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OZET

Mikotoksinler cesitli mantar tiirleri tarafindan olusturulan, insan ve hayvan
besinlerinde de bulunabilen, ikincil metabolitlerdir. Bircok mikotoksinin
mutajenik olugunu aciklayan calismalar vardir. Bu calismada, Fusarium
proliferatum’un olusturdugu Moniliformin mikotoksininin, in vitro insan
lenfositlerindeki genotoksisitesi tek hiicre jel elektroforezi (comet) teknigi
kullamlarak arastirilmistir. 2,5-25 uM’lik doz arahir kullamilarak yapilan
arasttrmada  Moniliformin  mikotoksininin olusturdugu DNA kiriklarinin
elektroforezle olusturdugu kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk
momenti bakmmuindan degerlendirmesi yapilmistir. Arastirma sonucuna gore
Moniliformin mikotoksininin kisa siireli muamelelerde in vitro genotoksik etkili
bir ajan oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Moniliformin, Genotoksisite, Comet teknigi

in vitro GENOTOXIC EFFECTS OF MONILIFORMIN
MYCOTOXIN

ABSTRACT

Mycotoxins are various fungal secondary metabolites that can be found in
contaminated food and feed of humans and animals. There are investigations to
explain that some mycotoxins may be mutagenic. In this study, it was
investigated that genotoxicity of mycotoxin Moniliformin from Fusarium
proliferatum in in vitro human lymphocytes that was used single cell gel
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electrophoresis technique (comet). In this investigation, it was evaluated that tail
length, tail intensity and tail moment from DNA breakage from mycotoxin
Moniliformin in 2.5-25 uM dose intervals. The results demonstrate that
mycotoxin Moniliformin is genotoxic effective agent in human lymphocytes in
vitro short time treatments.

Key words: Moniliformin, Genotoxicity, Comet technique
GIiRiS

Insanlar gerek gevresel faktdrlere bagli olarak ve gerekse beslenme
kaynakli olarak g¢esitli toksinlere maruz kalmaktadirlar. Bunun
sonucunda da cgesitli saglik sorunlar ile karsilasmakta ve hastaliklarla
miicadele etmek durumunda kalinmaktadir. Mikotoksinler ¢esitli mantar
tiirleri veya kiifler tarafindan olusturulan ve ¢ogunlukla kontaminasyon
sonucu insan ve hayvan besinlerinde bulunan ikincil metabolitlerdir [1-
3]. Mikotoksinler baslica Aspergillus spp., Penicillium spp. ve Fusarium spp.
cinsi mantarlar tarafindan tiretilen toksik ikincil metabolitlerdir. Bununla
birlikte mikotoksinler bugday, arpa, musir ve piring gibi besin
kaynaklarinin yaygin kontaminantlaridir. insan ve hayvan besinlerindeki
mikotoksinlerin temel kaynagi da bu ve bunlardan elde edilen
iirtinlerdir. Bu nedenlerle de insan ve hayvan saghgi acisindan risk
olusturmaktadir [4]. Mikotoksinlerle kontamine olmus bu gidalarin
yenmesi durumunda patojenik durumlar ortaya cikabilir, karaciger,
bobrek, sinir sistemi hasarlar1 ve hatta kanser gibi ciddi saglik

sorunlarina neden olabilir [5, 6].

Fusarium cinsine ait mantarlarin misir ve gesitli hububat bitkilerinin
govde ve hava koklerine yerlesmesiyle olusturdugu mikotoksinler ciddi
urtin kayiplarina neden olmaktadir. Diger yandan depolanan iiriinlerde

de mikotoksinler birikerek tehlikeli boyutlara ulasabilir [7].

Biitlin diinyada mikotoksinler gida ve f{irlinlerin ticaretinde ve
pazarlamasinda ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Sadece
Amerika’da Fusarium-mikotoksinlerinden kaynaklanan bugday ve

arpada yasanan kayip yillik 2,9 milyar Amerikan Dolarini bulmustur [8].
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Biitiin mikotoksinler mantar orijinli olsalar da mantarlar tarafindan
olusturulan  biitin ~ toksik  bilesikler =~ mikotoksinler  olarak
adlandirilmazlar. Bakterilere karst toksik olan mantar triinleri
antibiyotik (penisilin gibi) olarak, bitkilere kars: toksik olanlar fitotoksin
olarak adlandirilirlar [9]. Omurgalilar ve diger hayvan gruplarina karsi
mikotoksinler diisiitk konsantrasyonlarda toksik etki gosterirler. Etanol
gibi diger diisiik molekiil agirlikli mantar metabolitleri ise sadece yiiksek
konsantrasyonlarda toksiktirler ve mikotoksin olarak degerlendirilmezler
[10].

