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INSAN KAN LENFOSITLERINDE SiTRINININ MiKRONUKLEUS SIKLIGI VE
MITOTIK INDEKS UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

OZET

Mikotoksinler, insanlarda ve hayvanlarda hastaliklara ve Oliime sebep olabilen

mikrofunguslar tarafindan olusturulan ikincil metabolitlerdir.

Bu caligmada, insan periferal kan lenfositleri {lizerinde mikotoksin sitrininin (CTN)
genotoksik ve sitotoksik etkileri calisilmistir. Alt1 saglikli sigara igmeyen bireyden (3 erkek
ve 3 kadin) periferal kan ornekleri alinmis ve kiiltiire edilmistir. Lenfosit kiiltiirleri son 48
saat 10 uM, 20 pM, 40 pM, 60 uM, 80 pM, 100 pM konsantrasyonlarda CTN, 0.1 pM
konsantrasyonda mitomisin ¢ (pozitif kontrol) ve absolu etanol ile muamele edilmistir.
Sitokinezi durdurmak i¢in, kiiltiirlere 44. saatte 3 pg/ml son konsantrasyonda sitokalazin B

(Cyt-B) eklenmis ve 72. saatte kiiltiirler sonlandirilmistir.

CTN, insan lenfositlerinde doza bagli olarak mikronukleus (MN) frekansinda 6énemli bir
artisa ve doza bagli olarak mitotik indeks (MI) oranlarinda onemli bir azalmaya sebep
olmustur. CTN’in, sitokinezi bloke edilmis lenfositlerde 60 uM, 80 puM, 100 puM
konsantrasyonlarda MN olusumunu artirdigt bulunmustur (p=0.014). Tim CTN
konsantrasyonlari, biniikleer hiicrelerin oranlarinda ve MI degerlerinde acik bir azalmaya

yol agmustir (p=0.014).

Bu sonuglar, kiiltire edilmis insan lenfositlerinde yiiksek konsantrasyonlardaki CTN’in

genotoksik ve sitotoksik olduguna isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Sitrinin; Lenfosit; Mikroniikleus; Mitotik indeks



INVESTIGATION OF EFFECTS OF THE CITRININ ON
MICRONUCLEUS FREQUENCY AND MITOTIC INDEX IN THE
HUMAN BLOOD LYMPHOCYTES

ABSTRACT

Mycotoxins are secondary metabolites produced by micro fungi that are capable of causing

disease and death in humans and other animals.

In the present study, the mycotoxin citrinin (CTN) were evaluated for their genotoxic and
cytotoxic effects to human peripheral blood lymphocytes. Peripheral blood samples were
obtained and cultured from six healthy non-smoking individuals (3 females and 3 males).
Lymphocyte cultures were treated for the last 48 h with CTN at the following
concentrations, 10 uM, 20 uM, 40 uM, 60 uM, 80 UM, 100 uM, and 0.1 UM mitomycin ¢
(positive control) and absolute ethanol. To block cytokinesis, at 44 h of incubation, cytochalasin-

B (Cyt-B) was added to cultures to give a final concentration of 3 pg/ml, and harvested cells at 72
h.

CTN caused a significant dose-dependent increase in micronucleus (MN) frequency and a
significant dose-dependent decrease in mitotic index rates in human lymphocytes. At the 60
MM, 80 uM, 100 uM concentrations, CTN was found to induce MN in cytokinesis-blocked
lymphocytes (p=0.014). The all CTN concentrations also led to a clear decrease in the

percentage of binucleated cells and mitotic index values (p=0.014).

These results indicate that CTN at the high concentrations is genotoxic and cytotoxic in

cultured human lymphocytes.

Key words: Citrinin, Lymphocytes, Micronucleus, Mitotic index
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1. GIRIS VE AMAC

Tiirkiye'den ihra¢ edilen kirmizi biberlerde kanserojen bir mikotoksin olan aflatoksin
bulunmasi nedeniyle geri gonderilmesi, son yillarda ilgiyi mikotoksinler iizerine ¢ekmistir.
Mikotoksinler, kiif mantarlarinin iirettigi, metabolitler olarak agiga ¢ikar ve kiif mantarlari
lizerinde iiredikleri birgok gida maddesinde mikotoksinleri sentezler. Ozellikle hububatlar,
funguslarla hasattan 6nce tarlada ve hasat zamani yagishh mevsimlerde ve sicakligin uygun
oldugu ortamlarda infekte olur, tasima ve depolama sirasinda bozulma artar. Bu durum
diisiik iiriin rekoltesine, kalite kaybina, besin degerinde azalmaya ve toksik metabolitlerin

iretimine yol agar.

Tarim irilinlerinin ¢esitliligi bakimindan zengin bir iilke olan yurdumuzda, islenmis
hububat, bakliyat ile kahvaltilik ¢erez gibi gidalar, iilkemiz beslenmesinde ¢ok 6nemli bir
yer tutmakta ve yurt disina giderek artan miktarlarda ihra¢ edilen islenmis hububat ve
bakliyat iiriinleri ayn1 zamanda iilkemiz ekonomisi bakimindan da 6nem arz etmektedir. Bu
nedenle besinlerin (iiretimden tiiketiciye sunuluncaya kadar) tiim besin zinciri boyunca
gecirdigi asamalarda, mikotoksinlerle kontaminasyonun onlenmesi, hijyen bakimindan

kontrol ve analizlerinin yapilmasi gerekmektedir. Ayrica hayvan yemlerinde ve besinlerde
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bulunan mikotoksinler, insan ve ¢iftlik hayvanlarinda ciddi saglik problemlerine yol agtig1

bilinmektedir.

Mikotoksinler ile kontamine olmus yiyecekleri tiiketen insan ve hayvanlarda meydana
gelen zehirlenmelere de "mikotoksikozis" denir. Sitrinin de aflatoksin gibi 6zellikle
hububat cesitlerini kontamine etmekte ve nefrotoksik, hepatotoksik ve embriyotoksik

etkileri bulunmaktadir.

Onemli mikotoksinler arasinda yer alan sitrininin mutajenik ve sitotoksik etkileri iizerine
yapilan caligmalar az sayidadir. Calismamizda, sitrinin degisik dozlarda insan lenfosit
kiiltiirlerine in vitro sartlarda eklenerek, mikronukleus testi ve mitotik indeks oranlari
kullanilarak, sitrininin insan kan lenfositleri lizerindeki mutajenik ve sitotoksik etkileri

arastirilacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. MiKOTOKSINLER

Mikotoksinler mantarlar (kiifler) tarafindan meydana getirilen ve bunlar1 iceren yem,
yem hammaddeleri ve besinleri yiyen hayvan ve insanlarda zehirlenmelere ve dliimlere
yol agabilen maddelerdir. Mikotoksin terimi mantar anlamina gelen myco ve zehir
anlamindaki toxin kelimelerinin birlestirilmesinden tiiretilmistir; insan ve hayvanlarda
mikotoksinlerin sebep olduklar1 olaylar da mikotoksin zehirlenmeleri olarak bilinirler

(1-4).

Mikotoksin olusturan mantarlarlar diinyanin her tarafinda bulunurlar. Gerek sahada ve
gerekse harmanlanma, depolanma, tasinma ve hazirlanma asamalarinda, 6zellikle 1s1 ve
rutubet olmak iizere, sartlar mantarlarin gelismesine uygun oldugu takdirde, yem ve
besinler mantarlarin istilasina ugrayarak, mikotoksinlerle kirlenebilir. Bu sebeple,
yemlerden kaynaklanan c¢esitli olumsuzluk faktorleri arasinda, mantar istilasi ve
mikotoksinlerden ileri gelen kirlenmelerle sik sekilde karsilasilir. Bu kirlenmelerin
dogurdugu olaylarin hayvanlarda pek farkina varilmadan seyretmesi de gerek hayvan
sagligr ve ekonomi isletmecilik yoniinden ve gerekse de kalintilar1 vasitasiyla toplum
saghg lizerinde dogurabilecekleri olumsuzluklar bakimindan giiniimiizde en ¢ok ilgi

duyulan konuyu teskil ederler (1-6).
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Onceden besin veya yemlerde iireyen mantarlar onlarin sadece gériiniisiinde estetik
bakimdan bir degisiklik yaptig1 kabul edilir ve kiiflii kistmlarin atilmasi sonucu kalan az
kiiflenmis kisimlarin insanlar, ileri derecede kiiflenmis kisimlarin da hayvanlar
tarafindan tiiketilmesinin sagliklar1 lizerinde 6nemli sakincaya yol agmayacagi kabul
edilirdi. Ama, 1960’1 yillarin basinda, Ingiltere’de 6zellikle hindilerde karsilasilan
toplu zehirlenme olaylar1 ve bu konuda siirdiiriilen ¢caligmalar bu goriisii degistirmistir;
bugiin yem ve besin maddelerinin mikotoksinlerle kirleme durumunun sanildiginin
aksine, ¢ok ciddi boyutlarda oldugu ve insan ya da hayvan sagligi i¢in 6nemli bir tehlike

arz ettigi kabul edilmektedir (7).

Mikotoksinler mantarlar oldiikten sonra da yem ve besinlerde uzun bir siire kalirlar.
Anilan maddelerde, goriilebilir bir kiiflenme olmadigin da bile, mikotoksinler tehlikeli
diizeyde bulunabilirler. Normal pisirme ve uygulamalart sirasinda, oOzellikle
aflatoksinler olmak tiizere, mikotoksinlerin énemli bir kisminin pargcalamadan kalmasi

konunun 6nemini daha da artirir (7).

Glinlimiize kadar varligi ortaya konulan mantar tiirlerinden 250- 300 kadarimin
mikotoksin olusturduklari, 20- 35 dolayindaki mikotoksin grubunun da besin ve
yemeklerde dogal kirletici halinde bulunduklar1 ve anilan yem ve besin maddelerini
tiketme durumundaki, bilhassa kanathlar olmak iizere, hayvanlarda sik sik
zehirlenmelere yol actiklar1 bilinmektedir. Ayrica, mikotoksinlerle kirli yemleri yiyen
hayvanlardan saglanan besinlere gecen ve bu sekilde son tiiketici durumdaki insanlara
kadar ulasabilen kalintilar1 vasitasiyla toplum sagligi yoniinden de ¢ok genis boyutlu
tehlike olustururlar. Giiclii ve hemen zehirleyici etkilerinden Gteye, basta aflatoksinler
olmak iizere, bazi mikotoksinler son derece giiclii karsinojenik ve bazilarinin da
ostrojenik etkileri vardir. Onemli bazi mikotoksin gesitleri, kaynaklari, &ncelikle

etkidikleri hayvan tiirleri ile etkilenen doku ve organlar Tablo 2.1°de verilmistir (7).



Tablo 2.1. Mikotoksin ¢esitleri, kaynaklari, hedef hayvan, doku veya organlar

Mantar cesidi Mikotoksinler Besin veya iiriin cesidi Hedef organ, doku ve olusan etki Oncelikle etkilenen hayvan
A. flavus Tahillar. vemler. vash tohum Karaciger; gelisme hizi ve verimde azalma; sarilik

A. parasiticus Aflatoksinler Kiis eler,iy - Yag kanama, siirgiin, karaciger kanseri, bagisiklik Tiim hayvan tiirleri ve insanlar
A. puberulum p sisteminin baskilanmasi

A. ochraceus . Karaciger ve bobrek hastalari, igtah kayb, .

P, viridicatum Okratoksinler Tahuillar, otlar siirgiin,bagisiklik sisteminin baskilanmast Kanatlilar, insanlar

P. rubrum Rubratoksinler Tahullar, baklagiller, yagls Aflatoksinlere benzer Tiim hayvan tiirleri

tohumlar

F. roseum ve diger

) s Zearalenon (F-2 toksin) Tahillar Ostrojenik etki Gevisenler, domuzlar
Fusarium tiirleri
Sinirsel belirtiler, siirgiin, gelisme geriligi,
P. citrinum Sitrinin Tahillar karaciger ve bobrek nekrozu, kalb ve iskelet Kanatlilar, domuzlar
kasinda miyapati, karaciger kanseri
A. versicolor Aspertoksin .. . . . .
. . . Tahillar, piring, yemler Karaciger kanseri Tiim hayvan tiirleri
A. nidulans Sterigmatosistin
A. clavatus . . . . . . .
Patulin Silaj, elma, yemler Sinirsel belirtiler, beyin kanamasi, deri kanseri Sigirlar
P. patulum
Aochaceus

P.puberulum

Penisilik asit

Tahillar, misir

Deri kanseri, kanamalar

Tiim hayvan tiirleri

Fusaryum, . . .

