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I 
 

ÖZET 
 

PERKLORETİLENİN İNSAN LENFOSİTLERİNDEKİ MUHTEMEL 
GENOTOKSİK POTANSİYELİ ÜZERİNE E VİTAMİNİNİN ETKİSİ 

 
Perkloretilen (tetrakloretilen, PCE), kuru temizleme endüstrisinde yaygın olarak 

kullanılan klorlu bir çözücüdür. Bu çalışma, PCE'nin potansiyel genotoksik aktivitesini 
ve PCE tarafından indüklenen DNA hasarına karşı bir antioksidan ajan olan E vitamini 
(α-tokoferol)’nin olası koruyucu etkisini insan periferal kan lenfositlerinde in vitro 
kromozom anormalliği (KA) ve sitokinez-bloklama mikronükleus (MN) testleri 
kullanarak araştırmak için yapılmıştır. Bu amaçla, lenfositler, 25, 50, 100 ve 150 µg/ml 
konsantrasyonlardaki PCE ile hem tek başına hem de E vitamini (100 µg/ml) ile 
kombinasyon halinde 48 saat süre ile muamele edilmiştir.  

Bu çalışmanın sonuçları, PCE'nin kontrolle karşılaştırıldığında tüm 
konsantrasyonlarda yapısal KA ve MN oluşumunu önemli ölçüde indüklediğini 
göstermiştir. Bununla birlikte, PCE'nin neden olduğu bu genetik hasar, kültürlere E 
vitamininin ilave edilmesiyle önemli derecede azalmıştır. Hücre döngüsü kinetiği ile 
ilgili olarak, PCE, mitotik indekste (MI) ve ayrıca nükleer bölünme indeksinde (NBI) 
kontrole kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir azalmaya neden olmuştur. Bununla 
birlikte, E vitamini, MI ve NBI'deki bu azalmayı etkilememiştir. 

Sonuç olarak, test edilen deney koşullarında elde edilen mevcut sonuçlar, PCE'nin 
genotoksik olduğunu ve E vitaminin PCE tarafından indüklenen genotoksisiteyi 
önleyebileceğini ancak PCE'nin indüklediği sitotoksisiteyi etkilemediğini 
göstermektedir. 
 
2019, 83 Sayfa 
 
Anahtar kelimeler: Perkloretilen; E vitamini; kromozom anormalliği; mikronükleus 

  



II 
 

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 (α-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 µg/ml PCE alone as well as in combination with 
vitamin E (100 µg/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. GİRİŞ 

 
Perkloretilen, (PCE, PERC, tetrakloretilen, tetrakloroeten, perklor) uçucu, 

klorlanmış bir organik hidrokarbondur. Bu madde, yanıcı olmayan, renksiz bir sıvı 

şeklinde olup lipofilik özelliğe sahiptir (ATSDR, 2014). PCE, günümüzde kuru 

temizleme ve tekstil işleme endüstrisinde bir çözücü; metal parçaların yağdan 

arındırılması için bir ajan ve florokarbonların sentezi için bir kimyasal ön madde olarak 

yaygın bir şekilde kullanılmaktadır (ATSDR, 1997; IARC, 2014; NTP, 2016). PCE, 

ayrıca elektrik transformatörlerinde bir yalıtım sıvısı ve soğutma gazı olarak; boya 

sökücüler, baskı mürekkepleri, yapıştırıcılar, kağıt kaplamalar ve deri işlemlerinde; su 

iticiler, otomotiv temizleyicileri, silikon yağlayıcıları ve leke çıkarıcılar gibi aerosol 

formülasyonlarda; farmasötikler için bir özütleyici olarak; endüstriyel kazanlardan is 

lekelerini çıkarmada ve bir antihelmintik ajan olarak da kullanılmaktadır (IARC, 1995; 

NTP, 2016). 

PCE, üretildiği veya kullanıldığı yerlerden hava, su ve toprağa salınabilir. 

Kimyasal atıklarda yaygın olarak bulunur, kolaylıkla buharlaşabilir, atmosferde 

yayılabilir ve içme suyuna sızabilir (ATSDR, 2014). Yapılan çalışmalarda, PCE’nin 

yeraltı suyu, yüzey suları ve toprakta yaygın bir şekilde kirletici olarak bulunduğu 

bildirilmiştir. Bu nedenle, insanlar PCE’ye hem mesleki hem de çevresel yolla maruz 

kalmaktadırlar (ATSDR, 2014). PCE uçucu ve lipofilik özelliğe sahip olduğundan 

solunum ve oral maruziyetten sonra hızla ve yoğun bir şekilde emilir. Aynı zamanda cilt 

yoluyla da hızla emilebilir (Stewart ve Dodd, 1964), ancak dermal emilim, daha az 

önemli bir maruz kalma yolu gibi görünmektedir (NRC, 2010). 

Kuru temizleme tesisleri atmosfere salınan PCE için önemli bir kaynaktır (NRC, 

2010). Uluslararası kuru temizleme yönetmelikleri kuru temizleme merkezlerinin aylık 

PCE tüketim kayıtlarını düzenli olarak yaptırmalarını zorunlu kılmaktadır. Ayrıca 

gelişmiş ülkelerde kuru temizleme merkezlerinde çalışan işçilerin yıllık düzenli sağlık 

kontrolünden geçmeleri de zorunludur. Fakat ülkemizde böyle bir uygulama henüz 

yapılmamaktadır. Üstelik bu merkezlerde çalışan işçiler PCE ve diğer kimyasal 

maddeleri bilinçsizce kullanmaktadır. Bunların yanında, kuru temizleme sonrasında 

oluşacak kimyasal atıkların doğaya ve insan sağlığına zarar vermeyecek şekilde 

uzaklaştırılması sağlanmalıdır. Çünkü, böyle bir çevrede yaşayan insanların da bu 

kimyasal maddelerden zarar görmesi kaçınılmaz olacaktır. 
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Uluslararası Kanser Araştırma Kurumu (IARC; International Agency for Research 

on Cancer)’na göre PCE insanlar için muhtemel kanserojen madde grubuna (Grup 2A) 

girmektedir (IARC, 1995; 2014). Ayrıca Ulusal Toksikoloji programı (NTP; National 

Toxicology Program) tarafından da PCE’nin insanlar için muhtemel kanserojen bir 

madde olduğu bildirilmiştir (NTP, 2016). 

Amerika ve Avrupa Birliği ülkelerinin birçoğunda PCE’nin muhtemel 

kanserojenik etkisi nedeniyle kuru temizleme merkezlerindeki kullanımına sınırlamalar 

ve kurallar getirilmiştir. Bu ülkelerde, PCE’nin 1970'lerdeki kullanım oranları; kuru 

temizleme ve tekstil işleme için % 58, metal temizleme için % 18, kimyasal ara ürünler 

için % 12 ve diğer tüm kullanımlar için % 12 şeklinde iken (IARC, 1995; NTP, 2016); 

1990'lı yıllarda kuru temizleme endüstrisindeki PCE kullanımı, işyerinde bu maddeye 

maruz kalmayla ilgili katı resmi düzenlemelere uyulmasıyla düşüş göstermiştir. 2002 

yılına kadar kullanım oranları, kuru temizleme için % 15, metal temizleme için % 10, 

kimyasal ara maddeler için% 65 ve diğer kullanımlar için % 10 şeklinde olmuştur 

(NTP, 2016). Görüldüğü gibi, gelişmiş ülkelerde ve özellikle Avrupa Birliği ülkelerinde 

PCE’nin kuru temizleme tesislerindeki kullanımına ciddi kısıtlamalar ve kurallar 

getirilirken ülkemizdeki kullanımı ise hiçbir şekilde denetlenmemekte ve yaygın bir 

şekilde kullanılmaya devam etmektedir (Anonim, 2018). 

PCE’nin kanserojenik etkileri üzerine birçok çalışma yapılmıştır. PCE vücuda 

girdiğinde ilk olarak triklorasetik asite (TCA) metabolize edilir. TCA’nın farelerde 

hepatokanserojen (karaciğer hücrelerinde kansere neden olan) olduğu belirlenmiştir 

(Bull ve ark., 1990; DeAngelo ve ark., 2008). Sweeney ve ark. (2009) tarafından, 

solunum yoluyla PCE’ye maruz kalan farelerde karaciğerde kanser oluşum riskinin 

arttığı bildirilmiştir. Başka bir çalışmada ise PCE’nin sıçanlarda böbrek tümörlerinin 

oluşumunu arttırdığı bildirilmiştir (Green ve ark., 1990). Mesleki olarak PCE 

çözücüsüne maruz kalmanın insanlarda böbrek kanseri riskini önemli derecede arttırdığı 

bildirilmiştir (Ma ve ark., 2009; Mandel ve ark., 1995).  

Mesleki olarak PCE’ye maruz kalan 10 kuru temizleme çalışanının lenfositlerinde 

kontrole göre kromozom anormalliği (KA) ve kardeş kromatid değişimi (KKD) 

frekansında önemli bir artış gözlenmemiştir (Ikeda ve ark., 1980). Seiji ve ark. (1990) 

tarafından, PCE’ye maruz kalan 27 işçi ile yapılan çalışmada KKD frekansının kontrole 

göre artmadığı bildirilmiştir. Benzer şekilde, PCE’ye maruz kalan 18 bayan kuru 
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temizleme işçisiyle yapılan çalışmada; kuru temizleme çalışanlarının periferal 

lenfositlerinde gözlenen translokasyon, insersiyon, disentrik kromozom ve asentrik 

fragment gibi kromozomal anormalliklerin kontrole göre arttığı fakat bu artışların 

istatistiksel olarak önemli olmadığı bildirilmiştir (Tucker ve ark., 2011).  

PCE’nin muhtemel mutajenik ve genotoksik etkisini araştıran in vitro ve in vivo 

çalışmalar da mevcuttur. Bununla birlikte, her ne kadar PCE’nin genotoksisitesi ile ilgili 

birçok çalışma yapılmışsa da bu maddenin muhtemel mutajenik etkisi halen 

tartışmalıdır. Callen ve ark. (1980) tarafından Saccharomyces cerevisia mayasının 

diploid D7 ırkında, PCE’nin mitotik gen dönüşümü ve rekombinasyonuna neden 

olduğu; fakat Bronzetti ve ark.(1983) ve Koch ve ark. (1988) tarafından yapılan 

çalışmalarda ise benzer etkinin gözlenmediği bildirilmiştir. Valencia ve ark. (1985) 

yaptıkları çalışmada da PCE’nin Drosophila melanogaster’de eşeye bağlı resesif letal 

mutasyon testinde negatif sonuçlara neden olduğunu bildirmişlerdir. Benzer şekilde, 

PCE’nin, L5178Y / TK +/- fare lenfoma hücrelerinde (F344 sıçan karaciğeri) timidin 

kinaz lokusunun mutasyon frekansını hem S9 aktivasyonu varlığında ve hem de 

yokluğunda arttırmadığı bildirilmiştir (NTP, 1986). Genel olarak, PCE’ye maruz 

bırakılan Escherichia coli ve Salmonella typhimurium hücrelerinde S9 metabolik 

aktivasyonu varlığında ve yokluğunda mutasyon gözlenmediği bildirilmiştir (IARC, 

2014). 

PCE’ye in vitro olarak maruz bırakılan Çin hamsteri yumurta hücrelerinde ne 

kromozomal anormallikler ne de KKD frekansında artışın olduğu bildirilmiştir (Sofuni 

ve ark., 1985; Galloway ve ark., 1987). Ayrıca, PCE’nin kültüre alınmış insan kan 

hücrelerinde sitotoksiteye bağlı olarak canlılığı % 40 düşüren doz olan 5 mM (~ 830 

mg/l) kadar olan konsantrasyonda KKD veya tek hücreli jel test (komet) testlerinde 

DNA hasarını arttırmadığı bulunmuştur (Hartmann ve Speit, 1995).  

Murakami ve Horikawa (1995) tarafından yapılan in vivo çalışmada, PCE’nin 

ddY farelerinin hepatositlerinde mikronükleus (MN) frekansında artışa neden olduğu 

fakat farelerin periferik kan retikülositlerinde benzer artışın gözlenmediği bildirilmiştir. 

PCE (125−250 μg/ml) ile muamele edilen Çin hamsteri akciğer hücre hattında 

(CHL/IU) MN oluşumunu indüklemediği bildirilmiştir (Matsushima ve ark., 1999).  

Bununla birlikte, Wang ve ark. (2001), PCE’ye in vitro maruz bırakılan (24 saat) 

Çin hamsteri yumurtalık hücrelerinde (CHO-K1), MN frekansında doza bağlı önemli bir 
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artışa neden olduğunu bildirmişlerdir (Wang ve ark., 2001). Benzer şekilde, PCE’ye 

maruz bırakılan (5 mM), insan lenfoblastoid hücre hatlarında (AHH-1, h2E1 ve MCL-5) 

MN frekansının arttığı bildirilmiştir (Doherty ve ark., 1996). White ve ark. (2001)’da, 

MCL-5 hücre hattında PCE (0, 0.01, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0 mM) ile 24 saat 

inkübasyondan sonra MN indüksiyonunda doza bağlı artış gözlemlemiştir. 

PCE’nin DNA zincir kırıkları üzerine etkisini araştıran birkaç in vivo çalışma 

bulunmasına rağmen bunlarda da sonuçlar çelişkilidir. İntraperitonal yolla PCE’ye 

maruz bırakılan (663−1,326 mg/kg, tek uygulama, 1 saat) erkek farelerde, DNA tek 

zincir kırıkları karaciğer ve böbrek dokusunda gözlenirken akciğer dokusunda 

gözlenmemiştir. Fakat, araştırıcılar, karaciğer ve böbrek hücrelerinde artan bu etkinin 

muameleden sonraki 24 saat içinde muhtemelen DNA onarılması yoluyla geri 

döndüğünü bildirmişlerdir (Walles, 1986). Başka bir çalışmada, Potter ve ark. (1996), 

oral yoldan günlük 1000 mg/kg PCE ile 7 gün süreyle muamele edilen erkek F344 

sıçanlarının böbreklerinde DNA zincir kırılma oranında herhangi bir artış bulamamıştır.  