Mikotoksinler orijinlerine gore 3 gruba ayrilirlar. Bu gruplar isoprenoid
yolu boyunca {iretilen metabolitleri, poliketidleri ve amino asitlerden
olusan metobolitleri igerir [11]. Mikotoksinlerin toplam sayisi
bilinmemekle birlikte, tanimlanan 300 civarinda mikotoksinin yaninda
mantarlarin potansiyel toksik metabolitlerinin binlerce oldugu tahmin
edilmektedir [5].

Moniliformin (3-hydroxycyclobut-3-ene-1,2-dione) ilk defa Cole ve
arkadaglar1 [12] tarafindan Fusarium moniliforme kiltiirlinden izole
edilmistir. Daha sonra ise Fusarium proliferatum’dan taniumlanmistir [13].
Moniliforminin kesfinden sonra ¢ok sayida ¢alisma, bazi ¢alismalarin [14-
16] aksine, F. moniliforme'nin Moniliformin iiretmedigini ortaya
koymustur [17-19].

Moniliforminin genotoksisitesi ile sinirh sayida ¢alisma bulunmaktadir.
Bunlardan, Ames testi [20, 21], E. coli K-12 susuyla SOS-spot testi, Bacillus
subtilis bakterisiyle recA testi [22, 23] ve rat hepatositlerinde
programlanmamis DNA sentezi testlerinde [24] negatif sonuglar elde
edilmistir. Bunlara karsilik, bitkilerde [25], rat hepatositlerinde [21],
insan lenfositlerinde [26] yapilan arastirmalarda pozitif sonuclar elde
edilmistir. Cesitli hiicre tiplerinde de Moniliforminin sitotoksisitesi

gosterilmistir [27-29].

Bu calismada, Moniliformin mikotoksininin, kisa siireli mutajenite

testlerinden olan Tek Hiicre Jel Elektroforezi (Single Cell Gel
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Electrophoresis-Comet) yoOntemiyle in vitro insan lenfositlerinde
genotoksisitesi arastirilmistir. Comet olarak alkali Comet uygulanmis ve
tek hiicrede olusan tek zincir kiriklar1 analiz edilmistir. Bu ¢alismanin
amaci, Moniliformin mikotoksininin insan periferal lenfositlerindeki
potansiyel genotoksisitesinin arastirilmas: ve bu konudaki tartismalara

151k tutmaktir.
GEREC VE YONTEMLER

Test materyali olan Moniliformin (Katalog No: 71376-34-6) (Sekil 1), NaCl
(Katalog No: 7647-14-5) H202 (Katalog No: 7722-84-1) Sigma’dan, EDTA
(Katalog No: 6381-92-6), Tris (Katalog No: 77-86-1), NaOH (Katalog No:
1310-73-2), Triton X-100 (Katalog No: 9002-93-1), DMSO (Katalog No: 67-
68-5), Diisiik erime 1sili agar (LMA) (Katalog No: 9012-36-6), Yiiksek
erime 1s1l1 agar (NMA) (Katalog No: 9012-36-6), EtBr (Katalog No: 1239-
45-8), KCl (Katalog No: 7447-40-7) Applichem’den, PBS (Katalog No: L
1825), Trypan Blue (Katalog No: L 6323) ve Biocoll (Katalog No: L 6115)
Biochrom’dan temin edilmistir.
H 0 Na'