Trikoderme, Trikotesenler Tahillar, yemler Dem..latlt.’ derlqe nekroz, kanamalar, anemi, Tiim hayvan tiirleri
grantilositopeni vb

Sefalosporium, vb

P. citreoviridae Streoviridin Piring, tahillar MSS, kalb ve solunum felci, ¢irpinmalar Tiim hayvan tiirleri

F. tricinctum Butenolid Misir, ot, tahillar Bacaklarda gangren, kuyrukta nekroz Sigirlar




Tablo 2.1.’nin devami

Mantar cesidi Mikotoksinler Besin veya iiriin cesidi | Hedef organ, doku ve olusan etki Oncelikle etkilenen hayvan
P. islandicum Luteoskirin Sikloklorotin Piring Karaciger hasar1 ve kanseri Kanatlilar
P. rugulosun Rugulosin
S. bakari Sporidesminler Tahullar, ot Karaciger hasari, safra kanali tikanmasi, Gevisenler
1518a asirt duyarlilik
Penisilium tiirleri Penitremler Tahillar Kas titremeleri, felg, ¢irpinmalar Tiim hayvan tiirleri
Acremonium loliae Lotitremler Cavdar, vb Tremorlar, hareket diizensizlikleri, Gevisenler, at
¢irpinmalar, sok, spazm gibi
Fuserium tiirleri Fumonisinler Misir Beyin ve akciger yangist At,domuz,kanatlilar

Fusarium solanii

4-ipomeanol

Kifli tatls, patates

Akciger 6demi, pndmoni, amfizem

Sigir

A. flavus Kojik asit Misir Cirpinmalar, 6dem Tiim hayvan tiirleri
A. oryzae

A. niger Okzalik asit Bitkiler Mide irkiltisi, MSS ve bobrek hastaliklari, Tiim hayvan tiirleri
A oxalicum kanama, kan kalsiyumunda azalma

C. purpurae Ergot alkaloitleri Tahuillar Kuru gangren, asr1 uyari, kanin pthtilasmast | Tiim hayvan tiirleri
C. paspali

Stachybotrys atra Satratoksinler Tahillar, otlar Kemik iligi, deri, mukozalar Tiim hayvan tiirleri
Aspergillus Sitakalasanlar Hiicre zarlar1, pihtilagsma, fagositoz vb Tiim hayvan tiirleri
Zygosporium

Nigrosabulum

A. terreus Territremler Tahillar, otlar MSS, tremorler, ndro-muskiiler kavsaklar Tiim hayvan tiirleri
S. sclerotiorum Psoralenler Kereviz vb Deri yangisi Tiim hayvan tiirleri




Dogal kirletici olarak besin ve yemlerde bulunabilen, insan ve hayvanlarin sagligi
yoniinden 6nem tasiyan mikotoksinden bazilar1 sunlardir: Aflatoksinler, okratoksinler,
zearalenon, sitrinin, patulin, kojik asit, sterigmatosistin, trikotesenler, PR toksin,
slaframin, penisilik asit, sporidesmin, ergot alkoloidleri, streoviridin, alternariol,
tenuazonik asit, rubratoksinler, sikloklorotin, luteoskirin, rugulosin, tremorin A,

okzalik asit gibi (7).

Siralanan bu mikotoksinler arasinda hemen tiim hayvan tiirleri ve insanlarda zehirlenme
yapabilmeleri, ayrim gostermeksizin hemen her ¢esit besin ve yemde kirlenmeye yol
acmalari, maymunlar da dahil pek cok hayvan tiiriinde karsinojenik olmalar1 ve kiiflii
yemleri yemeleri yiyen hayvanlarin et, siit, yumurta, gibi iriinlerinde kalintilarina
rastlanmasi1 sebebiyle, aflatoksinler halen insanlarda, epidemiyolojik olarak karsinojen
olabilmeleri basta olmak {iizere, yogun bigimde arastirilan en énemli mikotoksin grubunu

teskil ederler (7).

Kiiflenmeyle besin maddeleri ve yemlerde, gozle goriilebilir renk ve sekil degisiklikleri
yaninda, ortamda {ireyen mantar topluluguna bagl olarak gelisen enzimatik ve kimyasal
tepkimeler sonucu hizla bozulma baslar. Bdylece, besin ve yemler su ve kuru madde
kaybederler; basta nisastali maddeler ve yaglar olmak iizere, besin unsurlar1 pargalanir,

besleyici enerji degeri azalir ve teknolojik 6zelliklerini kaybedebilirler (7).
2.1.1. Mantarlarin Gelismesi ve Mikotoksin Sentezini Etkileyen Faktorler

Yem ve besin maddelerindeki mantarlarin 6nemli bir kismi onlarda saprofit yasam
siirdiirtir. Mantarlar bitki veya hayvan hiicrelerinin yiizeyi ya da i¢inde yasarlar ve onlara
lifli-tozlu bir goriiniis kazandirir; olay besin veya yemlerin kiiflenmesi olarak bilinir. Yem
veya besin maddesindeki mantar sayisina gore de, o maddenin kalitesi hakkinda az ¢ok fikir
yiritiilebilir. Buna gore 1 g’indaki toplam mantar sayist 5.000’e kadar olan yem ve yem
ham maddeleri son derece iyi; 5.000 - 50.000 arasinda olanlar iyi; 50.000- 500.000
arasinda olanlar orta; 500.000’in {izerinde olanlar ise zayif kaliteli ve son derece tehlikeli

olarak kabul edilir. Bunlardan iyi kalitede olanlar depolanmakla kolayca ileri derecede
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kiiflenme ve mikotoksinle kirlenme tehlikesi tasirken, 1g yemdeki mantar sayisi

1.000.000’u astiginda kiiflenme gozle goriilebilir hale gelir (7).

Bitkisel besinler ve dolayisiyla yemlerin kiiflenmesine yol agan mantarlar baslica {i¢
kaynaktan gelirler. Ilki bitkinin biiyiiyiip-gelismesi sirasinda kendisinde bitki paraziti
olarak yasayan ve yiiksek nemli (yas esasa gore %20 -25) ortamlarda iireyen Fusaryum,
Kladosporyum, Helmintosporyum, Klaviseps, Pullarya gibi mantar tiirleridir. ikincisi hasat
sirasinda kirletici olarak bitki veya tahillara yansiyan ve mantar florasina gore daha diisiik
sicaklikta (20 °Cgibi) nispi rutubet sartlarindaki ( % 60 dolayinda) ambar ortamina alisan
Aspergillus ve Penisilyum tiirleridir. Ugiincii grupta ise depo sartlarinda iyi gelisen
Fusaryum, Sardarya, Populaspora, Trikoderma, Stakibothriya gibi mantar tiirleri bulunur

(7).

Kiiflenme hemen tiimiiyle mantar sporlarinin yayilmasiyla ilgilidir; sporlarin yayilmasi ise
hava (kuru veya kserofor sporlar) ve su (1slak, rutubetli ve sicak ortamda gelisen sporlar) ile
olur. Sporlar ¢cogalmalarina uygun olmayan sart veya yerlerde yillarca canli kalabilirken,
cogalmalarin1 tesvik eden ortamlarda ¢ok hizli bir sekilde (1x10'%) iireyerek, besin

maddelerinin kiiflenmelerine ve mikotoksinlerle kirlenmelerine yol agabilirler (7).

Mantarlarin gelismesi ve mikotoksin sentezlemeleri ortam ile yem ve besin maddelerinin
rutubet icerigi, 1s1, havalandirma, tane besinlerde mekanik hasar, pH ve diger bir¢cok faktore
bagimlilik gdsterir. Bunlar icinde en Onemlileri ortamin 1sis1t ve rutubet ile besin ve

yemlerin nem igerigidir (7).
2.1.2. Mikotoksinlerin Etki Sekilleri

Mikotoksinler dogrudan veya metabolik degisiklikler sonucu olusan metabolitleri
araciliginda asagida (Sekil 2.1.) ana hatlartyla belirtilen etki sekillerinden birisi veya bir
kaciyla etkilerini olugtururlar (7).



DNA kalibi ¢———  Aflatoksinler, Sterigmatosistinler, Patulin, Trikotesenler,

Penisilik asit, Psoralenler, Luteoskirin.

Yazim RNA polimeraz <«4—— Aflatoksinler, Sterigmatosistinler, Rubratoksinler,

Patulin, PR-toksin, Sitreoviridin, Luteoskirin, Alfa-amanitin
RNA (tRNA, mRNA, rRNA)

Ribozomlar
Ceviri < Aflatoksinler, Trikotesenler, Okratoksinler
Polizomlar

Proteinler

v

Metabolik olaylar «—— Aflatoksinler, Trikotesenler, Okratoksinler, Patulin,

Sitreoviridin, Moniliformin, Sikloklorotin

Sekil 2.1. Baz1 mikotoksinlerin etki yerleri

DNA kalibi ile etkilesme: Aflatoksinler, PR-toksin, luteoskirin, T- 2 toksin, patulin,
penisilik asit ve psoralenler (furokumarinler) DNA’ya dogrudan veya metabolitleriyle
baglanarak kalip eykinligini bozarlar. AFB,’in olduk¢a etkin bir metaboliti olan AFB,-2,3-
epoksit DNA’ya guaninin 7 numarali azot atomu iizerinden baglanir; aflatoksinlerin,

belirtilen ana birlesme iirlinlerinden (DNA-adduktlar1) bagka, 10’dan fazla sayida ama daha
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az onemde diger birlesme {irtinleri de olusur. PR-toksin de DNA ve proteinlerle metilen
kopriileri araciliginda baglar yapabilir. Luteoskirin ve DNA tek iplik arasinda etkilesme
olusur. Keza, T-2 toksin DNA hasarina, patulin, penisilik asit, aflatoksinler, okratoksin

A, sitrinin ve PR- toksin DNA’da tek iplik kirilmasina yol agabilir (7).

Yukarida siralanan etkilerle, mikotoksinler ve DNA kalib1 arasindaki etkilesmeler sonucu
DNA’da bilgi aktarim siras1 degisir; bu durum bilesiklerin mutajenik ve karsinojenik

etkilerinin dogmasina sebep olabilir (7).

Kalip cikmasi, yazimi ve cevirisinin engellenmesi: Bilindigi gibi, genetik bilgilerin
aktarilmasinda goriilen olaylarin baslicalar1 kalip ¢ikmasi (DNA sentezi), yazim (RNA
sentezi) ve c¢evirl (protein sentezi)’dir. Bu {i¢ olay onemli yap1 taslarinin (protein
sentezinde tRNA, DNA veya RNA sentezinde niikleotid fosfatlar gibi) sentezine onder
olur. Anilan maddelerden de baslama-uzama-sona erme asamalarindan olusan protein
sentezi ile ana ve biiylik molekiiller hazirlanir. Sekil 2.1.’de goriildiigii gibi, mikotoksinler
protein ve niikleik asit sentezini ¢esitli basamaklarda bozabilirler. Ornegin okratoksin A,
fenilalaninle yarisarak protein sentezini (burada fenilalanintRNA sentatazin araciliginda
fenilalanin-tRNA sekillenecektir) engellerken, aflatoksinler DNA kalibina olan etkileri
sonucu RNA sentezini bozarlar. Keza patulin ve PR-toksin gibi baz1 mikotoksinler RNA

polimerazin etkinligini engellerler (7).

Protein yaziminda (RNA sentezi) aflatoksin ve patulin baslangic basamagini,a-amanitin
zincirinin uzamasini ve PR-toksin de her iki basamagi engeller. Trikotesenler, saglam
ribozomun goérevini bozarak veya poliribozomlarin kirilmasina yol acarak, AUG-
kodonunun 80S yapisinin sekillenmesini ve sonugta protein sentezini engeller.
Trikotesenler, keza, 60S ribozomal alt birimde peptid zincirinin uzamasini saglayan
peptidil transferazi etkileyerek bu zincirin uzamasini da Onlerler. Trikotesenler peptid
zincirinin sonlanma sahasini da etkiler. Baz1 mikotoksinlerlerin protein, DNA ve RNA

sentezini engellemeleri durumu Tablo 2.2.°de 6zetlenmistir (7).
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Tablo 2.2. Baz1 mikotoksinlerin DNA, RNA ve protein sentezine etkileri

Mikotoksinler DNA RNA Protein
Aflatoksinler + + +
Sitrinin + + +
Okratoksin A _ _ +
Trikotesenler + _ +
Patulin _ + +
Rubratoksinler _ _ +
Luteoskirin + + B
PR-toksin _ + +

Hiicre zar1 gecirgenliginin degistirilmesi: Sitrinin, rubratoksinler, moniliformin,
sitokalasin B gibi mikotoksinler hiicre zarmin gecirgenligini bozarlar. Ornegin sitokalasin
B memeli hiicrelerine seker molekiillerinin, sitrininin de aminoasitlerin tasinmasini
engeller. Mikotoksinlerden ¢ogu hiicrelerde metabolizmay1 etkilerler. Mikotoksinler

sekerlerin metabolizmasini bir¢ok noktada etkilerler (7).