Cederberg ve ark.’nın (2010)’da yaptıkları çalışmada, CD-1 fareleri, PCE’ye oral 

gavaj yoluyla (1000 veya 2.000 mg/kg-gün, 24 saat aralıklarla, iki kez) maruz 

bırakılmış ve son uygulamadan 3 saat sonra karaciğer ve böbrek dokularındaki DNA 

hasarı alkalin komet testiyle ölçülmüştür. Bu çalışmanın sonuçlarına göre; araştırıcılar, 

PCE’nin hepatositlerde doza bağlı ve istatistiksel olarak önemli bir şekilde DNA kuyruk 

yoğunluğunu arttırdığını (bundan dolayı karaciğerde DNA hasarına neden olduğunu) 

fakat benzer etkinin böbrek dokusunda gözlenmediğini bildirmişlerdir. Bununla birlikte, 

Cederberg ve ark. (2010) tarafından yapılan bu çalışmanın sonuçlarının istatistiksel ve 

biyolojik önemi tartışmalıdır (Lillford ve ark., 2010; Lovell, 2010; Struwe ve ark., 

2011). 

Görüldüğü gibi, PCE’nin muhtemel genotoksik etkileri üzerine çeşitli test 

sistemlerinde yapılan birçok çalışma olmasına rağmen ortaya çıkan sonuçlar çelişkilidir. 

Ayrıca, birden fazla negatif sonucun, tek bir mutajenite analizinde açık bir pozitif 

sonuç ile ortaya çıkan mutajenik etki için endişeyi ortadan kaldırmak için yeterli 

olmayabileceğini de göz ardı etmemek gerekir (Eastmond ve ark., 2009). Bunun da 

ötesinde, PCE revize edilmiş Zehirli Maddeler Kontrol Yasası (USEPA, 2017) 

kapsamında insan sağlığına ve çevreye yönelik risklere ilişkin en önemli 10 kimyasal 

madde arasında yer almaktadır. 
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Bu nedenle, tüm dünyada ve özellikle ülkemizde yaygın olarak kullanılan bu 

sentetik kimyasalın muhtemel genotoksik etkilerinin belirlenmesinin ve koruyucu 

önlemlerin alınmasının önemli olduğu düşüncesindeyiz. DNA hasarının 

belirlenmesinin, ksenobiyotiklerin genotoksik potansiyelini göstermesi ve etkilenen 

organizmalardaki hasarın erken bir göstergesi olması açısından risk değerlendirmesi için 

etkili ve faydalı bir strateji olarak kabul edilmektedir (Gedik ve ark., 2002).   

Genotoksisite, bir maddenin, canlı bir organizmanın nükleotit diziliminde veya 

çift sarmal DNA yapısında değişiklikleri arttırabilme kapasitesidir. Genotoksik bir 

maddeye maruz kalmak, oksidatif hasar da dahil olmak üzere çeşitli bozukluklara yol 

açan DNA'nın bütünlüğünü değiştirebilen olaylar dizisine neden olabilir (Rocco ve ark, 

2015). 

Oksidatif stres, hücresel metabolizma sırasında oluşan reaktif oksijen türlerinin 

(ROS) artışı ile onları detoksifiye eden antioksidanların yetersizliği sonucu oksidatif 

dengenin bozulması olarak tanımlanmaktadır (Özcan ve ark., 2015). Yani, oksidatif 

streste, oksidan/antioksidan arasındaki dengenin oksidanlar lehine bozulması söz 

konusudur. Oksidatif stres, kanser, nörolojik bozukluklar(Jenner, 2003; Lyras ve ark., 

1997; Sayre ve ark., 2001; Toshniwal ve Zarling, 1992), ateroskleroz hipertansiyon, 

iskemi/perfüzyon (Dhalla ve ark., 2000; Kasparova ve ark., 2005; Kerr ve ark., 1999; 

Kukreja ve Hess, 1992) diyabet, akut solunum sıkıntısı sendromu, idiyopatik pulmoner 

fibroz, kronik obstrüktif akciğer hastalığı (Asami ve ark., 1997) ve astım (Andreadis ve 

ark., 2003; Comhair ve ark., 2005a; 2005b; Dut ve ark., 2008; Ercan ve ark., 2006; 

Fitzpatrick ve ark., 2009) gibi birçok patolojik duruma katkıda bulunur. 

Sağlıklı yaşam için, oksidatif stres ile vücudun antioksidan savunması arasında 

hassas bir denge sağlanmalıdır (Dasgupta ve Klein, 2014). Yapılan çalışmalarda, birçok 

sentetik kimyasal maddenin toksisite mekanizmasının süperoksit anyonları, hidrojen 

peroksit, süperoksit ve hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen türlerinin (ROS), 

hücrenin doğal savunma mekanizmasının nötralize edebileceğinden daha fazla 

oluşumuyla ilgili olduğu bulunmuştur (Lioi ve ark., 1998; Giray ve ark., 2001; Banerjee 

ve ark., 2001; Muniz ve ark., 2008). 

Vücudun antioksidan mekanizması iyi bir şekilde çalışmazsa, fazla serbest 

radikaller (yüksek reaktivite nedeniyle) lipitler, proteinler, karbonhidratlar ve nükleik 
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asitler dahil olmak üzere hemen hemen tüm biyomoleküllere zarar verebilir (Dasgupta 

ve Klein, 2014). 

Biyolojik sistemlerde, endojen ve ekzojen kökenli stres faktörleri sebebiyle 

devamlı olarak serbest radikaller ve diğer oksijen kökenli türler üretildiğinden dolayı, 

hücre bu stres faktörlerinden kurtulmak için güçlü ve kompleks bir antioksidan savunma 

sistemi geliştirmiştir (Miller ve Slebodzinska, 1993; Lanhance ve ark., 2001). 

Vücudun antioksidan savunması, üç geniş kategoride sınıflandırılabilen hem 

endojen hem de diyet kaynaklı eksojen bileşiklerden oluşur: antioksidan enzimler, zincir 

bozucu antioksidanlar ve metal bağlanma proteinleri. Endojen orijinli olan temel 

antioksidan enzimler, süperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve peroksidazlardır. Serbest 

radikallerin başlattığı zincir reaksiyonlarına müdahale eden antioksidanlar zincir kırıcı 

antioksidanlar olarak bilinir. Bu antioksidanlar, suda veya lipitte çözünebilen küçük 

moleküllerdir. Bu antioksidanların bazıları, besinlerden gelen karotenoidler, 

flavonoidler ve antioksidan vitaminlerdir. α-Tokoferol (E vitamini) ve askorbik asit (C 

vitamini) bilinen ve en önemli doğal antioksidanlardır. Ayrıca, ferritin, transferrin ve 

seruloplazmin gibi endojen proteinler önemli antioksidan proteinler arasındadır. Çünkü, 

bu proteinler bakır ve demir gibi metal iyonlarını bağlayabilir, böylece Fenton 

reaksiyonu ileserbest radikaller üretilmez. Genellikle, antioksidan enzimler en güçlü 

antioksidan savunmasını sağlarlar, ancak tüm antioksidanlar oksidatif stresin uygun bir 

şekilde nötralizasyonu için önemlidir (Dasgupta ve Klein, 2014).  

Antioksidanların oksidatif stres ile mücadeleden başka gıdalarda raf ömrü uzatma 

ile ilgili rolleri de vardır. Antioksidanlar, radikal zincir reaksiyonlarını önleyerek 

oksidasyonu engellemek için gıdalara sıklıkla eklenirler. Reaksiyonu sonlandırmaya yol 

açan başlatma ve çoğaltma adımını inhibe ederek etki ederler ve böylece gıdalardaki 

oksidasyon sürecini geciktirirler (Gülcin, 2012). 

Bu çalışmada PCE’nin muhtemel genotoksik etkisi üzerine koruyucu etkisinin 

olup olmadığı araştırılacak madde olan E vitamini (α-tokoferol), bu vitaminin büyük bir 

antioksidan kapasitesinden sorumlu olan çok aktif bir hidroksil grubuna sahip, lipitte 

çözünür bir fenolik türevdir (Denisov ve Afanas’ev, 2005).   

“E Vitamini”, ilk olarak 1922'de normal üremeye izin vermek için sıçanların 

beslenmesinde temel olduğu keşfedilen, yağda çözünen bir 'faktöre' atıfta bulunmak için 

kullanılan bir terimdir. Daha sonra yapılan çalışmalar E vitaminin diğer hayvanlar için 
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de gerekli olduğunu göstermiştir (Halliwell ve Gutteridge, 2015). Düşük E vitamini 

alımı, laboratuvar hayvanlarının bazı toksinlere veya iskemi-reperfüzyon gibi doku 

hasarlarına duyarlılığını arttırır (Willy ve ark., 1995). İnsan beslenmesinde E 

vitamininin kısa süreli yokluğu hastalıklara neden olmaz, ancak uzun süreli yokluğu 

yıkıcı olmaktadır (Muller ve Goss-Sampson, 1990). E vitamini diyet kaynakları 

arasında buğday tohumu, bitkisel yağlar, badem ve fındık (Jiang, 2014), tahıllar ve yeşil 

yapraklı sebzeler bulunur (Halliwell ve Gutteridge, 2015). Yapılan araştırmalar 

gıdalarla birlikte alınan E vitamininin herhangi bir olumsuz ya da toksik etkisi 

bulunmadığını göstermiştir (Institute of Medicine, 2000; NIH, 2019). Bununla birlikte, 

yüksek dozlarda sentetik α-tokoferol takviyelerinin, hayvanlarda kan pıhtılaşmasını 

engelleyebileceği bildirilmiştir (NIH, 2019).  

E vitamininin yetişkinler için günlük tavsiye edilen miktarı (Recommended 

Dietary Allowances) 15 mg; tolere edilebilir miktarı (Tolerable Upper Intake Levels) ise 

1000 mg (1500 IU) olarak bildirilmiştir. Erişkinlerde günlük 1000 mg’a kadar olan 

dozların (doğal form için 1500 IU/gün ya da sentetik form için 1100 IU/gün) güvenilir 

olduğuna dair veriler elde edilmiştir (NIH, 2019).  

E vitamini, sadece bitkiler tarafından üretilen ve sekiz homologa sahip (metil 

grubu sayısı ve fitol yan zincirin doymuşluğuna göre ayırtedilen) vitamin formunu 

kapsamaktadır. Bunlar trimetil (α), dimetil (β veya γ) ve monometil (δ) tokoferol ve her 

birine karşılık gelen tokotrienollerdir (Traber ve Arai, 1999). Yani α-, β-, γ-, δ- 

tokoferoller ve α-, β-, γ-, δ-tocotrienollerdir [alfa(5,7,8-trimetil), beta (5,8-dimetil), 

gama (7,8-dimetil), and delta (8-metil)] (Bahtnagar ve Kulshrestha, 2017). Tokoferoller 

doymuş bir fitol kuyruğuna sahipken, tokotrienollerin fitol kuyruğu doymamıştır 

(Burton, 1994; Lee ve Ulatowski, 2019). E vitamini ailesinin doğal olarak meydana 

gelen sekiz üyesinin hepsi biyolojik olarak aktiftir; ancak, memelilerde, α-tokoferolün 

biyolojik olarak en aktif olduğu kabul edilir (Lee ve Ulatowski,2019). 

Diyetle alınan E vitamininin bütün formları bağırsak hücreleri tarafından emilirek 

şilomikronlar içinde dolaşıma salınırlar ve şilomikron artıkları vasıtasıyla karaciğere 

ulaşırlar. Karaciğerde bulunan α-tokoferol transfer protein, spesifik olarak α-tokoferolü 

çok düşük dansiteli lipoproteinler içine taşır. α-Tokoferol dışında kalan diğer  

tokoferoller ve tokotrienoller ise karaciğer tarafından alıkonularak safra ve idrar yoluyla 

karboksietil-hidroksikromanlar şeklinde atılırlar (Singh ve ark., 2005).  
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“Tokoferol” kelimesi Yunanca’da tokos (doğum) ve phero (ortaya çıkarmak) 

kelimelerinden gelmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 2015). Hayvanlarda en etkili 

formu, daha önce d-α-tokoferol olarak adlandırılan RRR-α-tokoferoldür. Bitkiler ve 

onların yağları genellikle bir tokoferol karışımı içerir; örneğin soya, mısır, ceviz ve 

kolza yağlarında, α-tokoferolden daha fazla γ-tokoferol vardır. Buna karşılık, badem ve 

ayçiçeği yağı çoğunlukla α-tokoferol içerir (Jiang, 2014). Hurma yağı, tocotrienoller 

bakımından zengindir (toplam E vitamininin % 75’i; sadece yaklaşık% 14'ü α-

tokoferoldür) (Sundram ve ark., 2003). Diğer tokoferoller ve tocotrienollerin hayvan 

biyo-tahlillerinde bir miktar “E vitamini aktivitesi” olmasına rağmen, literatürde "α-

tokoferol" ve "E vitamini" terimleri birbirinin yerine kullanılmaktadır (Halliwell ve 

Gutteridge, 2015). 

Tokoferoller, lipofilik özelliklerinden dolayı, hızla lipit hidroperoksitlerle 

etkileşime girebileceği yerler olan membranlarda ve depo lipitlerde lokalize olurlar 

(Halliwell ve Gutteridge, 2015) ve lipit peroksil radikallerinin temizleyicileri olarak 

işlev gören yağda çözünen antioksidanlar olarak bilinirler (Bahtnagar ve Kulshrestha, 

2017). Tokoferoller, in vitro ve in vivo olarak güçlü antioksidanlardır. Gıdalar, 

kozmetikler, farmasötik ürünler gibi birçok biyolojik olmayan sistemlerde de 

antioksidan olarak kesinlikle çok faydalıdır (Bahtnagar ve Kulshrestha, 

2017).Tokoferollerin gıda antioksidanları olarak koruyucu etkileri hakkında birçok 

rapor bulunmaktadır (Dougherty, 1988). 

