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OZET

PERKLORETILENIN iINSAN LENFOSITLERINDEKI MUHTEMEL
GENOTOKSIK POTANSIYELI UZERINE E VITAMINININ ETKIiSi

Perkloretilen (tetrakloretilen, PCE), kuru temizleme endiistrisinde yaygin olarak
kullanilan klorlu bir ¢6ziiciidiir. Bu ¢alisma, PCE'nin potansiyel genotoksik aktivitesini
ve PCE tarafindan indiiklenen DNA hasarina kars1 bir antioksidan ajan olan E vitamini
(o-tokoferol)’nin olast koruyucu etkisini insan periferal kan lenfositlerinde in vitro
kromozom anormalligi (KA) ve sitokinez-bloklama mikroniikleus (MN) testleri
kullanarak arastirmak i¢in yapilmigtir. Bu amagla, lenfositler, 25, 50, 100 ve 150 pg/ml
konsantrasyonlardaki PCE ile hem tek basma hem de E vitamini (100 pg/ml) ile
kombinasyon halinde 48 saat siire ile muamele edilmistir.

Bu c¢alismanin  sonuglari, PCE'nin kontrolle karsilastirildiginda  tiim
konsantrasyonlarda yapisal KA ve MN olusumunu 6nemli Ol¢iide indiikledigini
gostermistir. Bununla birlikte, PCE'nin neden oldugu bu genetik hasar, kiiltiirlere E
vitamininin ilave edilmesiyle dnemli derecede azalmistir. Hiicre dongiisii kinetigi ile
ilgili olarak, PCE, mitotik indekste (MI) ve ayrica niikleer boliinme indeksinde (NBI)
kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya neden olmustur. Bununla
birlikte, E vitamini, MI ve NBI'deki bu azalmay1 etkilememistir.

Sonug olarak, test edilen deney kosullarinda elde edilen mevcut sonuglar, PCEmin
genotoksik oldugunu ve E vitaminin PCE tarafindan indiiklenen genotoksisiteyi
Onleyebilecegini ancak PCE'nin  indiikledigi  sitotoksisiteyi  etkilemedigini
gostermektedir.

2019, 83 Sayfa

Anahtar kelimeler: Perkloretilen; E vitamini; kromozom anormalligi; mikrontikleus



ABSTRACT

THE EFFECT OF VITAMIN E ON POSSIBLE GENOTOXIC POTENTIAL OF
PERCHLOROETHYLENE IN HUMAN LYMPHOCYTES

Perchloroethylene (tetrachloroethylene, PCE) is a chlorinated solvent which
widespread use in the dry cleaning industry. This study was undertaken to investigate
the potential genotoxic activity of PCE and also the possible protective effect of
Vitamin E (o-tocopherol), an antioxidant agent, against PCE-induced DNA damage
using in vitro chromosome aberrations (CAs) and cytokinesis-block micronucleus
(CBMN) assays in human peripheral blood lymphocytes. For this aim, lymphocytes
were treated with 25, 50, 100, and 150 pg/ml PCE alone as well as in combination with
vitamin E (100 pg/ml) for 48 h treatment periods.

The results of this study showed that PCE significantly induced the formation of
structural CA and MN for all concentrations when compared with the control. However,
this genetic damage, caused by PCE, was significantly decreased by co-treatment of
vitamin E in the cultures. With regard to the cell cycle kinetics, PCE caused a
statistically significant reduction in the mitotic index (MI) and also in the nuclear
division index (NDI) as compared to the control. Nevertheless, vitamin E did not affect
this reduction in the MI and NDI.

In conclusion, the present results demonstrate that in the tested experimental
conditions, PCE is genotoxic, and vitamin E can prevent the genotoxicity induced by
PCE but it has no effect on PCE-induced cytotoxicity.

2019, 83 Pages

Key words: Perchloroethylene; vitamin E; chromosome aberrations; micronucleus
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1. GIRIS

Perkloretilen, (PCE, PERC, tetrakloretilen, tetrakloroeten, perklor) ucucu,
klorlanmig bir organik hidrokarbondur. Bu madde, yanici olmayan, renksiz bir sivi
seklinde olup lipofilik o6zellige sahiptir (ATSDR, 2014). PCE, giinlimiizde kuru
temizleme ve tekstil isleme endiistrisinde bir c¢oziicli; metal pargalarin yagdan
arindirilmasi icin bir ajan ve florokarbonlarin sentezi i¢in bir kimyasal 6n madde olarak
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (ATSDR, 1997; TARC, 2014; NTP, 2016). PCE,
ayrica elektrik transformatorlerinde bir yalitim sivisi ve sogutma gazi olarak; boya
sokiiciiler, baski miirekkepleri, yapistiricilar, kagit kaplamalar ve deri islemlerinde; su
iticiler, otomotiv temizleyicileri, silikon yaglayicilar1 ve leke c¢ikaricilar gibi aerosol
formiilasyonlarda; farmasétikler icin bir dziitleyici olarak; endiistriyel kazanlardan is
lekelerini ¢ikarmada ve bir antihelmintik ajan olarak da kullanilmaktadir (IARC, 1995;
NTP, 2016).

PCE, dretildigi veya kullanildig1 yerlerden hava, su ve topraga salinabilir.
Kimyasal atiklarda yaygin olarak bulunur, kolaylikla buharlasabilir, atmosferde
yayilabilir ve icme suyuna sizabilir (ATSDR, 2014). Yapilan ¢alismalarda, PCE’nin
yeralti suyu, yilizey sular1 ve toprakta yaygin bir sekilde kirletici olarak bulundugu
bildirilmistir. Bu nedenle, insanlar PCE’ye hem mesleki hem de ¢evresel yolla maruz
kalmaktadirlar (ATSDR, 2014). PCE ugucu ve lipofilik 6zellige sahip oldugundan
solunum ve oral maruziyetten sonra hizla ve yogun bir sekilde emilir. Ayn1 zamanda cilt
yoluyla da hizla emilebilir (Stewart ve Dodd, 1964), ancak dermal emilim, daha az
onemli bir maruz kalma yolu gibi goriinmektedir (NRC, 2010).

Kuru temizleme tesisleri atmosfere salinan PCE i¢in 6nemli bir kaynaktir (NRC,
2010). Uluslararasi kuru temizleme yonetmelikleri kuru temizleme merkezlerinin aylik
PCE tiiketim kayitlarin1 diizenli olarak yaptirmalarim1 zorunlu kilmaktadir. Ayrica
gelismis lilkelerde kuru temizleme merkezlerinde ¢alisan iscilerin yillik diizenli saglik
kontroliinden ge¢meleri de zorunludur. Fakat {ilkemizde bdyle bir uygulama heniiz
yapilmamaktadir. Ustelik bu merkezlerde calisan isciler PCE ve diger kimyasal
maddeleri bilingsizce kullanmaktadir. Bunlarin yaninda, kuru temizleme sonrasinda
olusacak kimyasal atiklarin dogaya ve insan sagliina zarar vermeyecek sekilde
uzaklagtirilmasi1 saglanmalidir. Ciinkii, boyle bir ¢evrede yasayan insanlarin da bu

kimyasal maddelerden zarar gérmesi ka¢inilmaz olacaktir.



Uluslararas1 Kanser Arastirma Kurumu (IARC; International Agency for Research
on Cancer)’na gore PCE insanlar i¢in muhtemel kanserojen madde grubuna (Grup 2A)
girmektedir (IARC, 1995; 2014). Ayrica Ulusal Toksikoloji programi (NTP; National
Toxicology Program) tarafindan da PCE’nin insanlar i¢in muhtemel kanserojen bir
madde oldugu bildirilmistir (NTP, 2016).

Amerika ve Avrupa Birligi iilkelerinin bir¢ogunda PCE’nin  muhtemel
kanserojenik etkisi nedeniyle kuru temizleme merkezlerindeki kullanimina sinirlamalar
ve kurallar getirilmistir. Bu iilkelerde, PCE’nin 1970'lerdeki kullanim oranlari; kuru
temizleme ve tekstil isleme icin % 58, metal temizleme i¢in % 18, kimyasal ara {iriinler
icin % 12 ve diger tiim kullanimlar i¢in % 12 seklinde iken (IARC, 1995; NTP, 2016);
1990'l1 yillarda kuru temizleme endiistrisindeki PCE kullanimi, igyerinde bu maddeye
maruz kalmayla ilgili kati resmi diizenlemelere uyulmasiyla diisiis gostermistir. 2002
yilina kadar kullanim oranlari, kuru temizleme i¢in % 15, metal temizleme i¢in % 10,
kimyasal ara maddeler i¢in% 65 ve diger kullanimlar i¢in % 10 seklinde olmustur
(NTP, 2016). Goriildugii gibi, gelismis iilkelerde ve 6zellikle Avrupa Birligi tilkelerinde
PCE’nin kuru temizleme tesislerindeki kullanimina ciddi kisitlamalar ve kurallar
getirilirken iilkemizdeki kullanimi ise hicbir sekilde denetlenmemekte ve yaygin bir
sekilde kullanilmaya devam etmektedir (Anonim, 2018).

PCE’nin kanserojenik etkileri iizerine bir¢ok ¢alisma yapilmistir. PCE viicuda
girdiginde ilk olarak triklorasetik asite (TCA) metabolize edilir. TCA’nin farelerde
hepatokanserojen (karaciger hiicrelerinde kansere neden olan) oldugu belirlenmistir
(Bull ve ark., 1990; DeAngelo ve ark., 2008). Sweeney ve ark. (2009) tarafindan,
solunum yoluyla PCE’ye maruz kalan farelerde karacigerde kanser olusum riskinin
arttig1 bildirilmistir. Bagka bir ¢alismada ise PCE’nin siganlarda bobrek tiimorlerinin
olusumunu arttirdi@i bildirilmistir (Green ve ark., 1990). Mesleki olarak PCE
¢Oziiciisiine maruz kalmanin insanlarda bobrek kanseri riskini 6nemli derecede arttirdigi
bildirilmistir (Ma ve ark., 2009; Mandel ve ark., 1995).

Mesleki olarak PCE’ye maruz kalan 10 kuru temizleme ¢alisaninin lenfositlerinde
kontrole goére kromozom anormalligi (KA) ve kardes kromatid degisimi (KKD)
frekansinda onemli bir artis gézlenmemistir (Ikeda ve ark., 1980). Seiji ve ark. (1990)
tarafindan, PCE’ye maruz kalan 27 is¢i ile yapilan ¢aligmada KKD frekansinin kontrole

gore artmadigi bildirilmistir. Benzer sekilde, PCE’ye maruz kalan 18 bayan kuru



temizleme iscisiyle yapilan calismada; kuru temizleme ¢alisanlarinin periferal
lenfositlerinde gozlenen translokasyon, insersiyon, disentrik kromozom ve asentrik
fragment gibi kromozomal anormalliklerin kontrole gore arttigi fakat bu artiglarin
istatistiksel olarak dnemli olmadig1 bildirilmistir (Tucker ve ark., 2011).

PCE’nin muhtemel mutajenik ve genotoksik etkisini arastiran in vitro ve in vivo
caligmalar da mevcuttur. Bununla birlikte, her ne kadar PCE’nin genotoksisitesi ile ilgili
bircok calisma yapilmigsa da bu maddenin muhtemel mutajenik etkisi halen
tartismalidir. Callen ve ark. (1980) tarafindan Saccharomyces cerevisia mayasinin
diploid D7 irkinda, PCE’nin mitotik gen doniisiimii ve rekombinasyonuna neden
oldugu; fakat Bronzetti ve ark.(1983) ve Koch ve ark. (1988) tarafindan yapilan
calismalarda ise benzer etkinin gozlenmedigi bildirilmistir. Valencia ve ark. (1985)
yaptiklar1 ¢alismada da PCE’nin Drosophila melanogaster’de eseye bagli resesif letal
mutasyon testinde negatif sonucglara neden oldugunu bildirmislerdir. Benzer sekilde,
PCE’nin, L5178Y / TK +/- fare lenfoma hiicrelerinde (F344 sigan karacigeri) timidin
kinaz lokusunun mutasyon frekansini hem S9 aktivasyonu varliginda ve hem de
yoklugunda arttirmadigr bildirilmistir (NTP, 1986). Genel olarak, PCE’ye maruz
birakilan Escherichia coli ve Salmonella typhimurium hiicrelerinde S9 metabolik
aktivasyonu varliginda ve yoklugunda mutasyon gozlenmedigi bildirilmistir (IARC,
2014).

PCE’ye in vitro olarak maruz birakilan Cin hamsteri yumurta hiicrelerinde ne
kromozomal anormallikler ne de KKD frekansinda artisin oldugu bildirilmistir (Sofuni
ve ark., 1985; Galloway ve ark., 1987). Ayrica, PCE’nin kiiltiire alinmis insan kan
hiicrelerinde sitotoksiteye bagli olarak canliligr % 40 diisiiren doz olan 5 mM (~ 830
mg/l) kadar olan konsantrasyonda KKD veya tek hiicreli jel test (komet) testlerinde
DNA hasarini arttirmadigi bulunmustur (Hartmann ve Speit, 1995).

Murakami ve Horikawa (1995) tarafindan yapilan in vivo ¢alismada, PCE’nin
ddY farelerinin hepatositlerinde mikroniikleus (MN) frekansinda artisa neden oldugu
fakat farelerin periferik kan retikiilositlerinde benzer artisin gézlenmedigi bildirilmistir.
PCE (125-250 pg/ml) ile muamele edilen Cin hamsteri akciger hiicre hattinda
(CHL/IU) MN olusumunu indiiklemedigi bildirilmistir (Matsushima ve ark., 1999).

Bununla birlikte, Wang ve ark. (2001), PCE’ye in vitro maruz birakilan (24 saat)
Cin hamsteri yumurtalik hiicrelerinde (CHO-K1), MN frekansinda doza bagli énemli bir



artisa neden oldugunu bildirmislerdir (Wang ve ark., 2001). Benzer sekilde, PCE’ye
maruz birakilan (5 mM), insan lenfoblastoid hiicre hatlarinda (AHH-1, h2E1 ve MCL-5)
MN frekansinin arttig1 bildirilmistir (Doherty ve ark., 1996). White ve ark. (2001)’da,
MCL-5 hiicre hattinda PCE (0, 0.01, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0 mM) ile 24 saat
inkiibasyondan sonra MN indiiksiyonunda doza bagl artig gdzlemlemistir.

PCE’nin DNA zincir kiriklar iizerine etkisini arastiran birkag¢ in vivo calisma
bulunmasina ragmen bunlarda da sonuglar celiskilidir. Intraperitonal yolla PCE’ye
maruz birakilan (663—1,326 mg/kg, tek uygulama, 1 saat) erkek farelerde, DNA tek
zincir kiriklar1 karaciger ve bobrek dokusunda gozlenirken akciger dokusunda
gozlenmemistir. Fakat, arastiricilar, karaciger ve bobrek hiicrelerinde artan bu etkinin
muameleden sonraki 24 saat iginde muhtemelen DNA onarilmasi yoluyla geri
dondiigiinii bildirmislerdir (Walles, 1986). Baska bir calismada, Potter ve ark. (1996),
oral yoldan giinlik 1000 mg/kg PCE ile 7 giin siireyle muamele edilen erkek F344
siganlarinin bobreklerinde DNA zincir kirilma oraninda herhangi bir artis bulamamustir.

Cederberg ve ark.’nin (2010)’da yaptiklar1 ¢aligmada, CD-1 fareleri, PCE’ye oral
gavaj yoluyla (1000 veya 2.000 mg/kg-giin, 24 saat araliklarla, iki kez) maruz
birakilmis ve son uygulamadan 3 saat sonra karaciger ve bobrek dokularindaki DNA
hasar1 alkalin komet testiyle Ol¢iilmiistiir. Bu ¢alismanin sonuglarina gore; arastiricilar,
PCE’nin hepatositlerde doza bagli ve istatistiksel olarak dnemli bir sekilde DNA kuyruk
yogunlugunu arttirdigini (bundan dolay:1 karacigerde DNA hasarina neden oldugunu)
fakat benzer etkinin bobrek dokusunda gézlenmedigini bildirmislerdir. Bununla birlikte,
Cederberg ve ark. (2010) tarafindan yapilan bu ¢aligmanin sonuglarinin istatistiksel ve
biyolojik 6nemi tartismahidir (Lillford ve ark., 2010; Lovell, 2010; Struwe ve ark.,
2011).

Goriildiigii gibi, PCE’nin muhtemel genotoksik etkileri iizerine cesitli test
sistemlerinde yapilan bir¢cok ¢aligma olmasina ragmen ortaya ¢ikan sonuclar ¢eliskilidir.

Ayrica, birden fazla negatif sonucun, tek bir mutajenite analizinde agik bir pozitif
sonu¢ ile ortaya cikan mutajenik etki i¢cin endiseyi ortadan kaldirmak i¢in yeterli
olmayabilecegini de géz ardi etmemek gerekir (Eastmond ve ark., 2009). Bunun da
otesinde, PCE revize edilmis Zehirli Maddeler Kontrol Yasasi (USEPA, 2017)
kapsaminda insan sagligina ve c¢evreye yonelik risklere iliskin en énemli 10 kimyasal

madde arasinda yer almaktadir.



Bu nedenle, tiim diinyada ve o6zellikle lilkemizde yaygin olarak kullanilan bu
sentetik kimyasalin muhtemel genotoksik etkilerinin belirlenmesinin ve koruyucu
Onlemlerin  alinmasinin ~ 6nemli  oldugu diislincesindeyiz. DNA  hasarinin
belirlenmesinin, ksenobiyotiklerin genotoksik potansiyelini gdstermesi ve etkilenen
organizmalardaki hasarin erken bir gdstergesi olmasi agisindan risk degerlendirmesi igin
etkili ve faydali bir strateji olarak kabul edilmektedir (Gedik ve ark., 2002).

Genotoksisite, bir maddenin, canli bir organizmanin niikleotit diziliminde veya
cift sarmal DNA yapisinda degisiklikleri arttirabilme kapasitesidir. Genotoksik bir
maddeye maruz kalmak, oksidatif hasar da dahil olmak {izere ¢esitli bozukluklara yol
acan DNA'nin biitliinliiglinii degistirebilen olaylar dizisine neden olabilir (Rocco ve ark,
2015).

Oksidatif stres, hiicresel metabolizma sirasinda olusan reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) artis1 ile onlar1 detoksifiye eden antioksidanlarin yetersizligi sonucu oksidatif
dengenin bozulmasi olarak tammmlanmaktadir (Ozcan ve ark., 2015). Yani, oksidatif
streste, oksidan/antioksidan arasindaki dengenin oksidanlar lehine bozulmasi s6z
konusudur. Oksidatif stres, kanser, ndrolojik bozukluklar(Jenner, 2003; Lyras ve ark.,
1997; Sayre ve ark., 2001; Toshniwal ve Zarling, 1992), ateroskleroz hipertansiyon,
iskemi/perfiizyon (Dhalla ve ark., 2000; Kasparova ve ark., 2005; Kerr ve ark., 1999;
Kukreja ve Hess, 1992) diyabet, akut solunum sikintis1 sendromu, idiyopatik pulmoner
fibroz, kronik obstriiktif akciger hastaligi (Asami ve ark., 1997) ve astim (Andreadis ve
ark., 2003; Combhair ve ark., 2005a; 2005b; Dut ve ark., 2008; Ercan ve ark., 2006;
Fitzpatrick ve ark., 2009) gibi bir¢ok patolojik duruma katkida bulunur.