Aflatoksinler, okratoksin A, luteoskirin, rubratoksin B, sitrinin, trikotesenler, penitrem A
gibi mikotoksinler yaglarin metabolizmasini da etkilerler; bunlarin ¢ogu karacigerde yagin
birikmesine sebeb olurlar. Ornegin aflatoksinler karacierde yag asitlerinin sentezi igin
gerek duyulan sitozolik NADPH diizeyini artirarak bu etkiye yol agarlar. Aflatoksinler ve
luteoskirin triasilgliseroliin tasinmasini1 engellerler; cok kiigiik dozlarda aflatoksinler,

triasilgliseroller de dahil, fosfolipidler ve kolestroliin tasinmasin1 da onlerler (7).
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Hiicre solunumunun etkilenmesi: Bazi mikotoksinler de mitokondrilerde oksidatif
fosforilasyon zincirini etkilerler. Aflatoksinler sitokrom-b ve sitokrom-c arasindaki olaylari

bozarken, luteoskirin trikarboksilik asit dogiisiindeki baz1 enzimlerin etkinligini engeller
(7).

Okratoksin, rubratoksin, moniliformin, sekalonik asit D gibi mikotoksinler elektron tagima
zincirini bozarlar. Beta- ve gamma- durumunda hidroksil grubu tasiyan hidroksi-
antrakinonlar (emodin gibi) oksidadif-fosforilasyon kenetini kirarlar. Mikotoksinlerle yol

acilan etki genellikle mitokondrilerde biiyiime-sismeyle sonuglanir (7).

Diger yandan, oksitatif fosforilasyon kenetini kiran mikotoksinler mitokondrilerde
enerjiye-bagimh kalsiyum tasinmasini bozarlar; boylece kalsiyumun sizmasina yol acarak,
ATP ile mitokondriyal zarin enerjilenmesini engellerler ve ATP’ye-bagimli zar geriliminin

kaybolmasina sebep olurlar (7).

Hormonal etki: Zearalenon gibi bazi mikotoksinler canlida, Ostrojene benzer sekilde,

Ostrojene reseptorlerine baglanarak etkilerini olustururlar (7).
2.2. SITRININ

Mikotoksin ¢esitli mantar tiirleri tarafindan olusturulur. Ayrica yapisal olarak farkli ikincil
metabolitleri tiretirler. Bu toksik bilesikler besinlere ve ekinlere bulagabilir. Bulasan bu
materyaller insan ve hayvanlarda patojenik olabilir ve ciddi saglik problemlerine 6rnegin
karaciger, bobrek ve sinir sisteminde hasara, bagisiklik sistemine ve karsinogeneze
onciiliik yapabilir (8). Cevrede mantarlarin yayilma dogasindan dolayr miotoksinlerin
yiyeceklere bulagmasi kac¢inilmaz olmaktadir. Pek cok calisma, pismemis besinlerde

mikotoksinlerin olustugunu gostermistir.

Sitrinin mikotoksini toksik ikincil bir metabolittir, ilk kez Penicillium citrinum’dan izole
edilmistir (9). Ayrica Penicillium’um diger tiirleri (P. lividus, P. implicatum, P. citreo-
viride, P. jenseni, P. notatum, P. expansum) (10), Aspergillus (A. terreum, A. candidus, A.
nivies, A. carneus) (11) ve Monascus (12-14) tarafindan da iiretilmektedir. Bu mantarlarin
antibakteriyel etkilerinden dolay1 sitrinin antibiyotik olarak arastirilmis (15), ancak benzer
toksisite calismalar1 bu ikincil metabolitin hayvanlarda nefrotoksik (16) gibi davrandigini,

bobregin proksimal tiibiillerine zarar verdigini (17) ve insan endemik Balkan
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nefropatisinde etken ajan oldugunu gdstermistir (18, 19). Sitrininin bulagmasi farkl
cografik lokalizasyonlarda biyolojik sivilara oldugu kadar tarim {iriinlerine, yiyeceklere

bulastig1 rapor edilmistir (20-28).
2.2.1. Sitrininin Fizikokimyasal Ozellikleri

Sitrinin (C13H1405), asidik, limon sarist bir kristaldir (Sekil 2.2). Maksimum UV absorbansi
metanolde 250 nm ve 333 nm’dedir. Erime derecesi 172 °C’ dir. Suda az ¢6ziinebilir
bununla birlikte seyreltik sodyum hidroksit, sodyum karbonat ve sodyum asetatta ¢oziiniir.

Metanol, asetonitil, etanol ve diger polar organik solventlerin ¢ogunda ¢oziiniir (29).

o] HO

HO SN

Sekil 2.2. Sitrinin (Ci3H1405 ) yapist

Bilesik olusturma yetenegine sahiptir. Asidik ve alkali solusyonlarda yada isitmayla
bozulabilir. Sitrinin iki intramolekiiler hidrojen bagi ile birlikte quinone methid olusturur.
Sitrinin, katt durumda dinamik bir dengede P-quinone ve o-quinone 2 tautomerik formu ile
kusurlu bir yapida kristallesir. Metanol veya metanol/metilen klorid karigimlarinda, sitrinin
Michael-tip niikleofilik eklenme reaksiyonu gecirir. Bu reaksiyon doniisiimliidiir ve eger

sicaklik metilen kloritte artarsa denge degisimi normal sitrinine dogrudur (30).
2.2.2. Biyosentetik Yol ve Uretimi Etkileyen Fizyolojik Faktorler

Polyketide yolu, filamentli ¢esitli mikotoksinleri i¢eren ikincil metabolitlerin olusmasinda
cok iyi bilinen bir yoldur. NMR teknigiyle biyosentetik yol hakkindaki en son ¢aligma,
sitrinin biyosentezinin filamentli bir mantar olan Monascus ruber’ deki bir tekraketideden

koken aldigin1 gostermisticr (31) ve Penisilin ve Aspergillus tiirlerinde gosterilen
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pentaketideden farklidir (32, 33). Buna ek olarak sitrinin olusumu, oksijen gibi besin
faktorleri (34, 35), karbon ve azot kaynaklar1 (36), yag asitleri (37), su aktivitesi gibi
cevresel faktorler (23), sicaklik (38), mallarin sirkiilasyonu ve depolama tekniklerini iceren

saklama tekniklerini (39, 40) icine alan ¢esitli parametreler ile etkilenir.
2.2.3. Sitrinin Toksisitesi ve Stabilitesi

Mikotoksinlerden biri olarak sitrinin antibiyotik, bakteriostatik, antifungal ve antiprotozoal
ozelliklere sahiptir. Cesitli tlirleri hepato-nefrotoksin olarak bilinmesine karsin (41-43), in
vitro c¢alismalar sitrininin renal mitokondriyal fonksiyon ve makromolekiil biyosentezi
(hiicre 6liimiinde sonuglanir) iizerinde pek ¢ok etkiye neden oldugunu gdstermistir (44-46).
Buna ek olarak sitrinin, et, meyve, tahil (47) ve peynir (48-50) gibi besinlerde diger
nefrotoksin-ochratoksin A ile birlikte olugur ve sinerjistik etki yapar (51). Sitrinin dolayl
ve dogrudan alimindan kacinmak i¢in, besin islenmesi sirasinda detoksifikasyon
metotlarin1 gelistirmek ¢cok dnemlidir. Simdiye kadar sitrinin detoksifikasyonu {izerine bazi
caligmalar vardir. Temel ¢liriime ve detoksifikasyon lizerine yapilan bir arastirma, ¢ok az
miktardaki su varliginda, 130 °C’de 1sitilan sitrininin Hela hiicrelerine kars1
toksitesisitesinin dikkate deger bir sekilde azaldigin1 gdstermistir (52). Buna karsin suda
140 °C veya 150 °C’de 1sitma oldukca toksik bilesiklerin olusuna sebep olmustur (53).
Ayrica sitrininin 100 °C ‘nin {stiindeki sicaklikta yeni toksin sitrinin H;’i olusturdugu
bilinmektedir (54). 140 °C’deki suda isitilmis sitrinininden olusan ¢lirlimiis iiriinlerde
yapilan ileri incelemeler, diger bilesenin sitrinin H, [3-(3,5-dihidroksi-2-metilfenil)-2-
formiloxi-butan] izolasyonuna yol a¢mistir ve Sitrinin H,, sitrininden daha zayif
sitotoksisiteye  sahiptir  (55). Suda kaynadiktan sonra Monascus’da  sitrinin
konsantrasyonunun azaldigr bulunmustur; 20 dakika 1sitildiginda sitrinin konsantrasyonu
%350 oraninda azalir (56). Bu gergekler, sitrininin sulu solusyonlarda stabil olmadigini ve

termolabil oldugunu gostermektedir.
2.2.4. Sitrinin Genotoksisitesi

Sitrininin genotoksisitesi insanlarda tam anlagilamadigindan, halkin bu toksine diisiik
seviyelerde ve uzun siire maruz kalmas1 énemli olmaktadir. Onceki calismalar, sitrininin

cesitli hiicre ve hayvan modellerinde nefrotoksisiteye sebep oldugunu gostermistir.
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Mitokondri elektron transport sistemindeki karigiklik, bu toksinin olas1 etki sekli olarak
tanimlanmigtir. Sitrinin mutagenisitesi ve genotoksisitesi lizerine hem negatif hem pozitif
sonuglar elde edilmistir. Sitrinin, V79-E hiicrelerinde kromozomal aberasyonlara sebep
olur, fakat kardes kromatid degisimine (KKD; sister chromatide exchange) sebep olmaz ve
Salmonella typhimurium ¢aligmalarinda mutajenik degildir (57, 58). Diger taraftan, sitrinin
intakt Escherichia coli kromozom DNA’sinda DNA tek- ve ¢ift-iplik kiriklarina sebep olur
(59). Ayrica sitrinin, V79 hiicrelerinde (60) andploidogenik potensiyele sahip oldugu ve
farelerin kemik iligi hiicrelerinde (61) kromozomal anormalliklere sebep oldugu
gosterilmistir. Dahasi, erkek F344 ratlarinda dietle sitrininin oral alinimi, beslenen ratlarin

% 70°’nde renal adenomlarin olusumuna sebep olmustur (62).

Ayrica patulin ve sitrininin insan hiicrelerinde genotoksik etkileri {izerine yapilan bir
calismada, patulinin insan kan lenfositlerinde ve insan embriyonik bobrek (HEK293)
hiicrelerinde genotoksik oldugu gosterilirken, sitrininin énemli genotoksik ve klastojenik
etkiye sahip olmadigi gosterilmistir (63). Ancak, Lorkowski ve arkadaslari mikotoksin
sitrininin yiiksek konsantrasyonlarda (100 uM) kiiltiire edilmis hepatoma hiicrelerinde
RNA, protein ve DNA sentezini (64) ve Wasternack ve arkadaglari da sitrininin V79-E
hiicrelerinde konsantrasyon ve doza bagli olarak RNA sentezini inhibe ettigini

bulmusglardir (65).
2.3. IN VITRO MiKRONUKLEUS TEKNIiGi

Radyasyona ve karsinojenik kimyasallara maruz kalindigt zaman kromozomlarda
hasarlarin olusmasi, fiziksel ve kimyasal ajanlarin Okaryotik hiicrelerin genetik

materyalinde biiyiik degisikliklere neden oldugunu gdsterir (66).

Kromozom yapisinin tam anlamiyla anlagilmamasina ragmen, kromozom anormallikleri
DNA seviyesindeki hasarlarin belirtisidir, 6rnegin kromozom kirilmalari, DNA’daki ¢ift
iplik yapinin tekrar tamir edilememesinden meydana gelebilir (67). Kromozom kayb1 ve
kromozomlarin hatali ayrilisi (non-disjunction), kanserde ve yaslanmada ¢ok Onemli
olaylardir ve metafazdan Once ig ipliklerinde, sentromerde yada kromozom yapisindaki

bozukluklarla ortaya ¢ikabilir (68-70).
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Klasik sitogenetik tekniklerde, metafaz evresindeki kromozomlar1 gozleyerek ve
anormallikleri sayarak kromozomlar incelenmektedir (71). Bu yaklasim detayli bir analiz
yapilmasint saglar ancak metafazdaki daha kompleks anormalliklerin birer birer
sayllmasinda yetersizlikleri vardir ve kromozom kusurlarini tesbit etmede daha basit yeni

metotlar gelistirilmistir.

Schmid (72) ve Heddle (73) birbirinden bagimsiz olarak in vivo kromozom kusurunu
analiz etmek i¢in alternatif ve daha basit bir yaklasim ileri siirmiislerdir. Bu yaklasim,
kemik iligi gibi boliinen hiicrelerde, hematologlar tarafindan Howell-Jolly badileri olarak
bilinen, mikroniikleuslarin 6l¢iimiidiir. Kemik iligi ve periferal kanda bulunan eritrositlerde
Mikronukleus testi, in vivo sitogenetik analizidir ve genetik toksikolojide kullanilmaktadir.
Ancak in vivo veya in vitro olarak diger hiicre gruplarina uygulanabilir bir metot degildir

ve in vitro ¢ekirdekli hiicrelerde MN’lar1 6lgmek i¢in metotlar gelistirilmistir.