E vitamini, kararlı bir lipit hidroperoksit vermek amacıyla, zar fosfolipitlerinden 

veya lipoproteinlerde bulunan çoklu doymamış yağ asitlerinden üretilen peroksil 

radikalleri ile reaksiyona girerek peroksidatif zincirleri sonlandırır. Böylece, zararlı lipit 

radikalleri etkin olarak azaltarak dokuları serbest radikal saldırısından korur (Altıner ve 

ark., 2017). α-Tokoferol, fenolik hidrojenini lipit peroksil radikallerini yayan zincire 

vererek, oksidatif işlemler zincirini sonlandırır. Bu reaksiyon sonunda reaktif α-

tokoferoksil radikalinin üretimi artar (Zhang ve Omaye, 2001). Fakat α-tokoferoksil 

radikali oksidatif zincir reaksiyonunu devam ettiremez (Carocho ve Ferreira, 2013) ve 

daha sonra diğer antioksidanlar tarafından bir ara forma indirgenerek E vitamini tekrar 

rejenere edilir (Traber ve Atkinson, 2007). C vitamini, ubikinon ve glutatyon gibi birçok 

indirgeyici maddeler tokoferoksil radikalinin tokoferole geri dönüşümünü 

gerçekleştirmektedir (Bramley ve ark., 2000).  
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E vitamininin serbest radikal aracılı hasarı bastırmasındaki etkinliği ve önemli 

vitamin aktivitesiyle birlikte toksisitenin yokluğu, bu bileşiği, serbest radikallerin aşırı 

üretimi ile bağlantılı birçok patolojinin tedavisinde potansiyel olarak önemli bir ilaç 

haline getirmektedir (Denisov ve Afanas’ev, 2005). 

Perkloretilenin insan periferal lenfositlerindeki olası genotoksik etkileri üzerinde 

E vitamininin koruyucu bir etkisinin olup olmadığı araştırılan bu çalışmada; çeşitli 

maddelerin genotoksik ve antigenotoksik etkilerinin belirlenmesinde yaygın ve etkili bir 

şekilde kullanılan, insan periferal kan lenfositlerinde in vitro Kromozom Anormalliği 

(KA) ve Sitokinez-bloklama Mikronükleus (MN) yöntemleri kullanılmıştır (Bonassi ve 

ark., 2008; Fenech ve ark., 2011a; 2011b; Fenech ve ark., 2016). 

Kromozom Anormalliği testi, kromozomal seviyedeki sayısal (anöjenik etki) veya 

yapısal (klastojenik etki) değişikliklerin belirlenmesini sağlar. Bu testin önemi, deneysel 

ve epidemiyolojik kanıtların yapısal anormalliklerin karsinojenez sürecine dahil 

olduğunu göstermesiyle artmıştır. Bu nedenle, yüksek frekanstaki kromozomal 

anormalliklerin gelecekte gelişebilecek kanser riski ile ilişkili olduğu düşünülmektedir 

(Bonassi ve ark., 2004; 2005; 2008). 

Mikronükleus, asentrik kromozom veya kromatid kırıklarının veya tüm 

kromozomların mitoz bölünmenin anafaz safhasındaki segregasyon işlemi sırasında iğ 

ipliklerine düzgün bir şekilde bağlanamaması ve bu ayrı kalmış kromozom ve 

fragmentlerin etraflarının zarla kaplanması sebebiyle ortaya çıkan ve telofazda oluşan 

kardeş çekirdeğin dışında kalan küçük çekirdeklerdir (Bonassi ve ark., 2003; 2007; 

Fenech, 2000; 2007; 2010; Fenech ve ark., 2003; Fenech ve ark., 2011b). MN testi, hem 

kromozomal düzeydeki kırılmaları hem de mitotik iğdeki değişiklikleri gösteren 

klastojenik ve anöjenik etkilere sahip bileşiklerin tanımlanmasını sağlar (Kirsch-

Volders ve ark., 1997; Norppa ve Falck, 2003). 

Bu çalışmanın amacı; kimyasal ara madde, metal temizleme ve yağdan arındırma 

işlemlerinde ve kuru temizleme merkezlerinde yaygın bir şekilde kullanılan PCE’nin 1) 

insan periferal kan lenfositlerinde, genotoksik ve/veya sitotoksik etkiye sahip olup 

olmadığını 2) α-tokoferolün PCE tarafından oluşturulan muhtemel genotoksik hasar 

üzerinde koruyucu yani antigenotoksik etkilerinin olup olmadığını KA ve sitokinez 

bloklama MN testleri ile in vitro olarak araştırmaktır.  
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2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 

 

2.1. Perkloretilen (PCE) ile Yapılan Genotoksisite Çalışmaları  

 

Beliles ve ark. (1980) tarafından, erkek ve dişi Sprague-Dawley sıçanları, akut (6, 

24 veya 48 saat muameleden sonra sakrifikasyon) ve subkronik (5 gün boyunca günde 7 

saat; son maruz kalmadan 6 saat sonra sakrifikasyon) olarak solunum yoluyla PCE’ye 

maruz bırakıldıktan (100 ve 500 ppm) sonra kemik iliği kromozom anormallikleri ve 

anöploidi değerlendirilmiştir. Araştırıcılar, sadece 500 ppm konsantrasyondaki PCE’ye 

akut olarak maruz bırakılan erkek farelerde anormal hücre yüzdesinde düşük bir artışın 

gözlendiğini; subkronik maruziyetlerin hiçbirinde önemli bir etkinin olmadığını ancak 

anormal hücrelerin dişi farelerde önemli olmayan bir artışa neden olduğunu 

bildirmişlerdir. Ayrıca, Beliles ve ark. (1980) yaptıkları bu çalışmada, gen 

mutasyonlarının, daha önce inhalasyon ile PCE’ye maruz kalan erkek ve dişi CD-1 

farelerinin (100 veya 500 ppm, 7 saat/gün; 5 gün) periton boşluğuna implante edilen 

Salmonella typhimurium suşu (TA98) kullanılarak yapılan konak-aracılı (host-

mediated) deneyde indüklendiğini bildirmişlerdir. Araştırıcılar tarafından, pozitif 

sonuçların erkek farelerde 100 ppm'de (500 ppm hariç) ve dişi farelerde 500 ppm'de 

(100 ppm hariç) gözlendiği ve PCE’nin in vivo aktivasyon kullanarak aktif bir çerçeve 

kayması mutajeni olduğu bildirilmiştir.  

PCE’ye maruz bırakılan (S9 aktivasyon olmadan 17, 34.1, 68.1, ve 136.3 μg/ml 

ya da 17, 34.1 ve 68.1 μg/ml Sprague-Dawley sıçan karaciğeri S9 aktivasyon 

varlığında) Çin hamsteri ovaryum (CHO) hücrelerinde kromozomal anormalliklerin 

gözlenmediği bildirilmiştir (NTP, 1986).  

Walles (1986), erkek farelere intraperitonal (i.p) yolla 4–8 mmol/kg (663–1326 

mg/kg) PCE uyguladıktan 1 saat sonra, farelerin karaciğer ve böbrek dokularında tek 

iplikli DNA zincir kırıklarının doğrusal bir şekilde arttığını ancak akciğer dokularında 

DNA zincir kırıklarına rastlanmadığını bildirmiştir. Araştırıcı, aynı zamanda bu hasarın 

enjeksiyondan 24 saat sonra tamamen onarıldığını da bildirmiştir.  

Mazzullo ve ark. (1987), PCE’nin intraperitonal enjeksiyonundan sonra in vivo 

olarak erkek BALB/c fare Wistar sıçanlarının karaciğer, böbrek, akciğer ve mide DNA, 

RNA ve proteinlerine kovalent olarak bağlandığını göstermişlerdir.  
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Hartmann ve Speit (1995), tarafından PCE’nin muhtemel genotoksik etkisi S9 

metabolik aktivasyon varlığında ve yokluğunda insan kan hücrelerinde tek hücre jel 

elektroforez (komet testi) ve KKD testi ile çalışılmıştır. Çalışma sonucunda, 

araştırıcılar, 5 mM (~830 mg/l) (1 saat uygulama) konsantrasyondaki PCE’nin hücre 

canlılığını yaklaşık % 40 azaltarak açık bir şekilde sitotoksik etki göstermesine rağmen 

komet testine göre beyaz kan hücrelerinde DNA hasarını arttırmadığını bildirmişlerdir. 

Aynı çalışmada, 2 ve 24 saat boyunca 5 mM’a kadar olan konsantrasyonlardaki 

PCE’nin, insan lenfositlerinde KKD frekansını arttırmadığı bildirilmiştir. En yüksek 

konsantrasyonda (5 mM, 24 saat uygulama) KKD’yi indüklemiş ve proliferasyon 

indeksini (PI) düşürmüştür.  

Murakami ve Horikawa (1995) tarafından yapılan çalışmada, kısmi hepatektomi 

yapılan ddY farelerine 1.000 ya da 2.000 mg/kg PCE’nin bir defa intraperitonal olarak 

enjeksiyonunun, hepatositlerde MN sıklığını artırdığı fakat, ddY farelerinin periferik 

kan retikülositlerinde MN frekansında artışa neden olmadığı bildirilmiştir.  

Doherty ve ark. (1996), MN indüksiyonunun, PCE’ye maruz kalan AHH-1 

parental insan lenfoblastoid hücrelerinde ve insan metabolik enzim hatlarını kararlı bir 

şekilde ifade eden iki hücre hattında (h2E1 ve MCL-5) arttığı bildirilmiştir. Parental 

AHH-1 hücreleri düşük olsa da doğal CYP1A1 aktivitesine fakat önemli glutatyon-S-

transferaz aktivitesine sahiptir; h2E1 hücreleri kararlı bir şekilde insan CYP2E1'i 

eksprese eder; ve MCL-5 hücreleri de insan CYP1A2, 2A6, 3A4, 2E1 ve mikrozomal 

epoksit hidrolazı stabil bir şekilde eksprese eder. PCE (5 mM), MN’lerin AHH-1 

hücrelerinde üç kat, h2E1 ve MCL-5 hücrelerinde dokuz kat artışına neden olmuştur 

(Doherty ve ark., 1996). 

Potter ve ark. (1996) tarafından erkek F344 sıçanları, oral gavaj yoluyla 7 gün 

boyunca günlük 1.000 mg/kg perkloroetilen ile muamele edilmiştir. Çalışma sonucunda, 

farelerin böbreklerindeki DNA zinciri kırılmalarında kontrole göre önemli bir artış 

olmadığını bildirmişlerdir. 

Da Silva Augusto ve ark. (1997), Brezilya’nın güneydoğu bölgesinde bulunan Sao 

Paulo şehrindeki kimyasal endüstride çalışan ve klorlu solventlere (karbon tetrakloid, 

perkloretilen, hekzaklorobenzen) maruz kalan 41 işçi ve bu solventlere maruz kalmayan 

28 işçinin periferal kan lenfositlerinde sitokinez bloklama MN testi ile genotoksisite 

değerlendirmesi yapmışlardır. Araştırıcılar, çalışmalarının sonucunda, bu solventlere 
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maruz kalan grupta gözlenen MN frekansının maruz kalmayan gruba göre istatistiksel 

olarak anlamlı bir şekilde daha yüksek bulunduğunu bildirmişlerdir.  

Matsushima ve ark. (1999), PCE ile yüksek konsantrasyonlarda (125−250 μg/ml) 

muamele edilen Çin hamsteri akciğer hücre hattında (CHL/IU) mikronükleus 

oluşumunun indüklenmediği, fakat daha düşük konsantrasyondaki PCE uygulanan (75 

μg/ml) CHL/IU hücrelerinde S9 metabolik aktivasyon varlığında istatistiksel olarak 

önemli olmasa da bir artışın olduğunu bildirmişlerdir. 

Toraason ve ark. (1999), trikloretilen (TCE) veya PCE’ye 0, 100, 500, 1000 

mg/kg’lık konsantrasyonlarda akut olarak maruz kalan Fischer sıçanlarındaki oksidatif 

stres ve DNA hasarını araştırmışlardır. Çalışmanın sonucunda, araştırıcılar tarafından, 

sadece en yüksek konsantrasyonda (1000 mg/kg) uygulanan TCE’nin, sıçanların 

karaciğerinde oksidatif DNA hasarına neden olduğu; PCE’nin ise benzer bir hasara 

neden olmadığını bildirmişlerdir.  

Wang ve ark. (2001) kapalı bir sistemde PCE’ye (kültür ortamında ~ 63 ppm) in 

vitro maruz bırakılan Çin hamsteri yumurtalık (CHO-K1) hücrelerinde MN 

indüksiyonunu incelediler. CHO-K1 hücreleri, PCE cam tabakasını çevreleyen bir petri 

kabına yerleştirildi ve 24 saat süreyle inkübe edildi. PCE maruziyeti MN 

indüksiyonunda doza bağlı anlamlı bir artışa yol açmıştır (p <0.001). 

White ve ark. (2001) tarafından, değişik konsantrasyonlardaki PCE (0, 0.01, 0.05, 

0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0 mM) ile 24 saat inkübe edilen MCL-5 hücre hattında (p <0.05) 

MN indüksiyonunda konsantrasyona bağlı artışlar olduğu bildirilmiştir. 

Cederberg ve ark. (2010), PCE’ye oral gavaj yoluyla (1000 veya 2.000 mg/kg-

gün, 24 saat aralıklarla, iki kez) maruz bırakılan CD-1 farelerinde, komet testine göre, 

hepatositlerde önemli bir şekilde DNA kuyruk yoğunluğunu arttırdığını fakat böbrek 

dokusunda DNA hasarında bir artışa neden olmadığını bildirmişlerdir.  