Saglikli yasam i¢in, oksidatif stres ile viicudun antioksidan savunmasi arasinda
hassas bir denge saglanmalidir (Dasgupta ve Klein, 2014). Yapilan ¢alismalarda, bircok
sentetik kimyasal maddenin toksisite mekanizmasmin siiperoksit anyonlari, hidrojen
peroksit, siiperoksit ve hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS),
hiicrenin dogal savunma mekanizmasinin nétralize edebileceginden daha fazla
olusumuyla ilgili oldugu bulunmustur (Lioi ve ark., 1998; Giray ve ark., 2001; Banerjee
ve ark., 2001; Muniz ve ark., 2008).

Viicudun antioksidan mekanizmasi iyi bir sekilde calismazsa, fazla serbest

radikaller (yiiksek reaktivite nedeniyle) lipitler, proteinler, karbonhidratlar ve niikleik



asitler dahil olmak iizere hemen hemen tiim biyomolekiillere zarar verebilir (Dasgupta
ve Klein, 2014).

Biyolojik sistemlerde, endojen ve ekzojen kokenli stres faktorleri sebebiyle
devaml1 olarak serbest radikaller ve diger oksijen kokenli tiirler iretildiginden dolay1,
hiicre bu stres faktorlerinden kurtulmak i¢in gii¢lii ve kompleks bir antioksidan savunma
sistemi gelistirmistir (Miller ve Slebodzinska, 1993; Lanhance ve ark., 2001).

Viicudun antioksidan savunmasi, li¢ genis kategoride simniflandirilabilen hem
endojen hem de diyet kaynakli eksojen bilesiklerden olusur: antioksidan enzimler, zincir
bozucu antioksidanlar ve metal baglanma proteinleri. Endojen orijinli olan temel
antioksidan enzimler, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve peroksidazlardir. Serbest
radikallerin baslattig1 zincir reaksiyonlarina miidahale eden antioksidanlar zincir kirici
antioksidanlar olarak bilinir. Bu antioksidanlar, suda veya lipitte ¢6ziinebilen kiiciik
molekiillerdir. Bu antioksidanlarin bazilari, besinlerden gelen karotenoidler,
flavonoidler ve antioksidan vitaminlerdir. a-Tokoferol (E vitamini) ve askorbik asit (C
vitamini) bilinen ve en dnemli dogal antioksidanlardir. Ayrica, ferritin, transferrin ve
seruloplazmin gibi endojen proteinler onemli antioksidan proteinler arasindadir. Ciinki,
bu proteinler bakir ve demir gibi metal iyonlarin1 baglayabilir, bdylece Fenton
reaksiyonu ileserbest radikaller tiretilmez. Genellikle, antioksidan enzimler en gii¢li
antioksidan savunmasini saglarlar, ancak tiim antioksidanlar oksidatif stresin uygun bir
sekilde notralizasyonu i¢in dnemlidir (Dasgupta ve Klein, 2014).

Antioksidanlarin oksidatif stres ile miicadeleden baska gidalarda raf 6mrii uzatma
ile ilgili rolleri de vardir. Antioksidanlar, radikal zincir reaksiyonlarini onleyerek
oksidasyonu engellemek i¢in gidalara siklikla eklenirler. Reaksiyonu sonlandirmaya yol
acan baglatma ve ¢ogaltma adimini inhibe ederek etki ederler ve bdylece gidalardaki
oksidasyon stirecini geciktirirler (Giilcin, 2012).

Bu calismada PCE’nin muhtemel genotoksik etkisi {izerine koruyucu etkisinin
olup olmadig1 arastirilacak madde olan E vitamini (a-tokoferol), bu vitaminin biiyiik bir
antioksidan kapasitesinden sorumlu olan ¢ok aktif bir hidroksil grubuna sahip, lipitte
¢Oziiniir bir fenolik tiirevdir (Denisov ve Afanas’ev, 2005).

“E Vitamini”, ilk olarak 1922'de normal iiremeye izin vermek i¢in siganlarin
beslenmesinde temel oldugu kesfedilen, yagda ¢oziinen bir 'faktore' atifta bulunmak igin

kullanilan bir terimdir. Daha sonra yapilan ¢aligmalar E vitaminin diger hayvanlar i¢in



de gerekli oldugunu gostermistir (Halliwell ve Gutteridge, 2015). Diisiik E vitamini
alimi, laboratuvar hayvanlarinin bazi toksinlere veya iskemi-reperfiizyon gibi doku
hasarlarina duyarlihigimi arttrrr (Willy ve ark., 1995). Insan beslenmesinde E
vitamininin kisa siireli yoklugu hastaliklara neden olmaz, ancak uzun siireli yoklugu
yikict olmaktadir (Muller ve Goss-Sampson, 1990). E vitamini diyet kaynaklari
arasinda bugday tohumu, bitkisel yaglar, badem ve findik (Jiang, 2014), tahillar ve yesil
yaprakli sebzeler bulunur (Halliwell ve Gutteridge, 2015). Yapilan arastirmalar
gidalarla birlikte alman E vitamininin herhangi bir olumsuz ya da toksik etkisi
bulunmadigin1 gostermistir (Institute of Medicine, 2000; NIH, 2019). Bununla birlikte,
ylksek dozlarda sentetik a-tokoferol takviyelerinin, hayvanlarda kan pihtilagsmasini
engelleyebilecegi bildirilmistir (NIH, 2019).

E vitamininin yetiskinler i¢in giinliikk tavsiye edilen miktar1 (Recommended
Dietary Allowances) 15 mg; tolere edilebilir miktar1 (Tolerable Upper Intake Levels) ise
1000 mg (1500 IU) olarak bildirilmistir. Erigskinlerde giinliik 1000 mg’a kadar olan
dozlarin (dogal form i¢in 1500 [U/giin ya da sentetik form i¢in 1100 [U/giin) giivenilir
olduguna dair veriler elde edilmistir (NIH, 2019).

E vitamini, sadece bitkiler tarafindan iiretilen ve sekiz homologa sahip (metil
grubu sayisi ve fitol yan zincirin doymusluguna gore ayirtedilen) vitamin formunu
kapsamaktadir. Bunlar trimetil (at), dimetil ( veya y) ve monometil (8) tokoferol ve her
birine karsilik gelen tokotrienollerdir (Traber ve Arai, 1999). Yani o-, B-, y-, -
tokoferoller ve a-, B-, y-, d-tocotrienollerdir [alfa(5,7,8-trimetil), beta (5,8-dimetil),
gama (7,8-dimetil), and delta (8-metil)] (Bahtnagar ve Kulshrestha, 2017). Tokoferoller
doymus bir fitol kuyruguna sahipken, tokotrienollerin fitol kuyrugu doymamistir
(Burton, 1994; Lee ve Ulatowski, 2019). E vitamini ailesinin dogal olarak meydana
gelen sekiz liyesinin hepsi biyolojik olarak aktiftir; ancak, memelilerde, a-tokoferoliin
biyolojik olarak en aktif oldugu kabul edilir (Lee ve Ulatowski,2019).

Diyetle alinan E vitamininin biitliin formlar1 bagirsak hiicreleri tarafindan emilirek
silomikronlar i¢inde dolasima salinirlar ve silomikron artiklar1 vasitasiyla karacigere
ulagirlar. Karacigerde bulunan a-tokoferol transfer protein, spesifik olarak a-tokoferolii
cok diisiik dansiteli lipoproteinler igine tasir. a-Tokoferol disinda kalan diger
tokoferoller ve tokotrienoller ise karaciger tarafindan alikonularak safra ve idrar yoluyla

karboksietil-hidroksikromanlar seklinde atilirlar (Singh ve ark., 2005).



“Tokoferol” kelimesi Yunanca’da tokos (dogum) ve phero (ortaya g¢ikarmak)
kelimelerinden gelmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 2015). Hayvanlarda en etkili
formu, daha once d-o-tokoferol olarak adlandirilan RRR-a-tokoferoldiir. Bitkiler ve
onlarin yaglar1 genellikle bir tokoferol karisimi igerir; 0rnegin soya, misir, ceviz ve
kolza yaglarinda, a-tokoferolden daha fazla y-tokoferol vardir. Buna karsilik, badem ve
aycice8i yag1 cogunlukla a-tokoferol igerir (Jiang, 2014). Hurma yagi, tocotrienoller
bakimindan zengindir (toplam E vitamininin % 75°1; sadece yaklasik% 141 o-
tokoferoldiir) (Sundram ve ark., 2003). Diger tokoferoller ve tocotrienollerin hayvan
biyo-tahlillerinde bir miktar “E vitamini aktivitesi” olmasina ragmen, literatiirde "o-
tokoferol" ve "E vitamini" terimleri birbirinin yerine kullanilmaktadir (Halliwell ve
Gutteridge, 2015).

Tokoferoller, lipofilik o©zelliklerinden dolayi, hizla lipit hidroperoksitlerle
etkilesime girebilecegi yerler olan membranlarda ve depo lipitlerde lokalize olurlar
(Halliwell ve Gutteridge, 2015) ve lipit peroksil radikallerinin temizleyicileri olarak
islev goren yagda ¢oziinen antioksidanlar olarak bilinirler (Bahtnagar ve Kulshrestha,
2017). Tokoferoller, in vitro ve in vivo olarak giiclii antioksidanlardir. Gidalar,
kozmetikler, farmasotik {irtinler gibi bircok biyolojik olmayan sistemlerde de
antioksidan olarak kesinlikle ¢ok faydalidir (Bahtnagar ve Kulshrestha,
2017).Tokoferollerin gida antioksidanlar1 olarak koruyucu etkileri hakkinda bir¢ok
rapor bulunmaktadir (Dougherty, 1988).

E vitamini, kararl1 bir lipit hidroperoksit vermek amaciyla, zar fosfolipitlerinden
veya lipoproteinlerde bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerinden {iretilen peroksil
radikalleri ile reaksiyona girerek peroksidatif zincirleri sonlandirir. Boylece, zararl lipit
radikalleri etkin olarak azaltarak dokular1 serbest radikal saldirisindan korur (Altiner ve
ark., 2017). a-Tokoferol, fenolik hidrojenini lipit peroksil radikallerini yayan zincire
vererek, oksidatif islemler zincirini sonlandirir. Bu reaksiyon sonunda reaktif o-
tokoferoksil radikalinin {iretimi artar (Zhang ve Omaye, 2001). Fakat a-tokoferoksil
radikali oksidatif zincir reaksiyonunu devam ettiremez (Carocho ve Ferreira, 2013) ve
daha sonra diger antioksidanlar tarafindan bir ara forma indirgenerek E vitamini tekrar
rejenere edilir (Traber ve Atkinson, 2007). C vitamini, ubikinon ve glutatyon gibi bir¢cok
indirgeyici maddeler tokoferoksil radikalinin tokoferole geri donilistimiinii

gerceklestirmektedir (Bramley ve ark., 2000).



E vitamininin serbest radikal aracili hasar1 bastirmasindaki etkinligi ve 6nemli
vitamin aktivitesiyle birlikte toksisitenin yoklugu, bu bilesigi, serbest radikallerin asir1
tiretimi ile baglantili birgok patolojinin tedavisinde potansiyel olarak 6nemli bir ilag
haline getirmektedir (Denisov ve Afanas’ev, 2005).

Perkloretilenin insan periferal lenfositlerindeki olas1 genotoksik etkileri iizerinde
E vitamininin koruyucu bir etkisinin olup olmadig1 arastirilan bu c¢alismada; cesitli
maddelerin genotoksik ve antigenotoksik etkilerinin belirlenmesinde yaygin ve etkili bir
sekilde kullanilan, insan periferal kan lenfositlerinde in vitro Kromozom Anormalligi
(KA) ve Sitokinez-bloklama Mikroniikleus (MN) yontemleri kullanilmistir (Bonassi ve
ark., 2008; Fenech ve ark., 2011a; 2011b; Fenech ve ark., 2016).

Kromozom Anormalligi testi, kromozomal seviyedeki sayisal (andjenik etki) veya
yapisal (klastojenik etki) degisikliklerin belirlenmesini saglar. Bu testin 6nemi, deneysel
ve epidemiyolojik kanitlarin yapisal anormalliklerin karsinojenez siirecine dahil
oldugunu gostermesiyle artmistir. Bu nedenle, yiiksek frekanstaki kromozomal
anormalliklerin gelecekte gelisebilecek kanser riski ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir
(Bonassi ve ark., 2004; 2005; 2008).

Mikroniikleus, asentrik kromozom veya kromatid kiriklarinin veya tim
kromozomlarin mitoz boliinmenin anafaz safhasindaki segregasyon islemi sirasinda ig
ipliklerine diizglin bir sekilde baglanamamasi ve bu ayr1 kalmis kromozom ve
fragmentlerin etraflarinin zarla kaplanmasi sebebiyle ortaya cikan ve telofazda olusan
kardes ¢ekirdegin disinda kalan kiigiik ¢ekirdeklerdir (Bonassi ve ark., 2003; 2007;
Fenech, 2000; 2007; 2010; Fenech ve ark., 2003; Fenech ve ark., 2011b). MN testi, hem
kromozomal diizeydeki kirilmalar1 hem de mitotik igdeki degisiklikleri gosteren
klastojenik ve andjenik etkilere sahip bilesiklerin tanimlanmasini saglar (Kirsch-
Volders ve ark., 1997; Norppa ve Falck, 2003).

Bu caligmanin amaci; kimyasal ara madde, metal temizleme ve yagdan arindirma
islemlerinde ve kuru temizleme merkezlerinde yaygin bir sekilde kullanilan PCE’nin 1)
insan periferal kan lenfositlerinde, genotoksik ve/veya sitotoksik etkiye sahip olup
olmadigin1 2) a-tokoferoliin PCE tarafindan olusturulan muhtemel genotoksik hasar
tizerinde koruyucu yani antigenotoksik etkilerinin olup olmadigimi KA ve sitokinez

bloklama MN testleri ile in vitro olarak arastirmaktir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Perkloretilen (PCE) ile Yapilan Genotoksisite Calismalari

Beliles ve ark. (1980) tarafindan, erkek ve disi Sprague-Dawley siganlari, akut (6,
24 veya 48 saat muameleden sonra sakrifikasyon) ve subkronik (5 giin boyunca giinde 7
saat; son maruz kalmadan 6 saat sonra sakrifikasyon) olarak solunum yoluyla PCE’ye
maruz birakildiktan (100 ve 500 ppm) sonra kemik iligi kromozom anormallikleri ve
andploidi degerlendirilmistir. Arastiricilar, sadece 500 ppm konsantrasyondaki PCE’ye
akut olarak maruz birakilan erkek farelerde anormal hiicre yiizdesinde diisiik bir artisin
gbzlendigini; subkronik maruziyetlerin hi¢birinde 6dnemli bir etkinin olmadigini ancak
anormal hiicrelerin disi farelerde ©6nemli olmayan bir artisa neden oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica, Beliles ve ark. (1980) yaptiklar1 bu c¢alismada, gen
mutasyonlarinin, daha 6nce inhalasyon ile PCE’ye maruz kalan erkek ve disi CD-1
farelerinin (100 veya 500 ppm, 7 saat/giin; 5 giin) periton bosluguna implante edilen
Salmonella typhimurium susu (TA98) kullanilarak yapilan konak-aracili (host-
mediated) deneyde indiiklendigini bildirmiglerdir. Arastiricilar tarafindan, pozitif
sonuglarin erkek farelerde 100 ppm'de (500 ppm hari¢) ve disi farelerde 500 ppm'de
(100 ppm hari¢) gozlendigi ve PCE’nin in vivo aktivasyon kullanarak aktif bir ¢ergeve
kaymas1 mutajeni oldugu bildirilmistir.

PCE’ye maruz birakilan (S9 aktivasyon olmadan 17, 34.1, 68.1, ve 136.3 pg/ml
ya da 17, 34.1 ve 68.1 pg/ml Sprague-Dawley sican karacigeri S9 aktivasyon
varliginda) Cin hamsteri ovaryum (CHO) hiicrelerinde kromozomal anormalliklerin
gbzlenmedigi bildirilmistir (NTP, 1986).

Walles (1986), erkek farelere intraperitonal (i.p) yolla 4-8 mmol/kg (663-1326
mg/kg) PCE uyguladiktan 1 saat sonra, farelerin karaciger ve bobrek dokularinda tek
iplikli DNA zincir kiriklarinin dogrusal bir sekilde arttifini ancak akciger dokularinda
DNA zincir kiriklarina rastlanmadigini bildirmistir. Arastirict, ayn1 zamanda bu hasarin
enjeksiyondan 24 saat sonra tamamen onarildigini da bildirmistir.

Mazzullo ve ark. (1987), PCE’nin intraperitonal enjeksiyonundan sonra in vivo
olarak erkek BALB/c fare Wistar siganlarinin karaciger, bobrek, akciger ve mide DNA,

RNA ve proteinlerine kovalent olarak baglandigini géstermislerdir.
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Hartmann ve Speit (1995), tarafindan PCE’nin muhtemel genotoksik etkisi S9
metabolik aktivasyon varliginda ve yoklugunda insan kan hiicrelerinde tek hiicre jel
elektroforez (komet testi) ve KKD testi ile c¢alisilmigtir. Calisma sonucunda,
arastiricilar, 5 mM (~830 mg/l) (1 saat uygulama) konsantrasyondaki PCE’nin hiicre
canliligin1 yaklasik % 40 azaltarak agik bir sekilde sitotoksik etki gostermesine ragmen
komet testine gore beyaz kan hiicrelerinde DNA hasarinmi arttirmadigini bildirmislerdir.
Aynmi calismada, 2 ve 24 saat boyunca 5 mM’a kadar olan konsantrasyonlardaki
PCE’nin, insan lenfositlerinde KKD frekansin1 arttirmadig: bildirilmistir. En ytliksek
konsantrasyonda (5 mM, 24 saat uygulama) KKD’yi indiiklemis ve proliferasyon
indeksini (PI) diigtirmiistiir.

Murakami ve Horikawa (1995) tarafindan yapilan ¢alismada, kismi hepatektomi
yapilan ddY farelerine 1.000 ya da 2.000 mg/kg PCE’nin bir defa intraperitonal olarak
enjeksiyonunun, hepatositlerde MN sikligin1 artirdigi fakat, ddY farelerinin periferik
kan retikiilositlerinde MN frekansinda artisa neden olmadig bildirilmistir.

