer ol-
duğu saptanmıştır. Yapılan amştırmalarda (40), FDB gibi primer hüc-
re kültürlerinin MDBK gibi standart hücre kültürlerinden sitotoksik
etki yönünden en az 4 misli daha fazla duyarlı olduğu, ayrıca aflatok-
sin uygulanmasından sonra 72. saatte duyarlılığın daha yüksek seviye-
ye ulaş!ıitı ve MDBK hücrelerinin sitoplazrnal,lfInın aflatcksin Bı
etkisiyle iğ biçimini aldığı görülmüştür. Bu bulgulann, çalışmamızda
seçilen bulgularla benzerlik gösterdiği saptanmıştır.

Gablıks ve ark. (8). aflatoksin Bı 'in toksisitesini tayin etmek için;
HeLa hücre kültürü, insan chang karaciğer hücreleri ile ördek ve civ-
cİv embryolarından elde edilen İki adet te primer hücre kültürü kullan-
mışlar ve ilk sitotoksik etki olarak hücre üremesinde bir İnhibisyon
görmüşlerdir. Bunu takiben sitoplazmada şekillenen progresiv bir
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granulasyon, yuvarlakIaşma ve daha sonra hücrelerin dökülmesi gibi
bulgular (DNA, RNA ve proteindeki birlikte artışa karşın hücre bö-
lünmesindeki azalma sonucu şekillendiği bildirilen hücre büyümesi)
bizim çalışmalarımızda elde ettiğimiz bulgularla paralellik göstermek-
tedir. Ayrıca aynı araştırıcılar (8), toksik yerfıstığı ile besledikleri
rat ve ördek yavrularında; dokuların histolojik bakısında, hipertrofik
hücreler ve büyümüş çekirdekler gözlemişlerdir ki, bu invivo çalış-
malar yaptıkları invitro çalışmalarla uyum göstermiştir. Bu araştırıcı-
ların invivo elde ettiği bulgularla çalışmamızda da seçilen ve yukarıda
açıklanan bulgular paralellik göstermektedir.

Engelbrecht ve ark. (7)'nın böbrek epitel hücre kültürlerinde af-
latoksin Bı, B2, Gı ve G2'den hazırlamış oldukları % 92'lik aflatok-
sini kullanmaları sonucunda 0,025-0,25 [Lg / ml'lik dozda hücre sayısı
ve mitotik figürlerin yüzdesinde bir azalma saptamışlardır. Burada
bu bulgularla bizim bulgularınıız arasında bir benzerlik görülmektedir.
Ayrıca bu araştırıcılar, bizim yüksek doz olarak kullandığımız dozu
0,5 [Lg/ ml) kullanmayı tercih etmişler ve daha çok nukleoluslardaki
değişiklikler üzerinde durmuşlardır. Nukleuslardaki piknoz, karyo-
reksis ile sitoplazmada saptadıkları vakuolizasyon ve hücre debrile-
rindeki artış ile karakterize olan dejeneratif değişiklikler, çalışmamız-
da saptanan bulgularımızIa bir benzerliğin olduğunu ortaya koy-
maktadır.

Literatürde belirtilen (7) ve hücrelerin birçoğunda şekillenmiş
olduğu saptanan fragmentasyon ile nukleolusun küçü!me~i ve kroma-
tin üretimindeki azalma sonucu hayaıi nukleusların şekillenmesi,
rastladığımız bulgularımız arasındadır. çalışmamızda kültürlerde
rastlanan mitotik hücre oranının aflatolesinli kültürlerde azalmış ol-
ması, literatürlerdeki (7, 9, 18, 19) verilerle paralellik göstermektedir.
Ancak pseudoprofaz ve bloke edilmiş metafazda bir artışın olması ve
normal mitozdaki azalmaya karşın, fazlaca görülen anormal form-
lar (7) bulgularımız arasında değerlendirilcmedi. Buna karşm Legator
ve ark. (19)'nın heteroploid insan embryonik akciğer hücre dizisi
L-132 üzerine aflatoksin uygulanması sonucu hücrelerde tesbit ettik-
leri vakuolleşme ile birlikte çok sayıda dev hücresi oluşumları, çalış-
mamızda saptanan bulgularla benzerlik göstermektedir.

Yapılan bu çalışmada civciv embryosu fibroblastlarının deneme-
nin ilk iki gününde aflatobin Bı'e karşı standart epitel hücrelerine
oranla daha fazla duyarlılık göstermesi, fibroblastların embryonai
mezodermal kökenli hücreler olması ile açıklanabilir.
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Resim 1. Normal epitel kültürü, kaldırım taşı görünümü, 72. saat, Giemsa, x700.
(The normal epithelial eulture).

Resim 2. Epitel hücreleri (Af. B, 0,5 !J.gf ml), küçük hücre adacıkları, 48. saat. Giemsa,
x900.

(The epithclial cells (Af.B, O,5!J.gf ml), the smaIl islets of eclis, following 48-hr treatment).
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Resim 3. Epitel hücreleri (Af.Bı 0,5 fLg / ml), nekrobiyotik ve nekrotik hücre artıkları,
n. saat, Giemsa, x350.

(The epithelial ceııs (Af.Bı 0,5 fLg / ml), necrobiotic and necrotic ceııs, foııowing n-hı'
treatment).

Resim 4. Normal fibroblast kültürü, Giemsa, xI400.
(The normal fibroblastic culture)
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Resim 5. Fibrobh\stbr (/\f.B, 0.25 :.i.g imi). poligonal stior-Iaz;ı'<ılar. yuvarlaidaşmış,
çekirdek )ığınından ibaret hücreler, 48. sa~t, Giemsa, x 1400.

(The fibroblastic cells (Af.B, 0,25 f.l.g! ml) polygonal cytoplasms, smail and rounded nuc-
kar dcbris,48-hr).
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Resim 7. Fihroblastlar (Af. B, 0.5 :.Lg / ml), çok çekirdekli dev hücre yapıları, yuvarlak
piknotil; ç.:kii"dekli hücreler, 48. saat, Giemsa, xI400.

(The fibroblastic celb (Af.B, 0.5 f.l.g! ını), giant cell formation, rounded cells with picnotic
nuclei. 48-hr af ter treatment).

,".- ....

•

•
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Re,il11 8. Fihroblastlar (Af.B, 0,5 flg / ını), çok az sayıda yuvarlak, koyu kitleler halinde

hücre artıkları, 72. saat, Giemsa, xI400.
(The fibroblastic cells (Af.B, 0,5 iLg! ml), a few rounded and smail cells. Basophilic cell

dehris. 72-hr after treatmenr;.
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