C=C

Ld

y N
o’ No

Sekil 1. Moniliforminin kimyasal yapis1

Aragtirmanin yapildigl comet teknigi, Singh ve arkadaslarinin [30]
metodunda bazi modifikasyonlar yapilarak uygulanmigtir. Sigara
icmeyen bir bayan ve bir erkek bireyden heparinli enjektorle alinan
periferal kandan, igerisinde 1’er mL (mililitre) fosfat tamponu (PBS)
bulunan ependorflara, 100’er pl (mikrolitre) eklenerek, buz iizerinde
bekletilmis ve ependorflarin dip kismuna 100’er ul lenfosit ayiric
soliisyon (Biocoll) eklenerek 4 °C’de 1060 rpm de 3 dakika santrifiij
edilmistir. Ayristirilan lenfositlerin 100’er ul’si 100’er pl test maddesinin
cesitli dozlari ile (2.5, 5, 10, 15, 20, 25 uM-mikromolar-) siispanse edilerek
37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Trypan blue ile hiicrelerin
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canliliklart (= % 97) tespit edilmistir. 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilen tiiplerden {ist kisim atilmis ve 100’er pl PBS ile resiispanse
edilmistir. 75 pl diisitk erime 1sili agar, 100 pl lenfositle karistirilip,
onceden yiiksek erime 1sili agar ile kaplanan lamlarin {izerine
damlatilmis ve 24X60 mm’lik lamel ile kapatilmistir. Bu halde preparatlar
15-20 dakika buzdolabinda bekletilmistir.

Daha sonra lamlarin iizerindeki lameller dikkatlice kaldirilmis ve lizing
sollisyonunda buzdolabinda 1 saat bekletilmistir. Buradan alinan lamlar,
icerisinde elektroforez tamponu (pH>13) bulunan tanka yerlestirilmis ve
20 dakika bekletilmistir. 25 V (volt), 300 mA’de (miliamper) 20 dakika
elektroforez yapildiktan sonra preparatlar, nétralizasyon tamponu
(pH=7,5) ile muamele edilmistir. Etidyum bromidle boyanan preparatlar
Olympus marka florasan mikroskop (546 nm-nanometre- eksitasyon ve

590 nm bariyer filtreli) altinda 40X objektifte incelenmistir.

Her bir doz igin her bir dondrden 100’er hiicre olmak {izere toplam 200
hiicre “Comet Assay IV, Perceptive Instruments Ltd., UK” kullanilarak
incelenmis ve sonuglar kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk
momenti cinsinden degerlendirilmistir. Tiim bu islemler, cevre kaynakl

DNA hasarini énlemek amaciyla karanlik ortamda yapilmustir.

Yapilan calismanin istatistiksel degerlendirilmesinde students-t testi

kullanilmigtir.
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BULGULAR

Yapilan bu arastirmada Moniliformin mikotoksininin in vitro insan
lenfositlerinde olusturdugu DNA kiriklarinin, kuyruk uzunlugu, kuyruk
yogunlugu ve kuyruk momenti agisindan elde edilen sonuglar1 Tablo
1’de gosterilmistir. Comet testi ile elde edilen DNA kiriklar1 ve 6l¢iim

grafigi Resim 1'de gosterilmistir.

Tablo 1. Moniliformin ile muamele sonucunda insan lenfositlerinde olusan DNA hasar1

Dozlar Kuyruk Kuyruk Kuyruk
(M) uzunlugu yogunlugu momenti
(m) (%)

Kontrol 51,43+0,95 2,74+0,21 0,76x0,06
2,5 55,33+1,04* 4,02+0,33* 1,08+0,09*

5 53,22+0,90 4,75+0,75*  1,43+0,29%

10 46,88+1,03* 3,86x0,61 0,95+0,16

15 51,19+0,93 4,92+0,79*  1,35+0,28%

20 52,32+1,40 5,89+0,94*  1,80+0,34*
25 53,17+1,26 5,85+1,01*  1,77+0,48*

Pozitif kontrol (H202)  100,32+4,36 20,20+1,72 0,99+1,20

* Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlaml fark vardir (students-t testi)