Doherty ve ark. (1996), MN indiiksiyonunun, PCE’ye maruz kalan AHH-1
parental insan lenfoblastoid hiicrelerinde ve insan metabolik enzim hatlarin1 kararli bir
sekilde ifade eden iki hiicre hattinda (h2E1 ve MCL-5) arttig1 bildirilmistir. Parental
AHH-1 hiicreleri diisiik olsa da dogal CYP1A1 aktivitesine fakat 6nemli glutatyon-S-
transferaz aktivitesine sahiptir; h2E1 hiicreleri kararli bir sekilde insan CYP2E1'i
eksprese eder; ve MCL-5 hiicreleri de insan CYP1A2, 2A6, 3A4, 2E1 ve mikrozomal
epoksit hidrolaz1 stabil bir sekilde eksprese eder. PCE (5 mM), MN’lerin AHH-1
hiicrelerinde ii¢ kat, h2E1 ve MCL-5 hiicrelerinde dokuz kat artisina neden olmustur
(Doherty ve ark., 1996).

Potter ve ark. (1996) tarafindan erkek F344 siganlari, oral gavaj yoluyla 7 giin
boyunca giinliik 1.000 mg/kg perkloroetilen ile muamele edilmistir. Calisma sonucunda,
farelerin bobreklerindeki DNA zinciri kirilmalarinda kontrole gore onemli bir artig
olmadigin1 bildirmislerdir.

Da Silva Augusto ve ark. (1997), Brezilya’nin giineydogu bolgesinde bulunan Sao
Paulo sehrindeki kimyasal endiistride ¢alisan ve klorlu solventlere (karbon tetrakloid,
perkloretilen, hekzaklorobenzen) maruz kalan 41 is¢i ve bu solventlere maruz kalmayan
28 is¢inin periferal kan lenfositlerinde sitokinez bloklama MN testi ile genotoksisite

degerlendirmesi yapmislardir. Arastiricilar, ¢aligmalarinin sonucunda, bu solventlere
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maruz kalan grupta gozlenen MN frekansinin maruz kalmayan gruba gore istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde daha yiiksek bulundugunu bildirmislerdir.

Matsushima ve ark. (1999), PCE ile yiiksek konsantrasyonlarda (125-250 pg/ml)
muamele edilen Cin hamsteri akciger hiicre hattinda (CHL/IU) mikroniikleus
olusumunun indiiklenmedigi, fakat daha diisiik konsantrasyondaki PCE uygulanan (75
pg/ml) CHL/IU hiicrelerinde S9 metabolik aktivasyon varliginda istatistiksel olarak
onemli olmasa da bir artisin oldugunu bildirmislerdir.

Toraason ve ark. (1999), trikloretilen (TCE) veya PCE’ye 0, 100, 500, 1000
mg/kg’lik konsantrasyonlarda akut olarak maruz kalan Fischer siganlarindaki oksidatif
stres ve DNA hasarin1 arastirmislardir. Calismanin sonucunda, arastiricilar tarafindan,
sadece en yliksek konsantrasyonda (1000 mg/kg) uygulanan TCE’nin, siganlarin
karacigerinde oksidatif DNA hasarina neden oldugu; PCE’nin ise benzer bir hasara
neden olmadigini bildirmislerdir.

Wang ve ark. (2001) kapali bir sistemde PCE’ye (kiiltiir ortaminda ~ 63 ppm) in
vitro maruz birakilan Cin hamsteri yumurtalik (CHO-K1) hiicrelerinde MN
indiiksiyonunu incelediler. CHO-K1 hiicreleri, PCE cam tabakasini ¢evreleyen bir petri
kabina yerlestirildi ve 24 saat siireyle inkiibe edildi. PCE maruziyeti MN
indiiksiyonunda doza bagli anlamli bir artisa yol agmistir (p <0.001).

White ve ark. (2001) tarafindan, degisik konsantrasyonlardaki PCE (0, 0.01, 0.05,
0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0 mM) ile 24 saat inkiibe edilen MCL-5 hiicre hattinda (p <0.05)
MN indiiksiyonunda konsantrasyona bagli artiglar oldugu bildirilmistir.

Cederberg ve ark. (2010), PCE’ye oral gavaj yoluyla (1000 veya 2.000 mg/kg-
giin, 24 saat araliklarla, iki kez) maruz birakilan CD-1 farelerinde, komet testine gore,
hepatositlerde 6nemli bir sekilde DNA kuyruk yogunlugunu arttirdigin1 fakat bobrek
dokusunda DNA hasarinda bir artisa neden olmadigini bildirmislerdir.

Unsal (2013) tarafindan yapilan ¢alismada degisik konsantrasyonlardaki (1, 3 ve 5
mM) PCE ile in vitro olarak 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde KA,
KKD ve MN olusumunda konsantrasyona bagli olarak artis saptandigi bildirilmistir.
Ayrica, ayni ¢aligmada PCE’nin PI ve MI'y1 konsantrasyona bagli olarak diisiirerek
sitotoksik aktivite gosterdigi ve bu maddenin insan periferal kan lenfositleri tizerinde in

vitro genotoksik risk olusturdugu bildirilmistir.
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McDermott ve Heffron (2013) tarafindan, klorlu organik c¢oziiciilerden olan
diklormetan (DMC), tetrakloretilen (PCE), 1,2 dikloretan (DCE) ve trikloretilen
(TCE)’in Jurkat T hiicreleri {izerindeki in vitro sitotoksik etkileri arastirilmistir.
Arastirmada, Jurkat T hiicreleri 72 saat siiresince ¢oziiciilere ayr1 ayr1 maruz birakilarak
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu, hiicre ¢ogalmasi, hiicre i¢i serbest Ca (Ca™)
konsantrasyonu ve kaspaz-3 aktivitesi Ol¢lilmiistiir. Arastiricilar tarafindan, calisma
sonucunda, ROS olusumu ve hiicre i¢i serbest Ca™*’da konsantrasyona bagl bir artis
oldugu ve bunun hiicre ¢ogalmasinda bir azalmaya eslik ettigi bildirilmistir. Ayrica,
hiicre ¢ogalmasinin PCE>TCE>DCM>DCE seklindeki bir sirayla azaldigi bildirilmistir.
Aragtiricilar, Kaspaz-3 aktivitesinin TCE ve PCE uygulanan kiiltiirlerde konsantrasyona
bagli bir sekilde arttigini, fakat DCM ile DCE uygulanan Kkiiltiirlerde 6nemli bir
degisiklik olmadigini belirtmislerdir.

Purdue ve ark. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada mesleki olarak yiiksek oranda
PCE’ye maruziyetin bobrek kanseri ile iligkili oldugu bildirilmistir.

Unsal ve Celik (2018) tarafindan PCE’nin Artemia salina larvalari {izerindeki
muhtemel sitotoksik etkisi Brine Shrimp Letalite Testi ile ¢alisilmistir. Arastiricilar, in
vitro ortamda PCE’ye 24 saat maruz birakilan A. salina larvalari tizerindeki sitotoksik
etkinin sadece 1000 ppm konsantrasyonundaki PCE uygulamasi sonucunda ortaya
ciktigini, diger konsantrasyonlarda (10 ve 100 ppm) ise sitotoksik aktivitesinin
belirlenmedigini bildirmiglerdir.

Habib ve ark. (2018) yaptiklar1 ¢calisma sonucunda, isyerlerinde kisisel koruyucu
ekipmanlardan higbirini kullanmayan kuru-temizleme c¢alisanlarinin PCE ile iliski
saglik problemleri agisindan en yiiksek risk altinda olduklari bulunmustur. Arastiricilar
kuru temizleme merkezlerinde yerel egzoz havalandirma sistemlerinin kurulmasi ve
kullanilan PCE konsantrasyonlarinin devamli takip edilmesinin yan1 sira PCE'nin saglik
etkileri hakkinda calisanlarin bilinglendirilmesi ve islerini yaparken kisisel koruyucu
ekipmanlarin kullanilmasinin 6nemi hakkinda bilgilendirilmeleri gerektiginin 6nemli
oldugu bildirilmistir.

Aschengrau ve ark. (2018), dogum oncesi PCE ile kontamine olmus igme suyuna
maruziyet ile plasental abrupsiyon ve plasenta yetmezligi ortaya ¢ikmasi nedeniyle 6li

dogum oranlarinda lineer olarak doza bagl bir artis gézlemlediklerini bildirmislerdir.
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2.2. E Vitamini (a-Tokoferol)’nin Koruyucu Etkisi Uzerine Yapilan Calismalar

Konopacka ve ark. (1998) tarafindan, farelerde gama isilarinin klastojenik
aktivitesi lizerine E vitamininin modifiye edici etkisi, fare kemik iligi polikromatik
eritrositleri ve eksfoliye mesane hiicrelerinde in vivo MN testi ile incelenmistir.
Calismada, E vitamini, ya fareler 2 Gy gama 1s1m1 ile 1sinlandiktan hemen sonra ya da
1sinlama yapilmadan 6nceki 5 giin boyunca oral yolla uygulanmistir. Arastiricilar,
farelere on-uygulama seklinde verilen E vitamininin (100-200 mg/kg/giin) gama 1inlar1
tarafindan indiiklenen MN’ye karst korumada daha etkili oldugunu; bununla birlikte,
1sinlamadan hemen sonra farelere E vitamini uygulanmasinin da, radyasyona baghh MN
frekansinindiismesinde etkili oldugunu bildirmislerdir.

E ve C vitaminlerinin bir antitlimoral ajan olan doksorubisin uygulanan memeli
hiicreleri tizerindeki olasi in vivo koruyucu etkilerini aragtirmak igin yapilan ¢alismada,
doksorubisin uygulanan wistar siganlarina bu vitaminler hem tek tek hem de her iki
vitamin kombinasyon olacak sekilde uygulanmistir. Calisma sonucunda, diisiik
konsantrasyonlardaki vitaminlerin si¢anlara hem ayr1 hem de birlikte uygulanmalarinda
doksorubisin tarafindan indiiklenen kromozom anormallikleri azalttigi bildirilmistir.
Ayrica, ¢alismada vitaminlerin kombinasyon halinde uygulanmasimin doksorubisinin
neden oldugu hasara karsi korumada tek basmna uygulan her vitaminden daha etkili
olmadigr  belirtilmistir. Bundan bagka, test edilen en yiiksek vitamin
konsantrasyonlarinin kontrol ile karsilastirildiginda analiz edilen parametrelerde
degisiklige neden olmadig1 ve mevcut deneysel kosullar altinda, vitaminlerin kromozom
hasarina kars1 koruma saglamadaki etkinliginin kullanilan doza bagli oldugu
bildirilmistir (Antunes ve Takahashi, 1998).

Konopacka ve Rzeszowska-Wolny (2001), E vitamininin gama 1smiyla
indiiklenen DNA hasarina kars1 koruyucu etkisini insan periferal lenfositlerinde in vitro
MN testi ile arastirmislardir. Arastiricilar, kiiltiire alinmis lenfositleri, ya 2 Gy gama
1511 uygulanmadan once ya da uygulamadan sonra artan konsantrasyonlarda E
vitaminine maruz birakmislardir. Calismada, E vitamininin koruyucu etkisinin her iki
durumda da gozlendigi ancak en giiclii etkinin 1s1nlamadan sonra 1 saatten daha fazla
gecikmeyen vitamin uygulamalarinda oldugu belirtilmistir. Ayrica, 2 pg/ml’den daha

yiiksek konsantrasyonlardaki E vitamininin radyasyon tarafindan indiiklenen MN’yi
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azaltmada daha etkili oldugu bildirilmistir. Arastiricilar ayrica, niikleer béliinme indeksi
(NBI) verilerine gore, bu vitaminin gama 1sm1 tarafindan uyarilan sitotoksisiteyi
etkilemedigini bildirmislerdir.

Mazumdar ve ark. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, Balb/C farelerine
intraperitonal olarak uygulanan 125, 250 and 500 mg/kg E vitamininin, uygulamadan 24
saat sonra farelerin kemik iligi hiicrelerinde KA ve MN frekansin1 kontrole gore
arttirdig1 fakat uygulamadan 35 giin sonra bile esey hiicrelerinde herhangi bir sperm
bast anormalligine neden olmadigi bildirilmistir. Ayni ¢aligmada, E vitamini ile 6n
muamelenin kemoterapotik bir ilag olan sisplatin tarafindan indiiklenen KA, MN ve
sperm basi anormalliklerini 6nemli derecede azalttigi da bildirilmistir. Sonug¢ olarak
arastiricilar, E vitamini ile yapilan 6n uygulamanin sisplatin tarafindan tetiklenen
genotoksisite ve sitotoksisiteyi azalttigi ve E vitamininin tek basina veya bir ilag ile
etkisinin arasinda ince bir fark oldugu sonuglarina varilmistir.

Sharma ve Sharma (2012) tarafindan, farkli konsantrasyonlardaki karbofuran (0,
0.5, 1.25, 2.5, 3.75 ve 5.0 uM) tarafindan ortaya ¢ikan genotoksisiteye kars1t E ve C
vitaminlerinin iyilestirici etkisi insan periferal lenfositlerinde in vitro olarak
arastirilmistir. Calismada, lenfositlere karbofuran muamele edilmesinin konsantrasyona
baglhh bir sekilde onemli DNA hasar1 ortaya ¢ikardigi ve bu hasarin 10 pM
konsantrasyonda ilave edilen hem E hem de C vitamini ile azaldigi bildirilmistir.
Ayrica, arastiricilar tarafindan, E vitamininin C vitaminine kiyasla daha fazla koruma
sagladigt ve insan lenfositleri diisiik konsantrasyondaki pestisitle muamele
edildiklerinde bu vitaminlerin sagladigr koruma seviyesinin yiikseldigi sonuglarina
vardiklar1 bildirilmistir.

Purohit ve Rao (2014) tarafindan insan kan kiiltiirlerinde in vitro KKD testi
kullanilarak yapilan ¢alismada, melatonin (MLT) ve a-tokoferoliin civa kaynakli
genotoksisite lizerindeki koruyucu etkisi incelenmistir. Calismada elde edilen verilere
gbre, arastiricilar tarafindan, o-tokoferol ve MLT'min kiiltiirlere ayr1 ayr1 ve
kombinasyon halinde uygulanmasinin civanin neden oldugu genotoksik potansiyeli
azalttig1 bildirilmistir.

Khabour ve ark. (2015) tarafindan, Tiirkiye ve Orta Dogu'da yiiksek siklikta
goriilen, multisistemik kronik enflamatuar bir hastalik olan Behget hastaligi (BD) na

sahip olan hastalardan alinarak kiiltiire edilmis lenfositlerde gozlenen KKD frekansi
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lizerine E vitamininin antioksidan etkisi calisilmistir. Calismanin sonuglarina gore;
arastiricilar, saglikli deneklere gore hastalardan elde edilen lenfositlerde KKD oraninda
istatistiksel olarak onemli bir yiikselme goriildiiglinii ve E vitamini uygulamasinin bu
artmig KKD oranin1 kontrol grubunda goézlenen normal seviyelere getirdigini
bildirmislerdir.

Alqudah ve ark. (2018) tarafindan yapilan c¢alismada, bir antikanser ilaci olan
oksaliplatinin insan periferal kan lenfositlerinde KA ve KKD frekansini kontrole gore
onemli derecede arttirarak genotoksik aktiviteye sahip oldugu ve oksaliplatinin neden
oldugu bu kromozomal hasarin, hiicrelerin E vitamini ile 0n uygulamadan
gecirilmesiyle onemli 6l¢iide azaldig bildirilmistir. Ayrica, oksaliplatinin hiicre kinetik
parametreleri olan, MI ve proliferatif indekste (PI) 6nemli bir azalmaya neden
oldugunu; bununla birlikte, E vitamininin MI ve PI'daki bu azalmay1 etkilemedigini
bildirmislerdir.

Ahmed ve ark. (2018), karbamath bir insektisit olan propoksurun kiiltiire alinmis
insan periferal kan mononiikleer hiicrelerinde oksidatif stresi arttirarak genotoksik etki
gosterdigini; bununla birlikte, propoksur ve a-tokoferol (4.3 pg/ml)’lin kombinasyon
halinde uygulandig kiiltiirlerde a-tokoferoliin, insektisit etkisiyle ortaya ¢ikan oksidatif

stresi azalttigini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1.Deney materyali

Bu aragtirmada, PCE’nin olas1 genotoksik etkilerini vebu genetik hasara karsi o-
tokoferoliin antigenotoksik etkilerini incelemek i¢in materyal olarak insan periferal kan
lenfositleri kullanilmistir. Degerlendirme i¢in kullanilan kan, saglikli, sigara, alkol ve ilag
kullanmayan, gecirdigi herhangi bir ciddi hastaligi olmayan ve genotoksik oldugu
bilinen maddelere maruz kalmamis dort farkli (23-25 yaslarinda, 2 bayan ve 2 erkek)
bireyden temin edilmistir.

Bu caligmanm etik kurallara uygunlugu, Firat Universitesi, Girisimsel Olmayan
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 06/07/2017 tarth ve 15 nolu kararn ile

onaylanmistir.

3.1.2. Test Edilen Maddeler

3.1.2.1. Perkloretilen (PCE)

Bu calismada genotoksik etkisi arastirilacak madde olan PCE, kuru temizleme,
tekstil isleme ve metal temizleme islemlerinde kullanilmak {izere ticari olarak firetilen
ve yaygin olarak kullanilan bir ¢oziiciidir (USEPA, 2012). Bu ¢aligmada kullanilan
PCE (371696~ Perchloroethylene, saflik: > 99 %, CAS No: 127-18-4) Sigma-
Aldrich’den temin edilmistir. Perkloretilenin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri Cizelge

3.1°de, yapisal formiilii sekil 3.1°de gdsterilmistir.

Cizelge3.1. Perkloretilenin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri (USEPA, 2012)

Molekiiler formiilii C,Cly

Molekiil agirhg: 165.83 g/mol

Renk Renksiz

Fiziksel durumu S1v1 (oda sicakliginda)
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Cizelge 3.1 (Devam). Perkloretilenin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri (USEPA, 2012)

Erime noktasi —19°C

Kaynama noktasi 121°C

Yogunluk 1.6227 g/mL (20 oC)

Koku Eteral (etere benzer)

Koku esigi (suda) 0.3 ppm

Koku esigi (havada) 0.1 ppm

Coziiniirliik (25°C’de suda) 150 mg/L

Coziiniirliik (organik solventlerde) Alkol, eter, kloroform, benzen, c¢oziicii
heksan ve sabit ve ugucu yaglarin ¢ogu ile]
karisabilir

Buhar basma (25°C) 18.47 mm Hg

'Yanicilik sinirlari Yanici degil

IUPAC adi: Tetrachloroethylene

Sinonimleri: Ethylene tetrachloride, PCE, ‘per’, PER, PERC, perchlorethylene,
perchloroethene, perchloroethylene, tetrachlorethylene, 1,1,2,2-tetrachloroethene,
1,1,2,2-tetrachloroethylene (IARC, 2014).