MN’lar, mitoz sirasinda kutuplara gidemeyen tiim kromozomlar ya da sentromeri olmayan
kromozom kiriklarimi igeren boliinen hiicrelerde goriilebilir. Telofazda, geri kalan
kromozomlar ve pargalar1 etrafinda niikleer bir zar olusur ve bu yapi hiicrenin ana
cekirdeginden daha kiiclik oldugundan "mikroniikleus (MN)" olarak adlandirilir (Sekil
2.3). Bundan dolayi, MN’lar hem kromozom kirilmast hem de kromozom kaybinin uygun
ve gilivenilir 6l¢iimiinii saglar. MN’lar ¢ekirdek boliinmesi tamamlandiktan sonra olustugu
icin, MN’lar hiicre dongiisiiniin biniikleer (iki g¢ekirdekli, BN) sathasinda ideal olarak
Olciiliir (74, 75). Bazen biniikleer hiicrelerde niikleuslar arasinda niikleoplazmik kopriiler
gozlenmektedir. Bunlar olasilikla disentrik kromozomlar olabilir. iki sentromer hiicrenin
karst kutbuna c¢ekilmekte ve DNA olusan koprii sonucunda niikleer zarla etrafi
cevrelenmektedir (Sekil 2.3). Bdylece biniikleer hiicrelerde niikleoplazmik kopriiler
mikroniikleus hesaplanmasi yanisira kromozom yeniden diizenlenmesinin tamamlayici

Ol¢limiine olanak saglar.
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Sekil 2.3. Mikroniikleus olusumu

(a) Mikroniikleuslar, anafaz’da geri kalan kromozomlar ve asentrik kromozom pargalarindan orjin alir. (b)
Sentromerleri ile hiicrenin karst kutuplarina g¢ekilen disentrik kromozomlardan niikleoplazmik koprii
olusumu; ve asentrik kromozom parcasindan es zamanli olarak mikroniikleusun olusumu. Sitokalazin-B (Cyt-
B), biniikleer evrede hiicre bélinmesini bloke eder. Bu sema, sadece 2 ¢ift kromozomlu bir hipotetik hiicre

Ornegini gostermektedir.

Bu analiz, boliinmeyen yada boliinen hiicre gruplarinda etkili ve kantitatif olarak
kullanilamayabilir, ¢iinkii hiicre boliinme kinetigi tam olarak anlasilamamistir ve kontrol
edilememektedir. Sonug olarak bir hiicre populasyonunda bdliinmeyen ve mitoz gegiren
hiicreleri ayirt etmek icin bir metodun gelistirilmesi gerekmektedir. Ustelik bir ya da daha
fazla niikleer boliinmeden sonra MN’larin akibeti belirsiz oldugundan, bir niikleer

boliinmeyi tamamlayan hiicrelerin tanimlanmasi ¢ok dnemlidir.
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Stathmokinetik, flow sitometrik ve DNA etiketleme esasina dayanan birka¢ metot
Onerilmistir. Ancak kolayligindan dolay1 sitokinez-blok mikroniikleus (CBMN) metodu
tercih edilmistir (74-76).

CBMN analizinde, bir niikleer boliinmeyi tamamlayan hiicreler, sitokalazin-B (Cyt-B)
kullanilarak sitokinez bloke edilir ve bu hiicreler biniikleer hiicreler olarak tanimlanir
(Sekil 2.3). Cyt-B, sitokinez esnasinda kardes niikleuslar arasindaki sitoplazmay1 daraltan
mikrofilament halkanin olusmasi ic¢in gerekli olan aktin polimerazasyonun bir
inhibitoridiir (77). Cyt-B’nin kullanilmasi, boliinen hiicrelerin es zamanli derecesine ve
oranina bakmaksizin bdliinen hiicre populasyonunun biniikleer evresinde biitiin boliinen
hiicrelerin birikimine neden olur. MN’lar, sonra sadece biniikleer hiicrelerde skorlanir,
boylece hiicre boliinme kinetiginde farkliliklar olan hiicre populasyonlar1 arasinda
kromozom hasarlarinin karsilastirilmasinda giivenilir bir metot olarak kullanilabilir.
Baslangicta bu metot kiiltiire edilen insan lenfositleri i¢in gelistirilmistir (74, 75). Ancak
glinlimiizde solid tiimor ve kemik iligi hiicreleri gibi c¢esitli hiicre tiplerine de adapte
edilmis bir metottur (78, 79). Ayrica yeni gelismeler olmaktadir. Bu gelismeler asagida
verilmigtir: (a) kromozom pargalarindan ve kromozomlardan orjin alan MN’larin ayirt
edilmesi (80-85), (b) bir hiicre boliinmesi i¢inde kesip ¢ikartilarak tamir edilen (eksizyon-
tamiri) bolgelerin MN’lara doniismesi (86), (c) biniikleer hiicrelerde non-disjunction
olaylarin1 tanimlamak i¢in molekiiler problarin kullanilmasi (87-89), (d) CBMN analizi
icinde nekrotik ve apoptotik hiicrelerin katilmasi (90, 91).

Son olarak, yeni kimyasallarin genotoksitesini test etmek i¢in metafaz analizi yerine

mikrontikleus analizinin kullanilmas1 6nerilmektedir (92, 93).

2.3.1. insan Lenfositlerindeki Standart Sitokinez-Blok Mikroniikleus Analizi

Bu metodda, fitohemaglutinin (PHA) stimulasyonunu takiben bir niikleer boliinmeyi
tamamlayan hiicrelerdeki MN’lar sayilir. Cyt-B, ilk mitotik bdliinmeden 6nce eklenmelidir

ve Cyt-B ile sitokinez bloke edildikten sonra BN hiicreler olusmaktadir. Optimal kiiltiir



19

kosullari, PHA stimulasyonundan sonra 72 saatte canli hiicrelerin orani (nekrotik ve
apoptotik hiicreler hari¢) olarak %35-60 veya daha fazla BN hiicreler elde edilmektedir.

Bu prosediirde kullanilan solusyonlar ve araclar steril edilmelidir (94).

Insan lenfositleri icin kan Kiiltiirii: Insan lenfositlerinde, CBMN analizi tam kan kiiltiiri
kullanarak da gergeklestirilebilir. 0.4-0.5 ml tam kan, fetal kalf serum, L-glutamin,
antibiyotik ve PHA ile desteklenmis 4.5 ml kiiltiir ortamima eklenir. Cyt-B, PHA
stimulasyondan sonra 44. saatte eklenir. Biniikleer hiicrelerinin biriktigi Cyt-B’nin optimal
konsantrasyonu, tam kan Kkiiltiirtinde 6 pg/ml’dir (95). Biniikleer lenfositler, Cyt-B
eklendikten 28 saat sonra, kirmizi kan hiicrelerini pargalamak i¢in 0.075 M KCI ile
muamele edilir ve lama aktarmadan ve boyanmadan Once metanol: asetik asit ile fiske
edilir (smear hiicrelerinde lamlar kuruduktan sonra fikse edilir). Alternatif olarak, Ficoll
gradienti kullanilarak tam kan kiiltlirlinden bintikleer lenfositleri izole etmek miimkiindiir.
Izole edilen hiicreler daha sonra sitosantrifugasyon ile lamlara transfer edilir. Sonra

hiicreler fikse edilir ve boyanr.

2.3.2. Sitozin Arabinozid Mikroniikleus Analizi Kullanarak Go/G1 Evresindeki Insan
Lenfositlerinde Cikartilip Yeniden Tamir Edilen DNA Lezyonlariin Olgiilmesi

Cesitli genotoksinlere maruz kalmasini takiben insan Go lenfositlerindeki MN cevabinin
analiz edilmesinden sonra mikroniikleus sekillenmesi yaygin bir kanit olusturabilir, ancak
iplik kirilmasi veya ig ipligi hasarindan ziyade DNA {izerinde baz lezyonlar1 ve
adduktlarin1 indiikleyen kimyasal ve ultraviyole radyasyonu i¢in sitotoksite ¢ok diisiiktiir
(86). Bu hipoteze gore, bu durum ya lezyonlarin yeterli onarimindan ya da tamir
edilemeyen bdyle bolgelerin DNA’da cift iplik kirigina doniismemesinden dolayidir.
Bununla birlikte, ¢ikartilip yeniden tamir edilme sitozin arabinozid (ARA) ile inhibe
edildiginde, ARA lezyonlar tek iplik kirigina doniisiir, bdylece DNA sentezi sonucunda ¢ift
iplik kirig1 olusur. Bu cift iplik kirig1t DNA sentezini takiben asentrik par¢a olusumuna yol
acar ve bir boliinme dongiisinde MN gibi ifade edilir ( Sekil 2.4) (86, 95). Lenfosit
kiiltiirlintin ilk 16 saati i¢inde (DNA sentezinden 6nce) ARA eklenmesi, UV veya MNU
uygulamasindan sonra MN’da doza bagl artisa neden oldugu (10 kat veya daha fazla)
gosterilmistir. Bununla birlikte, X-151nina maruz kaldiginda ARA-indiiksiyonu 1.8 kat artti,

¢linkii DNA adduktlar1 veya baz lezyonlarinin orant DNA iplik kirilmalarinin indiiksiyonu
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ile baglantilidir. Bu metot, ¢ikarma-onarmayi indiikleyen pestisitleri tanimlamak ve
¢ikarma-onarmay1 indiikleyen veya indiiklemeyen genotoksik ajanlar arasinda ayrim
yapmak i¢in kullanilmistir (96). ARA protokolu, 6zellikle giiglii bir sitotoksik etkilerin
zaylf MN indiiksiyonu ile gozlendigi durumlarda, CBMN analizi 6nemlidir. ARA metodu
kullanarak kesip ¢ikartilarak tamir edilen DNA lezyonlarinin 6l¢iilmesi sadece CBMN
analizi kullanmak suretiyle miimkiindiir ¢iinkii; (a) kesip ¢ikartilarak tamir edilen DNA
lezyonlarinin MN’ye donilismesi sadece cekirdek bdoliinmesi tamamlanmis hiicrelerde
meydana gelir, (b) ARA eklenmesi hiicre bolinme kinetigini degistirebilir, Cyt-B

olmaksizin MN analizlerindeki sonuglar sasirtici olabilir.

DNA polimerazin ARA ile inhibisyonu, replikatif DNA sentezi gec¢iren hiicrelerde DNA
iplik kirilmalarma neden olabilir. Ustelik G1 faz1 sirasinda ve S-fazindan énce ARA’a
maruziyeti ile beraber PHA ile uyarilmis Go lenfositlerinde bu metodu kullanmak
mimkiindiir, ¢linkii kesip ¢ikartilarak tamir etme G, fazi esnasinda aktive edilir. Pratikte,
bunun anlami hiicreler, PHA stimulasyonundan sonra ilk 16-20 saatleri sirasinda ARA
varliginda hiicrelerin kiiltiire edilmesidir. Daha sonra bu hiicreler, ARA’u ayirmak i¢in
yikanir ve DNA polimeraz ARA inhibisyonunu geri dondiirmek i¢in deoksisitidin igeren

kiiltiir ortaminda inkiibe edilir. Sonra standart CBMN protokolii izlenir (86, 96).
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Sekil 2.4. Bir bdlinme dongiisii icinde eksizyon ile
onartlabilir DNA lezyonunun ARA ile MN’lara doniisiimii
1 DNA iizerindeki addukt
Adduktun kesilmesi ve tek iplik kiriginda ARA ile gap-filling inhibe edilir
Replikatif DNA sentezini takiben tek iplik kirig1 ¢ift iplik kirigina doniistir
Cift iplik kirigi, kromatid kirik olarak ifade edilir

O I SN VS B S

Geri kalan kromatid parcas1t MN olarak ifade olur.

2.3.3. Sitokinez-Bloklu ve Sitokinez-Bloksuz Hiicrelerdeki Mikroniikleus Analizi

Binukleated hiicreleri elde etmek i¢in kullanilan Cyt-B’nin MN olusumunda bazi
karisikliklara sebep oldugu ile ilgili baz1 tartismalar vardir (93). Normal hiicrelerle yapilan
caligmalarda Cyt-B’nin MN’lar1 indiiklemedigi veya sitokinezde hiicreleri bloke etmek igin
kullanilan dozlardaki binukleer hiicrelerde MN frekansi ile Cyt-B’nin doza bagli etkisi
olmadig1 gosterilmistir (75, 97-99). Son bir ¢aligmada sitokinez-bloke edilen biniikleer
hiicrelerde 1g ipligi zehirleri tarafindan indiiklenen MN olusumunun beklenenden daha az
oldugu one siiriilmiistiir, ¢linkii kutuplar aras1 mesafenin kisalmasi geri kalan kromozom
parcalar1 ya da tam kromozomlarin niikleusa geri katilma olasiligin1 artirabilir. Fakat bu

CBMN analizinin etkinligini azaltmaz (100).