Ünsal (2013) tarafından yapılan çalışmada değişik konsantrasyonlardaki (1, 3 ve 5 

mM) PCE ile in vitro olarak 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde KA, 

KKD ve MN oluşumunda konsantrasyona bağlı olarak artış saptandığı bildirilmiştir. 

Ayrıca, aynı çalışmada PCE’nin PI ve MI’yı konsantrasyona bağlı olarak düşürerek 

sitotoksik aktivite gösterdiği ve bu maddenin insan periferal kan lenfositleri üzerinde in 

vitro genotoksik risk oluşturduğu bildirilmiştir. 
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McDermott ve Heffron (2013) tarafından, klorlu organik çözücülerden olan 

diklormetan (DMC), tetrakloretilen (PCE), 1,2 dikloretan (DCE) ve trikloretilen 

(TCE)’in Jurkat T hücreleri üzerindeki in vitro sitotoksik etkileri araştırılmıştır. 

Araştırmada, Jurkat T hücreleri 72 saat süresince çözücülere ayrı ayrı maruz bırakılarak 

reaktif oksijen türlerinin (ROS) oluşumu, hücre çoğalması, hücre içi serbest Ca (Ca+2) 

konsantrasyonu ve kaspaz-3 aktivitesi ölçülmüştür. Araştırıcılar tarafından, çalışma 

sonucunda, ROS oluşumu ve hücre içi serbest Ca+2’da konsantrasyona bağlı bir artış 

olduğu ve bunun hücre çoğalmasında bir azalmaya eşlik ettiği bildirilmiştir. Ayrıca, 

hücre çoğalmasının PCE>TCE>DCM>DCE şeklindeki bir sırayla azaldığı bildirilmiştir. 

Araştırıcılar, Kaspaz-3 aktivitesinin TCE ve PCE uygulanan kültürlerde konsantrasyona 

bağlı bir şekilde arttığını, fakat DCM ile DCE uygulanan kültürlerde önemli bir 

değişiklik olmadığını belirtmişlerdir.  

Purdue ve ark. (2017) tarafından yapılan çalışmada mesleki olarak yüksek oranda 

PCE’ye maruziyetin böbrek kanseri ile ilişkili olduğu bildirilmiştir. 

Ünsal ve Çelik (2018) tarafından PCE’nin Artemia salina larvaları üzerindeki 

muhtemel sitotoksik etkisi Brine Shrimp Letalite Testi ile çalışılmıştır. Araştırıcılar, in 

vitro ortamda PCE’ye 24 saat maruz bırakılan A. salina larvaları üzerindeki sitotoksik 

etkinin sadece 1000 ppm konsantrasyonundaki PCE uygulaması sonucunda ortaya 

çıktığını, diğer konsantrasyonlarda (10 ve 100 ppm) ise sitotoksik aktivitesinin 

belirlenmediğini bildirmişlerdir.  

Habib ve ark. (2018) yaptıkları çalışma sonucunda, işyerlerinde kişisel koruyucu 

ekipmanlardan hiçbirini kullanmayan kuru-temizleme çalışanlarının PCE ile ilişki 

sağlık problemleri açısından en yüksek risk altında oldukları bulunmuştur. Araştırıcılar 

kuru temizleme merkezlerinde yerel egzoz havalandırma sistemlerinin kurulması ve 

kullanılan PCE konsantrasyonlarının devamlı takip edilmesinin yanı sıra PCE'nin sağlık 

etkileri hakkında çalışanların bilinçlendirilmesi ve işlerini yaparken kişisel koruyucu 

ekipmanların kullanılmasının önemi hakkında bilgilendirilmeleri gerektiğinin önemli 

olduğu bildirilmiştir.  

Aschengrau ve ark. (2018), doğum öncesi PCE ile kontamine olmuş içme suyuna 

maruziyet ile plasental abrupsiyon ve plasenta yetmezliği ortaya çıkması nedeniyle ölü 

doğum oranlarında lineer olarak doza bağlı bir artış gözlemlediklerini bildirmişlerdir.  
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2.2. E Vitamini (α-Tokoferol)’nin Koruyucu Etkisi Üzerine Yapılan Çalışmalar 

 

Konopacka ve ark. (1998) tarafından, farelerde gama ışınlarının klastojenik 

aktivitesi üzerine E vitamininin modifiye edici etkisi, fare kemik iliği polikromatik 

eritrositleri ve eksfoliye mesane hücrelerinde in vivo MN testi ile incelenmiştir. 

Çalışmada, E vitamini, ya fareler 2 Gy gama ışını ile ışınlandıktan hemen sonra ya da 

ışınlama yapılmadan önceki 5 gün boyunca oral yolla uygulanmıştır. Araştırıcılar, 

farelere ön-uygulama şeklinde verilen E vitamininin (100-200 mg/kg/gün) gama ışınları 

tarafından indüklenen MN’ye karşı korumada daha etkili olduğunu; bununla birlikte, 

ışınlamadan hemen sonra farelere E vitamini uygulanmasının da, radyasyona bağlı MN 

frekansınındüşmesinde etkili olduğunu bildirmişlerdir. 

E ve C vitaminlerinin bir antitümoral ajan olan doksorubisin uygulanan memeli 

hücreleri üzerindeki olası in vivo koruyucu etkilerini araştırmak için yapılan çalışmada, 

doksorubisin uygulanan wistar sıçanlarına bu vitaminler hem tek tek hem de her iki 

vitamin kombinasyon olacak şekilde uygulanmıştır. Çalışma sonucunda, düşük 

konsantrasyonlardaki vitaminlerin sıçanlara hem ayrı hem de birlikte uygulanmalarında 

doksorubisin tarafından indüklenen kromozom anormallikleri azalttığı bildirilmiştir. 

Ayrıca, çalışmada vitaminlerin kombinasyon halinde uygulanmasının doksorubisinin 

neden olduğu hasara karşı korumada tek başına uygulan her vitaminden daha etkili 

olmadığı belirtilmiştir. Bundan başka, test edilen en yüksek vitamin 

konsantrasyonlarının kontrol ile karşılaştırıldığında analiz edilen parametrelerde 

değişikliğe neden olmadığı ve mevcut deneysel koşullar altında, vitaminlerin kromozom 

hasarına karşı koruma sağlamadaki etkinliğinin kullanılan doza bağlı olduğu 

bildirilmiştir (Antunes ve Takahashi, 1998). 

Konopacka ve Rzeszowska-Wolny (2001), E vitamininin gama ışınıyla 

indüklenen DNA hasarına karşı koruyucu etkisini insan periferal lenfositlerinde in vitro 

MN testi ile araştırmışlardır. Araştırıcılar, kültüre alınmış lenfositleri, ya 2 Gy gama 

ışını uygulanmadan önce ya da uygulamadan sonra artan konsantrasyonlarda E 

vitaminine maruz bırakmışlardır. Çalışmada, E vitamininin koruyucu etkisinin her iki 

durumda da gözlendiği ancak en güçlü etkinin ışınlamadan sonra 1 saatten daha fazla 

gecikmeyen vitamin uygulamalarında olduğu belirtilmiştir. Ayrıca, 2 µg/ml’den daha 

yüksek konsantrasyonlardaki E vitamininin radyasyon tarafından indüklenen MN’yi 
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azaltmada daha etkili olduğu bildirilmiştir. Araştırıcılar ayrıca, nükleer bölünme indeksi 

(NBI) verilerine göre, bu vitaminin gama ışını tarafından uyarılan sitotoksisiteyi 

etkilemediğini bildirmişlerdir.  

Mazumdar ve ark. (2012) tarafından yapılan çalışmada, Balb/C farelerine 

intraperitonal olarak uygulanan 125, 250 and 500 mg/kg E vitamininin, uygulamadan 24 

saat sonra farelerin kemik iliği hücrelerinde KA ve MN frekansını kontrole göre 

arttırdığı fakat uygulamadan 35 gün sonra bile eşey hücrelerinde herhangi bir sperm 

başı anormalliğine neden olmadığı bildirilmiştir. Aynı çalışmada, E vitamini ile ön 

muamelenin kemoterapötik bir ilaç olan sisplatin tarafından indüklenen KA, MN ve 

sperm başı anormalliklerini önemli derecede azalttığı da bildirilmiştir. Sonuç olarak 

araştırıcılar, E vitamini ile yapılan ön uygulamanın sisplatin tarafından tetiklenen 

genotoksisite ve sitotoksisiteyi azalttığı ve E vitamininin tek başına veya bir ilaç ile 

etkisinin arasında ince bir fark olduğu sonuçlarına varılmıştır. 

Sharma ve Sharma (2012) tarafından, farklı konsantrasyonlardaki karbofuran (0, 

0.5, 1.25, 2.5, 3.75 ve 5.0 μM) tarafından ortaya çıkan genotoksisiteye karşı E ve C 

vitaminlerinin iyileştirici etkisi insan periferal lenfositlerinde in vitro olarak 

araştırılmıştır. Çalışmada, lenfositlere karbofuran muamele edilmesinin konsantrasyona 

bağlı bir şekilde önemli DNA hasarı ortaya çıkardığı ve bu hasarın 10 μM 

konsantrasyonda ilave edilen hem E hem de C vitamini ile azaldığı bildirilmiştir. 

Ayrıca, araştırıcılar tarafından, E vitamininin C vitaminine kıyasla daha fazla koruma 

sağladığı ve insan lenfositleri düşük konsantrasyondaki pestisitle muamele 

edildiklerinde bu vitaminlerin sağladığı koruma seviyesinin yükseldiği sonuçlarına 

vardıkları bildirilmiştir.  

Purohit ve Rao (2014) tarafından insan kan kültürlerinde in vitro KKD testi 

kullanılarak yapılan çalışmada, melatonin (MLT) ve α-tokoferolün civa kaynaklı 

genotoksisite üzerindeki koruyucu etkisi incelenmiştir. Çalışmada elde edilen verilere 

göre, araştırıcılar tarafından, α-tokoferol ve MLT'nin kültürlere ayrı ayrı ve 

kombinasyon halinde uygulanmasının civanın neden olduğu genotoksik potansiyeli 

azalttığı bildirilmiştir.  

Khabour ve ark. (2015) tarafından, Türkiye ve Orta Doğu'da yüksek sıklıkta 

görülen, multisistemik kronik enflamatuar bir hastalık olan Behçet hastalığı (BD)’na 

sahip olan hastalardan alınarak kültüre edilmiş lenfositlerde gözlenen KKD frekansı 
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üzerine E vitamininin antioksidan etkisi çalışılmıştır. Çalışmanın sonuçlarına göre; 

araştırıcılar, sağlıklı deneklere göre hastalardan elde edilen lenfositlerde KKD oranında 

istatistiksel olarak önemli bir yükselme görüldüğünü ve E vitamini uygulamasının bu 

artmış KKD oranını kontrol grubunda gözlenen normal seviyelere getirdiğini 

bildirmişlerdir.  

Alqudah ve ark. (2018) tarafından yapılan çalışmada, bir antikanser ilacı olan 

oksaliplatinin insan periferal kan lenfositlerinde KA ve KKD frekansını kontrole göre 

önemli derecede arttırarak genotoksik aktiviteye sahip olduğu ve oksaliplatinin neden 

olduğu bu kromozomal hasarın, hücrelerin E vitamini ile ön uygulamadan 

geçirilmesiyle önemli ölçüde azaldığı bildirilmiştir. Ayrıca, oksaliplatinin hücre kinetik 

parametreleri olan, MI ve proliferatif indekste (PI) önemli bir azalmaya neden 

olduğunu; bununla birlikte, E vitamininin MI ve PI'daki bu azalmayı etkilemediğini 

bildirmişlerdir.  

Ahmed ve ark. (2018), karbamatlı bir insektisit olan propoksurun kültüre alınmış 

insan periferal kan mononükleer hücrelerinde oksidatif stresi arttırarak genotoksik etki 

gösterdiğini; bununla birlikte, propoksur ve α-tokoferol (4.3 µg/ml)’ün kombinasyon 

halinde uygulandığı kültürlerde α-tokoferolün, insektisit etkisiyle ortaya çıkan oksidatif 

stresi azalttığını bildirmişlerdir.  
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1. Materyal  
 

3.1.1. Deney materyali 

 

Bu araştırmada, PCE’nin olası genotoksik etkilerini vebu genetik hasara karşı α-

tokoferolün antigenotoksik etkilerini incelemek için materyal olarak insan periferal kan 

lenfositleri kullanılmıştır. Değerlendirme için kullanılan kan, sağlıklı, sigara, alkol ve ilaç 

kullanmayan, geçirdiği herhangi bir ciddi hastalığı olmayan ve genotoksik olduğu 

bilinen maddelere maruz kalmamış dört farklı (23–25 yaşlarında, 2 bayan ve 2 erkek) 

bireyden temin edilmiştir.  

Bu çalışmanın etik kurallara uygunluğu, Fırat Üniversitesi, Girişimsel Olmayan 

Klinik Araştırmalar Etik Kurulu’nun 06/07/2017 tarih ve 15 nolu kararı ile 

onaylanmıştır. 

 

3.1.2. Test Edilen Maddeler 

 

3.1.2.1. Perkloretilen (PCE) 

 

Bu çalışmada genotoksik etkisi araştırılacak madde olan PCE, kuru temizleme, 

tekstil işleme ve metal temizleme işlemlerinde kullanılmak üzere ticari olarak üretilen 

ve yaygın olarak kullanılan bir çözücüdür (USEPA, 2012). Bu çalışmada kullanılan 

PCE (371696- Perchloroethylene, saflık: ≥ 99 %, CAS No: 127-18-4) Sigma-

Aldrich’den temin edilmiştir. Perkloretilenin kimyasal ve fiziksel özellikleri Çizelge 

3.1’de, yapısal formülü şekil 3.1’de gösterilmiştir.  