Ticari Adlari: Ankilostin, Antisol 1, Didakene, Dow-per, Dilatin PT, Fedal-Un, Nema,
Perawin, Perchlor, Perclene, Percosolv, Perklone, PerSec, Tetlen, Tetracap, Tetraleno,

Tetralex, Tetravec, Tetroguer ve Tetropil (IARC, 2014).

Cl Cl
N 7

c—=c¢C
Cl Cl

Sekil 3.1. Perkloretilenin yapisal formiili

3.1.2.2. a-Tokoferol
Bu aragtirmada, PCE’nin olas1 genotoksik etkileri {izerine antigenotoksik etkisinin

olup olmadig1 arastirilan antioksidan madde olan a-tokoferol (E vitamini) yagda

¢Ozlinen bir vitamindir. Calismamizda kullanilan a-tokoferol (T 3251, (¥)-a-
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Tocopherol, saflik: > 96 %, CAS No: 10191-41-0) Sigma-Aldrich’den temin edilmistir.
a-Tokoferoliin yapisal formiilii Sekil 3.2de gosterilmistir.

Molekiiler formiilii: C,0Hs00O»

Molekiil agirhgi: 430.71g/mol

Sinonimleri: DL-all-rac-a-Tocopherol, Vitamin E

CH; CHs
HgC O CH3

CHs CHs CHs i

CH3

Sekil 3.2. a-Tokoferoliin yapisal formiilii

3.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Hiicre kiiltiirii yapmak i¢in kullanilan kromozom medyumu (Chromosome
Medium B,Cat No. F 5023) Biochrom firmasindan temin edilmistir. Bu ¢alismada, hem
PCE’nin hem de a-tokoferoliin ¢oziiclisii olarak kullanilan dimetilsiilfoksit (DMSO, Cas
No:67-68-5 ), pozitif kontrol olarak kullanilan mitomisin C (MMC, Cas No:50-07-7)
Sigma-Aldrich’den temin edilmistir. Ayrica, ¢calisma kapsaminda kullanilan sitokalasin-
B (Cas No:14930-96-2) ve kolsisin (Cas No: 64-86-8)Sigma-Aldrich firmasindan;
giemsa (Cat. No. 9204), entellan (Cat. No. 7961), immersiyon yagt ve nitrik asit

(HNO3) ise Merck firmasindan satin alinmustir.

3.1.4. Hipotonik Cozelti

Bu ¢ozelti,% 0,4’lik KCI (Merck) olacak sekilde bidistile su kullanilarak
hazirlannmistir. Hazirlanan ¢dzelti + 4 °C buzdolabinda saklanmis ve her deneyden
yaklasik iki saat once yeterli miktar1 37 °C’deki inkiibatorde isitildiktan sonra

kullanilmistir.
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3.1.5. Fiksatif

Kromozom anormalligi deneyleri i¢in; 1 hacim asetik asit (Merck) ve 3 hacim
metanoldan (Merck) olusan fiksatif kullanilmistir. Mikroniikleus deneylerinda ise ilk
fiksatif; 1 hacim glasiyal asetik asit: 5 hacim metanol: 6 hacim % 0.9’luk NaClI
karisimindan; iki ve iiclincii fiksatif ise; 1 hacim glasiyal asetik asit: 5 hacim metanol

karisimindan elde edilmistir.

3.1.6. Sorensen Tamponu

Sorensen Tamponu A (KH,PO4, pH=4.8) ve Sorensen Tamponu B
(Na;HPO4.12H,0,, pH=9.3) olmak iizere iki stok ¢dozelti halinde hazirlanarak
kullanilana kadar +4 °C buzdolabinda saklanmistir. KH,PO, ve Na,HPO4.12H,0,

Merck firmasindan temin edilmistir.

3.1.7. Nitrik Asit ¢ozeltisi

Calismada kullanilan lamlar1 temizlemek amaciyla 1 N nitrik asit (HNO3) (Merck)

¢Ozeltisi hazirlanarak oda sicakliginda saklanmaistir.
3.2. Yontem
3.2.1. Kromozom Anormalligi (KA)Testi
3.2.1.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Insan periferal kan lenfositlerindeki in vitro KA testi baz1 degisikliklerle Evans
(1984)’1n metoduna gore uygulanmistir (Kocaman ve Topaktag, 2007).

PCE’nin insan lenfositlerindeki genotoksik etkilerini inceleyebilmek i¢in,
oncelikle test edilecek olan PCE konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Bu amagcla yapilan 6n

denemelerde, 150 pg/ml konsantrasyondaki PCE’nin insan lenfositlerine

uygulanmasiin, MD’y1 ¢oziicii kontrole kiyasla % 50 azalttigi belirlenmistir. Bu
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nedenle, yar1 maksimal inhibisyon konsantrasyonu (ICsp, half-maximal inhibitory
concentration) olarak -MI’y1 negatif kontrole gore % 50 diisiiren konsantrasyon-150
pg/ml kabul edilmistir. Boylece, ¢alismamizda PCE i¢in en yliksek konsantrasyon 150
pg/ml olarak secilmistir. Diger konsantrasyonlar ise 150 pg/ml’den paralel bir sekilde
azalan 100, 50 ve 25 pg/ml olarak kullanilmistir. PCE’nin muhtemel genotoksisitesi
lizerine antigenotoksik yani koruyucu etkisinin olup olmadigimi arastiracagimiz o-
tokoferol konsantrasyonu ise 100 pg/ml olarak kullanilmistir (Smalls ve Patterson,
1982).

Insan periferal kan hiicrelerinde KA analizleri igin; 23-25 yaslarinda, saglikli ve
sigara kullanmayan iki kadin ve iki erkek bireyden alinmis olan periferik kan
orneklerinin (1/10 oraninda heparinize edilmistir) 0.2 ml’si steril kosullarda 2.5 ml
kromozom medyumu igeren Kkiiltlir tiiplerine ekilerek (Rencilizogullart ve Topaktas,
1991), 37+1 °C’deki inkiibatorde 72 saat boyunca kiiltlire alinmustir.

Calisma iki grup halinde yapilmistir. Birinci grupta, PCE’nin insan
lenfositlerindeki genotoksik etkisini incelemek icin, On denemelerle belirlenen
konsantrasyonlardaki PCE (25, 50, 100 ve 150 pg/ml) kiiltlir ortamina kiiltiir siiresinin
baslangicindan 24 saat sonra ilave edilmistir. Her deneyde, bir ¢o6ziicii (negatif) kontrol
(7 ul/ml DMSO) ve bir pozitif kontrol (0.16 ug/ml MMC) de yapilmistir. Ikinci grupta
ise, a-tokoferoliin PCE iizerindeki muhtemel antigenotoksik etkisini incelemek i¢in, 100
ng/ml konsantrasyondaki a-tokoferol hem tek basina hem de test maddesinin yukarida
belirtilen konsantrasyonlariyla birlikte es zamanli olarak (25+100, 50+100, 100+100 ve
150+100 pg/ml; PCE+a-tokoferol) kiiltiir siiresinin baslangicindan 24 saat sonra kiiltiir
tiiplerine ilave edilmistir. Boylece, PCE hem tek basina hem de a-tokoferol ile karigim
halinde insan lenfositlerine 48 saat uygulanmis olmaktadir.

Kiiltiir stiresinin 70’inci saatinde her kiiltiir tlipiine kolsisin eriyigi (0.06 pg/ml)
ilave edilerek hiicrelerin 2 saat boyunca (37 °C’de) kolsisin ile muamele edilmesi
saglanmistir. Toplam 72 saat inkiibasyonun sonunda, kiiltiir tiipleri 2000 rpm’de 5 dk.
santrifiij edilerek siipernatant atilmistir. Daha sonra tiiplere hipotonik eriyik (% 0.4 KClI,
37 °C) ilave edilmistir.

Hiicrelere 13 dk. siiresince hipotonik eriyik uygulandiktan sonra, kiiltiir tiipleri
1200 rpm’de 15 dk. santrifiij edilerek silipernatant1 atilmistir. Daha sonra kiiltiirlere 5’er

ml soguk fiksatif (1/3 glasiyal asetik asit:metanol) yavas yavas ve karistirarak ilave

21



edilmistir. Fiksatif ile oda sicakliginda 20 dk. muamele edilen hiicreler 1200 rpm’de 15
dk. santrifiij edilmis ve silipernatant atildiktan sonra tiiplere tekrar fiksatif ilave
edilmistir. Fiksatif uygulamasi en az 1ii¢ kez tekrarlanarak tiipte kalan sivinin
berraklagsmasi saglanmistir.

Son yapilan santrifiijiin ardindan tiiplerin dibinde yaklasik 0.5-0.7 ml kadar sivi
kalacak sekilde silipernatant atilmistir. Geri kalan hiicre siispansiyonundan 4-5 damla
olacak sekilde pastor pipeti ile ¢ekilerek, temiz ve soguk lamlar iizerineyaklasik 50 cm
yiikseklikten damlatilmis ve hiicrelerin lam {izerine yayilmasi saglanmistir. Bu sekilde
hazirlanan preparatlar kurumalar icin tizerleri kapali bir sekilde 24 saat oda sicakliginda

birakilmustir.

3.2.2. Sitokinez-Bloklama Mikroniikleus(MN) Testi

3.2.2.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Sitokinez-bloklama MN testinde, bazi degisikliklerle Fenech (2000), Rothfuss ve
ark. (2000) ve Kirsch-Volders ve ark. (2003)’nin yontemleri kullanilmistir.

MN testi i¢in, 4 (dort) saglikli insandan alinmis olan periferik kanin 0.2ml’si, 2.5
ml kromozom medyumu igeren kiiltiir tiiplerine ekilmis ve hiicreler 37+1 °C’de 68 saat
inkiibe edilmistir.

PCE ve PCE+a-tokoferoliin insan lenfositlerindeki MN olusumu iizerine etkisini
incelemek i¢in 25, 50, 100 ve 150 pg/ml PCE hem tek basina hem de aym
konsantrasyonlardaki PCE ile birlikte 100 pg/ml konsantrasyondaki a-tokoferol es
zamanl1 olarak (25+100, 50+100, 100+100 ve 150+100 pg/ml; PCE+a-tokoferol) kiiltiir
ortamina kiiltiirlin baslangicindan 20 saat sonra ilave edilmistir. Bdylece test
maddelerinin insan lenfositlerine 48 saat siire ile uygulanmasi saglanmigtir. Ayrica her
deney grubu igin ¢oziicii (7 ul/ml DMSO), pozitif (0.16 ug/ml MMC) ve sadece o-
tokoferol (100 pg/mla-tokoferol) igeren birer kontrol tiipleri hazirlanmistir.

Inkiibasyonun 44. saatinde her kiiltiir tiipiine sitokalasin-B (6 pg/ml) maddesi
ilave edilerek béliinen hiicrelerde sitokinezin engellenmesi saglanmistir. Inkiibasyonun
68’inci saatinde, kiiltiir tlipleri 2000 rpm’de 5 dk. santrifiij edilerek siipernatant
atilmistir. Geriye kalan hiicrelere % 0.4’likk KCI (371 °C’de 5 dk.) uygulamasi
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yapilmistir. Daha sonra, kiiltiirler 1200 rpm’de 10 dk. santrifiij edilerek siipernatant
atilmig ve fiksatif uygulamasina gecilmistir. Kiiltlirler 6nce 1:5:6, glasiyal asetik asit:
metanol: % 0.9 NaCI’den olusan fiksatif ile oda sicakliginda 15 dakika muamele
edilmistir. Daha sonra 1200 rpm’de 10 dk. santrifiijlenen tiiplerden siipernatant
atildiktan sonraikinci fiksatif (1:5, glasiyal asetik asit: metanol) uygulamasi yapilmistir.
Sonra 1200 rpm’de 10 dk. santrifiij yapilarak siipernatant atilmis ve tiiplere tekrar
fiksatif uygulanarak 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Son olarak kiiltiir tiipleri
1200 rpm’de 10 dk.santrifiij edilerek siipernatant atilmistir. Kiiltiir tiiplerinin dibinde
toplanmis olan hiicreler resiispanse edilerek pastor pipetine c¢ekilmis ve elde edilen
hiicre siispansiyonu temiz lamlar iizerine yaklasik olarak 10 cm yiikseklikten
damlatilmistir. Bu sekilde hazirlanan lenfosit yayilmis preparatlar 24 saat siire ile oda

sicakliginda kurumaya birakilmistir.

3.2.3. Kromozom Anormalligi ve Mikroniikleus Analizleri i¢in Preparatlarin

Boyanmasi

Hazirlanan preparatlar kuruduktan sonra Sorensen tamponunda hazirlanmis
%5’lik Giemsa boyasi ile boyanmistir. (%5°lik Giemsa boyasinin hazirlanmasi: 5 ml
tampon A, 5 ml tampon B ve 5 ml Giemsa karistirilarak {izerine 100 ml oluncaya kadar
saf su ilave edilmis ve filtre kagid1 yardimiyla siiziilmiistir, pH=6.8). Preparatlar
yaklagik olarak 25dk. boya igerisinde bekletilerek boyanmalar1 saglanmigve saf sudan
gecirilerek kurumaya birakilmistir. Kuruma isleminden sonra preparatlar entellan ile

kapatilarak incelemeye hazir daimi preparat haline getirilmistir.

3.2.4. Mikroskobik inceleme

Preparatlar, OLYMPUS marka CX21 model 151k mikroskobunda, KA analizi i¢in
10X100=1000 biiytitmede, MN analizi i¢in 10X40=400 biiyiitmede incelenmistir.

3.2.4.1. Kromozom Anormallikleri (KA) ve Mitotik indeksin (MI) Saptanmasi
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Kromozom anormalligi incelemek i¢in hazirlanan preparatlarda, PCE ve PCE+a-
tokoferoliin hem KA olusumu iizerine etkisi arastirilmis hem de mitoz boliinme tizerine
etkisini incelemek i¢in MI belirlenmistir.

Daimi preparatlarda KA’lar belirlenirken her bir kisiden hazirlanan preparatlardan
iyl dagilmig metafaz kromozomlarina sahip toplam 100 hiicre (her bir konsantrasyon
icin toplam 400 hiicre) incelenmistir. incelemeler sirasinda gozlenen anormallikler
yapisal ve sayisal anormallikler seklinde gruplandirilmistir (Paz-y-Mifio ve ark., 2002).
Fakat, bu calismada sadece pozitif kontrol uygulamalarinda birkag¢ poliploidi seklinde
sayisal anormallik gozlendiginden sayisal KA’lar degerlendirmeye alinmamustir. Ayrica
calismamizda, gap (kromatidin birinde veya her ikisinde goriilen boyanmamis bolge, bir
kromatidin genisliginden daha azdir) anormallik olarak degerlendirilmeye alinmamistir
(Preston ve ark., 1987). Yapisal KA’lar, Mosesso ve ark. (2013)’na gdre kromatid ve
kromozom tipi olmak iizere iki gruba ayrilmistir. Calismamizda gézlenen kromatid tipi
anormallikler kromatid kirigi, kardes kromatid birlesmesive kromatid degisimi;
kromozom tipi anormallikler ise kromozom kirig1, fragment ve disentrik kromozom gibi
anormallikleri kapsamaktadir. Incelemeler sonunda belirlenen yapisal kromozom
anormalliklerinden; yapisal KA tasiyan hiicre %’si ve hiicre basina diisen toplam KA
frekans1 hesaplanmistir. Ayrica, test maddeleri tarafindan uyarilan toplam KA ic¢indeki
her bir ¢esitteki yapisal KA’nin %’si hesaplanmistir. Her bir cesitteki KA %’si
hesaplamalarinda kontrol uygulamalarinda gézlenen anormallikler dahil edilmemistir.

PCE’nin hem tek basina hem de a-tokoferol ile birlikte insan lenfositlerine
uygulanmasinin mitoz boliinme iizerine etkisini incelemek amaciyla MI degerleri
saptanmistir. MI’y1 belirlemek icin her bir hiicre kiiltiiriine ait preparatlarda toplam
2000 hiicre (her konsantrasyon i¢in toplam 8000 hiicre) incelenmistir. Her preparatta
toplam 2000 hiicre i¢inde mitoz bdliinme gegiren hiicrelerin oraninin yiizde cinsinden

hesaplanmasi ile M1 saptanmustir.

3.2.4.2. Mikroniikleus Sayisi ve Niikleus Boliinme Indeksinin (NBI) Saptanmasi

Sitokinez-bloklama MN yontemiyle hazirlanan preparatlarda hem iki niikleuslu

(biniikleat, BN) hiicreler igerisindeki MN sayist belirlenmis hem de toplam hiicre
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icerisindeki 1, 2, 3 ve 4 niikleuslu hiicrelerin sayis1 belirlenerek niikleus boliinme
indeksi (NBI) hesaplanmaistir.

Bu calismada, MN sayisin1 belirlemek amaciyla dort kisiye ait daimi
preparatlarda, her uygulama grubu ve kontrollerinde 1000 BN hiicre (Sekil 3.4.) (her
konsantrasyon i¢in 4 kisiden toplam 4000 hiicre) incelenmistir. Degerlendirme, MN
tasiyan iki niikleuslu hiicre %’si ve toplam MN %’si hesaplanarak yapilmistir.

Iki niikleuslu hiicre ve MN incelemeleri Titenko-Holland ve ark. (1997) ve
Fenech (2000)’nin oOnerdikleri kriterlere uygun olarak yapilmigtir. Buna gore
incelemede dikkat edilen kriterler sdyledir: (1) Hiicrelerin sitoplazmasi belirgindir ve
yuvarlak veya oval gorlinlime sahiptir; (2) Cekirdekler belirgin c¢ekirdek zariyla
cevrilidir ve yuvarlak veya oval goriinlimdedir; (3) MN sayim i¢in kullanilan hiicreler
sadece BN hiicrelerdir; (4) MN’ler sadece ana ¢ekirdegin 1/3’ii veya daha kiigiik
olduklarinda degerlendirmeye alinmistir; (5) MN’ler ana ¢ekirdek gibi boyanmuistir; (6)
MN’ler ana ¢ekirdekten belirgin olarak ayrilmistir.

Test maddelerinin iki niikleuslu hiicrelerde MN olusumu iizerine etkisini
belirlemek amaciyla incelenen preparatlar daha sonra NBI’y1 hesaplayabilmek ig¢in
tekrar incelenmistir. Sitokalasin B kullanilarak sitokinezin bloklanmasi yoluyla yapilan
MN yonteminde, boliinen hiicre popiilasyonundaki niikleus boliinmesinin ilerleyisi
NBI'nin hesaplanmasiyla belirlenebilmektedir. NBI’'nin belirlenmesi kimyasal veya
fiziksel bir ajanin sitotoksik potansiyeli hakkinda bilgiler saglamaktadir (Fenech, 1997).
Bu analizde, sitokalasin B ilavesinin ardindan olusan bir niikleuslu, iki niikleuslu ve
multintikleuslu  (>2) hiicreler incelenmektedir. NBI, asagidaki formiile gore

hesaplanmistir (Eastmond ve Tucker, 1989).