Hiicre boliinme kinetiginin yetersiz kontrollerinden dolay1 yanlis negatif sonuglardan
kaginmak ve Cyt-B’nin olasi etkisini en aza indirgemek i¢in Cyt-B kullanmadan in vitro
MN analiziyle ilgili aragtirmalara ilgi artmistir. Normal hiicrelerde CBMN analiziyle elde
edilen hatal1 bir pozitif sonucun kaniti olmamasina karsin, zaten Cyt-B kullanilan insan
lenfosit kiiltiirlerindeki MN indiiksiyonu ile ilgili MN analizi i¢in yeterli kanit vardir (75,
76, 101). Yine de; Cyt-B’li veya Cyt-B’siz karsilastirmali son MN ¢alismalari, eger iyi
biiyliyen hiicreler kullanilirsa kiiltiir ve ¢ekirdek boliinme kosullari en iyi seviyede olursa,
giiclii klastojenler test edildigi zaman Cyt-B’li ve Cyt-B’siz MN analizleri arasindaki
sonuclar1 karsilagtirmanin miimkiin oldugunu gostermistir (102, 103). MN olusumunun
matematiksel modeli, (1) BN hiicrelerdeki MN sayimi mikroniikleus frekansinin
belirlenmesinde giivenilir bir yoldur ve (2) sitokinez-blok olmadan yapilan kiiltiirlerdeki

mononiikleer hiicrelerde MN sayimi, test edilen kimyasal ¢ekirdek bdliinmesini inhibe
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ettiginde veya kiltiir kosullart optimal sayida hiicre boliinmesine izin vermediginde yanlig
negatif sonuclar ortaya cikarabilir (104). Sonu¢ olarak, Cyt-B’siz kiiltiirlerdeki tek
cekirdekli (mononiikleer) hiicrelerdeki mikroniikleuslarin sayilmasiyla elde edilen
mikroniikleus frekanst sonuclari, yanlis negatif sonuclardan dolayt CBMN analizi

kullanilarak dogrulanmalidir.

2. 3.4. Mikroniikleus ve Non-disjunction’daki Kromozom Kaybini Ol¢mek i¢in

Gelistirilen Molekiiler Teknikler

CBMN analizinde, MN’larin tam kromozomlardan mi1 yoksa asentrik par¢alardan m1 kdken
aldigin1 ayirt etmek, sentromerik DNA proplart yada kinetokor proteinlerine (aktif
kromozomlarin sentromerik bdlgesinde toplanan) baglanan antibadiler kullanarak
miimkiindiir. Insan hiicrelerinde veya diger hiicre tiplerinde kromozom biiyiikliikleri
heterojen oldugundan ve kii¢lik bir MN ya biiyiik bir kromozomun pargasini ya da kiiciik
bir kromozomun tiimiinii i¢erebildiginden, MN biiyiikligli bu ayrim i¢in kullanilamaz.
Kullanim agisindan anti-kinetokor antibadi metodu en basit ve ucuz bir tekniktir (105),
ancak bu yaklasimla tek olan kromozomlar arasinda ayrim yapilamaz ve inaktif
sentromerler lizerinde kinetokorlarin  olmamasindan dolayr kromozom kaybi
belirlenemeyebilir (106). Sentromerik bolgeleri tanimlamak i¢in kullanilan in situ

hibridizasyon (ISH) yontemi ¢ok pahali ve zahmetlidir, ancak daha spesifiklik saglar.

Ornegin, tek kromozomlar icin sentromerik proplar kullanilabilir, bu problar BN
hiicrelerde non-disjunctional (ayrilamama) olaylarin (yavru niikleuslarda homolog
kromozomlarin esit dagilmamasi gibi) belirlenmesine olanak saglar (82). Bu bdliimde,

sadece kinetokor antibadi metodu tanimlanacaktir.
2.3.5. In Vitro Genotoksisiteyi Test Etmede Kullamilan Uygulama

Ideal kosullarda her bir kimyasalin potansiyel genotoksitesi hiicre siklusunun cesitli
evrelerinde test edilmelidir. Insan perifaral kan lenfositleri alindig1 zaman Go fazinda
oldugu i¢in, bu evredeki hasar1 analiz etmek icin idealdir. Bununla birlikte hiicrelerin S
faz1, G, faz1 ve M fazi sirasinda genotoksik etkilere karsi daha duyarli oldugu

beklenmektedir ve bu dogrultuda ¢ogu hiicrelerin boliindiigii kiiltlir sirasinda kimyasallarla
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maruziyet olmalidir. MN olusumu bir niikleer bolinmenin  tamamlamasini
gerektirdiginden, maruziyet ve hiicrelerin hasat zamani arasindaki peryot buna izin

vermelidir.

Insan periferal kan lenfositleriyle Go’da Cyt-B ile muamele miimkiin oldugunca daha
erken BN hiicrelerin birikmesi igin gereklidir. Tipik olarak, standart protokole gore,
44.saatte Cyt-B eklenir ve cogalan hiicreler 72. saatte durdurulur. Bununla birlikte,
24 saatte Cyt-B eklenir ve ¢cogalan hiicreler 96. saatte durdurularak analiz i¢in ge¢ bdliinen

hiicrelerin sayis1 da artirilabilir.

Eger hiicreler S, G, ve M fazlarinda kimyasallara maruz birakilacaksa, kiiltliriin logaritmik
bliylime fazi sirasinda maruziyet olmalidir. Cyt-B ile kisa siire muamele edildikten sonra,
hiicreler daha sonra incelenen hiicrenin hiicre dongii evresine bagl olarak 6 ve 24 saat
arasinda hiicreler toplanir. Cok erken toplanma zamaninda esasen hiicreler G, veya ge¢ S
fazinda kimyasallara maruz kalirlar. Daha ge¢ hiicrelerin toplanma zamaninda ise tiim
hiicre dongiilerinde kimyasallara maruz kalmis hiicreler binukleate evrede bloke edilmis
olur. Boylece, Cyt-B eklendikten sonra biiyliyen hiicrelerin toplanma zamani incelenen

hiicre tipiyle degisebilir (107).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

Demirbas Malzemeler

1.
2.
3.

9.

Etiiv (Heto/ Cell Hause 200)

Su banyosu (Thermal)

Vorteks (Janke & Kunkel VF2)

Mikroskop (Nikon Labophot 2, Olympus model CHK)
Santrifiij ( ALC PK 110 ve Niive NF 815)

Hassas terazi (Kern S 2000)

Derin dondurucu

Buzdolab1

Dengeleme terazisi

10. Otomatik pipet

11. Fotomikroskop (Olympus BH-2)

Sarf Malzemeler

1.
2.
3.

Ham’s F10 (Biological Industries, B101-090-1B)
L-Glutamin (Biological Industries, B103-020-1C)

Fetal calf serum (Biological Industries, B104-001-1B)



10.

11

12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.

25

Fitohemagglutinin (Biological Industries, B1-12-006-1H)

Penisilin-Streptomisin (Sigma, 03-031-1C)
Sitokalazin-B (Sigma, C-6762)

Sitrinin (Sigma, C-1017)

Mitomisin C (Sigma, M-0503)

Kolsisin (Biological Industries, 12-003-1C)

Heparin (Nevparin, Mustafa Nevzat Ilag Sanayi)

. Giemsa (Merck, 5400512)

KH>PO, (merck, 9021622)

Na,HPO4H,O (Merck, K1690176)

Glacial asetik asit (Merck, 247K 18855556)
Metanol (Merck, 502K 05275408)

Ksilol (Merck, 207K037553)

Entellan® (Merck, 640171987)
Immersiyon yagi® (Merck, 09403569)
KCL (Merck, 340TA611835)

Alkol (%96’lik Tekel)

Distile su

Tiiplik

Cesitli cam malzemeler

Konik tabanli 10ml1’lik steril kiiltiir tiipii
Enjektor

Cesitli ebatlarda puarlar

Pastor pipeti

Lam (Geschliffen-Mattarant, objectrager 76x26 mm)
Lamel (Menzel-Glasser 24x32)

100 asalik renkli fotograf filmi (Fuji Colour)
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3.2. YONTEM
Cahsma Grubu

Calisma i¢in, 25-30 yaglar1 arasinda her iki cinsiyetten saglikli 6 kisinin periferal kan

ornekleri alinmustir.

Bu kisiler, sigara ve alkol kullanmayan, az miktarda (1-3 fincan) ¢ay i¢cen, kahve icme
aligkanlig1 olmayan, son ii¢ ayda herhangi bir ilag kullanmayan, kalitsal bir hastaligi

olmayan ve ailede kanser 0ykiisli bulunmayan saglikli kisilerden se¢ilmistir.
Mikroniikleus Elde Etmek I¢cin Kullamlan Yéntem

Mikroniikleus yontemi, periferik kandan kromozom analizi yapmak i¢in kullanilan
yontemin (kiiltiir ortaminin hazirlanmasi, 6rneklerin alinmasi, ekim yapilmasi) aynisi
olup sadece ¢ikarim ve preparat hazirlama islemlerinde farkliliklar vardir. Ayrica 44.

saatte Sitokalazin-B (Cyt-B) eklenmistir.
Mitoz Elde Etmek I¢in Kullamlan Yontem

Periferik kandan kromozom analizi yapmak i¢in kullanilan yontemin (kiiltiir ortaminin

hazirlanmasi, 6rneklerin alinmasi, ekim yapilmasi) aynisidir.
1. Kiiltiir Ortaminin (Besiyeri) Hazirlanmasi

Kullanilan malzemeler ve miktarlari;

Malzeme Miktar:
Ham’s F10 100 cc
L-glutamin 5cc
Fitohemaglutinin 2,5cc
Fetal calf serum 33 cc
Penisilin-streptomisin lcc

Heparin Icc
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Besiyeri, steril ortamda 100 cc’lik Ham’s F10 i¢ine yukaridaki diger malzemeler
eklenip, elle yavas bir sekilde bir ka¢ kez karistirilarak hazirlandi. Hazirlanan medyum
yine steril ortamda 5’er cc olmak iizere steril vidali kapakli konik tabanli kiiltiir
tiiplerine boliiniip, 10-15 dakika laboratuvarda bekletildikten sonra kan Orneklerinin

ekimi yapildi yada -20 °C’de dondurularak saklandi.
2. Kan Orneklerinin Alinmasi

Saglikli 6 kisinin, 5 ml’lik steril ve 0.1- 0.2 cc heparin igeren enjektorler kullanilarak
periferal kanlar1 alindi. Daha sonra kan orneklerinin bekletilmeden kiiltlir ortamlarina

ekimi yapildi.
3. Kiiltiir Teknigi

Onceden 37 °C’ye getirilmis olan 5 cc medyum igeren kiiltiir tiiplerine steril ortamda,
alinan kan orneklerinin 3-4 damlas1 digar1 atildiktan sonra 12 damla (0.4 ml) kan ilave
edildi. Tiiplerin iizerine hasta adi1 ve doz oranlar1 yazildi ve her bir kisi i¢in 3 tiipe ekim
yapildi. Tiplerin ikisi hafifce karistirilarak 37 °C’lik etiivde 44. saatte Cyt-B eklenmek
kosuluyla 72 saat ve tiiplerden biri 70. saatte kolsisin eklenerek 72 saat kiiltiire edildi.

Img Cyt-B (Sigma, 6762) 5 ml dimetil siilfoksitte ¢ozdiiriilerek hazirlandi. Cikarimin
44. saatinde kiltiir tiipleri etiivden ¢ikartilarak steril ortamda her bir tiipe 75 pl (final

konsantrasyonu: 3ug/ml) Cyt-B ilave edilerek tekrar etiive konuldu.

Kiiltlirlere mitoz elde etmek i¢cin 10 pg/ml’lik kolsisin (Biological Industries, 12-003-
1C) solusyonundan 70. saatte 0.05 ml ( final konsantrasyonu: 0.1 pg/ml) eklendi ve

tiipler tekrar etiive konuldu.

Sitrininin Hazirlanmasi ve Eklenmesi: 10 mg sitrinin (Sigma, C-1017 ) 2 ml etanol
ile ¢oziilerek stok solusyon hazirlandi. Stoktan 0.2 ml alinarak iizerine 0.8 ml etanol
eklenerek stok solusyon sulandirildi. Farkli konsantrasyonlarda, 10 uM i¢in sulandirilan
solusyondan 12.5 pl, 20 uM i¢in sulandirilan solusyondan 25 pl, 40 uM i¢in sulandirilan
solusyondan 50 pl, 60 uM i¢in stok solusyondan 15 pl, 80 uM i¢in stok solusyondan 20
ul ve 100 uM igin stok solusyondan 25 pl sitrinin kiiltiirlere eklendi.
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Pozitif Kontrolun Hazirlanmasi ve Eklenmesi: Pozitif kontrol olarak mitomisin ¢
(MMC; Sigma, M-0503 ) kullanildi. 2 mg MMC 10 ml steril distile su ile ¢oziilerek stok
solusyon hazirlandi. Stok solusyondan 0.1 ml alinarak iizerine 0.9 ml steril distile su
eklendi. Hazirlanan bu solusyon —20°C de saklandi ve hazirlanan bu solusyondan final

konsantrasyonu 10”7 M olacak sekilde kiiltiirlere 8.36 pl MMC eklendi.
4. Cikarim Islemleri

MN Analizi i¢in : Umegaki ve arkadaslarinin MN elde etmek icin galismasinda

kullanilan Balasem ve Ali metoduna gore ¢ikarim islemleri yapildi (108, 109).