Resim 1. Moniliformin muamele edilen izole insan lenfositlerinde olusan DNA hasarlarinin

comet testi ile goriiniimii ve dlgiimii grafigi.
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Moniliformin mikotoksini uygulamasi ile DNA’da meydana gelen
kirilmalar sonucu olusan kuyruk uzunlugu 2,5 uM’lik dozda kontrole
gore istatistiksel olarak anlamli artis gosterirken, 10 uM’lik dozda
anlamli bir azalis gostermistir. Diger dozlarda ise kontrole gore herhangi
bir farkliligin olmadig1 tespit edilmistir. Olusan kuyruktaki DNA
yogunlugunda ise 10 uM'lik doz disindaki biitiin dozlardaki artislar
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Kuyruk momenti
bakimindan da kuyruk yogunlugundakine benzer sonuclar elde

edilmistir.
TARTISMA

Comet testi DNA’da olusan hasar ve tamirleri belirlemek i¢in kullanilan
hassas bir genotoksisite testidir [30-32]. Alkali comet teknigi ile tek zincir
kiriklarimin tespiti miimkiin oldugu gibi notral comet teknigi ile de gift
zincir kiriklarinin tespiti miimkiin olmaktadir. Ayrica, tamamlanmamais
DNA tamir bolgelerini de gosteren bu teknik hassas, basit ve hizli bir
genotoksisite testi olarak kabul gormektedir [32-35]. Bu teknikle, genetik
toksikolojide, hemen hemen tiim hiicrelerde DNA hasar1 direkt olarak

belirlenebilmektedir.

Moniliformin mikotoksini ile uyarilan DNA kiriklarinin olusturdugu
kuyruk uzunlugunda, 2,5 pM'lik dozda kontrole gore artis gozlenirken,
10 uM’'lik dozda bir azalis gozlenmistir. Bizim diisiincemize gore bu
durum, 2,5 uM’lik dozda olusan kiriklarin boyutunun kiigiik oldugu ve
buna bagh olarak elektroforez sirasinda kontrole gore daha hizli ilerlemis
ve anlamli derecede bir artis gozlenmistir. 10 uM’'lik dozda ise olusan
kiriklarin daha biiyiik oldugu ve bu nedenle de ilerleme daha yavas
gerceklesmistir. Kuyruk yogunlugu ve momenti agisindan da 10 pM'lik
dozda artiglar gozlenmis ancak, bu artislar kontrole gore anlamh
bulunmamistir. Burada da yine, bu dozdaki kirtkk DNA’larin
elektroforezde yavas ilerlemelerine bagli olarak, simrli bir alanda
kalmislar ve bu iki degerlendirme Olgiitii bakimindan anlaml
bulunmamistir. Diger dozlarda her iki oOlgiit igin anlamli bir artis

gozlenmistir.
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Kisa siireli bir uygulama olmasina karsin, comet analizinde, &zellikle
kuyruk yogunlugu ve momentindeki bu anlamli artislar Moniliformin
mikotoksininin DNA’larda kiriklara neden oldugu ve bu nedenle de
klastojenik etkili bir toksin oldugu goriilmektedir. Celik ve
arkadaglarinin [26], Moniliformin mikotoksininin insan lenfositlerindeki
muhtemel genotoksisitesinin belirlenebilmesi igin yaptiklar: ¢alismada,
Moniliforminle 48 saat siireyle muamele edilen lenfositlerde kromozomal
anormallik testinde 10 uM’lik ve daha yiiksek dozlarda kontrole gore
anlamli artislar gozlemlemislerdir. Bu calismada en fazla kromatit
kiriklar1 gozlenirken, ikinci sirada kromozom kiriklar: yer almistir. Bu
sonuglar  dikkate alindiginda bizim c¢alismamizla uygunluk
gostermektedir. Ciinkil comet testinin esast DNA’da olusan kiriklardir.
Kardes kromatit degisimi ve mikronukleus testlerinde de 15 uM’lik ve
daha yiiksek dozlarda kontrole gore anlamli artislar gozlenmistir [26].
Yine ayni aragtirmacilar mitotik indekste hicbir dozda kontrole gore
anlamli farkliliklarin olmadigint agiklamislardir. Bu sonuglara gore gerek
bizim ¢alismamizdan ve gerekse Celik ve arkadaslarinin [26] yaptiklar
calismadan, Moniliformin mikotoksinin klastojenik ya da genotoksik
etkili bir ajan oldugu anlasilmaktadir. Mitotik indekste anlamli bir
farkliligin olmamasi, bu ajanin sitotoksik olmadiginin da bir gostergesi

olarak diisiiniilebilir.