NBI= (MI + 2MII + 3 MIII + 4 MIV) /N

Formiilde; MI bir niikleuslu (Sekil 3.3), MII iki niikleuslu (Sekil 3.4), MIII ti¢ niikleuslu
(Sekil 3.5), MIV dort niikleuslu (Sekil 3.6) hiicrelerin sayisini, N ise toplam hiicre
sayisint gostermektedir. Bu ¢alismada, NBI'y1 hesaplamak icin her preparatta toplam

1000 hiicre (her konsantrasyon icin toplam 4000 hiicre) sayilmistir.
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Sekil 3.3.Bir niikleuslu hiicre (X1000)

Sekil 3.4.1ki niikleuslu hiicre (X1000)
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Sekil 3.5. Ug niikleuslu hiicre (X1000)

Sekil 3.6. Dort niikleuslu hiicre (X1000)
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3.2.4.3.Rediiksiyon Yiizdesi

Bu calismada genotoksik etkisi arastirilan madde olan PCE, insan lenfosit
kiiltiirlerine hem tek basina hem de antioksidan madde olarak bilinen a-tokoferol ile
kombinasyon halinde uygulanmistir. Boylece, a-tokoferoliin PCE’nin genotoksik etkisi
tizerine herhangi bir koruyucu yani antigenotoksik etkisinin olup olmadigini belirlemek
amaclanmistir. Bu amagla, PCE+a-tokoferol karigiminin uygulanmasiyla meydana
gelen sitogenetik etkide (total KA/hiicre ve MN %’si bakimindan), tek basma PCE
uygulamasina gore azalma olup olmadigini veya ne kadar azalma oldugunu belirlemek
icin rediiksiyon (azalma) yiizdesi degerleri hesaplanmistir. Bu hesaplamada asagidaki

formiil kullanilmistir (Manoharan ve Banerjee, 1985; Waters ve ark., 1990).
. A-B
Rediiksiyon (%) = ——c X 100 (3.1)

Formiile gére A, PCE’nin tek basina uygulandig: kiiltiirlerde gozlenen ortalama
degerleri; B, PCE ve a-tokoferoliin karisim halinde uygulamasinda elde edilen ortalama
degerleri; C ise kontrol (¢Oziicli) sonuglarinin ortalamasini gostermektedir. Bu

caligsmada rediiksiyon %’si total KA/hiicre ve MN %’si i¢in hesaplanmuistir.

3.2.5. Mikroskopta Fotograf Cekimi

Fotograf ¢ekme islemi NIKON marka, Eclipse E200 model trinokiiler
mikroskopta 1000 X biiylitmede yapilmistir. Goriintiiler, mikroskoba monte edilen bir
aparat yardimiyla, 12 Megapiksel ¢oziinilirliige sahip Samsung Note 9 marka akilli

telefon kamerasi kullanilarak elde edilmistir.
3.2.6. Istatistiksel Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Istatistiksel analiz SPSS 11.5 for Windows kullanilarak yapilmistir. Verilerin
normal dagilim gosterdigi Shapiro—Wilk normallik testi ile dogrulanmistir. Gruplar

arasindaki karsilastirmada farkin 6nemli olup olmadigit ONE WAY ANOVA (Post Hoc

analiz-LSD Test, Least Significant Difference) ile analiz edilmistir. Ayrica, tiim
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parametreler icin (CA, MN, MI ve NBI) konsantrasyon-etki iliskisi olup olmadigi
regresyon ve korelasyon analizi ile belirlenmistir. Sonuglar P<0.05 anlamlilik diizeyine

gore istatistiksel olarak 6nemli kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. PCE ve PCE+a-Tokoferol Uygulamasinin insan Periferal Kan Lenfositleri
Uzerindeki Etkileri

4.1.1.1. PCE ve PCE+o-Tokoferol Uygulamasimin Insan Periferal Kan
Lenfositlerinde Kromozom Anormalliklerinin (KA) Olusumu Uzerindeki

Etkileri

Bu ¢alismada, 25, 50, 100 ve 150 pg/ml konsantrasyonlardaki PCE ile 48 saat
muamele edilen insan periferal kan lenfositlerinde, yapisal KA tasiyan hiicre %’si ve
hiicre basina diisen toplam KA’nin (toplam KA/hiicre), ¢06ziicii kontrole gore
istatistiksel olarak Onemli derecede artis gosterdigi belirlenmistir (P<0.001). Ayrica,
PCE tarafindan uyarilan KA’daki artisin, a-tokoferol ile kiyaslandiginda yine 6nemli
derecede yiiksek oldugu belirlenmistir (P<0.001). Bununla birlikte; c¢alismamizda,
PCE’nin KA olusumunu pozitif kontrol olarak kullandigimiz MMC kadar uyarmadigi
goriilmiistiir. PCE tarafindan uyarilan yapisal KA tasiyan hiicre %’si ve toplam
KA/hiicre orani tiim konsantrasyonlarda pozitif kontrole gére onemli derecede diisiik
bulunmustur (P<0.001) (Cizelge 4.1).

PCE uygulanan kiiltiirlerdeki hem yapisal KA tasiyan hiicre %’si (r2= 0.876,
P<0.05) (Sekil 4.1, Sekil 4.2) hem de total KA/hiicre orami (r’=0.937, P<0.05)
istatistiksel olarak onemli bir sekilde konsantrasyona bagl artis gostermistir (Sekil 4.3,
Sekil 4.4). Bu ¢alismada, PCE’nin insan periferal kan lenfosit kiiltiirlerinde 6zellikle
yapisal KA’lara neden oldugu goriilmiistiir. Bu yapisal KA’lar kromatid ve kromozom
tipi KA seklinde gruplandirilmistir. PCE’nin insan lenfositlerine 48 saat siireyle
uygulanmas1 sonucu gozlenen kromatid tipi yapisal KA’lar, kromatid kirigt (% 65.90)
(Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9), kardes kromatid birlesmesi (%
16.13) (Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12) ve kromatid degisimi (% 2.76) (Sekil 4.13,
Sekil 4.14)’dir. Kromozom tipi yapisal KA’lar ise kromozom kirig1 (% 12.44) (Sekil
4.15, Sekil 4.16, Sekil 4.17), fragment (% 1.84) (Sekil 4.18, Sekil 4.19 ) ve disentrik
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kromozom (% 0.92) (Sekil 4.20)’dur. Bu c¢alismada, PCE uygulanan kiiltiirlerde
poliploidi ve endoreduplikasyon gibi sayisal KA’lara rastlanmamustir.

Calismamizin ikinci kisminda PCE+a-tokoferol uygulamasinin KA iizerine etkisi
belirlenerek, o-tokoferolin PCE tarafindan indiiklenen KA {izerine herhangi bir
koruyucu/antigenotoksik etkisinin olup olmadigi degerlendirilmeye c¢alisilmistir.

Bu amagla, PCE’nin tek basina uygulandigi konsantrasyonlar ile birlikte 100
pg/ml  konsantrasyondaki a-tokoferol es zamanli olarak lenfosit kiiltiiriine
uygulanmistir. Buna gore, PCE+a-tokoferol karisimi ile 48 saat muamele edilen insan
periferal lenfositlerinde, yapisal KA %’si ve total KA/hiicre orant tim
konsantrasyonlarda (25+100, 50+100, 100+100 ve 150+100 ug/ml; PCE+a-tokoferol)
¢oziicli kontrol ve a-tokoferole kiyasla istatistiksel olarak 6nemli bir degisiklige neden
olmamigtir (P>0.05). Ayrica, PCE+a-tokoferol tarafindan uyarilan KA olusumu, tiim
konsantrasyonlarda pozitif kontrole gore Onemli derecede diisiik bulunmustur
(P<0.001). Bunun yaninda, PCE+a-tokoferol karigimi ile muamele edilen kiiltiirlerdeki
yapisal KA %’si ve KA/hiicre oranmin tek basmna PCE ile muamele edilen
kiiltiirlerdekine gore istatistiksel olarak Onemli derecede azaldigi belirlenmistir
(P<0.001). Bu azalmanin % olarak ne kadar oldugunu belirleyebilmek icin, test edilen
her konsantrasyonda, hiicre basina diisen total KA bakimindan rediiksiyon (azalma)
%’s1 degerleri hesaplanmugtir.

Rediiksiyon yiizdesi degerlerine gore, PCE+a-tokoferol karigimi ile (25+100,
50+100, 100+100 ve 150+100 pg/ml; PCE+a-tokoferol) 48 saat muamele edilen
kiiltlirlerde hiicre basina diisen KA frekansi, ayni konsantrasyondaki PCE’nin tek basina
meydana getirdigi KA frekansina goresirasiyla % 67, % 89, % 90 ve % 77 oranlarinda
azalmistir (Cizelge 4.1). Bu c¢alismada, PCE+o-tokoferol karigiminin insan
lenfositlerine 48 saat siireyle uygulanmasi sonucu dort tip yapisal KA’ya neden oldugu
belirlenmistir. Bunlar; kromatid kirig1 (% 76.66), kardes kromatid birlesmesi (% 7.83),
kromozom kirig (% 3.33) ve fragment (% 1.11) olarak gozlenmistir. PCE’nin tek
basina uygulandig: kiiltiirlerde goriilen kromatid degisimi ve disentrik kromozom gibi
anormalliklere PCE+a-tokoferol karisiminin uygulandigr kiiltiirlerde rastlanmamustir.
Ayrica, PCE+o-tokoferol uygulanan kiiltiirlerde PCE’nin tek basina uygulandigi
kiiltiirlerde oldugu gibi poliploidi ve endoreduplikasyon gibi sayisal KA’lara da

rastlanmamustir.

31



Cizelge 4.1.PCE ve PCE+a-tokoferol uygulamasinin insan periferal lenfositlerinde kromozom anormallikleri lizerine etkisi

Uygulama Kromozomal Anormallikler (KA)
Test Maddesi Yapisal KA Toplam Yapisal KA Toplam
Siire  |Kons. Kromatid Tipi Kromozom Tipi KA Tasiyan KA/Hiicre Rediiksiyon
(saat) |(ug/ml) Hiicre %’si + SH *SH %’si
B’ KKB KD B” F DS
DMSO 48 7 ul/ml 14 2 0 1 0 0 17 4.25+0.96 0.04 +£0.01
o-tokoferol 48 100 12 4 0 0 0 0 16 4.00+0.82 0.04 £0.01
MMC 0.16 58 6 56 46 3 1 170 35.25 £4.03 asb; 0.43 £0.03 asb;
MMC+ a-tokoferol | 48 0.16+100 | 38 2 11 29 0 0 80 18.25 £ 3.30 asbscs 0.20 £ 0.03 asbscs
25 32 3 1 2 2 0 40 9.50 + 1.73 azbsc; 0.10 = 0.02 azbsc;
PCE 48 50 37 10 1 4 0 0 52 12.25 £ 1.71 azbscs 0.13 £ 0.02 azbsc;
100 35 10 2 9 0 57 12.50 £ 2.65 azbscs 0.14 £ 0.03 azbsc;
150 39 12 2 12 1 2 68 1525+ 1.71 a3b3c3 0.17 £0.02 a3b3c3
25+100 | 17 5 0 0 0 0 22 5.25+0.96 c3d, 0.06 = 0.01 c3d, 67
PCE+ a-tokoferol 50+100 14 6 0 0 1 0 21 5.25+0.50 c;3ds 0.05+0.01 c;3d; 89
48 100+100 | 17 3 0 1 0 0 21 5.00 £0.82 c3d; 0.05 £0.01 c3d; 90
150+100 | 21 3 0 2 0 0 26 5.75 £ 0.50 c3ds 0.07 £ 0.01 c3ds 77

B'’: Kromatid kirigi, KKB: Kardes kromatid birlesmesi, KD: Kromatid degisimi, B”: Kromozom kirigi, F: Fragment, DS: Disentrik kromozom,
DMSO: Dimetilsiilfoksit (Coziicli kontrol), MMC: Mitomisin-C (Pozitif kontrol), PCE: Perkloretilen
a: Coziicii kontrol ile, b: a-tokoferol ile, ¢: Pozitif kontrol ile, d: PCE ile kiyaslamada aradaki fark énemlidir.

alb101d13 PSOOS, azb202d22 PSOOI, a3b3c3d3: PSOOOI
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Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlarda PCE ve PCE+a-tokoferol ile 48 saat muamele
edilmis insan periferal lenfositlerinde yapisal KA tasiyan hiicre yiizdesi.
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Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlarda PCE ilemuamele edilmis insan periferal
lenfositlerinde Yapisal KA tastyan hiicre %’sinin konsantrasyona bagl artigin1 gosteren
regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi. *: P<<0.05
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Sekil 4.3. Farkl1 konsantrasyonlarda PCE ve PCE+a-tokoferol ile 48 saat muamele
edilmis insan periferal lenfositlerinde Toplam KA/Hiicre orani.
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Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonlarda PCE ilemuamele edilmis insan periferal
lenfositlerinde Toplam KA/hiicre frekansinin konsantrasyona bagli artigin1 gosteren
regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi. *: P<0.05
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Sekil 4.5. Kromatid kirig1 (B') bulunan metafaz plagi (25 pg/ml, perkloretilen, 48 saat
uygulama, ). X1000

Sekil 4.6. Kromatid kirig1 (B') bulunan metafaz plagi (100 pg/ml perkloretilen, 48 saat
uygulama, 9). X1000
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Sekil 4.7. Kromatid kirig1 (B') bulunan metafaz plagi (50 pg/ml perkloretilen, 48 saat
uygulama, 9). X1000

Sekil 4.8. Kromatid kirig1 (B') bulunan metafaz plagi (25 pg/ml perkloretilen, 48 saat
uygulama, 9). X1000
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Sekil 4.9. Kromatid kirig1 (B') bulunan metafaz plagi (50 pg/ml perkloretilen
uygulamasi, 9). X1000

Sekil 4.10. Kardes Kromatid Birlesmesi (KKB) bulunan metafaz plagi (50 pg/ml
perkloretilen, 48 saat uygulama, ). X1000
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Sekil 4.11. Kardes Kromatid Birlesmesi (KKB) bulunan metataz plagi (100 pg/ml
perkloretilen, 48 saat uygulama, 3). X1000

Sekil 4.12. Kardes Kromatid Birlesmesi (KKB) bulunan metafaz plagi (100 pg/ml
perkloretilen, 48 saat uygulama, ). X1000

38



10 pm
o

Sekil 4.13. (a) Kromatid kirig1 (B'), (b) kromatid degisimi (KD) bulunan metafaz plagi
(150 pg/ml perkloretilen, 48 saat uygulama, 3'). X1000
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Sekil 4.14. Kromatid degisimi (KD) bulunan metafaz plagi (100 pg/ml PCE
uygulamasi, 3). X1000

39



10 pm

Sekil 4.15. (a) Kromatid kirig1 (B'), (b) kromozom kirig1 (B") bulunan metafaz plag:
(100 pg/ml perkloretilen, 48 saat uygulama, ¢). X1000
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Sekil 4.16.Kromozom kirig1 (B") bulunan metafaz plagi (100 png/ml perkloretilen, 48
saat uygulama, ¢). X1000
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Sekil 4.17.

Kromozom kirig1 (B") bulunan metafaz plagi (100 pg/ml perkloretilen,
48 saat uygulama, ). X1000
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Sekil 4.18. Fragment (F) bulunan metafaz plagi (100 ug/ml perkloretilen, 48 saat

uygulama, 3. X1000
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Sekil 4.19. Fragment (F) bulunan metafaz plagi (150 pg/ml perkloretilen, 48 saat
uygulama, ). X1000

A, '
$ ¥

-
-

Sekil 4.20. Disentrik kromozom (DS) bulunan metafaz plag: (150 pg/ml perkloretilen,
48 saat uygulama, ). X1000
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4.1.1.2. PCE ve PCE+a-Tokoferol Uygulamasimn Insan Periferal Kan
Lenfositlerinde Mikroniikleus (MN) Olusumu Uzerindeki Etkileri

PCE ve PCE+a-tokoferol uygulamasiin insan periferal kan lenfositlerinde MN
olusumu tizerindeki etkileri Cizelge 4.2°de sunulmustur.

PCE’nin tek basina uygulandigi insan periferal lenfositlerindeki MN igeren iki
niikleuslu hiicre yiizdesi (% MNBN) ve MN yiizdesi (% MN) tiim konsantrasyonlarda
(25, 50, 100 ve 150 pg/ml) ¢oziicii kontrole gore istatistiksel olarak onemli derecede
artmistir  (P<0.05). PCE’nin uyardigt MN olusumundaki bu artis, en diisiik
konsantrasyon hari¢ (25 pg/ml) olmak lizere a-tokoferole goére de 6nemli bulunmustur
(P<0.05). Bununla birlikte, PCE uygulamasi, insan lenfositlerindeki MN olusumunu
pozitif kontrol kadar uyaramamis ve tiim konsantrasyonlarda MMC’ye gore Onemli
derecede diisiik bulunmustur (P<0.001) (Cizelge 4.2).

PCE ile 48 saat muamele edilen kiiltiirlerdeki MNBN hiicre %’si1 konsantrasyona
bagl olarak artis gostermis olup, bu artig istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur
(r’=0.999, P<0.01) (Sekil 4.21, Sekil 4.22). Benzer sekilde, MN %’si bakimindan da,
istatistiksel olarak énemli konsantrasyon-etki iligkisi oldugu belirlenmistir (r?=0.993,
P<0.01) (Sekil 4.23, Sekil 4.24).

a-Tokoferoliin PCE tarafindan indiiklenen MN iizerine antigenotoksik etkisinin
olup olmadigini belirlemeye ¢alistigimiz ikinci kisimda ise; PCE+a-tokoferol karigimi
ile 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde, MNBN %’si ve MN %’si tiim
konsantrasyonlarda (25+100, 50+100, 100+100 ve 150+100 ug/ml; PCE+a-tokoferol)
hem c¢oziicli kontrol hem dea-tokoferole gore istatistiksel olarak énemli bir degisiklige
neden olmamistir (P>0.05). Ayrica, PCE ve a-tokoferoliin es zamanli olarak birlikte
uygulandigi kiiltiirlerdeki MN olusumunun, tiim konsantrasyonlarda (25+100, 50+100,
100+100 ve 150+100 pg/ml; PCE+a-tokoferol) pozitif kontrole gére dnemli derecede
diisiik oldugu belirlenmistir (P<0.001).

Bunun yaninda, PCE+a-tokoferol karigimi ile muamele edilen kiiltiirlerdeki
MNBN %’si ve MN %’si, ayn1 konsantrasyondaki PCE ile tek basina muamele edilen
kiltlirlerdekine gore azalmis olup, MN olusumundaki bu azalmalar en disilik

konsantrasyon hari¢ (25+100 pg/ml; PCE+a-tokoferol igin P>0.05) diger yiiksek ii¢
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konsantrasyonda istatistiksel olarak énemli derecede olmustur (50+100 pg/ml; PCE+a-
tokoferol i¢in P<0.05; 100+100 ve 150+100 pg/ml; PCE+a-tokoferol i¢in P<0.001).