* 0.1 M hipotonik soliisyonu, 1.864g KCL tartilip distile su ile 250 ml’ye tamamlanarak

hazirlandi.

1. 72 saat inkubasyondan sonra kiiltlir tlipleri etiivden c¢ikartilarak 1000 rpm’de 9
dakika santrifiij yapildi.

2. Dipte 0.6-0.7 ml kalincaya kadar iistteki siipernatantlar atildi.

3. Daha sonra hiicrelere laboratuvar 1sisinda beklemis olan 0.1M hipotonik

solusyonundan 6 ml eklenerek 4 dakika laboratuvar 1sisinda bekletildi.
4. Hiicreler hipotonik soliisyonunda bekletildikten sonra 9 dakika 1000 rpm’de
santrifij edildi.

5. Siipernatantlar atilip iizerine taze hazirlanmis soguk fiksatiften 6 ml (3:1, metanol:
glasial asetik asit) yavasca damla damla ilave edilip bekletmeden 9 dakika 1000
rpm’de santrifiij yapildi.

6. Siipernatantlar1 tekrar atilip lizerine ayni fiksatiften 6 ml ilave edilip, 9 dakika 1000
rpm’de santrifiij edildi.

7. Dipte 0.7 ml fiksatifli hiicre birakilarak siipernatantlar1 tekrar atildi ve bir giin
buzdolabinda (+4 °C) bekletildi.
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Mitotik indeks I¢in

* 0.075 M hipotonik soliisyonu, 1.398g KCL tartilip distile su ile 250 ml’ye

tamamlanarak hazirlandi.

1. 72 saat inkubasyondan sonra kiiltlir tiipleri etiivden ¢ikartilarak 1000 rpm’de 9
dakika santrifiij yapildu.

2. Dipte 0.6-0.7 ml kalincaya kadar tistteki siipernatantlar atildi.

3. Daha sonra hiicrelere 37 °C’ye getirilmis olan 0.075 M hipotonik solusyonundan 6
ml eklenerek 20 dakika 37 °C’lik etlivde bekletildi.

4. Hicreler hipotonik soliisyonunda bekletildikten sonra 9 dakika 1000 rpm’de
santrifiij edildi.

5. Siipernatantlar atilip lizerine taze hazirlanmis soguk fiksatiften 6 ml (3:1, metanol:
glasial asetik asit) yavagca damla damla ilave edilip bir giin buzdolabinda (+4 °C)
bekletildi.

6. Bekleme isleminden sonra tiipler, 9 dakika 1000 rpm’de santrifiij edildi.

Stipernatantlari atild.
7. 1kinci ve iigiincii fiksasyon islemleri (5 ve 6. basamaklar) yapild.

8. Dipte 0.7 ml fiksatifli hiicre birakilarak silipernatantlar1 tekrar atildi ve bir giin
buzdolabinda (+4 °C) bekletildi.

Preparat Hazirlama

MN Analizi I¢in: Lamlar temizlenerek icinde %70’lik metanol bulunan saleye
yerlestirilip soguyuncaya kadar buzdolab1 buzlugunda bekletildi. Daha sonra saleden
cikarilan lamlar iyice kurulandi. Pastor pipeti ile fiksatifli hiicre iceren kiiltiir tiiplerine
pipetaj yapilarak hiicre siispansiyonundan pastdr pipeti yardimiyla lamlara yakin
mesafeden (1- 2cm yukaridan) 9- 10 damla damlatildi. Lamlara kuvvetlice iiflenerek
hiicrelerin lam iizerine iyice dagilmasi sagland1 ve kurumaya birakildi. Her kiiltiir tlipii
icin ayr1 pastor pipeti kullanilarak farkli preparatlar hazirlandi ve lamlar ayr1 ayri

kodlandi.
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Mitotik Indeks Icin: Lamlar temizlenerek i¢inde %70’lik metanol bulunan saleye
yerlestirilip soguyuncaya kadar buzdolab1 buzlugunda bekletildi. Daha sonra saleden
¢ikarilan lamlar iyice kurulandi. Pastor pipeti ile fiksatifli hiicre igeren kiiltiir tiiplerine
pipetaj yapilarak hiicre siispansiyonundan pastor pipeti yardimiyla lamlara uzaktan 7- 8
damla damlatildi. Lamlara kuvvetlice iiflenerek hiicrelerin lam {izerine iyice dagilmasi
sagland1 ve kurumaya birakildi. Her kiiltiir tiipii i¢in ayr1 pastor pipeti kullanilarak farkli

preparatlar hazirland1 ve lamlar ayr1 ayr1 kodlandi.
1. Preparatlarin Boyanmasi ve Saklanmasi
Boyama icin gerekli olan solusyonlar;

* 0.06 M KH,PO, solusyonu: 6.124 g KH,PO, tartilip distile su ile 750 ml’ye

tamamlanarak hazirlandi.

* 0.06 M Na,HPOssolusyonu: 8.010 g Na,HPO, tartilip distile su ile 750 ml’ye

tamamlanarak hazirland.

49 ml KH,PO,s + 51 ml Na,HPO, (sorenson tamponu) balon jojede karistirilip, 100
ml’lik solusyondan 5 cc disar1 atildi. 5 cc giemsa boyasi bu tampona eklenerek tekrar

karistirildi.

Kurumus olan preparatlar yeni hazirlanan %5’lik giemsada 6 dakika boyandiktan
hemen sonra 2 kez distile su ile yikanarak kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlar

ksilolden gegirildikten sonra kanada balsami (entellan) damlatilarak lamelle kapatildi.
Lamlarin incelenmesi ve MN Sikhginin Degerlendirilmesi

Lamlar en iyi 1000X’1ik biiyiitmede incelenir. Lamlar 151k veya floresans mikroskopta
bakilmalidir. Lamlar analizden 6nce numaralandirilmalidir. Her bir duplike kiiltiirden
aliman lamlar i¢in bir skor elde edilmelidir. Her bir preparat asagidaki bilgileri
igcermelidir (107):

1. MN’larm sayist, en azindan 1000 BN hiicrede sayilmalidir ve 1000 BN hiicre basina

MN frekansi hesaplanmalidir.

2. Sifir, bir veya daha fazla MN igeren BN hiicre dagilimi; tek bir BN hiicrede MN
sayist normalde saglikli bireylerin lenfositlerinde O ila 3 arasinda degismektedir

ancak genotoksine ve yasa bagli olarak 3’den fazla olabilir.
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Mikroniikleuslu BN hiicrelerinin frekansi, en azindan 1000 BN hiicrede

bulunmalidir.
1000 BN hiicresinde niikleoplazmik koprii frekansi hesaplanmalidir.

500 hiicre basina tek ¢ekirdekli (mononiikleer), iki ¢ekirdekli, ii¢ ¢ekirdekli ve dort
cekirdekli hiicrelerin orani hesaplanmalidir. Bu bilgiye dayanarak ¢ekirdek boliinme

indeksi olusturulabilir.

Canli ya da apoptoz veya nekrozdan dolay1 dlen hiicrelerin sayisi, ayni1 preparat
tizerinde 500 hiicre basina tek-, iki- ve c¢ok-cekirdekli hiicreler sayilirken

skorlanalabilir.

Hiicreyi tanimlayamadigimizda atlayip gegebiliriz.

Sitokinezi Bloke Edilmis Biniikleer Hiicreleri Tanimlama Kriterleri

MN frekansi degerlendirilecek olan sitokinezi bloke edilmis hiicreler asagidaki kriterleri

icermek zorundadir (107).

1. Hiicreler biniikleer (iki ¢ekirdekli) olmalidir.

2. Biniikleer hiicredeki iki c¢ekirdegin boyutu yaklasik olarak ayni olmali ve yogun
boyanmalidir.

3. Biniikleer hiicredeki iki ¢ekirdek niikleoplazmik bir koprii ile baglanabilir. Bu
niikleoplazmik koprii ¢cekirdek capinin “4‘linden biiyiik olmamalidir.

4. Biniikleer hiicredeki iki c¢ekirdek birbirine temas edebilir, ancak ideal olarak
birbirinin {izerine ¢ikmamis olmalidir. ki cekirdegi iist iiste ¢ikmis olan bir hiicre
eger her bir ¢ekirdegin ¢ekirdek siirlari ayirt edilebiliyorsa sayilmalidir.

5. Biniikleer hiicrenin sitoplazmik sinir1 yada zar yapis1 bozulmamis olmali ve komsu

hiicrelerin sitoplazmik sinirindan agikga ayirt edilebilmelidir.

Mikroniikleus Sayma Kriterleri

MN’lar morfolojik olarak g¢ekirdek ile ayni ancak c¢ekirdekten daha kiigiiktir. MN

Ozellikleri asagida belirtilmistir (107):

a) Insan lenfositlerindeki MN’larin capi, genellikle ana ¢ekirdegin ortalama capinin

1/16 ve 1/3’1i arasinda degismektedir.
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b) MN’lar kirilgan olmamalidir ve bdylece boyanan partikiiller gibi artefaktlardan
kolayca ayirt edilebilir.

¢) MN’lar ana cekirdekle birlesmis veya baglantili olmamalidir.

d) MN’lar ana cekirdege temas edilebilir ancak iistiine binmis olmamalidir ve

mikroniikleer sinir ¢ekirdek sinirindan ayirt edilebilir olmalidir.

e) MN’lar genellikle ana ¢ekirdekle ayni yogunlukta boyanmalidir, ana ¢ekirdek bazen
daha yogun (koyu) boyanabilir.

f) Hiicrelerin 6 tane MN’dan daha fazlasini icermemesi gerekir.
Mikroniikleus Sayimi

Sayilan cekirdeklerin tekrar sayilmamasi icin 151k mikroskobunda 400X biiylitmede
sitoplazmasi dagilmayip sinirlar1 belli olan g¢ekirdekler belirlendi ve sadece bunlar
sayildi. Alt1 saglikli kiside her bir sitrinin dozu (10 uM, 20 uM, 40 uM, 60 uM, 80 uM
ve 100 uM), negatif kontrolu, pozitif (MMC) kontrolu ve ¢o6ziicii (etanol) kontrolu i¢in
duplike kiiltiirlerden hazirlanan preparatlarda 1000 BN hiicre sayildi ve mikroniikleuslar
kaydedildi. Ayrica her bir kiside yukarida verilen sitrinin dozlar1 ve kontroller igin,
1000 tek c¢ekirdekli hiicre sayilarak iki c¢ekirdekli hiicreler kaydedildi ve iki

cekirdekli/tek ¢ekirdekli (binukleer/mononukleer) hiicre orani hesaplandi.

Alt1 saglikli kisinin denenen sitrinin dozlarindaki MN degerleri istatistiksel olarak non-
parametrik testlerden Friedman testi ile degerlendirildi. Ayrica sitrinin dozlart ve MN

iligkisi korelasyon analizi ile degerlendirildi.
Mitotik Indeks Sayim

Isik mikroskobunda 400X biiylitmede, alt1 saglikli kiside her bir sitrinin dozu (10 uM,
20 uM, 40 pM, 60 uM, 80 uM ve 100 uM), negatif kontrolu, pozitif (MMC) kontrolu ve
¢Oziicii (etanol) kontrolu icin kiiltiirlerden hazirlanan preparatlarda 3000 aktive

(stimule) olmus lenfositler sayildi ve mitozlar kaydedildi.

Alt1 saglikli kisinin denenen sitrinin dozlarindaki mitotik indeks degerleri istatistiksel
olarak non-parametrik testlerden Friedman testi ile degerlendirildi. Ayrica sitrinin

dozlar1 ve mitotik indeks iliskisi korelasyon analizi ile degerlendirildi.
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Resim 3.1. MN’lu biniikleer (BN) hiicre



4. BULGULAR

Alt1 saglikl kisiden her bir sitrinin dozu (10 pM, 20 uM, 40 uM, 60 uM, 80 uM ve 100
uM), negatif kontrol, pozitif (MMC) kontrol ve etanol kontrol i¢in alinan kan drnekleri
materyal metotta belirtilen yontemlere gore hazirlanan kiiltiir ortamlarina ekilmis ve
yapilan preparatlarda MN frekanslar1 ve MI oranlar1 degerlendirilmistir. Her bir kisi
icin bulunan MN ve MI degerlerinin negatif kontrol ve etanol kontrol degerleri ile
karsilagtirilmasi, Friedman testi uygulanarak yapilmistir. Ayrica MN frekanslar1 ve MI

oranlarinin doza bagh iliskisi korelasyon analizi ile degerlendirilmistir.