 

Çizelge3.1. Perkloretilenin kimyasal ve fiziksel özellikleri (USEPA, 2012) 
 
Moleküler formülü C2Cl4

 

Molekül ağırlığı 165.83 g/mol 

Renk Renksiz 

Fiziksel durumu Sıvı (oda sıcaklığında) 
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3.1.5. Fiksatif 

 

Kromozom anormalliği deneyleri için; 1 hacim asetik asit (Merck) ve 3 hacim 

metanoldan (Merck) oluşan fiksatif kullanılmıştır. Mikronükleus deneylerinda ise ilk 

fiksatif; 1 hacim glasiyal asetik asit: 5 hacim metanol: 6 hacim % 0.9’luk NaCI 

karışımından; iki ve üçüncü fiksatif ise; 1 hacim glasiyal asetik asit: 5 hacim metanol 

karışımından elde edilmiştir.  

 

3.1.6. Sorensen Tamponu  

 

Sorensen Tamponu A (KH2PO4, pH=4.8) ve Sorensen Tamponu B 

(Na2HPO4.12H2O2, pH=9.3) olmak üzere iki stok çözelti halinde hazırlanarak 

kullanılana kadar +4 ⁰C buzdolabında saklanmıştır. KH2PO4 ve Na2HPO4.12H2O2 

Merck firmasından temin edilmiştir.  

 

3.1.7. Nitrik Asit çözeltisi 

 

Çalışmada kullanılan lamları temizlemek amacıyla 1 N nitrik asit (HNO3) (Merck) 

çözeltisi hazırlanarak oda sıcaklığında saklanmıştır.  

 

3.2. Yöntem 

 

3.2.1. Kromozom Anormalliği (KA)Testi  

 

3.2.1.1. Hücre Kültürünün Yapılması ve Preparatların Hazırlanması 

 

İnsan periferal kan lenfositlerindeki in vitro KA testi bazı değişikliklerle Evans 

(1984)’ın metoduna göre uygulanmıştır (Kocaman ve Topaktaş, 2007).  

PCE’nin insan lenfositlerindeki genotoksik etkilerini inceleyebilmek için, 

öncelikle test edilecek olan PCE konsantrasyonları belirlenmiştir. Bu amaçla yapılan ön 

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

uygulanmasının, MI’yı çözücü kontrole kıyasla % 50 azalttığı belirlenmiştir. Bu 
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nedenle, yarı maksimal inhibisyon konsantrasyonu (IC50, half-maximal inhibitory 

concentration) olarak -MI’yı negatif kontrole göre % 50 düşüren konsantrasyon-150 

μg/ml kabul edilmiştir. Böylece, çalışmamızda PCE için en yüksek konsantrasyon 150 

μg/ml olarak seçilmiştir. Diğer konsantrasyonlar ise 150 μg/ml’den paralel bir şekilde 

azalan 100, 50 ve 25 μg/ml olarak kullanılmıştır. PCE’nin muhtemel genotoksisitesi 

üzerine antigenotoksik yani koruyucu etkisinin olup olmadığını araştıracağımız α-

tokoferol konsantrasyonu ise 100 μg/ml olarak kullanılmıştır (Smalls ve Patterson, 

1982). 

İnsan periferal kan hücrelerinde KA analizleri için; 23-25 yaşlarında, sağlıklı ve 

sigara kullanmayan iki kadın ve iki erkek bireyden alınmış olan periferik kan 

örneklerinin (1/10 oranında heparinize edilmiştir) 0.2 ml’si steril koşullarda 2.5 ml 

kromozom medyumu içeren kültür tüplerine ekilerek (Rencüzoğulları ve Topaktaş, 

1991), 37±1 °C’deki inkübatörde 72 saat boyunca kültüre alınmıştır. 

Çalışma iki grup halinde yapılmıştır. Birinci grupta, PCE’nin insan 

lenfositlerindeki genotoksik etkisini incelemek için, ön denemelerle belirlenen 

konsantrasyonlardaki PCE (25, 50, 100 ve 150 µg/ml) kültür ortamına kültür süresinin 

başlangıcından 24 saat sonra ilave edilmiştir. Her deneyde, bir çözücü (negatif) kontrol 

(7 µl/ml DMSO) ve bir pozitif kontrol (0.16 μg/ml MMC) de yapılmıştır. İkinci grupta 

ise, α-tokoferolün PCE üzerindeki muhtemel antigenotoksik etkisini incelemek için, 100 

µg/ml konsantrasyondaki α-tokoferol hem tek başına hem de test maddesinin yukarıda 

belirtilen konsantrasyonlarıyla birlikte eş zamanlı olarak (25+100, 50+100, 100+100 ve 

150+100 μg/ml; PCE+α-tokoferol) kültür süresinin başlangıcından 24 saat sonra kültür 

tüplerine ilave edilmiştir. Böylece, PCE hem tek başına hem de α-tokoferol ile karışım 

halinde insan lenfositlerine 48 saat uygulanmış olmaktadır.  

Kültür süresinin 70’inci saatinde her kültür tüpüne kolşisin eriyiği (0.06 μg/ml) 

ilave edilerek hücrelerin 2 saat boyunca (37 °C’de) kolşisin ile muamele edilmesi 

sağlanmıştır. Toplam 72 saat inkübasyonun sonunda, kültür tüpleri 2000 rpm’de 5 dk. 

santrifüj edilerek süpernatant atılmıştır. Daha sonra tüplere hipotonik eriyik (% 0.4 KCl, 

37 °C) ilave edilmiştir. 

Hücrelere 13 dk. süresince hipotonik eriyik uygulandıktan sonra, kültür tüpleri 

1200 rpm’de 15 dk. santrifüj edilerek süpernatantı atılmıştır. Daha sonra kültürlere 5’er 

ml soğuk fiksatif (1/3 glasiyal asetik asit:metanol) yavaş yavaş ve karıştırarak ilave 
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edilmiştir. Fiksatif ile oda sıcaklığında 20 dk. muamele edilen hücreler 1200 rpm’de 15 

dk. santrifüj edilmiş ve süpernatant atıldıktan sonra tüplere tekrar fiksatif ilave 

edilmiştir. Fiksatif uygulaması en az üç kez tekrarlanarak tüpte kalan sıvının 

berraklaşması sağlanmıştır.  

Son yapılan santrifüjün ardından tüplerin dibinde yaklaşık 0.5-0.7 ml kadar sıvı 

kalacak şekilde süpernatant atılmıştır. Geri kalan hücre süspansiyonundan 4-5 damla 

olacak şekilde pastör pipeti ile çekilerek, temiz ve soğuk lamlar üzerineyaklaşık 50 cm 

yükseklikten damlatılmış ve hücrelerin lam üzerine yayılması sağlanmıştır. Bu şekilde 

hazırlanan preparatlar kurumaları için üzerleri kapalı bir şekilde 24 saat oda sıcaklığında 

bırakılmıştır.  

 

3.2.2. Sitokinez-Bloklama Mikronükleus(MN) Testi  

 

3.2.2.1. Hücre Kültürünün Yapılması ve Preparatların Hazırlanması 

 

Sitokinez-bloklama MN testinde, bazı değişikliklerle Fenech (2000), Rothfuss ve 

ark. (2000) ve Kirsch-Volders ve ark. (2003)’nın yöntemleri kullanılmıştır. 

MN testi için, 4 (dört) sağlıklı insandan alınmış olan periferik kanın 0.2ml’si, 2.5 

ml kromozom medyumu içeren kültür tüplerine ekilmiş ve hücreler 37±1 ⁰C’de 68 saat 

inkübe edilmiştir.  

PCE ve PCE+α-tokoferolün insan lenfositlerindeki MN oluşumu üzerine etkisini 

incelemek için 25, 50, 100 ve 150 µg/ml PCE hem tek başına hem de aynı 

konsantrasyonlardaki PCE ile birlikte 100 µg/ml konsantrasyondaki α-tokoferol eş 

zamanlı olarak (25+100, 50+100, 100+100 ve 150+100 μg/ml; PCE+α-tokoferol) kültür 

ortamına kültürün başlangıcından 20 saat sonra ilave edilmiştir. Böylece test 

maddelerinin insan lenfositlerine 48 saat süre ile uygulanması sağlanmıştır. Ayrıca her 

deney grubu için çözücü (7 µl/ml DMSO), pozitif (0.16 μg/ml MMC) ve sadece α-

tokoferol (100 µg/mlα-tokoferol) içeren birer kontrol tüpleri hazırlanmıştır. 

İnkübasyonun 44. saatinde her kültür tüpüne sitokalasin-B (6 μg/ml) maddesi 

ilave edilerek bölünen hücrelerde sitokinezin engellenmesi sağlanmıştır. İnkübasyonun 

68’inci saatinde, kültür tüpleri 2000 rpm’de 5 dk. santrifüj edilerek süpernatant 

atılmıştır. Geriye kalan hücrelere % 0.4’lük KCI (37±1 °C’de 5 dk.) uygulaması 
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yapılmıştır. Daha sonra, kültürler 1200 rpm’de 10 dk. santrifüj edilerek süpernatant 

atılmış ve fiksatif uygulamasına geçilmiştir. Kültürler önce 1:5:6, glasiyal asetik asit: 

metanol: % 0.9 NaCI’den oluşan fiksatif ile oda sıcaklığında 15 dakika muamele 

edilmiştir. Daha sonra 1200 rpm’de 10 dk. santrifüjlenen tüplerden süpernatant 

atıldıktan sonraikinci fiksatif (1:5, glasiyal asetik asit: metanol) uygulaması yapılmıştır. 

Sonra 1200 rpm’de 10 dk. santrifüj yapılarak süpernatant atılmış ve tüplere tekrar 

fiksatif uygulanarak 5 dakika oda sıcaklığında bekletilmiştir. Son olarak kültür tüpleri 

1200 rpm’de 10 dk.santrifüj edilerek süpernatant atılmıştır. Kültür tüplerinin dibinde 

toplanmış olan hücreler resüspanse edilerek pastör pipetine çekilmiş ve elde edilen 

hücre süspansiyonu temiz lamlar üzerine yaklaşık olarak 10 cm yükseklikten 

damlatılmıştır. Bu şekilde hazırlanan lenfosit yayılmış preparatlar 24 saat süre ile oda 

sıcaklığında kurumaya bırakılmıştır. 

 

3.2.3. Kromozom Anormalliği ve Mikronükleus Analizleri için Preparatların 

Boyanması 

 

Hazırlanan preparatlar kuruduktan sonra Sorensen tamponunda hazırlanmış 

%5’lik Giemsa boyası ile boyanmıştır. (%5’lik Giemsa boyasının hazırlanması: 5 ml 

tampon A, 5 ml tampon B ve 5 ml Giemsa karıştırılarak üzerine 100 ml oluncaya kadar 

saf su ilave edilmiş ve filtre kâğıdı yardımıyla süzülmüştür, pH=6.8). Preparatlar 

yaklaşık olarak 25dk. boya içerisinde bekletilerek boyanmaları sağlanmışve saf sudan 

geçirilerek kurumaya bırakılmıştır. Kuruma işleminden sonra preparatlar entellan ile 

kapatılarak incelemeye hazır daimi preparat haline getirilmiştir. 

 

3.2.4. Mikroskobik İnceleme 

 

Preparatlar, OLYMPUS marka CX21 model ışık mikroskobunda, KA analizi için 

10X100=1000 büyütmede, MN analizi için 10X40=400 büyütmede incelenmiştir. 

 

3.2.4.1. Kromozom Anormallikleri (KA) ve Mitotik İndeksin (MI) Saptanması 
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Kromozom anormalliği incelemek için hazırlanan preparatlarda, PCE ve PCE+α-

tokoferolün hem KA oluşumu üzerine etkisi araştırılmış hem de mitoz bölünme üzerine 

etkisini incelemek için MI belirlenmiştir. 

Daimi preparatlarda KA’lar belirlenirken her bir kişiden hazırlanan preparatlardan 

iyi dağılmış metafaz kromozomlarına sahip toplam 100 hücre (her bir konsantrasyon 

için toplam 400 hücre) incelenmiştir. İncelemeler sırasında gözlenen anormallikler 

yapısal ve sayısal anormallikler şeklinde gruplandırılmıştır (Paz-y-Miño ve ark., 2002). 

Fakat, bu çalışmada sadece pozitif kontrol uygulamalarında birkaç poliploidi şeklinde 

sayısal anormallik gözlendiğinden sayısal KA’lar değerlendirmeye alınmamıştır. Ayrıca 

çalışmamızda, gap (kromatidin birinde veya her ikisinde görülen boyanmamış bölge, bir 

kromatidin genişliğinden daha azdır) anormallik olarak değerlendirilmeye alınmamıştır 

(Preston ve ark., 1987). Yapısal KA’lar, Mosesso ve ark. (2013)’na göre kromatid ve 

kromozom tipi olmak üzere iki gruba ayrılmıştır. Çalışmamızda gözlenen kromatid tipi 

anormallikler kromatid kırığı, kardeş kromatid birleşmesive kromatid değişimi; 

kromozom tipi anormallikler ise kromozom kırığı, fragment ve disentrik kromozom gibi 

anormallikleri kapsamaktadır. İncelemeler sonunda belirlenen yapısal kromozom 

anormalliklerinden; yapısal KA taşıyan hücre %’si ve hücre başına düşen toplam KA 

frekansı hesaplanmıştır. Ayrıca, test maddeleri tarafından uyarılan toplam KA içindeki 

her bir çeşitteki yapısal KA’nın %’si hesaplanmıştır. Her bir çeşitteki KA %’si 

hesaplamalarında kontrol uygulamalarında gözlenen anormallikler dahil edilmemiştir.  

PCE’nin hem tek başına hem de α-tokoferol ile birlikte insan lenfositlerine 

uygulanmasının mitoz bölünme üzerine etkisini incelemek amacıyla MI değerleri 

saptanmıştır. MI’yı belirlemek için her bir hücre kültürüne ait preparatlarda toplam 

2000 hücre (her konsantrasyon için toplam 8000 hücre) incelenmiştir. Her preparatta 

toplam 2000 hücre içinde mitoz bölünme geçiren hücrelerin oranının yüzde cinsinden 

hesaplanması ile MI saptanmıştır. 