Rediiksiyon yiizdesi degerlerine goére, PCE+a-tokoferol karigimi ile (25+100,
50+100, 100+100 ve 150+100 pg/ml; PCE+a-tokoferol) 48 saat muamele edilen
kiiltiirlerde MN 9%’si, ayn1 konsantrasyondaki PCE’nin tek basina meydana getirdigi
MN %’sine gore sirastyla % 70, 67, 68 ve 77 oranlarinda azalmistir (Cizelge 4.2).

Bu c¢alismada, PCE ve PCE+a-tokoferol uygulamalar: iki niikleuslu hiicrelerde
degisik biiyiikliik ve sayilarda MN olusumlarina neden olmustur (Sekil 4.25, Sekil 4.26,
Sekil 4.27, Sekil 4.28, Sekil 4.29, Sekil 4.30, Sekil 4.31, Sekil 4.32).

Cizelge 4.2. PCE ve PCE+a-tokoferol uygulamasiin insan periferal lenfositlerinde
mikroniikleus olusumu tizerine etkisi

MN Sayisina Gore

Uygulama P MN iceren iki Rediiks
Ik kleusl
A prnuIeUstt | Niikleuslu Hiiere| % MN£SH | iyon%’
esl | Siire | Kons. y %’si + SH si
(saat)] (ug/ml) |0 1 2
DMSO 48 7 ul/ml 3981 19 0 0.48 +£0.05 0.48 +0.05
a-tokoferol 48 100 3975 25 0 10.63+0.17 0.63£0.17
MMC

a-tokoferol | 48 | 0.16+100 3889 110 1 |~78+0:43 asbics 12.80+0.43 asscs

25 0.85+0.06 ajc; |0.88+0.10 acs
50 gggg ?‘; (1) 1.08 £0.15 azb1C3 1.08 £0.15 azblc3
PCE 48 100 3941 59 0 1.48 +£0.24 a3b3C3 1.48 +£0.24 a3b3C3
150 3925 69 6 1.88 £0.56 a3b3c3 2.03+0.42 a3b3c3
25+100 0.60 = 0.08 c; 0.60 = 0.08 c;
50100 [207% 23 0 06840.10cid, [0.68+0.10 cxd, s
o-tokoferol 150+100 3068 3 1 0.80 £0.08 c3d;  |0.83 £0.10 c3d; 77

DMSO: Dimetilsiilfoksit (Coziicli kontrol), MMC: Mitomisin-C (Pozitif kontrol), PCE: Perkloretilen
a: Coziicii kontrol ile, b: a-tokoferol ile, c: Pozitif kontrol ile, d: PCE ile kiyaslamada aradaki fark

O6nemlidir.a;b;c;d;: P<0.05, a,b,c,d,: P<0.01, azbscids: P<0.001
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Sekil 4.21. Farkli konsantrasyonlarda PCE ve PCE+a-tokoferol ile 48 saat muamele
edilmis insan periferal lenfositlerinde MN igeren iki niikleuslu hiicre yiizdesi.
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Sekil 4.22. Farkli konsantrasyonlarda PCE ile 48 saat muamele edilmis insan periferal
lenfositlerinde MN igeren iki niikleuslu hiicre %’sinin konsantrasyona bagl artigini
gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayist. **: P<0.01
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Sekil 4.23. Farkli konsantrasyonlarda PCE ve PCE+a-tokoferol ile 48 saat muamele
edilmis insan periferal lenfositlerinde MIN %’si.
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Sekil 4.24. Farkli konsantrasyonlarda PCE ile 48 saat muamele edilmis insan periferal
lenfositlerinde MN igeren hiicre %’sinin konsantrasyona bagli artisin1 gdsteren
regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi. **: P<0.001
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Sekil 4.25. Mikroniikleus igeren iki niikleuslu hiicre (25 pg/ml perkloretilen, 48 saat
uygulama, ). X1000

Sekil 4.26. Mikroniikleus igeren iki niikleuslu hiicre (50 pg/ml perkloretilen, 48 saat
uygulama, 9). X1000
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Sekil 4.27. Mikroniikleus igeren iki niikleuslu hiicre (100 pg/mil perkloretilen+100
pg/ml a-tokoferol, 48 saat uygulama, 3). X1000

Sekil 4.28. Mikroniikleus igeren iki niikleuslu hiicre (50 pg/ml perkloretilen, 48 saat
uygulama, 9). X1000
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Sekil 4.29. Mikroniikleus igeren iki niikleuslu hiicre (50 pg/ml perkloretilen, 48 saat
uygulama, ). X1000

Sekil 4.30. Mikroniikleus igeren iki niikleuslu hiicre (100 pg/mil perkloretilen+100
pg/ml o-tokoferol, 48 saat uygulama, ). X1000
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Sekil 4.31. iki mikroniikleus i¢eren iki niikleuslu hiicre (100 pug/ml perkloretilen, 48 saat
uygulama, ). X1000

Sekil 4.32. Iki mikroniikleus igeren iki niikleuslu hiicre (150 pg/ml perkloretilen, 48 saat
uygulama, 9). X1000
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4.1.1.3. PCE ve PCE+a-Tokoferol Uygulamasimn Insan Periferal Kan
Lenfositlerinde Mitotik indeks (MI) Uzerine Etkileri

PCE’nin insan periferal kan lenfositleri iizerindeki olasi sitotoksik etkilerini
degerlendirmek amaciyla mitotik indeks (MI) degerleri belirlenmistir. Calismamizda,
PCE’nin insan periferal kan lenfositlerine 48 saat siire ile uygulanmasi sonucu elde
edilen MI degerleri, en diisik konsantrasyon hari¢ (25 pg/ml) diger tim
konsantrasyonlarda (50, 100 vel150pg/ml) hem ¢oziicii kontrol hem de a-tokoferole gore
istatistiksel olarak Onemli derecede diisiik bulunarak (P<0.001) sitotoksik etki
gostermistir. Ayrica, Cizelge 4.3’te gorilebilecegi gibi 25 ve 50 pg/ml’lik
konsantrasyonlarindaki PCE’nin insan lenfositlerine uygulanmasi, pozitif kontroliin
neden oldugu sitotoksisite kadar etkili olmasa da; yiiksek iki konsantrasyondaki PCE
(100 ve 150pg/ml) uygulamast MI’y1 pozitif kontrol kadar diisiirmiistiir (Cizelge 4.3).

PCE uygulanan kiiltiirlerdeki MI degerleri istatistiksel olarak énemli bir sekilde
konsantrasyona bagli olarak diigmiistiir (r2= 0.942, P<0.05) (Sekil 4.33, Sekil 4.34).

Calismamizda, PCE tarafinda indiiklenen sitotoksisite iizerine, a-tokoferoliin
herhangi bir antisitotoksik etkisinin olup olmadigin1 belirleyebilmek icin her iki madde
(25+100, 50+100, 100+100 ve 150+100 pg/ml; PCE+a-tokoferol) es zamanli olarak
kiiltiirlere uygulanarak MI degerleri hesaplanmistir. Buna gore; PCE’nin tek basma
uygulandig kiiltiirlerde oldugu gibi, en diisiik PCE+a-tokoferol uygulamasi hari¢ diger
tiim konsantrasyonlardaki (50+100, 100+100 ve 150+100 pg/ml; PCE+a-tokoferol) MI
degerleri hem ¢oziicii kontrol hem de a-tokoferole gore istatistiksel olarak Onemli
derecede diisiik bulunmustur (P<0.05). Ancak bu etki pozitif kontrol kadar olmamistir
(150+100 pg/ml; PCE+a-tokoferol uygulamasi haric).

PCE’nin 48 saat siire ile tek basmma uygulandigi kiiltiirlere kiyasla ayni
konsantrasyonlardaki PCE ve 100 pg/ml o-tokoferoliin es zamanli olarak karisim
seklinde uygulandig1 kiiltiirlerdeki MI degerleri genel olarak yiikselmis, fakat bu
artiglarin higbiri istatistiksel olarak dnemli bulunmamistir (P>0.05) (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. PCE ve PCE+a-tokoferol uygulamasinin insan periferal lenfositlerinde
mitotik indeks (MI) ve niikleus boliinme indeksi (NBI) {izerine etkileri

Test Uygulama Niikleus Sayisina
Maddesi Siire |Kons. MI+ SH Gore NBI + SH
(saat) |(ug/ml) Hiicrelerin Dagilim

1 2 3 4

DMSO 48 7 ul/ml [5.69 £ 0.90 1402 571 20 7 (1.32+0.10
a-tokoferol 48 100 |5.46+0.69 1461 501 28 10 |1.29+0.03
MMC 48 0.16 [2.36+0.58azb; (1864 133 3 0 (1.07£0.01 asb;

MMC+ a-tokoferol | 48 | 0.16+100 |2.67 +£0.38 asb;  |1775 217 6 2 {1.12+0.01 asbsc,

25 4.98 +0.83 c; 1468 527 3 2 |1.27£0.04 axc;

PCE 48 50 426+0.67 abic; 1577 417 4 2 |1.21 £0.03 azbsc;
100 |3.13+1.12a3b; 1585 412 2 1 |1.21+0.02 asbsc;
150  |2.75+£092asb; 1649 349 2 0 |1.18 £0.01 asbsc;

25+100 |5.13+0.59 c; 1526 461 8 5 (1.25+0.01 azb,c;

PCE+ a-tokoferol 48 50+100 |4.34 +£0.68 ajbjcs (1557 434 7 2 |1.23 £0.01 asbscs
100+100 |3.54 £ 0.96 azbsc; (1537 460 2 1 ({1.24£0.03 azb;scs

150+100 {2.96 £0.74 azb; (1572 422 5 1 (1.22+0.02 azbscsd,

DMSO: Dimetilsiilfoksit (Coziicii kontrol), MMC: Mitomisin-C(Pozitif kontrol), PCE: Perkloretilen

a: Coziicli kontrol ile, b: a-tokoferol ile, c: Pozitif kontrol ile, d: PCE ile kiyaslamada aradaki fark
Onemlidir.

a;b;cd;: P<0.05, a,b,c,od,y: P<0.01, aszbscsds: P<0.001
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Mitotik indeks (M)

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.33. Farkli konsantrasyonlarda PCE ve PCE+a-tokoferol ile 48 saat muamele
edilmis insan periferal lenfositlerinde mitotik indeks.
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Sekil 4.34. Farkli konsantrasyonlarda PCE ile 48 saat muamele edilmis insan periferal
lenfositlerinde MI'nin konsantrasyona bagl azal*lslnl gosteren regresyon dogrusu ve
korelasyon katsayisi. : P<0.05
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4.1.1.4. PCE ve PCE+o-Tokoferol Uygulamasimn Insan Periferal Kan
Lenfositlerinde Niikleus Béliinme indeksi (NBI) Uzerine Etkileri

PCE ve PCE+o-tokoferol uygulamasinin sitokinezi engellenmis kan lenfosit
hiicrelerindeki niikleus boliinmesi lizerine etkisini belirlemek amaciyla niikleus

boliinme indeksi (NBI) degerleri belirlenerek Cizelge 4.3 ve Sekil 4.35’te sunulmustur.
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Sekil 4.35. Farkli konsantrasyonlarda PCE ve PCE+a-tokoferol ile 48 saat muamele
edilmis insan periferal lenfositlerinde NBI.

PCE ile 48 saat muamele edilen kiiltiirlerdeki NBI degerleri, genel olarak tiim
konsantrasyonlarda (25, 50, 100 ve 150 pg/ml) hem ¢éziicii kontrole hem de a-tokoferol
uygulamasina (a-tokoferol ile karsilastirmada 25 pg/ml hari¢) gore istatistiksel olarak
onemli derecede azalmistir (P<<0.001). Ancak, bu azalmalar, tiim konsantrasyonlarda
pozitif kontrole kiyasla onemli derecede yiiksek kalmistir (P<0.001). Yani, insan
periferal lenfositlerine PCE uygulamasi, NBI’y1 pozitif kontrol olarak kullanillan MMC

kadar diistirmemistir.
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PCE uygulanan kiiltiirlerdeki NBI degerleri, konsantrasyon arttik¢ca azalmis, fakat
istatistiksel olarak 6nemli bir konsantrasyon-etki iliskisi bulunmamistir (P>0.05).

PCE’nin tek basina uygulandig kiiltiirlere kiyasla PCE ve o-tokoferoliin karigim
halinde uygulanmasi, NBI degerleri acisindan, en yiiksek konsantrasyon hari¢ diger tim
konsantrasyonlarda o6nemli bir degisiklige neden olmamustir. En  yiiksek
konsantrasyondaki PCE+a-tokoferol (150+100 pg/ml; PCE+a-tokoferol) uygulamasi
150 pg/ml konsantrasyondaki PCE uygulamasina goére NBI'nin istatistiksel olarak

onemli derece ylikselmesine neden olmustur (P<0.05).

4.2. Tartisma

42.1. PCE ve PCE+o-Tokoferol Uygulamasimin Insan Periferal Kan
Lenfositlerinde Kromozom Anormalligi (KA) ve Mikroniikleus (MN)
Olusumu Uzerindeki Etkileri

Bu calismada, kuru temizleme merkezlerinde yaygin bir sekilde kullanilan
PCE’nin insan periferal kan lenfositlerindeki muhtemel genotoksik etkileri ile bu
genotoksik etkilere karsi E vitamini (o-tokoferol)’nin herhangi bir koruyucu yani
antigenotoksik etkisinin olup olmadigi in vitro KA ve sitokinez-bloklama MN testleri
kullanilarak arastirilmistir.

Insan periferal lenfositlerinde KA ve MN olusum frekanslarinin
degerlendirilmesi, DNA'ya hasar veren maddelerin neden oldugu biyolojik etkilerin
erken tespiti icin yaygin ve etkili bir sekilde kullanilan sitogenetik belirtecler
arasindadir (Bonassi ve ark., 2008; Murgia ve ark., 2008). Bunun yaninda, KA ve MN
frekansinda gozlenen herhangi bir azalma belirli bir bilesigin antigenotoksisitesinin bir
gostergesi olarak kabul edilmektedir (Albertini ve ark., 2000; Kocaman ve ark., 2013).

(Calismamizin sonuglarina gore; 48 saat siire boyunca 25, 50, 100 ve 150 pg/ml
konsantrasyonlarindaki PCE’nin in vitro olarak insan periferal kan lenfositlerine
uygulanmasi, KA ve MN olusumunun kontrole gére dnemli derecede artmasina neden
olmustur. Bu nedenle, test edilen konsantrasyonlardaki PCE’nin insan lenfositleri

tizerinde genotoksik potansiyele sahip olabilecegi sonucuna varilmastir.
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Bu calismada, insan lenfositlerine PCE uygulamasinin, basta kromatid kirig
olmak iizere kardes kromatid birlesmesi, kromatid degisimi, kromozom kirig1, fragment
ve disentrik kromozom gibi yapisal KA’larin olusumuna neden olarak klastojenik etki
gosterdigi belirlenmistir. PCE ile muamele edilen kiiltiirlerde andjenik etkinin
gostergesi olan sayisal KA’lara (poliploidi ve endoreduplikasyon gibi) rastlanmamustir.
Bu durum, PCE’nin genotoksik potansiyelinin dogrudan veya dolayli olarak DNA’da
zincir kirilmalarina neden olarak ortaya cikarabilecegini diisiindiirmektedir. Buna
karsilik, bozulmalar1 ya da fonksiyonlarini yitirmeleri sonucunda sayisal KA’lara neden
olan mikrotiibiiller ve sentriyoller {izerinde PCE’nin olumsuz bir etkisinin olmadig:
fikrine de varilabilir.

Gilinlimiize kadar PCE’nin genotoksik/kanserojenik/mutajenik potansiyelini
belirlemeye yonelik ¢ok sayida ¢alisma yapilmis olmakla birlikte, bu maddenin insan
lenfositleri iizerindeki genotoksik etkisini aragtiran ¢aligmalar oldukg¢a sinirlidir. Ayrica,
asagida kisaca tartisilan calismalar dikkate alindiginda PCE’nin genotoksik
potansiyeliyle ilgili verilerin ¢eliskili ve hala tartismali oldugu goriilecektir.

Genel olarak, PCE’ye maruz birakilan Escherichia coli ve Salmonella
typhimurium hiicrelerinde S9 metabolik aktivasyonu varliginda ve yoklugunda
mutasyon gozlenmedigi bildirilmistir (IARC, 2014). PCE’nin, Cin hamsteri ovaryum
(CHO) hiicrelerinde, S9 eksojen metabolik aktivasyon sistemi varliginda ve yoklugunda
kromozomal anormallikleri indiiklemedigi bildirilmistir (NTP, 1986). Benzer sekilde, in
vitro olarak PCE’ye maruz birakilan CHO hiicrelerinde, PCE’nin KKD frekansini
arttirmadigr ve kromozom hasarlarina neden olmadig1 da bildirilmistir (Galloway ve
ark., 1987; Sofuni ve ark., 1985).

Matsushima ve ark. (1999) tarafindan, PCE’nin yiiksek konsantrasyonlarda
(125-250 pg/ml) Cin hamsteri akciger hiicre hattinda (CHL/IU) MN olusumunu
arttirmadigi, fakat daha diisiik konsantrasyonda (75 pg/ml) istatistiksel olarak onemli
olmasa da bir artisin oldugunu bildirmislerdir.

Murakami ve Horikawa (1995) ise PCE’nin ddY farelerinin hepatositlerinde MN
sikligimi artirdig1 fakat periferik kan retikiilositlerinde MN frekansinda artisa neden
olmadigini bildirmislerdir. Hartmann ve Speit (1995), PCE’nin, 5 mM (~830 mg/l)’a

kadar olan konsantrasyonlarda insan kan hiicrelerinde DNA hasarina neden olmadigini
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ve KKD frekansinmi arttirmadigini; sadece, en yliksek konsantrasyonda (5 mM, 24 saat
uygulama) KKD’yi indiikledigini rapor etmislerdir.

Cederberg ve ark. (2010) tarafindan yapilan komet testinde, PCE’nin CD-1
farelerinin karacigerinde konsantrasyona bagli ve istatistiksel olarak 6nemli bir sekilde
DNA kuyruk yogunlugunu arttirarak genotoksik oldugu fakat benzer etkinin bdbrek
dokusunda gozlenmedigi bildirilmistir. Bununla birlikte, ayn1 calismada alternatif bir
yorum da aragtirmanin yapildigir kurumun Arastirma Direktorii tarafindan aktarilmis ve
PCE’nin, kullanilan deney kosullar1 altinda farelerin karaciger ve bobreklerinde DNA
hasar1 olusturmadigi belirtilmistir. Cederberg ve ark. (2010) tarafindan yapilan bu
calismanin sonuglari istatistiksel ve biyolojik olarak biiyiik tartisma yaratmistir (Lillford
ve ark., 2010; Lovell, 2010; Struwe ve ark., 2011).