Alt1 kisinin lenfositlerindeki farkli sitrinin dozlari, negatif kontrol, pozitif (MMC)
kontrol ve etanol kontrollerdeki MN’lu biniikleer hiicrelerin sayilar1 yiizde olarak Tablo

4.1.°de verilmistir.
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Tablo 4.1. Alt1 kisinin lenfositlerinde farkl: sitrinin dozlari, negatif kontrol, pozitif (MMC) kontrol ve etanol kontrollerdeki MN’lu bintikleer hiicrelerin sayilari
(degerler % olarak verilmistir).

Denek(n) Negatif Etanol Pozitif 1.0 uM 2.0 uM 4!0 uM 6.0 uM if() uM lf)OPM
kontrol kontrol kontrol sitrinin sitrinin sitrinin sitrinin sitrinin sitrinin

1 1.67 1.36 5.28 1.57 2.90 3.81 4.08 4.67 5.05

2 2.16 2.41 8.99 2.08 2.68 3.20 4.47 4.58 5.78

3 1.73 1.91 4.00 2.62 2.71 2.97 3.28 3.73 4.11

4 1.21 1.34 3.92 2.32 2.31 3.55 3.71 3.94 5.42

5 1.52 1.77 4.28 1.54 1.74 2.06 3.67 3.62 3.87

6 2.73 2.28 4.75 2.26 2.18 2.58 3.25 3.48 4.15

Ortalama %+SS 1.84+0.54 1.85+0.45 5.20%£1.92 2.07+0.43 2.42+0.43 3.03+0.64 3.74+0.47 4.00+0.51 4.73+0.79
p* 0.414 0.014 1.000 0.102 0.102 0.014 0.014 0.014
p** 0.014 1.000 0.414 0.014 0.014 0.014 0.014

MN: Mikronukleus, SS: Standart sapma (SD)

*Negatif kontrol ile karsilastirildiginda (Friedman test)

**Etanol kontrol ile karsilastirildiginda (Friedman test)
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Ortalama %z=SS degerleri: negatif kontrolde 1.84+0.54, etanol kontrolde 1.85%0.45,
pozitif kontrolde 5.20+1.92, 10 uM sitrininde 2.07+0.43, 20 puM sitrininde 2.42+0.43,
40 pM sitrininde 3.03+0.64, 60 uM sitrininde 3.74+0.47, 80 uM sitrininde 4.00+0.51,
ve 100 puM sitrininde 4.73+0.79 olarak bulunmustur. Negatif kontrol ile
karsilagtirildiginda (Friedman test) pozitif kontrol, 60 uM, 80 uM, 100 pM sitrinin
degerleri istatistiksel olarak anlamli (p=0.014), etanol kontrol, 10 uM, 20 uM, 40 uM
sitrinin degerleri istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p>0.05). Etanol kontrol ile
karsilastirildiginda (Friedman test) pozitif kontrol, 40 uM, 60 uM, 80 uM, 100 uM
sitrinin degerleri istatistiksel olarak anlamli (p=0.014) , 10 pM, 20 pM, sitrinin

degerleri istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p>0.05).

Alt1 kisinin lenfositlerinde farkli sitrinin dozlari, negatif kontrol, pozitif (MMC) kontrol
ve etanol kontrollerdeki biniikleer hiicre/mononiikleer hiicre degerleri ylizde olarak

Tablo 4.2. verilmistir.

Ortalama %z*SS degerleri: negatif kontrolde 37.37+4.77, etanol kontrolde 31.82+4.62,
pozitif kontrolde 17.63+2.11, 10 uM sitrininde 28.03+4.39, 20 uM sitrininde 22.08+
2.05, 40 uM sitrininde17.10£2.05, 60 uM sitrininde16.30£1.87, 80 uM sitrininde 13.83
+3.58, ve 100 puM sitrininde 10.30£3.05 olarak bulunmustur. Negatif kontrol ile
karsilastirildiginda (Friedman test) etanol kontrol, pozitif kontrol, 10 uM, 20 uM, 40
uM, 60 uM, 80 uM, 100 uM degerleri istatistiksel olarak hepsi anlamli bulunmustur
(p=0.014). Etanol kontrol ile karsilastirildiginda (Friedman test) pozitif kontrol, 40 uM,
60 uM, 80 uM, 100 uM degerleri istatistiksel olarak anlamli (p=0.014), 10 uM, 20 uM,

degerleri istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p>0.05).
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Tablo 4.2. Alt1 kisinin lenfositlerinde farkli sitrinin dozlari, negatif kontrol, pozitif (MMC) kontrol ve etanol kontrollerdeki biniikleer hiicre/mononiikleer hiicre degerleri
(degerler yiizde olarak verilmistir).

Denek(n) Negatif Etanol Pozitif 1.0 uM 2.0 uM 4!0 uM 6.0 uM if() uM 1?)0.[.11.\/[
kontrol kontrol kontrol sitrinin sitrinin sitrinin sitrinin sitrinin sitrinin
1 35.59 26.78 16.98 24.03 21.11 17.54 18.20 17.38 12.17
2 34.40 32.86 15.22 27.31 24.29 18.79 14.11 10.78 10.15
3 33.78 29.19 17.68 23.55 18.84 16.03 16.49 15.13 11.53
4 39.79 35.97 19.36 27.78 22.83 18.24 17.59 15.11 9.91
5 46.06 38.19 20.74 35.47 23.99 18.55 17.52 16.40 13.37
6 34.62 27.90 15.82 30.06 2143 13.45 13.88 8.16 4.66
Ortalama %=*SS 37.37+4.77 31.82+4.62 17.63%£2.11 28.03+4.39 22.08+2.05 17.10£2.05 16.30+1.87 13.83+3.58 10.30£3.05
p* 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014
px* 0.014 0.102 0.102 0.014 0.014 0.014 0.014

SS: Standart sapma (SD)

*Negatif kontrol ile karsilastirildiginda (Friedman test)

**Etanol kontrol ile karsilastirildiginda (Friedman test)
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Farkli sitrinin dozlarinda bintikleer hiicrelerin sayisi, MN’lu biniikleer hiicrelerin
sayilari, biniikleer hiicrelerde MN (1MN, 2MN, 3MN, 4MN, ve SMN ) sayilari, MN ve

biniikleer hiicrelerin yiizdeleri Tablo 4.3.’de verilmistir.

Alt1 kisinin lenfositlerinde 9 farkli (10 uM, 20 uM, 40 uM, 60 uM, 80 uM ve 100 uM)
sitrinin dozlar1, negatif kontrol, pozitif (MMC) kontrol ve etanol kontrollerdeki mitoz

ve hiicre sayilar1 (Mitoz sayisi/hiicre sayis1) Tablo 4.4.’de verilmistir.

Alt1 kisinin lenfositlerinde farkl: sitrinin dozlar1 negatif kontrol, pozitif (MMC) kontrol

ve etanol kontrollerdeki mitotik indeks degerleri yiizde olarak Tablo 4.5.’de verilmistir.

Ortalama %z=SS degerleri: negatif kontrolde 6.72+1.45, etanol kontrolde 5.81+1.40,
pozitif kontrolde 3.53+0.32, 10 uM sitrininde5.39+1.57, 20 uM sitrininde4.51£0.99, 40
uM sitrininde 3.77%0.76, 60 uM sitrininde 3.61£0.75, 80 uM sitrininde 3.44+0.67, ve
100 uM sitrininde 3.19+0.47 olarak bulunmustur. Negatif kontrol ile karsilagtirildiginda
(Friedman test) etanol kontrol, pozitif kontrol, 10 uM, 20 uM, 40 uM, 60 uM, 80 uM,
100 uM sitrinin degerleri istatistiksel olarak hepsi anlamli bulunmustur (p=0.014).
Etanol kontrol ile karsilastirildiginda (Friedman test) pozitif kontrol, 40 uM, 60 uM, 80
uM, 100 pM degerleri istatistiksel olarak anlamli (p=0.014), 10 uM, 20 uM degerleri

istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p>0.05).

Alt1 kisinin lenfositlerindeki sitrinin dozlar1 ve biniikleer/mononiikleer hiicre degerleri
arasindaki iligki korelasyon analizi ile degerlendirildiginde, farkli sitrinin dozlarinda
bintikleer/mononiikleer hiicre degerlerinin doza bagl olarak azaldig1 goriilmektedir (%

0.7193; Sekil 4.1).

Altt kisinin lenfositlerindeki sitrinin dozlart ve MN’lu biniikleer hiicre sayilari
arasindaki iliski korelasyon analizi ile degerlendirildiginde, farkli sitrinin dozlarinda
MN’lu biniikleer hiicre sayilarinin doza bagl olarak arttig1r goriilmektedir (r*: 0.6921;
Sekil 4.2).

Alt1 kisinin lenfositlerindeki sitrinin dozlar1 ve mitotik indeks degerleri arasindaki iliski
korelasyon analizi ile degerlendirildiginde, farkli sitrinin dozlarinda mitotik indeks

degerlerinin doza bagli olarak azaldig1 goriilmektedir (r2:0.592; Sekil 4.3).
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Tablo 4.3. Farkli sitrinin dozlari, negatif kontrol, pozitif (MMC) kontrol ve etanol kontrollerdeki biniikleer hiicrelerin sayis1, MN’lu biniikleer hiicrelerin sayilari,
MN sayilar1 ve biniikleer hiicrelerin ytizdeleri.

MN’lu biniikleer hiicrelerin sayisi

Grup Wierelrin sayss | hicrelerin say ortalama (%555) | iere ortatama (% £ 55
1IMN [ 2MN | 3MN | 4MN | SMN - -
Negatif kontrol 6278 115 81 11 4 - - 1.84+0.54 37.37+4.77
Etanol kontrol 6302 114 99 6 1 - - 1.85+0.45 31.82+4.62
Pozitif kontrol 6111 318 258 28 - 1 - 5.20+1.92 17.63£2.11
10 pM sitrinin 6156 127 111 3 2 1 - 2.07+£0.43 28.03+4.39
20 pM sitrinin 6206 150 109 13 2 1 1 2.42+0.43 22.08+2.05
40 pM sitrinin 6140 186 156 10 2 1 - 3.03+0.64 17.10£2.05
60 UM sitrinin 6277 235 180 19 3 2 - 3.74+0.47 16.30+1.87
80 UM sitrinin 6196 248 188 19 3 2 1 4.00+0.51 13.83%3.58
100 UM sitrinin 6199 294 220 25 4 3 - 4.73+0.79 10.30+3.05

MN: Mikronukleus, SS: Standart sapma (SD),
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Tablo 4.4. Alt1 kisinin lenfositlerinde farkl: sitrinin dozlari, negatif kontrol, pozitif (MMC) kontrol ve etanol kontrollerdeki mitoz ve hiicre sayilari

(Mitoz sayist/hiicre sayist)

Denek(n) Negatif Etanol Pozitif 1-0 uM 2-0 uM 4!0 uM §0 uM 1%0 uM 1!)0-[11.\/[
kontrol kontrol kontrol sitrinin sitrinin sitrinin sitrinin sitrinin sitrinin
1 224/3165 195/3028 109/3101 203/3389 141/3182 120/3090 115/3126 106/3002 100/3101
2 142/3148 125/3057 118/3432 133/3056 135/3141 116/3171 103/3092 104/3272 92/3134
3 173/3189 134/3097 118/3152 110/3121 91/3120 92/3205 90/3292 88/3327 80/3049
4 230/3177 190/3250 106/3421 144/3239 136/3200 108/3169 103/3121 105/3330 95/3088
5 252/3017 238/3058 133/3317 224/3006 174/3025 159/3083 151/3035 141/3025 121/3000
6 231/3004 201/3148 102/3056 167/3017 175/3235 113/3103 109/3018 107/3077 99/3071
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Tablo 4.5. Alt1 kisinin lenfositlerinde farkl: sitrinin dozlari, negatif kontrol, pozitif (MMC) kontrol ve etanol kontrollerdeki mitotik indeks degerleri
(degerler % olarak verilmistir).

Denek(n) Negatif Etanol Pozitif 1.0 uM 2-0 uM 4!0 uM 6.0 uM 2?0 uM IS)O}JM
kontrol kontrol kontrol sitrinin sitrinin sitrinin sitrinin sitrinin sitrinin

1 7.08 6.44 3.52 6.99 4.43 3.88 3.68 3.53 3.23

2 4.51 4.09 3.44 4.35 4.30 3.66 333 3.18 2.94

3 543 4.33 3.74 3.53 2.92 2.87 2.73 2.65 2.62

4 7.24 5.85 3.10 4.45 4.25 3.41 3.30 3.15 3.08

5 8.35 7.78 4.01 7.45 5.75 5.16 4.98 4.66 4.03

6 7.69 6.39 3.34 5.54 541 3.64 3.61 3.48 3.22

Ortalama %=*SS 6.72+1.45 5.81+1.40 3.53+0.32 5.39+1.57 4.51%£0.99 3.77£0.76 3.61+0.75 3.44+0.67 3.19+0.47

p* 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014

pr* 0.014 0.414 0.102 0.014 0.014 0.014 0.014

SS: Standart sapma (SD).