 

3.2.4.2. Mikronükleus Sayısı ve Nükleus Bölünme İndeksinin (NBI) Saptanması 

 

Sitokinez-bloklama MN yöntemiyle hazırlanan preparatlarda hem iki nükleuslu 

(binükleat, BN) hücreler içerisindeki MN sayısı belirlenmiş hem de toplam hücre 



25 
 

içerisindeki 1, 2, 3 ve 4 nükleuslu hücrelerin sayısı belirlenerek nükleus bölünme 

indeksi (NBI) hesaplanmıştır.  

Bu çalışmada, MN sayısını belirlemek amacıyla dört kişiye ait daimi 

preparatlarda, her uygulama grubu ve kontrollerinde 1000 BN hücre (Şekil 3.4.) (her 

konsantrasyon için 4 kişiden toplam 4000 hücre) incelenmiştir. Değerlendirme, MN 

taşıyan iki nükleuslu hücre %’si ve toplam MN %’si hesaplanarak yapılmıştır.  

İki nükleuslu hücre ve MN incelemeleri Titenko-Holland ve ark. (1997) ve 

Fenech (2000)’nin önerdikleri kriterlere uygun olarak yapılmıştır. Buna göre 

incelemede dikkat edilen kriterler şöyledir: (1) Hücrelerin sitoplazması belirgindir ve 

yuvarlak veya oval görünüme sahiptir; (2) Çekirdekler belirgin çekirdek zarıyla 

çevrilidir ve yuvarlak veya oval görünümdedir; (3) MN sayımı için kullanılan hücreler 

sadece BN hücrelerdir; (4) MN’ler sadece ana çekirdeğin 1/3’ü veya daha küçük 

olduklarında değerlendirmeye alınmıştır; (5) MN’ler ana çekirdek gibi boyanmıştır; (6) 

MN’ler ana çekirdekten belirgin olarak ayrılmıştır. 

Test maddelerinin iki nükleuslu hücrelerde MN oluşumu üzerine etkisini 

belirlemek amacıyla incelenen preparatlar daha sonra NBI’yı hesaplayabilmek için 

tekrar incelenmiştir. Sitokalasin B kullanılarak sitokinezin bloklanması yoluyla yapılan 

MN yönteminde, bölünen hücre popülasyonundaki nükleus bölünmesinin ilerleyişi 

NBI’nın hesaplanmasıyla belirlenebilmektedir. NBI’nın belirlenmesi kimyasal veya 

fiziksel bir ajanın sitotoksik potansiyeli hakkında bilgiler sağlamaktadır (Fenech, 1997). 

Bu analizde, sitokalasin B ilavesinin ardından oluşan bir nükleuslu, iki nükleuslu ve 

multinükleuslu (>2) hücreler incelenmektedir. NBI, aşağıdaki formüle göre 

hesaplanmıştır (Eastmond ve Tucker, 1989). 

 

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

Formülde; MI bir nükleuslu (Şekil 3.3), MII iki nükleuslu (Şekil 3.4), MIII üç nükleuslu 

(Şekil 3.5), MIV dört nükleuslu (Şekil 3.6) hücrelerin sayısını, N ise toplam hücre 

sayısını göstermektedir. Bu çalışmada, NBI’yı hesaplamak için her preparatta toplam 

1000 hücre (her konsantrasyon için toplam 4000 hücre) sayılmıştır. 
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3.2.4.3.Redüksiyon Yüzdesi 
 

Bu çalışmada genotoksik etkisi araştırılan madde olan PCE, insan lenfosit 

kültürlerine hem tek başına hem de antioksidan madde olarak bilinen α-tokoferol ile 

kombinasyon halinde uygulanmıştır. Böylece, α-tokoferolün PCE’nin genotoksik etkisi 

üzerine herhangi bir koruyucu yani antigenotoksik etkisinin olup olmadığını belirlemek 

amaçlanmıştır. Bu amaçla, PCE+α-tokoferol karışımının uygulanmasıyla meydana 

gelen sitogenetik etkide (total KA/hücre ve MN %’si bakımından), tek başına PCE 

uygulamasına göre azalma olup olmadığını veya ne kadar azalma olduğunu belirlemek 

için redüksiyon (azalma) yüzdesi değerleri hesaplanmıştır. Bu hesaplamada aşağıdaki 

formül kullanılmıştır (Manoharan ve Banerjee, 1985; Waters ve ark., 1990).  

 Redüksiyon	ሺ%ሻ = ିିେ × 100       (3.1) 

 

Formüle göre A, PCE’nin tek başına uygulandığı kültürlerde gözlenen ortalama 

değerleri; B, PCE ve α-tokoferolün karışım halinde uygulamasında elde edilen ortalama 

değerleri; C ise kontrol (çözücü) sonuçlarının ortalamasını göstermektedir. Bu 

çalışmada redüksiyon %’si total KA/hücre ve MN %’si için hesaplanmıştır.  

 
 

3.2.5. Mikroskopta Fotoğraf Çekimi 
 

Fotoğraf çekme işlemi NIKON marka, Eclipse E200 model trinoküler 

mikroskopta 1000 X büyütmede yapılmıştır. Görüntüler, mikroskoba monte edilen bir 

aparat yardımıyla, 12 Megapiksel çözünürlüğe sahip Samsung Note 9 marka akıllı 

telefon kamerası kullanılarak elde edilmiştir. 

3.2.6. İstatistiksel Analiz ve Sonuçların Değerlendirilmesi 

 

İstatistiksel analiz SPSS 11.5 for Windows kullanılarak yapılmıştır. Verilerin 

normal dağılım gösterdiği Shapiro–Wilk normallik testi ile doğrulanmıştır. Gruplar 

arasındaki karşılaştırmada farkın önemli olup olmadığı ONE WAY ANOVA (Post Hoc 

analiz-LSD Test, Least Significant Difference) ile analiz edilmiştir. Ayrıca, tüm 
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parametreler için (CA, MN, MI ve NBI) konsantrasyon-etki ilişkisi olup olmadığı 

regresyon ve korelasyon analizi ile belirlenmiştir. Sonuçlar P<0.05 anlamlılık düzeyine 

göre istatistiksel olarak önemli kabul edilmiştir. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA 

 

4.1. Bulgular 

 

4.1.1. PCE ve PCE+α-Tokoferol Uygulamasının İnsan Periferal Kan Lenfositleri 

Üzerindeki Etkileri 

 

4.1.1.1. PCE ve PCE+α-Tokoferol Uygulamasının İnsan Periferal Kan 

Lenfositlerinde Kromozom Anormalliklerinin (KA) Oluşumu Üzerindeki 

Etkileri 

 

 Bu çalışmada, 25, 50, 100 ve 150 μg/ml konsantrasyonlardaki PCE ile 48 saat 

muamele edilen insan periferal kan lenfositlerinde, yapısal KA taşıyan hücre %’si ve 

hücre başına düşen toplam KA’nın (toplam KA/hücre), çözücü kontrole göre 

istatistiksel olarak önemli derecede artış gösterdiği belirlenmiştir (P<0.001). Ayrıca, 

PCE tarafından uyarılan KA’daki artışın, α-tokoferol ile kıyaslandığında yine önemli 

derecede yüksek olduğu belirlenmiştir (P<0.001). Bununla birlikte; çalışmamızda, 

PCE’nin KA oluşumunu pozitif kontrol olarak kullandığımız MMC kadar uyarmadığı 

görülmüştür. PCE tarafından uyarılan yapısal KA taşıyan hücre %’si ve toplam 

KA/hücre oranı tüm konsantrasyonlarda pozitif kontrole göre önemli derecede düşük 

bulunmuştur (P<0.001) (Çizelge 4.1). 

 PCE uygulanan kültürlerdeki hem yapısal KA taşıyan hücre %’si (r2= 0.876, 

P<0.05) (Şekil 4.1, Şekil 4.2) hem de total KA/hücre oranı (r2=0.937, P<0.05) 

istatistiksel olarak önemli bir şekilde konsantrasyona bağlı artış göstermiştir (Şekil 4.3, 

Şekil 4.4). Bu çalışmada, PCE’nin insan periferal kan lenfosit kültürlerinde özellikle 

yapısal KA’lara neden olduğu görülmüştür. Bu yapısal KA’lar kromatid ve kromozom 

tipi KA şeklinde gruplandırılmıştır. PCE’nin insan lenfositlerine 48 saat süreyle 

uygulanması sonucu gözlenen kromatid tipi yapısal KA’lar, kromatid kırığı (% 65.90) 

(Şekil 4.5, Şekil 4.6, Şekil 4.7, Şekil 4.8, Şekil 4.9), kardeş kromatid birleşmesi (% 

16.13) (Şekil 4.10, Şekil 4.11, Şekil 4.12) ve kromatid değişimi (% 2.76) (Şekil 4.13, 

Şekil 4.14)’dir. Kromozom tipi yapısal KA’lar ise kromozom kırığı (% 12.44) (Şekil 

4.15, Şekil 4.16, Şekil 4.17), fragment (% 1.84) (Şekil 4.18, Şekil 4.19 ) ve disentrik 
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kromozom (% 0.92) (Şekil 4.20)’dur. Bu çalışmada, PCE uygulanan kültürlerde 

poliploidi ve endoreduplikasyon gibi sayısal KA’lara rastlanmamıştır.  

Çalışmamızın ikinci kısmında PCE+α-tokoferol uygulamasının KA üzerine etkisi 

belirlenerek, α-tokoferolün PCE tarafından indüklenen KA üzerine herhangi bir 

koruyucu/antigenotoksik etkisinin olup olmadığı değerlendirilmeye çalışılmıştır.  

Bu amaçla, PCE’nin tek başına uygulandığı konsantrasyonlar ile birlikte 100 

µg/ml konsantrasyondaki α-tokoferol eş zamanlı olarak lenfosit kültürüne 

uygulanmıştır. Buna göre, PCE+α-tokoferol karışımı ile 48 saat muamele edilen insan 

periferal lenfositlerinde, yapısal KA %’si ve total KA/hücre oranı tüm 

konsantrasyonlarda (25+100, 50+100, 100+100 ve 150+100 μg/ml; PCE+α-tokoferol) 

çözücü kontrol ve α-tokoferole kıyasla istatistiksel olarak önemli bir değişikliğe neden 

olmamıştır (P>0.05). Ayrıca, PCE+α-tokoferol tarafından uyarılan KA oluşumu, tüm 

konsantrasyonlarda pozitif kontrole göre önemli derecede düşük bulunmuştur 

(P<0.001). Bunun yanında, PCE+α-tokoferol karışımı ile muamele edilen kültürlerdeki 

yapısal KA %’si ve KA/hücre oranının tek başına PCE ile muamele edilen 

kültürlerdekine göre istatistiksel olarak önemli derecede azaldığı belirlenmiştir 

(P<0.001). Bu azalmanın % olarak ne kadar olduğunu belirleyebilmek için, test edilen 

her konsantrasyonda, hücre başına düşen total KA bakımından redüksiyon (azalma) 

%’si değerleri hesaplanmıştır. 

Redüksiyon yüzdesi değerlerine göre, PCE+α-tokoferol karışımı ile (25+100, 

50+100, 100+100 ve 150+100 μg/ml; PCE+α-tokoferol) 48 saat muamele edilen 

kültürlerde hücre başına düşen KA frekansı, aynı konsantrasyondaki PCE’nin tek başına 

meydana getirdiği KA frekansına göresırasıyla % 67, % 89, % 90 ve % 77 oranlarında 

azalmıştır (Çizelge 4.1). Bu çalışmada, PCE+α-tokoferol karışımının insan 

lenfositlerine 48 saat süreyle uygulanması sonucu dört tip yapısal KA’ya neden olduğu 

belirlenmiştir. Bunlar; kromatid kırığı (% 76.66), kardeş kromatid birleşmesi (% 7.83), 

kromozom kırığı (% 3.33) ve fragment (% 1.11) olarak gözlenmiştir. PCE’nin tek 

başına uygulandığı kültürlerde görülen kromatid değişimi ve disentrik kromozom gibi 

anormalliklere PCE+α-tokoferol karışımının uygulandığı kültürlerde rastlanmamıştır. 