Moniliformin genotoksisitesi ile ilgili negatif sonuglarin gozlendigi
calismalarla birlikte [20, 22-24], sitotoksisitesinin oldugunu gosteren
calismalar da bulunmaktadir [27-29]. Wehner ve arkadaglar1 [20] ile
Knassmiiller ve arkadaglar1 [21], Moniliforminin Ames testinde
mutajenik olmadigimmi ve buna baghh olarak genotoksik kanserojen
olmadigimi agiklamislardir. Knassmiiller ve arkadaslart [21] aym
zamanda, rat karacigerinde yaptiklari aragstirmada hiicre boliinmesinin
inhibe edildigini ve kromozom kiriklarina rastlandigini tespit etmislerdir.
Styer ve Culter [25], yiiksek konsantrasyonlardaki Moniliforminin ig
ipliklerinde bozulmalara neden oldugunu ve bunun c-mitozla

sonugclanarak metafazda birikmenin gozlendigini agiklamislardir.
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Biyokimyasal olarak, mikotoksinlerin etki sekli dort kategoriye ayrilabilir
[36]. Bunlar, DNA ile etkilesim, protein sentezinin degisik yollarla
inhibisyonu ve hiicre zarlar1 veya enerji metabolizmas: iizerine
etkileridir. Belirli bir mikotoksin ayn1 anda birka¢ mekanizmayla birlikte
etkili olabilir. Mikotoksinler ayni zamanda, fitotoksik, antimikrobial ve

ansektisidal ozellikte olabilir.

Moniliforminin sitotoksisitesi lenfosit, iskelet ve kas kasi hiicreleri
haricinde genellikle oldukca dusiiktiir [4]. Akut Moniliformin
toksisitesinin ana belirtileri kaslarda zayiflama, solunum gticliigii, kalp
kasi tahribati, bobrek, akciger ve pankreas gibi organlarda histopatolojik

degisimler ve bunlari takiben koma ve 6liim seklindedir [37].

Moniliforminin ~ insan lenfositlerindeki  olusturdugu mutasyon
mekanizmast heniiz bilinmemektedir. Bununla birlikte reaktif oksijen
tiirlerini (ROS) inhibe eden glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz
inhibisyonuna neden olmaktadir [38]. Moniliformin maruziyetini takiben
ROS iiretiminde artislar gozlenmistir [29]. ROS'nin DNA molekiiliinii
etkiledigi ve DNA’da tek ve ¢ift zincir kiriklarina neden oldugu da
bilinmektedir. Theil [39], Moniliforminin toksisitesinin molekiiler
mekanizmasinin piruvatin kreps dongiisiine katiliminin inhibe edilmesi
seklinde oldugunun diisiiniilebilecegini agiklamislardir. Buna ilaveten,
kreps  dongiisiinde bulunan a-ketoglutaratin  oksidasyonunun
engellendigi ve sitrat basamag1 daha az inhibe edilerek a-ketoglutaratin
kismi olusumuna izin verildigi agiklanmaktadir. Burka ve arkadaslar:
[40] ile Gathercole ve arkadaslar1 [41], Moniliforminin piruvat
dehidrojenaz enzimini geri doniistimlii olarak inhibe ettigini tespit
ettikten sonra Onerilen bu mekanizmay: desteklemislerdir. Daha bagka
bir arastirmada da Moniliforminin a-ketoglutarat dehidrojenaz, piruvat
dekarboksilaz ve asetohidroksiasit sentetazlarin aktif bolgelerini inhibe
ettigi ortaya c¢ikarilmistir [42]. Moniliformin ayni zamanda transketolaz
[40] ve aldoz rediiktaz [43] enzimlerinin inhibisyonu ile karbohidrat

mekanizmastyla da iligkilidir.
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Yapilan bu ¢alismada elde edilen sonuglar acik bir sekilde gosteriyor ki,
Fusarium kaynakl1 bir toksin olan Moniliformin insan lenfositlerinde kisa
siireli in vitro uygulamalarda DNA’da zincir kiriklarina neden olmakta
ve bu nedenle de klastojenik etki gostermektedir. Bu etkinin organizma
seviyesinde de olup olmadigimin anlasilabilmesi igin gesitli canlilar

kullanilarak in vivo arastirmalarin yapilmas: gerekmektedir.
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