Calismamizin  sonuglariyla uyumlu olarak, Wang ve ark. (2001) tarafindan
PCE’nin Cin hamsteri yumurtalik (CHO-K1) hiicrelerinde MN indiiksiyonunu
konsantrasyona-bagl bir sekilde arttirdigi bildirilmistir. Benzer sekilde, PCE’ye maruz
birakilan (5 mM), insan lenfoblastoid hiicre hatlarinda (AHH-1, h2E1 ve MCL-5) MN
frekansinin arttig1 bildirilmistir (Doherty ve ark. 1996). White ve ark. (2001)’ da, MCL-
5 hiicre hattinda PCE (0, 0.01, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0 mM) ile 24 saat
inkiibasyondan sonra  MN  indiiksiyonunda  konsantrasyona  baglh  artis
gbzlemlemislerdir.

Ayrica, bizim ¢alismamizda elde edilen sonuglarla uyumlu olarak, Unsal (2013)
tarafindan, 1, 3 ve 5 mM konsantrasyonlardaki PCE’nin insan periferal lenfositlerine in
vitro olarak 48 saat uygulanmasi sonucunda KA, KKD ve MN olusumunu arttirarak
genotoksik etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Unsal (2013) tarafindan yapilan ¢alismada
kullanilan PCE konsantrasyonlar1 bizim test ettigimiz konsantrasyonlara gore yliksek
olmakla birlikte elde edilen sonuglarin ¢alismamizla uyumlu oldugunu belirtebiliriz.
Bizim calismamizda PCE daha diisiik konsantrasyonlarda (25-150 pg/ml) test edilmis
ve insan lenfositlerinde KA ve MN olusumunu istatistiksel olarak onemli derecede
arttirarak genotoksik etkiye sahip bulunmustur.

Benane ve ark. (1996) tarafindan yapilan bir in vitro g¢alismada, PCE ve
metabolitlerinin, trikloroasetik asit ve dikloroasetik asidin, sigan hepatositlerindeki
hiicreler arasi iletisimdeki ara baglantilar1 etkili bir sekilde inhibe ettigi ve hiicre ici

iletisimdeki bu azalmanin, tiimdr olusumunda énemli bir rol oynadig: bildirilmistir.
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Giintimiizde, PCE, revize edilmis Zehirli Maddeler Kontrol Yasasi (USEPA,
2017) kapsaminda insan sagligina ve g¢evreye yonelik risklere iliskin en 6nemli 10
kimyasal madde arasinda yer almaktadir. Calismamizda elde edilen PCE’nin insan
lenfositlerinde genotoksik olduguna dair veriler bu durumu desteklemektedir.

Kawata ve ark. (2009), kiiltire alinmis HepG2 insan hepatoma hiicre hattinda
tetrakloretilen diger adiyla PCE’nin gen ekspresyonu degisiklikleri iizerine etkisini in
vitro olarak incelemislerdir. Arastiricilar, PCE’nin (2 mM), gen expresyonunu
degistirdigi temel islemler arasinda hiicre 6liimii, metabolik iglemlerin diizenlenmesi,
fosforilasyon, lipit biyosentezi, steroid metabolizmasi, hiicre i¢i tasinma, DNA onarimi
ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi gibi biyolojik siire¢lerin yer aldigini bildirmislerdir.

Costa ve ark. (2004) PCE’nin (PCE’ye maruz kalan insan deneklerin kan
seviyelerine yaklasan konsantrasyonlarda, 1.5 pg/ml) sigan hepatositlerine in vitro
maruziyeti sonucunda toksisiteyi arttirdigi ve lipit peroksidasyonuna (reaktif madde
olarak tiyobarbitiirik asit olusumu 6l¢iilmiistiir) neden oldugunu gostermistir.

Lipitler, serbest radikallerin neden oldugu oksidatif hasarin ana hedefleridir. Lipit
peroksidasyonu, zarin akigkanligin1 ve gecirgenligini degistirerek hiicre zarinin zarar
gormesine neden olabilir. Serbest radikallerin aracilik ettigi lipit peroksidasyonu,
baslama, yayilma (ilerleme) ve sonlanmay1 igeren bir dizi zincir reaksiyondur. Lipit
peroksidasyonunu baglatabilen serbest radikaller arasinda hidroksil radikal (en reaktif),
alkoksil radikalleri, peroksil radikalleri ve peroksinitrit bulunur. Bakir ve demir iyonlari
gibi metal iyonlar1 da zincir baglangicinda katalitik olarak katkida bulunabilir (Dasgupta
ve Klein, 2014).

Lipit peroksidasyonundaki ilk adim, bir pentadienil radikali haline yeniden
diizenlenen bir radikal olusturmak iizere bir ¢oklu doymamis (poliansatiire) yag asidi
molekiiliinden bis-alilik hidrojenin (bir ¢oklu doymamis yag asidi icindeki iki farkl
karbon-karbon ¢ift bagina gore alilik pozisyonda olan ayni karbon atomuna bagh
hidrojen atomu) ayrilmasidir. Poliansatiire yag asitleri zincirinden bir hidrojen
atomunun uzaklastirilmasi, bu yag asidi zincirinin lipit radikali (L) ozelligi
kazanmasina neden olur. Bu radikal daha sonra, peroksil radikalini (LO", veya LOO")
olusturmak {iizere oksijen molekiilleri ile birlesir. Peroksil radikali, yeni bir pentadienil
radikal ve konjiige dien lipit hidroperoksit olusturan baska bir lipit molekiiliiniin bagka

bir ¢oklu doymamus yag asidi pargasi ile reaksiyona girebilir ve bdylece zincir
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reaksiyonunu ilerletir (Dasgupta ve Klein, 2014). Yani, peroksil radikalleri, bir taraftan
zar yapisindaki diger ¢coklu doymamis yag asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin
olusumuna yol agarken diger taraftan da aciga ¢ikan hidrojen atomlarin1 alarak
lipidperoksitlerine (LOOH) dontisiirler. Boylece olay kendi kendini katalizleyerek
devam eder ve zincir reaksiyonu ilerler (Lobo ve ark., 2010).

Tim ¢oklu doymamis yag asitleri lipit peroksidasyonuna maruz kalabilir fakat
lipit peroksidasyonunun reaksiyon orani, dokosaheksaenoik asit> eikosapentaenoik
asit> aragidonik asit> linoleik asit seklindedir. Ek olarak, siklooksijenaz ve lipoksijenaz,
¢oklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonundan da sorumlu iki enzim familyasidir.
Bu enzimler, ¢oklu doymamis yag asitlerini kapsayan cesitli reaksiyonlar1 katalize eder,
prostaglandinler ve tromboksanlar dahil olmak iizere c¢esitli lipit tiirevlerini iiretir (Xu
ve ark., 2012). Bununla birlikte, lipit peroksidasyonunun baslica son iiriinleri,
malondialdehit, akrolein ve 4-hidroksi-2-nonenal gibi aldehitlerdir. Akrolein ve bir
dereceye kadar 4-hidroksi-2-nonenal, proteinlere, DNA'ya ve fosfolipidlere zarar
verebilecek yliksek oranda reaktif bilesiklerdir (Dasgupta ve Klein, 2014). Ayrica,
yiiksek malondialdehit miktarinin mutajenik, genotoksik ve karsinojenik etkilere sahip
oldugu bildirilmistir (Akkus, 1995).

Bu c¢alismada, insan lenfositlerinde DNA hasar1 meydana getirerek genotoksik
aktiviteye sahip bulunan PCE’nin lipofilik 6zelliginden dolay1 zar yapisindaki lipitlerle
kolaylikla etkilesime girebilecegi ve lipit peroksidasyonundaki ilk adim olan, hiicre zar1
yapisinda bulunan bir ¢oklu doymamis yag asidi molekiilinden hidrojenin ayrilmasina
neden olarak oncli bir radikal olusturmus olabilecegini Onerebiliriz. Bu radikal daha
sonra, oksijen molekiilleri ile birleserek peroksil radikalini meydana getirmis olabilir.
Boylece, ¢alismamizda PCE’nin peroksil radikallerinin olusumunu uyararak oksidatif
strese neden oldugu ve olusan peroksil radikallerinin DNA’nin fosfodiester baglarini
kirarak kromozom hasarini uyardigi disiiniilmektedir. Bu calismada PCE, 6zellikle
DNA tek iplik kopmasina neden olarak en fazla kromatid kiriklarina neden olmustur.
Peroksil radikallerinin her bir DNA sarmalinin omurgasini olusturan fosfodiester
baglarinin kopmasindan sorumlu oldugu bildirilmistir (Smith ve ark., 2013; Dasgupta
ve Klein, 2014).

Calismamizin ikinci boliimiinde insan lenfositlerinde PCE tarafindan uyarilan

genotoksik etkiler lizerine a-tokoroferoliin herhangi bir antigenotoksik etkisinin olup
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olmadig1 belirlenmeye calisilmistir. Bu amagla, insan lenfositlerine 25, 50, 100 ve 150
ng/ml PCE ile birlikte es zamanli olarak 100 pg/ml a-tokoferol uygulanmustir.

Bu caligmada, 100 pg/ml konsantrasyondaki o-tokoferoliin tek basina insan
periferal lenfositlerine 48 saat uygulanmasi, KA ve MN olusumunda negatif kontrole
kiyasla 6nemli bir farkliliga neden olmamistir. Boylece, test edilen konsantrasyondaki
a-tokoferoliin insan lenfositlerinde genotoksik etkiye sahip olmadigi belirlenmistir.
Bununla birlikte, a-tokoferol tiim konsantrasyonlardaki PCE tarafindan indiiklenen KA
ve MN frekansini istatistiksel olarak 6nemli derecede diisiirerek antigenotoksik aktivite
gostermistir. Bu nedenle, o-tokoferoliin PCE genotoksisitesi iizerine koruyucu etkisi
oldugu sonucuna varilmastir.

E vitamini, insan biyolojik sisteminde bulunan en etkili ve yagda eriyebilen bir
antioksidan olarak kabul edilir. Serbest radikallerle etkilesime girerek lipit
peroksidasyonunu dnler. E vitamininin farkli molekiiler formlarda oldugu bilinmektedir
ve bu vitaminin biyolojik olarak en aktif formu a-tokoferoldiir (Halliwel ve Gutteridge,
2015). a-Tokoferol, DNA'y1 serbest radikal saldirilarina karst ya lipit peroksil
radikallerini temizleyerek ve DNA'ya zarar veren iiriinler olusturan lipit peroksidasyon
zincir reaksiyonunu sonlandirarak veya reaktif oksijen tiirlerini etkisiz hale getirerek
koruyabilmektedir (Bisby ve ark., 1996; Sharma ve Sharma, 2012).

Bir serbest radikal temizleyici ve giiclii bir antioksidan olan E vitamini, normal
hiicreleri sadece bazi genotoksik ajanlar tarafindan {liretilen kromozomal hasarlardan
korumakla kalmaz (Claycombe ve Meydani, 2001), ayrica hasarli DNA'nin onarimini
da arttirir (Konopacka ve ark., 1998; Khabour ve ark., 2013; 2015). E vitamininin
valproik asit kaynakli kromozomal hasarlar1 azalttig1 bildirilmistir (Abdella ve ark.,
2014). Ayrica, aflatoksin B1 ve patulin gibi mikotoksinler tarafindan indiiklenen
klastojenisiteyi azalttig1 gosterilmistir (Alpsoy ve ark., 2009a; Ayed-Boussema ve ark.,
2013). Buna ek olarak, E vitamininin karbon tetrakloriir (Sivikova ve ark., 2001),
organofosforlu pestisitler (Lu ve ark., 2012), karbamatli pestisitler (Sharma ve Sharma,
2012) ve civa (Purohit ve Rao, 2014) gibi ¢esitli kimyasal ajanlar tarafindan indiiklenen
genotoksisiteye karsi koruyucu aktiviteye sahip oldugu bulunmustur.

Ayrica, E vitamininin normal hiicreleri doksorubisin ve sisplatin gibi
kemoterapide kullanilan bazi kimyasallarin neden oldugu kromozomal aberasyonlardan

korudugu bildirilmistir (Antunes ve Takahashi, 1998; Mazumdar ve ark., 2012).
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Bunlarin  disinda, E vitamininin, oksidatif stresin neden oldugu kromozomal
anormalliklerin olusumunu azalttig1 ve transgenik bir fare modelinde hepatik tiimor
olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir (Factor ve ark., 2000). Son c¢alismalar, E
vitamininin hepatotoksisiteyi hafifletebilecegini (Hashem ve ark., 2016) ve oksaliplatin
kaynakli noropatiyi iyilestirdigini gostermistir (Di Cesare Mannelli ve ark., 2012).

Alqudah ve ark (2018) tarafindan yapilan ¢alismada, bir antikanser ilac1 olarak
kullanilan oksaliplatinin insan periferal kan lenfositlerinde KA ve KKD frekansini
kontrole goére Onemli derecede arttirarak genotoksik oldugu bildirilmistir. Ayni
calismada, oksaliplatinin neden oldugu bu genotoksik hasarin, hiicrelerin E vitamini (10
png/ml) ile 6n islemden (E vitamini kiiltiirtin baslangicinda, oksaliplatin ise son 24 saat
ilave edilmistir), gecirilmesiyle 6nemli dl¢iide azaldig1 da bildirilmistir. Bu ¢alismanin
sonuglar1 bizim yaptigimiz c¢alismanin sonuglariyla uyumlu olmakla birlikte;
calismamizda 100 pg/ml tokoferol tiim kiiltiirlere PCE ile birlikte es zamanli olarak ve
kiiltliriin baglangicindan 24 saat sonra verilmistir. Yani kiiltiirdeki hiicreler her iki
madde ile ayni anda ve 48 saat muamele edilmistir.

Ayed-Boussema ve ark. (2013), kiltire alinmis HepG2 hiicrelerinde bir
mikotoksin olan patulin tarafindan indiiklenen kromozom anormalligi yiizdesinin, E
vitamini ilave edildiginde yalnizca patulin ile muamele edilmis hiicrelere kiyasla 6nemli
6lciide ve konsantrasyona bagli olarak azaldigini bildirmislerdir.

Calismamiza benzer sekilde, Smalls ve Patterson (1982) tarafindan 100 pg/ml
konsantrasyondaki o-tokoferoliin in vitro benzo(a)piren (BP) tarafindan indiiklenen
kromozomal hatalarin yiizdesini 6nemli Olgiide azalttigi gosterilmistir. Arastiricilar
calismalarinda Cin hamsteri akciger (Don, CHL) ve Cin hamsteri yumurtalik (CHO)
hiicrelerini 4 ila 28 saat boyunca tek basgmma BP (1 ve 5 pg/ml) ve aynm
konsantrasyonlardaki BP ile birlikte 100 pg/ml o-tokoferol uygulayarak muamele
etmiglerdir. Arastiricilar, BP uygulamasinin CHL ve CHO hiicrelerinde kromozomal
anormallikleri arttirdig1 ve a-tokoferoliin indiiklenen bu hasari 4 saatlik uygulamada bir
miktar azalttigi, 28 saatlik uygulamada ise bu azalmanin istatistiksel olarak Onemli
oldugunu bildirmislerdir.

Literatiir arastirmamiza gore, bizim ¢alismamizdaki gibi PCE ve a-tokoferoliin

birlikte uygulandigi iki g¢alismaya rastlanmigti. Bu ¢aligmalarda PCE’nin hepatik
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oksidatif stresi indiikledigi ve bu oksidatif stresin a-tokoferol ile azaldig bildirilmistir
(Ebrahim ve ark., 1996; 2001).

Ebrahim ve ark. (1996), erkek ve disi Isvigre farelerine 15 giin boyunca agiz
yoluyla (oral gavaj), susam yagi i¢inde c¢Oziinmiis 3.000 mg/kg giinlik PCE
(tetrakloroetilen) uyguladiginda; farelerin karaciger agirligi, dejenerasyonu ve
hepatositlerin nekrozunda 6nemli bir artis gézlemledigini bildirmistir. Ayn1 ¢alismada,
ayrica, kan glikoz seviyelerinin 6nemli bir sekilde azaldig1 ve bu etkinin PCE ile birlikte
E vitamini uygulandig1 zaman hafifledigi bildirilmistir.

Ebrahim ve ark. (2001) tarafindan yapilan caligmada, benzer bir maruz kalma
paradigmasi ile PCE tarafindan indiiklenen membran hasarina karst E vitamininin
potansiyel koruyucu ozellikleri incelenmistir. Bu calismada erkek albino Isvigre
farelerine PCE bir 6nceki ¢alismadaki sekliyle (susam yagi i¢inde ¢oziinmiis PCE, oral
gavajla 15 giin boyunca 3.000 mg/kg-giin); ayrica PCE ile birlikte E vitamini (E
vitamini, 15 giin boyunca giinde bir kez oral gavage ile 400 mg/kg-giin) uygulanmistir.
Arastiricilar tarafindan, PCE’nin tek basma uygulanmasinda, karacigerde, kontrol
hiicrelere kiyasla zara bagli Ca-ATPaz aktivitesi artarken Na'K"-ATPaz ve Mg*"ATPaz
aktiviteleri dnemli bir sekilde azalma belirlendigini; fakat PCE ile birlikte E vitamini
uygulanan hayvanlarda bu seviyelerin normale yakin kaldig: bildirilmistir. Arastiricilar,
E vitamini uygulamasinin ardindan normal seviyelere tekrar donmenin, E vitaminin
antioksidant 06zelligi nedeniyle, PCE’ye maruz kalan hiicrelerdeki oksidatif stresi
azaltmasi ile oldugunu belirtmislerdir.

Son zamanlarda yayinlanan, Ahmed ve ark. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada
ise insan periferal kan mononiikleer hiicrelerinde, propoksur tarafindan indiiklenen
oksidatif DNA hasarina karsi o-tokoferoliin (4.3 pg/ml) antioksidan rol oynayarak
oksidatif DNA hasarini azalttig1 gosterilmistir.

Daha once de belirtildigi gibi, bizim calismamizda PCE insan periferal kan
lenfositlerinde genotoksik hasari arttirmis ve PCE ile birlikte a-tokoferoliin
uygulanmasi ise PCE tarafindan indiiklenen bu hasar1 azaltici yonde etki gostermistir.

Bilindigi gibi, a-tokoferol, hiicreyi lipit peroksidasyonundan korumaya yardimci
olan ve bagisiklik sistemi i¢in bir modiilatér gorevi goren giiclii bir zincir kiran

antioksidandir (Lee ve Wan, 2002).
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Zincir kiran antioksidanlar, serbest radikallerin baglattig1 zincir reaksiyonu kirarak
(sonlandirarak) serbest radikalleri nétralize edebilen kiiclik molekiillerdir. Serbest
radikallerin baslattig1 bir zincirleme reaksiyonun klasik 6rnegi lipit peroksidasyonudur.
Zincir kirict antioksidanlar ya serbest radikale bir elektron vererek ya da serbest
radikalden bir elektron alarak etki eder, boylece onu stabil (kararli) bir tiire doniistiiriir.