Ayrıca, PCE+α-tokoferol uygulanan kültürlerde PCE’nin tek başına uygulandığı 

kültürlerde olduğu gibi poliploidi ve endoreduplikasyon gibi sayısal KA’lara da 

rastlanmamıştır.  
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Çizelge 4.1.PCE ve PCE+α-tokoferol uygulamasının insan periferal lenfositlerinde kromozom anormallikleri üzerine etkisi 
 

 
Bʹ: Kromatid kırığı, KKB: Kardeş kromatid birleşmesi, KD: Kromatid değişimi, Bʺ: Kromozom kırığı, F: Fragment, DS: Disentrik kromozom,  
DMSO: Dimetilsülfoksit (Çözücü kontrol), MMC: Mitomisin-C (Pozitif kontrol), PCE: Perkloretilen 
a: Çözücü kontrol ile, b: α-tokoferol ile, c: Pozitif kontrol ile, d: PCE ile kıyaslamada aradaki fark önemlidir. 
a1b1c1d1: P≤0.05, a2b2c2d2: P≤0.01,  a3b3c3d3: P≤0.001 

 

 
Test Maddesi 

Uygulama  Kromozomal Anormallikler (KA)   
Yapısal KA   
Taşıyan 

Hücre %’si  ± SH 

 
Toplam      
KA/Hücre 

±SH 

 
Yapısal KA  Toplam  

   KA 
 
 

 
 Süre 
(saat) 

Kons. 
(µg/ml) 

Kromatid  Tipi
 
B′            KKB        KD 

 Kromozom Tipi    
 

B″          F           DS 

Redüksiyon 
%’si 

 
DMSO 

 
  48 

 
7 µl/ml 

 
14              2             0 

 

 
1            0             0 

 
17 

 
4.25 ± 0.96 

 
 0.04 ± 0.01  

 

α-tokoferol   48 100 
 

12              4             0 
 

0            0             0 
 

16 
 

4.00 ± 0.82  
 

 0.04 ± 0.01  

MMC 
MMC+ α-tokoferol 

 

 
  48 

0.16 
0.16+100 

58              6           56 
38              2           11 

46            3           1 
29            0           0 

170 
80 

35.25 ± 4.03 a3b3 

18.25 ± 3.30 a3b3c3 
 0.43 ± 0.03 a3b3 
 0.20 ± 0.03 a3b3c3 

 

 
PCE 

 
  48 

25 
50 
100 
150 

32             3              1 
37            10             1 
35            10             2 
39            12             2 

2            2           0 
4            0           0 
9            1           0 
12           1          2 

40 
52 
57 
68 

  9.50 ± 1.73 a3b3c3 

12.25 ± 1.71 a3b3c3 

12.50 ± 2.65 a3b3c3 

15.25 ± 1.71 a3b3c3 

 0.10 ± 0.02 a3b3c3 

 0.13 ± 0.02 a3b3c3 
 0.14 ± 0.03 a3b3c3 
 0.17 ±0.02 a3b3c3 

 

 

 
PCE+ α-tokoferol 

 
 
  48 

25+100 
50+100 
100+100 
150+100 

17             5               0 
14             6               0 
17             3               0 
21             3               0 

0            0           0 
0            1           0 
1            0           0 
2            0           0 

22 
21 
21 
26 

  5.25 ± 0.96 c3d2 

  5.25 ± 0.50 c3d3 

  5.00 ± 0.82 c3d3 

  5.75 ± 0.50 c3d3 

 0.06 ± 0.01 c3d2 

 0.05 ± 0.01 c3d3 

 0.05 ± 0.01 c3d3 

0.07 ± 0.01 c3d3 

67 
89 
90 
77 
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4.1.1.2. PCE ve PCE+α-Tokoferol Uygulamasının İnsan Periferal Kan 

Lenfositlerinde Mikronükleus (MN) Oluşumu Üzerindeki Etkileri 

 

 PCE ve PCE+α-tokoferol uygulamasının insan periferal kan lenfositlerinde MN 

oluşumu üzerindeki etkileri Çizelge 4.2’de sunulmuştur.  

PCE’nin tek başına uygulandığı insan periferal lenfositlerindeki MN içeren iki 

nükleuslu hücre yüzdesi (% MNBN) ve MN yüzdesi (% MN) tüm konsantrasyonlarda 

(25, 50, 100 ve 150 µg/ml) çözücü kontrole göre istatistiksel olarak önemli derecede 

artmıştır (P<0.05). PCE’nin uyardığı MN oluşumundaki bu artış, en düşük 

konsantrasyon hariç (25 µg/ml) olmak üzere α-tokoferole göre de önemli bulunmuştur 

(P<0.05). Bununla birlikte, PCE uygulaması, insan lenfositlerindeki MN oluşumunu 

pozitif kontrol kadar uyaramamış ve tüm konsantrasyonlarda MMC’ye göre önemli 

derecede düşük bulunmuştur (P<0.001) (Çizelge 4.2). 

 PCE ile 48 saat muamele edilen kültürlerdeki MNBN hücre %’si konsantrasyona 

bağlı olarak artış göstermiş olup, bu artış istatistiksel olarak önemli bulunmuştur 

(r2=0.999, P<0.01) (Şekil 4.21, Şekil 4.22). Benzer şekilde, MN %’si bakımından da, 

istatistiksel olarak önemli konsantrasyon-etki ilişkisi olduğu belirlenmiştir (r2=0.993, 

P<0.01) (Şekil 4.23, Şekil 4.24). 

α-Tokoferolün PCE tarafından indüklenen MN üzerine antigenotoksik etkisinin 

olup olmadığını belirlemeye çalıştığımız ikinci kısımda ise; PCE+α-tokoferol karışımı 

ile 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde, MNBN %’si ve MN %’si tüm 

konsantrasyonlarda (25+100, 50+100, 100+100 ve 150+100 μg/ml; PCE+α-tokoferol) 

hem çözücü kontrol hem deα-tokoferole göre istatistiksel olarak önemli bir değişikliğe 

neden olmamıştır (P>0.05). Ayrıca, PCE ve α-tokoferolün eş zamanlı olarak birlikte 

uygulandığı kültürlerdeki MN oluşumunun, tüm konsantrasyonlarda (25+100, 50+100, 

100+100 ve 150+100 μg/ml; PCE+α-tokoferol) pozitif kontrole göre önemli derecede 

düşük olduğu belirlenmiştir (P<0.001).  

Bunun yanında, PCE+α-tokoferol karışımı ile muamele edilen kültürlerdeki 

MNBN %’si ve MN %’si, aynı konsantrasyondaki PCE ile tek başına muamele edilen 

kültürlerdekine göre azalmış olup, MN oluşumundaki bu azalmalar en düşük 

konsantrasyon hariç (25+100 μg/ml; PCE+α-tokoferol için P>0.05) diğer yüksek üç 
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konsantrasyonda istatistiksel olarak önemli derecede olmuştur (50+100 μg/ml; PCE+α-

tokoferol için P<0.05; 100+100 ve 150+100 μg/ml; PCE+α-tokoferol için P<0.001). 

Redüksiyon yüzdesi değerlerine göre, PCE+α-tokoferol karışımı ile (25+100, 

50+100, 100+100 ve 150+100 μg/ml; PCE+α-tokoferol) 48 saat muamele edilen 

kültürlerde MN %’si, aynı konsantrasyondaki PCE’nin tek başına meydana getirdiği 

MN %’sine göre sırasıyla % 70, 67, 68 ve 77 oranlarında azalmıştır (Çizelge 4.2). 

Bu çalışmada, PCE ve PCE+α-tokoferol uygulamaları iki nükleuslu hücrelerde 

değişik büyüklük ve sayılarda MN oluşumlarına neden olmuştur (Şekil 4.25, Şekil 4.26, 

Şekil 4.27, Şekil 4.28, Şekil 4.29, Şekil 4.30, Şekil 4.31, Şekil 4.32). 

 

Çizelge 4.2. PCE ve PCE+α-tokoferol uygulamasının insan periferal lenfositlerinde 
mikronükleus oluşumu üzerine etkisi 

 

 
DMSO: Dimetilsülfoksit (Çözücü kontrol), MMC: Mitomisin-C (Pozitif kontrol), PCE: Perkloretilen 
a: Çözücü kontrol ile, b: α-tokoferol ile, c: Pozitif kontrol ile, d: PCE ile kıyaslamada aradaki fark 
önemlidir.a1b1c1d1: P≤0.05, a2b2c2d2: P≤0.01,  a3b3c3d3: P≤0.001 

Test 
Maddesi 

Uygulama MN Sayısına Göre
İki Nükleuslu 
Hücre Sayısı 

MN İçeren İki 
Nükleuslu Hücre

%’si ± SH 
% MN ± SH 
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iyon%’

si Süre 
(saat) 
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(µg/ml) 0             1            2
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48 

 
7 µl/ml 

 

 
3981       19         0 

 
0.48 ± 0.05 
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48 
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3975       25         0 
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0.63 ± 0.17  
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0.16 
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3840      148       12 
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1.08 ± 0.15 a2b1c3 
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4.1.1.3. PCE ve PCE+α-Tokoferol Uygulamasının İnsan Periferal Kan 

Lenfositlerinde Mitotik indeks (MI) Üzerine Etkileri 

 

PCE’nin insan periferal kan lenfositleri üzerindeki olası sitotoksik etkilerini 

değerlendirmek amacıyla mitotik indeks (MI) değerleri belirlenmiştir. Çalışmamızda, 

PCE’nin insan periferal kan lenfositlerine 48 saat süre ile uygulanması sonucu elde 

edilen MI değerleri, en düşük konsantrasyon hariç (25 µg/ml) diğer tüm 

konsantrasyonlarda (50, 100 ve150µg/ml) hem çözücü kontrol hem de α-tokoferole göre 

istatistiksel olarak önemli derecede düşük bulunarak (P<0.001) sitotoksik etki 

göstermiştir. Ayrıca, Çizelge 4.3’te görülebileceği gibi 25 ve 50 µg/ml’lik 

konsantrasyonlarındaki PCE’nin insan lenfositlerine uygulanması, pozitif kontrolün 

neden olduğu sitotoksisite kadar etkili olmasa da; yüksek iki konsantrasyondaki PCE 

(100 ve 150µg/ml) uygulaması MI’yı pozitif kontrol kadar düşürmüştür (Çizelge 4.3). 

PCE uygulanan kültürlerdeki MI değerleri istatistiksel olarak önemli bir şekilde 

konsantrasyona bağlı olarak düşmüştür (r2= 0.942, P<0.05) (Şekil 4.33, Şekil 4.34).  

Çalışmamızda, PCE tarafında indüklenen sitotoksisite üzerine, α-tokoferolün 

herhangi bir antisitotoksik etkisinin olup olmadığını belirleyebilmek için her iki madde 

(25+100, 50+100, 100+100 ve 150+100 μg/ml; PCE+α-tokoferol) eş zamanlı olarak 

kültürlere uygulanarak MI değerleri hesaplanmıştır. Buna göre; PCE’nin tek başına 

uygulandığı kültürlerde olduğu gibi, en düşük PCE+α-tokoferol uygulaması hariç diğer 

tüm konsantrasyonlardaki (50+100, 100+100 ve 150+100 μg/ml; PCE+α-tokoferol) MI 

değerleri hem çözücü kontrol hem de α-tokoferole göre istatistiksel olarak önemli 

derecede düşük bulunmuştur (P<0.05). Ancak bu etki pozitif kontrol kadar olmamıştır 

(150+100 μg/ml; PCE+α-tokoferol uygulaması hariç).  

PCE’nin 48 saat süre ile tek başına uygulandığı kültürlere kıyasla aynı 

konsantrasyonlardaki PCE ve 100 µg/ml α-tokoferolün eş zamanlı olarak karışım 

şeklinde uygulandığı kültürlerdeki MI değerleri genel olarak yükselmiş, fakat bu 

artışların hiçbiri istatistiksel olarak önemli bulunmamıştır (P>0.05) (Çizelge 4.3). 
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Çizelge 4.3. PCE ve PCE+α-tokoferol uygulamasının insan periferal lenfositlerinde 
mitotik indeks (MI) ve nükleus bölünme indeksi (NBI) üzerine etkileri 
 

 

Test 

Maddesi 

 

Uygulama  

 

 

MI± SH 

 

Nükleus Sayısına 
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DMSO: Dimetilsülfoksit (Çözücü kontrol), MMC: Mitomisin-C(Pozitif kontrol), PCE: Perkloretilen 
a: Çözücü kontrol ile, b: α-tokoferol ile, c: Pozitif kontrol ile, d: PCE ile kıyaslamada aradaki fark 
önemlidir. 
a1b1c1d1: P≤0.05, a2b2c2d2: P≤0.01,  a3b3c3d3: P≤0.001 
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PCE uygulanan kültürlerdeki NBI değerleri, konsantrasyon arttıkça azalmış, fakat 

istatistiksel olarak önemli bir konsantrasyon-etki ilişkisi bulunmamıştır (P>0.05).  

PCE’nin tek başına uygulandığı kültürlere kıyasla PCE ve α-tokoferolün karışım 

halinde uygulanması, NBI değerleri açısından, en yüksek konsantrasyon hariç diğer tüm 

konsantrasyonlarda önemli bir değişikliğe neden olmamıştır. En yüksek 

konsantrasyondaki PCE+α-tokoferol (150+100 μg/ml; PCE+α-tokoferol) uygulaması 

150 μg/ml konsantrasyondaki PCE uygulamasına göre NBI’nın istatistiksel olarak 

önemli derece yükselmesine neden olmuştur (P<0.05). 

 

4.2. Tartışma 

 

4.2.1. PCE ve PCE+α-Tokoferol Uygulamasının İnsan Periferal Kan 

Lenfositlerinde Kromozom Anormalliği (KA) ve Mikronükleus (MN) 

Oluşumu Üzerindeki Etkileri 

 

Bu çalışmada, kuru temizleme merkezlerinde yaygın bir şekilde kullanılan 

PCE’nin insan periferal kan lenfositlerindeki muhtemel genotoksik etkileri ile bu 

genotoksik etkilere karşı E vitamini (α-tokoferol)’nin herhangi bir koruyucu yani 

antigenotoksik etkisinin olup olmadığı in vitro KA ve sitokinez-bloklama MN testleri 

kullanılarak araştırılmıştır. 

İnsan periferal lenfositlerinde KA ve MN oluşum frekanslarının 

değerlendirilmesi, DNA'ya hasar veren maddelerin neden olduğu biyolojik etkilerin 

erken tespiti için yaygın ve etkili bir şekilde kullanılan sitogenetik belirteçler 

arasındadır (Bonassi ve ark., 2008; Murgia ve ark., 2008). Bunun yanında, KA ve MN 

frekansında gözlenen herhangi bir azalma belirli bir bileşiğin antigenotoksisitesinin bir 

göstergesi olarak kabul edilmektedir (Albertini ve ark., 2000; Kocaman ve ark., 2013). 

Çalışmamızın sonuçlarına göre; 48 saat süre boyunca 25, 50, 100 ve 150 µg/ml 

konsantrasyonlarındaki PCE’nin in vitro olarak insan periferal kan lenfositlerine 

uygulanması, KA ve MN oluşumunun kontrole göre önemli derecede artmasına neden 

olmuştur. Bu nedenle, test edilen konsantrasyonlardaki PCE’nin insan lenfositleri 

üzerinde genotoksik potansiyele sahip olabileceği sonucuna varılmıştır.  
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Bu çalışmada, insan lenfositlerine PCE uygulamasının, başta kromatid kırığı 

olmak üzere kardeş kromatid birleşmesi, kromatid değişimi, kromozom kırığı, fragment 

ve disentrik kromozom gibi yapısal KA’ların oluşumuna neden olarak klastojenik etki 

gösterdiği belirlenmiştir. PCE ile muamele edilen kültürlerde anöjenik etkinin 

göstergesi olan sayısal KA’lara (poliploidi ve endoreduplikasyon gibi) rastlanmamıştır. 