*Negatif kontrol ile karsilastirildiginda (Friedman test).

**Etanol kontrol ile karsilagtirildiginda (Friedman test).
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Binukleer/mononukleer hiicre degerleri (%)

0 Rsq =0.7193

Gruplar

Sekil 4.1. Alt1 kisinin lenfositlerinde farkli sitrinin dozlari, negatif kontrol, pozitif (MMC)
kontrol ve etanol kontrollerdeki biniikleer/mononiikleer hiicre degerleri

(Degerler % olarak verilmistir. Gruplar: 1.Negatif kontrol; 2.Etanol kontrol; 3.10 pM
sitrinin; 4.20 UM sitrinin; 5.40 UM sitrinin; 6.60 UM sitrinin; 7.80 PM sitrinin; 8.100 pM
sitrinin; 9.Pozitif kontrol).
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10

MN degerleri (%)

Gruplar

Sekil 4.2. Alt1 kiginin lenfositlerinde farkli sitrinin dozlari, negatif kontrol, pozitif
(MMC) kontrol ve etanol kontrollerdeki MN’lu biniikleer hiicrelerin sayilart.

(Degerler % olarak verilmistir. Gruplar: 1.Negatif kontrol; 2.Etanol kontrol;
3.10 pM sitrinin; 4.20 UM sitrinin; 5.40 pM sitrinin; 6.60 UM sitrinin; 7.80 UM
sitrinin; 8.100 UM sitrinin; 9.Pozitif kontrol).

Rsq = 0.6921
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Mitotik indeks degerleri (%)

Rsq =0.5292

Gruplar

Sekil 4.3. Alt1 kisinin lenfositlerinde farkli sitrinin dozlari, negatif kontrol, pozitif
(MMC) kontrol ve etanol kontrollerdeki Mitotik indeks degerleri.

(Degerler % olarak verilmistir. Gruplar: 1.Negatif kontrol; 2.Etanol kontrol; 3.10 p
M sitrinin; 4.20 UM sitrinin; 5.40 UM sitrinin; 6.60 UM sitrinin; 7.80 UM sitrinin;
8.100 pUM sitrinin; 9.Pozitif kontrol).



5. TARTISMA VE SONUC

Mikotoksinler ¢esitli mantar tiirleri tarafindan olusturulur. Ayrica yapisal olarak farkli
ikincil metabolitleri tretirler. Bu toksik bilesikler besinlere ve ekinlere bulasabilir.
Bulasan bu materyaller insan ve hayvanlarda patojenik olabilir ve ciddi saglik
problemlerine ve karsinogeneze Onciiliikk yapabilir (8). Cevrede mantarlarin yayilma

dogasindan dolay1 mikotoksinlerin yiyeceklere bulagmasi kaginilmaz olmaktadir.

Mikotoksinlerden biri olarak sitrinin mikotoksini toksik ikincil bir metabolittir, ilk kez
Penicillium citrinum’dan izole edilmistir (9). Sitrinin antibiyotik, bakteriostatik,
antifungal ve antiprotozoal 6zelliklere sahiptir. Cesitli tiirleri hepato-nefrotoksin olarak
bilinmesine karsin (41-43), in vitro ¢aligmalar sitrininin renal mitokondriyal fonksiyon
ve makromolekiil biyosentezi (hiicre 6liimiinde sonuglanir) iizerinde pek c¢ok etkiye
neden oldugunu gostermistir (44-46). Buna ek olarak sitrinin, et, meyve, tahil (47) ve
peynir (48-50) gibi besinlerde diger nefrotoksin-ochratoksin A ile birlikte olusur ve
sinerjistik etki yapar (51).

Sitrininin genotoksisitesi insanlarda tam anlasilamadigindan, halkin bu toksine diisiik
seviyelerde ve uzun siire maruz kalmasi &nemli olmaktadir. Onceki calismalar,
sitrininin  ¢esitli hiicre ve hayvan modellerinde nefrotoksisiteye sebep oldugunu
gostermistir. Mitokondri elektron transport sistemindeki karisiklik, bu toksinin olasi

etki sekli olarak tanimlanmistir. Sitrinin mutagenisitesi ve genotoksisitesi tizerine hem
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negatif hem pozitif sonuglar elde edilmistir. Sitrinin, V79-E hiicrelerinde kromozomal
aberasyonlara sebep olur, fakat kardes kromatid degisimine (KKD) sebep olmaz ve
Salmonella typhimurium ¢alismalarinda mutajenik degildir (57, 58). Diger taraftan,
sitrinin intakt Escherichia coli kromozom DNA’sinda DNA tek- ve ¢ift-iplik kiriklarina
sebep olur (59). Ayrica sitrinin, V79 hiicrelerinde (60) andploidogenik potensiyele
sahip oldugu ve farelerin kemik iligi hiicrelerinde (61) kromozomal anormalliklere
sebep oldugu gosterilmistir. Dahasi, erkek F344 ratlarinda dietle sitrininin oral alinima,

beslenen ratlarin % 70°nde renal adenomlarin olusumuna sebep olmustur (62).

Kromozom yapisinin tam anlamiyla anlagilmamasina ragmen, kromozom seviyesinde
goriilen anormallikler DNA seviyesindeki hasarlarin belirtisidir, 6rnegin kromozom
kirilmalari, DNA’daki ¢ift iplik yapinin tekrar tamir edilememesinden meydana
gelebilir (67). Kromozom kaybi ve kromozomlarin hatali ayrilist (non-disjunction),
kanserde ve yaslanmada ¢ok Onemli olaylardir ve metafazdan 6nce ig ipliklerinde,
sentromerde yada kromozom yapisindaki bozukluklarla ortaya ¢ikabilir (68-70).
MN’lar, mitoz sirasinda kutuplara gidemeyen tiim kromozomlar ya da sentromeri
olmayan kromozom kiriklarini igceren bdoliinen hiicrelerde goriilebilir. Telofazda, geri
kalan kromozomlar ve pargalar etrafinda niikleer bir zar olusur ve bu yapi hiicrenin ana
cekirdeginden daha kiigiik oldugundan "mikroniikleus (MN)" olarak adlandirilir (Sekil
2.3). Bundan dolayi, MN’lar hem kromozom kirilmast hem de kromozom kaybinin
uygun ve giivenilir 6l¢limiinii saglar. MN’lar ¢ekirdek boliinmesi tamamlandiktan sonra
olustugu i¢in, MN’lar hiicre dongiisiiniin biniikleer (iki ¢ekirdekli, BN) safhasinda ideal
olarak olciiliir (74, 75). Son olarak, yeni kimyasallarin genotoksitesini test etmek icin

metafaz analizi yerine mikroniikleus analizinin kullanilmasi 6nerilmektedir (91, 93).

Bu caligmada, 6 saglikli kisinin lenfosit kiiltiirlerinde ¢esitli sitrinin dozlar1 (10 pM, 20
uM, 40 uM, 60 uM, 80 uM ve 100 uM), negatif kontrol, pozitif (MMC) kontrol ve

etanol kontrol i¢in MN frekanslar1 ve MI oranlar1 degerlendirilmistir.

MN degerleri acisindan, negatif kontrol ile karsilastirildiginda (Friedman test) pozitif
kontrol, 60 uM, 80 uM, 100 uM sitrinin degerleri istatistiksel olarak anlamli (p=0.014),
etanol kontrol, 10 uM, 20 uM, 40 uM sitrinin degerleri istatistiksel olarak anlamsiz
bulunmustur (p>0.05). Etanol kontrol ile karsilastirildiginda (Friedman test) pozitif
kontrol, 40 uM, 60 uM, 80 uM, 100 puM sitrinin degerleri istatistiksel olarak anlaml
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(p=0.014) , 10 uM, 20 uM, sitrinin degerleri istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur
(p>0.05) (Tablo 4.1).

Biniikleer hiicre/mononiikleer hiicre degerleri agisindan, negatif kontrol ile
karsilastirildiginda (Friedman test) etanol kontrol, pozitif kontrol, 10 uM, 20 uM, 40
uM, 60 uM, 80 uM, 100 uM degerleri istatistiksel olarak hepsi anlamli bulunmustur
(p=0.014). Etanol kontrol ile karsilastirildiginda (Friedman test) pozitif kontrol, 40 uM,
60 uM, 80 uM, 100 uM degerleri istatistiksel olarak anlamli (p=0.014), 10 uM, 20 uM,
degerleri istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p>0.05) (Tablo 4.2).

Mitotik indeks degerleri agisindan, negatif kontrol ile karsilagtirildiginda (Friedman
test) etanol kontrol, pozitif kontrol, 10 uM, 20 uM, 40 uM, 60 uM, 80 uM, 100 uM
sitrinin degerleri istatistiksel olarak hepsi anlamli bulunmustur (p=0.014). Etanol
kontrol ile karsilastirildiginda (Friedman test) pozitif kontrol, 40 uM, 60 uM, 80 uM,
100 uM degerleri istatistiksel olarak anlamli (p=0.014), 10 uM, 20 uM degerleri
istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p>0.05) (Tablo 4.5).

Ayrica, 6 kisinin lenfositlerindeki sitrinin dozlar1 ve biniikleer/mononiikleer hiicre
degerleri arasindaki iliski korelasyon analizi ile degerlendirildiginde, farkli sitrinin
dozlarinda biniikleer/mononiikleer hiicre degerlerinin doza bagl olarak azaldig
goriilmektedir (r*: 0.7193; Sekil 4.1). Alt1 kisinin lenfositlerindeki sitrinin dozlar1 ve
MN’lu  biniikleer hiicre sayilar1 arasindaki iliski korelasyon analizi ile
degerlendirildiginde, farkl sitrinin dozlarinda MN’lu biniikleer hiicre sayilarinin doza
bagl olarak arttig1 goriilmektedir (r*: 0.6921; Sekil 4.2). Alt1 kisinin lenfositlerindeki
sitrinin dozlar1 ve mitotik indeks degerleri arasindaki iligki korelasyon analizi ile
degerlendirildiginde, farkli sitrinin dozlarinda mitotik indeks degerlerinin doza bagh

olarak azaldigi goriilmektedir (r*: 0.5292; Sekil 4.3).

Literatiir aragtirmasina gore insan lenfositleri {izerinde sitrinin, mikronukleus ve mitotik
indeks ile ilgili olarak az sayida caligmaya rastlanmistir. Bu caligmalardan birinde,
patulin ve sitrininin insan hiicrelerinde genotoksik etkileri iizerine yapilan bir
calismada, patulinin insan kan lenfositlerinde ve insan embriyonik bobrek (HEK293)
hiicrelerinde genotoksik oldugu gosterilirken, sitrininin  6nemli genotoksik ve
klastojenik etkiye sahip olmadig1 gosterilmistir (63). Ancak, bizim ¢alismamiza benzer
sekilde, Lorkowski ve arkadaslari mikotoksin sitrininin yliksek konsantrasyonlarda

(100 uM) kiiltiire edilmis hepatoma hiicrelerinde RNA, protein ve DNA sentezini (64)
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ve Wasternack ve arkadaslar1 da sitrininin V79-E hiicrelerinde konsantrasyon ve doza

bagli olarak RNA sentezini inhibe ettigini bulmuslardir (65).

Kiso ve arkadaslar1 caligmalarinda sitrinin ve patulin mikotoksinlerinin mikrotubul
(mitoz sirasinda kromozomlarin ayrilmasinda fonksiyon gdren) kaybi lizerine etkilerini
etkilerini arastirmiglar ve sitrininin 25-100 pg/Disk konsantrasyonlarinda A. nidulans
benA33 mutantlarinda mikrotubul asemblesini inhibe ettigini gostermislerdir (110).
Bizim ¢alismamizda da mikrotubul inhibisyonu ile tutarh bir sekilde sitrinin doz artis
ile mitotik indeks degerlerinin azaldigi bulunmustur (Sekil 4.3). Yine bizim
calismamizla uyumlu olarak, sogan (Allium cepa) kok hiicrelerinde sitrininin farkli
dozlarinda mitotik indeks oranlarinin arastirildigi bagka bir ¢calismada, sitrinin dozlari

artig1 ile mitotik indeksin azaldig1 gosterilmistir (111).

Calismamizin  sonuglarma gore, insan lenfositlerinde in vitro olarak yiiksek
konsantrasyonlarda sitrinin genotoksik ve sitotoksik etkilere sahip oldugu igin,

sitrininin dolayl ve dogrudan alimindan kag¢inilmalidir.
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