Yagda ¢6ziinen en 6nemli zincir kirici antioksidan, sekiz farkli durumda bulunan
E vitaminidir (tokoferoller ve tocotrienoller). Bununla birlikte, E vitamininin ortak sekli
olan a-tokoferol, lipit peroksidasyonunun zincirleme reaksiyonunu kirmada ¢ok etkilidir
(Dasgupta ve Klein, 2014).

Peki tokoferoller, lipit peroksidasyonunu nasil inhibe ederler? Bunu, lipit peroksil
radikallerini (LO",), bu radikallerin bitisik yag asidi yan zincirleriyle veya membran
proteinleriyle reaksiyona girmesinden ¢ok daha hizli bir sekilde temizleyerek
(yakalayarak=scavenge) yaparlar (Halliwel ve Gutteridge, 2015). Reaksiyon i¢in hiz
sabitleri yaklastk 6x10%ila 7x10° M's™ arasinda olup; bu hiz, LO’ nin lipitlerle
tepkimeye girmesinden daha hizlidir (Niki, 2014).

a-TocH + LO", — a-Toc” + LOH

Burada, o-TocH: a-tokoferol, LO,: lipid peroksil radikali, a-Toc": a-tokoferoksil
radikali, LO,H: lipit hidroperoksiti gdstermektedir.

Reaksiyon sonucunda olusan a-Toc™ radikali, radikal olmayan iiriinler verecek
sekilde hizli bir sekilde (k ~ 10* M's™) baska bir peroksil radikal ile reaksiyona girme

yetenegine sahiptir,

LO"; + a-Toc’— a-TocOOL 4.1)

Dolayisiyla, bir a-tokoferol molekiilii, prensip olarak, iki peroksidasyon zincirini
sonlandirabilmektedir, yani zincir kirict bir antioksidandir (Halliwel ve Gutteridge,
2015).

Tokoferoksil radikali, aromatik bir alkoksil radikalidir (bazen tokoferil radikal
olarak adlandirilir). Bu radikal, tekrar tokoferole doniistiiriilebilir veya bir dizi
reaksiyonla daha fazla oksidasyona ugrayarak ornegin tokoferilkuinonu olusturur. o-
Tokoferilkuinonun hayvansal (insan dahil) dokularda bulundugu; hidrokuinona

indirgenerek metabolize edildigi (in vitro antioksidan ozelliklere sahip) bildirilmistir
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(Neuzil ve ark., 1997). Ayrica, Bindoli ve ark. (1985) tarafindan yapilan ¢alismada a-
tokoferoliin oksidasyon iiriinlerinin, a-tokoferolkuinon ve a-tokoferolhidrokuinon, lipit
peroksidasyonunun etkili inhibitorlerinden oldugu gosterilmistir. Bundan bagka, hem a-
tokoferolhidrokuinon hem de ubihidrokuinon Q10’nun a-tokoferoksil radikalini o-
tokoferole indirgedigi bildirilmistir (Denisov ve Afanas’ev, 2005).

Yiiksek dozlarda a-tokoferol tiliketildiginde, halka yapis1 ve antioksidan
aktivitesini kaybetmeden, bazilar1 hepatik sitokrom P450 ile o-CEHC (2,5,7,8-
tetrametil-2- (2 -karboksietil) -6-hidroksikroman) haline indirgenebilir (Traber,
2013).Tokoferoller ayrica singlet 'O, ile de reaksiyona girer ve onu etkisizlestirir
(Halliwel ve Gutteridge, 2015).

E vitamini (200 pM) uygulanan in vitro kiiltire alinmig insan periferal kan
lenfositlerinin, DNA onarim sentezinin bir 6l¢iisii olan programlanmamig DNA sentezi
hasarin1 (unscheduled DNA synthesis) azalttig1 gosterilmistir (Topinka ve ark., 1989).

Ayrica, E vitamininin Insan agiz epitel hiicrelerinde H,O, kaynakli hidroksil
radikali olusumunu ve DNA baz c¢ifti modifikasyonunu (Royack ve ark., 2000) ve insan
cilt hiicre hatti1 VH10’da H,O, kaynakli DNA iplik kopmalarin1 azalttig1 bildirilmistir
(Slamenova ve ark., 1999).

Vuchetich ve ark. (1996) tarafindan naftalinin lipit peroksidasyonuna neden
oldugu ve E Vitamini uygulamasinin, sican karaciger ve beyin hiicrelerinde naftalin
kaynakli lipit peroksidasyonunun yani sira DNA tek zincir kiriklarmi inhibe ettigi
bildirilmistir.

Konopacka ve ark. (1998) radyasyon uygulamasindan hemen sonra E vitamini
ilavesinin, fare kemik iligi polikromatik eritrositlerinde radyasyona bagli MN
olusumunu azaltti§in1 bildirmislerdir. Arastiricilar, bu vitaminin MN olusumu
tizerindeki  inhibitér  etkisinin, DNA  tamir sisteminin  modiilasyonundan
kaynaklanabilecegini ileri stirmiislerdir. Ayrica, arastiricilar tarafindan E vitamininin, E
vitamini uygulanmamis hiicrelere kiyasla hasarli DNA'nin ¢ikarilma oranimi arttirdigi
belirlenmistir.

Alpsoy ve ark. (2009b) yaptiklar1 ¢alismada, E vitaminin, aflatoksin B1 tarafindan
indiiklenen reaktif oksijen tilirlerinin olusumunu inhibe ederek insan lenfositlerinde
koruyucu etkiler gdsterdigini belirlemislerdir. Arastiricilarin inceledikleri parametreler

arasinda lipit peroksidasyonun son {iriinlerinden malondialdehit de bulunmaktadir.
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Aragtiricilar, aflatoksin  B1’in  insan lenfositlerinde malondialdehit seviyesini
ylukselttigini ve E vitamininin bu artig1 normal seviyelere diistirdiigiinii bildirmislerdir.

Bu calismada, a-tokoferoliin, PCE tarafindan olusturulan KA ve MN sayilarinda
azalma saglamis olmasi, antioksidan aktivitesine bagl olarak antigenotoksik oldugunu
gostermektedir. o-Tokoferoliin, serbest radikal zincir reaksiyonlarinin ilerlemesini
engelleyen (Flora, 2009) ve boylece hiicre zarlarini oksidatif hasardan koruyan ve lipit
peroksidasyonunu Onleyen gii¢lii bir antioksidan (Traber ve Atkinson, 2007) oldugu goz
onlinde bulundurulursa, bu calismada, PCE’nin serbest radikal (6zellikle lipit peroksil
radikalleri) iiretme yoluyla genotoksik aktivite gosterdigi sunucuna da varilabilir.

Boylece, calismamizin sonuglari, hem PCE’nin lipit peroksidasyonunu
indiikledigini (Costa ve ark., 2004) hem de o-tokoferoliin lipit peroksidasyonunu
sonlandirabilen zincir kiric1 antioksidant aktivitesini (Halliwel ve Gutterige, 2015)
desteklemektedir.

Bu nedenle, elde edilen verilere dayanarak; bu calismada, lipofilik 6zelliginden
dolay1r Ozellikle zar yapisinda etkin olan PCE’nin lenfosit zarindaki poliansatiire
lipitlerle etkilesime girerek oOzellikle peroksil radikalleri olusturma yoluyla lipit
peroksidasyonuna neden olabilecegini (boylece oksidatif strese neden olmustur) ve bu
yolla genotoksik hasara neden oldugunu; ve yine lipofilik O6zellige sahip olan a-
tokoferoliin olusan bu peroksil radikallerini ve dolayistyla lipit peroksidasyonunu inhibe
etme yoluyla antioksidant aktivite gostererek antigenotoksik etkiye sahip oldugunu
belirtebiliriz.

Bu c¢alismanin sonuglarina gére PCE’nin genotoksisite mekanizmasinin oksidatif

stress aracili oldugunu 6nerebiliriz.

42.2. PCE ve PCE+a-Tokoferol Uygulamasimin Insan Periferal Kan
Lenfositlerinde Mitotik Indeks (MI) ve Niikleus Boliinme Indeksi (NBI)

Uzerine Etkileri
Perkloretilenin insan periferal kan lenfositlerindeki sitotoksik etkilerini belirlemek

icin MI ve NBI degerleri hesaplanmistir. Kontrole kiyasla MI ve NBI’da meydana gelen

azalmalar, hiicre dongiisii siirecinin inhibisyonunun ve/veya hiicrelerin c¢ogalma
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kapasitesindeki kaybini ifade etmekte ve sitotoksik etkinin bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir.

Calismamizda, PCE genel olarak yiiksek ii¢ konsantrasyonda (50, 100 ve 150
pg/ml) MI ve NBI’y1 kontrole gore diisiirerek insan periferal kan lenfositlerinde
sitotoksik etki gostermistir. Unsal (2013) tarafindan yapilan ¢alismada da PCE (1, 3 ve
5 mM) insan lenfositlerinde PI ve MI’y1 kontrole gore diisiirerek sitotoksik aktivite
gostermistir. Bu calismanin sonucglari bizim yaptigimiz ¢alismanin sonuglariyla
uyumludur. Fakat 1 mM PCE yaklasik 165 pg/ml’ye denk gelmektedir. Yani bizim
calismada PCE’nin daha diisiik konsantrasyonlarda da (50, 100 ve 150 pg/ml) sitotoksik
etki gosterdigi belirlenmistir. Benzer sekilde, Unsal ve Celik (2018) tarafindan, 1000
ppm konsantrasyondaki PCE’ye 24 saat maruz kalan Artemia salina larvalar lizerinde
sitotoksik etki gosterdigi bildirilmistir. Ayrica, Zapor ve ark. (2002), 3 ila 49 mM
araligindaki PCE ile muamele edilen izole edilmis sican hepatositlerinde MTT testine
gore sitotoksisitenin arttigini bildirmislerdir.

Kukongviriyapan ve ark. (1990)’nin yaptiklari in vitro ¢alismada PCE’nin sigan
hepatositlerini dogrudan etkiledigini ve sitotoksik seviyelerde hiicresel adenosin 5'-
trifosfat (ATP)’nin azalmasina ve membran ATPaz aktivitesinin diismesine neden
oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar, sigan hepatositlerinin buhar halinde PCE’ye (2—4
pl) maruz kalmalarinin, hiicre i¢ine alinimi i¢in ATP gerektiren taurokolat, ouabain ve
2-aminoizobiitirik asidin alinimini 6nemli derecede azalttigini; alinimi igcin ATP
gerektirmeyen maddeler olan kadmiyum ve 3-0-metil-D-glikozun ise hiicre igine
alinimin etkilemedigini géstermislerdir.

Bizim ¢alismada gozlenen sitotoksitenin sebeplerinden biri olarak, PCE’nin ATP
seviyesinde bir diisiise ve hiicre zar1 ATPazlarin inhibisyonuna neden olmasindan
kaynaklanabilecegini Onerebiliriz. Ayrica, bu calismada gozlenen MI ve NBI’daki
azalmalar PCE’nin klastojenik aktivitesinden de kaynaklanabilir. Birgok arastirmada,
klastojenik maddeler tarafindan artan yapisal KA’larin ve DNA ¢ift zincir kiriklarinin
sitotoksisiteye neden olabilecegi gosterilmistir (Armstrong ve ark., 1992; Galloway ve
ark., 1998; Hillard ve ark., 1998; Vock ve ark., 1998; Kirkland ve Miiller, 2000).
Yapisal KA’larin artmast DNA replikasyon/transkripsiyon siireclerini ve hiicre
proliferasyonunu inhibe ederek sitotoksik etkiye neden olabilir. Bunlarin disinda, hiicre

dongiisiine spesifik proteinlerin ve/veya enzimlerin inhibisyonu da DNA sentezi ve
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hiicre ¢ogalmasinin inhibe edilmesine neden olabilir (Hung ve ark., 1996). Daha 6nce
de belirtildigi gibi, PCE’nin bir¢ok biyolojik islemin gen ifadesini degistirdigi
bildirilmistir (Kawata ve ark., 2009) ki bunlardan bazilar1 hiicre 6liimii, metabolik
islemlerin diizenlenmesi, hiicre i¢i tasinma, DNA onarimi ve hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesi gibi biyolojik siireglerle ilgilidir. PCE tarafindan bu biyolojik siireclerden
birinin inhibisyonu sitotoksik etkisiyle sonuglanabilir.

Calismamizda PCE tarafindan uyarilan sitotoksisite {izerine a-tokoferoliin
antisitotoksik etkisininin olup olmadigi da belirlenmeye calisilmistir.

Bu calismada, insan lenfositlerine PCE+a-tokoferoliin birlikte uygulanmasi
(25+100, 50+100, 100+100 ve 150+100 pg/ml; PCE+a-tokoferol) PCE’nin tek basina
uygulandig kiiltiirlere (25, 50, 100 vel50 pg/ml) kiyasla tiim konsantrasyonlarda MI ve
NBI (150+100 pg/ml; PCE+a-tokoferol hari¢) degerlerinin bir miktar artisina neden
olmus fakat bu artis istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir. Ayrica, genel olarak,
PCE+a-tokoferoliin birlikte uygulandig1 tiim konsantrasyonlardaki MI (25+100 pg/ml;
PCE+oa-tokoferol hari¢) ve NBI degerleri negatif kontrole kiyasla da énemli derecede
disiik kalmistir. Bu nedenle, bu ¢alismada a-tokoferoliin her ne kadar PCE tarafindan
indiiklenen sitotoksisiteyi azalttigi gozlense de Oonemli bir antisitotoksik aktivitesinin
belirlenmedigini belirtebiliriz. Bununla birlikte, PCE tarafindan indiiklenen serbest
radikallerin o-tokoferol tarafindan inhibe edilmesi, her iki maddenin birlikte
uygulandiginda gozlenen azalmis olan sitotoksik etkinin sebebi olabilir.

Caligmamizdaki sonuglara benzer sekilde Al-quadah ve ark. (2018), insan
periferal kan lenfositlerinde oksaliplatinin MI ve PI’y1 diisiirerek sitotoksik aktivite
gosterdigi fakat o-tokoferoliin (10 pg/ml) bu sitotoksisite iizerinde Onemli bir
degisiklige neden olmadigi bildirilmistir.

Calismamizda elde edilen sonuclarin aksine, Ayed-Boussema ve ark. (2013)
tarafindan, MTT testine gore, bir mikotoksin olan patulin uygulanan HepG2 hiicrelerine
E vitamini eklenmesinin bu toksinin neden oldugu hiicre Sliimiinii 6nemli Olcilide
azalttig1 bildirilmistir. Bu ¢alismada kullanilan hiicre hatt1 ve test sisteminin fakli olmasi

sonu¢larimizla uyumsuz olmasinin nedeni olabilir.

67



5. SONUC VE ONERILER

(Calismamizin sonuglarina gore, kuru temizleme merkezlerinde yaygin bir sekilde
kullanilan PCE’nin 25, 50, 100 ve 150 pg/ml konsantrasyonlarda insan periferal
lenfositlerine in vitro uygulanmasi KA ve MN olusumunu arttirarak genotoksik hasara
neden olmus; a-tokoferoliin (100 pg/ml) ise PCE tarafindan indiiklenen bu genotoksik
hasar1 onemli bir sekilde azalttig1 belirlenmistir. Ayrica, bu calismada, PCE insan
lenfositlerinde sitotoksik aktivite gostermis ve her ne kadar a-tokoferol bu sitotoksik
etkiyi bir miktar azaltsa da 6nemli bir antisitotoksik aktivite gdstermemistir.

Hem calismamizin sonuglart hem de giiniimiize kadar yapilan diger calismalar
birlikte degerlendirildiginde; bu calismada, PCE’nin lipit radikalleri olusturarak lipit
peroksidasyonuna neden olma yoluyla genotoksik etki gdsterdigi, a-tokoferoliin ise
serbest radikalleri yakalayip etkisiz hale getirerek lipit peroksidasyonunun onlenmesi
yoluyla, antigenotoksik etki gosterdigini belirtebiliriz.

PCE’nin muhtemel genotoksik etkisi goz Oniine alindiginda, ozelikle kuru
temizleme merkezlerinde c¢alisan insanlar PCE’ye yogun bir sekilde maruz
kaldiklarindan dolay1 isyerlerinde kisisel koruyucu ekipmanlarini kullanmalar1 6nem arz
etmektedir. Habib ve ark. (2018) tarafindan yapilan calismada, kuru temizleme
tesislerinde calisanlardan kisisel koruyucu ekipmanlardan higbirini kullanmayanlarin,
PCE ile iliskili saglik problemleri gelistirme riskinin en yiiksek bulundugunu
bildirmislerdir. Bu nedenle, PCE’nin zararl etkilerinden korunmak igin igyerlerinde tim
koruyucu Onlemlerin alinmasi onemlidir. Bu tesislerde yerel egzoz havalandirma
sistemlerinin ve PCE konsantrasyonlarinin denetleme cihazlarinin kurulmasi gereklidir.
Ayrica, calisanlarin PCE'nin saglik etkileri konusunda bilinglendirilmesi ve islerini
yaparken kisisel koruyucu ekipmanin kullaniminin énemi vurgulanmalidir.

Bunun disinda PCE’ye yogun bir sekilde maruz kalan insanlari giinliik
diyetlerine a-tokoferol bakimindan zengin yiyecekleri (bitkisel yaglar, kuruyemisler,
tahillar ve yesil yaprakli sebzeler) eklemesi PCE tarafindan meydana gelebilecek zararl
etkileri azaltma yoniinden faydali olacaktir.

Yapilan arastirmalarda, besinlerle birlikte alinan E vitamininin herhangi bir toksik
etkisi bulunmadigini; ancak, cok yiliksek dozlarda alinan sentetik o-tokoferol

takviyelerinin olumsuz etkileri olabilecegi bildirilmistir (NIH, 2019). Ayrica, mevcut
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arastirmalar, sentetik antioksidan takviyelerinin gerekli olmadigini gostermektedir;
aksine, insan viicudunun yeterli antioksidan savunmasini elde etmek ic¢in bol miktarda
meyve ve sebze igeren saglikli ve dengeli bir diyetin gerekli oldugu ortaya konulmustur
(Dasgupta ve Klein, 2014).

Bu nedenle, E vitamininin sentetik formlar1 olan besin takviyesi seklinde degil de
dogal olarak tahil, sebze ve meyvelerle birlikte giinliik diyet i¢inde alinmasinin daha
faydali olacag: diistiniilmektedir. Ayrica, biyolojik sistemlerde askorbatin (C vitamini)
E vitaminini renejere etme 0Ozelligi bulundugundan dolay1 (Denisov ve Afanas’ev,
2005), ozellikle PCE’ye yogun bir sekilde maruz kalan insanlarin E vitamini
bakimindan zengin diyetlerine C vitaminini de eklemeleri a-tokoferolii daha etkin

kullanabilmeleri acisindan uygun olacaktir.
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