Bu durum, PCE’nin genotoksik potansiyelinin doğrudan veya dolaylı olarak DNA’da 

zincir kırılmalarına neden olarak ortaya çıkarabileceğini düşündürmektedir. Buna 

karşılık, bozulmaları ya da fonksiyonlarını yitirmeleri sonucunda sayısal KA’lara neden 

olan mikrotübüller ve sentriyoller üzerinde PCE’nin olumsuz bir etkisinin olmadığı 

fikrine de varılabilir. 

Günümüze kadar PCE’nin genotoksik/kanserojenik/mutajenik potansiyelini 

belirlemeye yönelik çok sayıda çalışma yapılmış olmakla birlikte, bu maddenin insan 

lenfositleri üzerindeki genotoksik etkisini araştıran çalışmalar oldukça sınırlıdır. Ayrıca, 

aşağıda kısaca tartışılan çalışmalar dikkate alındığında PCE’nin genotoksik 

potansiyeliyle ilgili verilerin çelişkili ve hala tartışmalı olduğu görülecektir.  

Genel olarak, PCE’ye maruz bırakılan Escherichia coli ve Salmonella 

typhimurium hücrelerinde S9 metabolik aktivasyonu varlığında ve yokluğunda 

mutasyon gözlenmediği bildirilmiştir (IARC, 2014). PCE’nin, Çin hamsteri ovaryum 

(CHO) hücrelerinde, S9 eksojen metabolik aktivasyon sistemi varlığında ve yokluğunda 

kromozomal anormallikleri indüklemediği bildirilmiştir (NTP, 1986). Benzer şekilde, in 

vitro olarak PCE’ye maruz bırakılan CHO hücrelerinde, PCE’nin KKD frekansını 

arttırmadığı ve kromozom hasarlarına neden olmadığı da bildirilmiştir (Galloway ve 

ark., 1987; Sofuni ve ark., 1985). 

Matsushima ve ark. (1999) tarafından, PCE’nin yüksek konsantrasyonlarda 

(125−250 μg/ml) Çin hamsteri akciğer hücre hattında (CHL/IU) MN oluşumunu 

arttırmadığı, fakat daha düşük konsantrasyonda (75 μg/ml) istatistiksel olarak önemli 

olmasa da bir artışın olduğunu bildirmişlerdir.  

Murakami ve Horikawa (1995) ise PCE’nin ddY farelerinin hepatositlerinde MN 

sıklığını artırdığı fakat periferik kan retikülositlerinde MN frekansında artışa neden 

olmadığını bildirmişlerdir. Hartmann ve Speit (1995), PCE’nin, 5 mM (~830 mg/l)’a 

kadar olan konsantrasyonlarda insan kan hücrelerinde DNA hasarına neden olmadığını 
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ve KKD frekansını arttırmadığını; sadece, en yüksek konsantrasyonda (5 mM, 24 saat 

uygulama) KKD’yi indüklediğini rapor etmişlerdir. 

Cederberg ve ark. (2010) tarafından yapılan komet testinde, PCE’nin CD-1 

farelerinin karaciğerinde konsantrasyona bağlı ve istatistiksel olarak önemli bir şekilde 

DNA kuyruk yoğunluğunu arttırarak genotoksik olduğu fakat benzer etkinin böbrek 

dokusunda gözlenmediği bildirilmiştir. Bununla birlikte, aynı çalışmada alternatif bir 

yorum da araştırmanın yapıldığı kurumun Araştırma Direktörü tarafından aktarılmış ve 

PCE’nin, kullanılan deney koşulları altında farelerin karaciğer ve böbreklerinde DNA 

hasarı oluşturmadığı belirtilmiştir. Cederberg ve ark. (2010) tarafından yapılan bu 

çalışmanın sonuçları istatistiksel ve biyolojik olarak büyük tartışma yaratmıştır (Lillford 

ve ark., 2010; Lovell, 2010; Struwe ve ark., 2011). 

Çalışmamızın sonuçlarıyla uyumlu olarak, Wang ve ark. (2001) tarafından 

PCE’nin Çin hamsteri yumurtalık (CHO-K1) hücrelerinde MN indüksiyonunu 

konsantrasyona-bağlı bir şekilde arttırdığı bildirilmiştir. Benzer şekilde, PCE’ye maruz 

bırakılan (5 mM), insan lenfoblastoid hücre hatlarında (AHH-1, h2E1 ve MCL-5) MN 

frekansının arttığı bildirilmiştir (Doherty ve ark. 1996). White ve ark. (2001)’ da, MCL-

5 hücre hattında PCE (0, 0.01, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0 mM) ile 24 saat 

inkübasyondan sonra MN indüksiyonunda konsantrasyona bağlı artış 

gözlemlemişlerdir. 

Ayrıca, bizim çalışmamızda elde edilen sonuçlarla uyumlu olarak, Ünsal (2013) 

tarafından, 1, 3 ve 5 mM konsantrasyonlardaki PCE’nin insan periferal lenfositlerine in 

vitro olarak 48 saat uygulanması sonucunda KA, KKD ve MN oluşumunu arttırarak 

genotoksik etkiye sahip olduğu bildirilmiştir. Ünsal (2013) tarafından yapılan çalışmada 

kullanılan PCE konsantrasyonları bizim test ettiğimiz konsantrasyonlara göre yüksek 

olmakla birlikte elde edilen sonuçların çalışmamızla uyumlu olduğunu belirtebiliriz. 

Bizim çalışmamızda PCE daha düşük konsantrasyonlarda (25-150 µg/ml) test edilmiş 

ve insan lenfositlerinde KA ve MN oluşumunu istatistiksel olarak önemli derecede 

arttırarak genotoksik etkiye sahip bulunmuştur.  

Benane ve ark. (1996) tarafından yapılan bir in vitro çalışmada, PCE ve 

metabolitlerinin, trikloroasetik asit ve dikloroasetik asidin, sıçan hepatositlerindeki 

hücreler arası iletişimdeki ara bağlantıları etkili bir şekilde inhibe ettiği ve hücre içi 

iletişimdeki bu azalmanın, tümör oluşumunda önemli bir rol oynadığı bildirilmiştir.  
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Günümüzde, PCE, revize edilmiş Zehirli Maddeler Kontrol Yasası (USEPA, 

2017) kapsamında insan sağlığına ve çevreye yönelik risklere ilişkin en önemli 10 

kimyasal madde arasında yer almaktadır. Çalışmamızda elde edilen PCE’nin insan 

lenfositlerinde genotoksik olduğuna dair veriler bu durumu desteklemektedir.  

Kawata ve ark. (2009), kültüre alınmış HepG2 insan hepatoma hücre hattında 

tetrakloretilen diğer adıyla PCE’nin gen ekspresyonu değişiklikleri üzerine etkisini in 

vitro olarak incelemişlerdir. Araştırıcılar, PCE’nin (2 mM), gen expresyonunu 

değiştirdiği temel işlemler arasında hücre ölümü, metabolik işlemlerin düzenlenmesi, 

fosforilasyon, lipit biyosentezi, steroid metabolizması, hücre içi taşınma, DNA onarımı 

ve hücre döngüsünün düzenlenmesi gibi biyolojik süreçlerin yer aldığını bildirmişlerdir. 

Costa ve ark. (2004) PCE’nin (PCE’ye maruz kalan insan deneklerin kan 

seviyelerine yaklaşan konsantrasyonlarda, 1.5 μg/ml) sıçan hepatositlerine in vitro 

maruziyeti sonucunda toksisiteyi arttırdığı ve lipit peroksidasyonuna (reaktif madde 

olarak tiyobarbitürik asit oluşumu ölçülmüştür) neden olduğunu göstermiştir.  

Lipitler, serbest radikallerin neden olduğu oksidatif hasarın ana hedefleridir. Lipit 

peroksidasyonu, zarın akışkanlığını ve geçirgenliğini değiştirerek hücre zarının zarar 

görmesine neden olabilir. Serbest radikallerin aracılık ettiği lipit peroksidasyonu, 

başlama, yayılma (ilerleme) ve sonlanmayı içeren bir dizi zincir reaksiyondur. Lipit 

peroksidasyonunu başlatabilen serbest radikaller arasında hidroksil radikal (en reaktif), 

alkoksil radikalleri, peroksil radikalleri ve peroksinitrit bulunur. Bakır ve demir iyonları 

gibi metal iyonları da zincir başlangıcında katalitik olarak katkıda bulunabilir (Dasgupta 

ve Klein, 2014). 

Lipit peroksidasyonundaki ilk adım, bir pentadienil radikali haline yeniden 

düzenlenen bir radikal oluşturmak üzere bir çoklu doymamış (poliansatüre) yağ asidi 

molekülünden bis-alilik hidrojenin (bir çoklu doymamış yağ asidi içindeki iki farklı 

karbon-karbon çift bağına göre alilik pozisyonda olan aynı karbon atomuna bağlı 

hidrojen atomu) ayrılmasıdır. Poliansatüre yağ asitleri zincirinden bir hidrojen 

atomunun uzaklaştırılması, bu yağ asidi zincirinin lipit radikali (L·) özelliği 

kazanmasına neden olur. Bu radikal daha sonra, peroksil radikalini (LO•
2 veya LOO•) 

oluşturmak üzere oksijen molekülleri ile birleşir. Peroksil radikali, yeni bir pentadienil 

radikal ve konjüge dien lipit hidroperoksit oluşturan başka bir lipit molekülünün başka 

bir çoklu doymamış yağ asidi parçası ile reaksiyona girebilir ve böylece zincir 
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reaksiyonunu ilerletir (Dasgupta ve Klein, 2014). Yani, peroksil radikalleri, bir taraftan 

zar yapısındaki diğer çoklu doymamış yağ asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin 

oluşumuna yol açarken diğer taraftan da açığa çıkan hidrojen atomlarını alarak 

lipidperoksitlerine (LOOH) dönüşürler. Böylece olay kendi kendini katalizleyerek 

devam eder ve zincir reaksiyonu ilerler (Lobo ve ark., 2010).  

Tüm çoklu doymamış yağ asitleri lipit peroksidasyonuna maruz kalabilir fakat 

lipit peroksidasyonunun reaksiyon oranı, dokosaheksaenoik asit> eikosapentaenoik 

asit> araşidonik asit> linoleik asit şeklindedir. Ek olarak, siklooksijenaz ve lipoksijenaz, 

çoklu doymamış yağ asitlerinin peroksidasyonundan da sorumlu iki enzim familyasıdır. 

Bu enzimler, çoklu doymamış yağ asitlerini kapsayan çeşitli reaksiyonları katalize eder, 

prostaglandinler ve tromboksanlar dahil olmak üzere çeşitli lipit türevlerini üretir (Xu 

ve ark., 2012). Bununla birlikte, lipit peroksidasyonunun başlıca son ürünleri, 

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 yüksek oranda reaktif bileşiklerdir (Dasgupta ve Klein, 2014). Ayrıca, 

yüksek malondialdehit miktarının mutajenik, genotoksik ve karsinojenik etkilere sahip 

olduğu bildirilmiştir (Akkuş, 1995).  

Bu çalışmada, insan lenfositlerinde DNA hasarı meydana getirerek genotoksik 

aktiviteye sahip bulunan PCE’nin lipofilik özelliğinden dolayı zar yapısındaki lipitlerle 

kolaylıkla etkileşime girebileceği ve lipit peroksidasyonundaki ilk adım olan, hücre zarı 

yapısında bulunan bir çoklu doymamış yağ asidi molekülünden hidrojenin ayrılmasına 

neden olarak öncü bir radikal oluşturmuş olabileceğini önerebiliriz. Bu radikal daha 

sonra, oksijen molekülleri ile birleşerek peroksil radikalini meydana getirmiş olabilir. 

Böylece, çalışmamızda PCE’nin peroksil radikallerinin oluşumunu uyararak oksidatif 

strese neden olduğu ve oluşan peroksil radikallerinin DNA’nın fosfodiester bağlarını 

kırarak kromozom hasarını uyardığı düşünülmektedir. Bu çalışmada PCE, özellikle 

DNA tek iplik kopmasına neden olarak en fazla kromatid kırıklarına neden olmuştur. 

Peroksil radikallerinin her bir DNA sarmalının omurgasını oluşturan fosfodiester 

bağlarının kopmasından sorumlu olduğu bildirilmiştir (Smith ve ark., 2013; Dasgupta 

ve Klein, 2014). 

Çalışmamızın ikinci bölümünde insan lenfositlerinde PCE tarafından uyarılan 

genotoksik etkiler üzerine α-tokoroferolün herhangi bir antigenotoksik etkisinin olup 
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olmadığı belirlenmeye çalışılmıştır. Bu amaçla, insan lenfositlerine 25, 50, 100 ve 150 

µg/ml PCE ile birlikte eş zamanlı olarak 100 µg/ml α-tokoferol uygulanmıştır.  

Bu çalışmada, 100 μg/ml konsantrasyondaki α-tokoferolün tek başına insan 

periferal lenfositlerine 48 saat uygulanması, KA ve MN oluşumunda negatif kontrole 

kıyasla önemli bir farklılığa neden olmamıştır. Böylece, test edilen konsantrasyondaki 

α-tokoferolün insan lenfositlerinde genotoksik etkiye sahip olmadığı belirlenmiştir. 

Bununla birlikte, α-tokoferol tüm konsantrasyonlardaki PCE tarafından indüklenen KA 

ve MN frekansını istatistiksel olarak önemli derecede düşürerek antigenotoksik aktivite 

göstermiştir. Bu nedenle, α-tokoferolün PCE genotoksisitesi üzerine koruyucu etkisi 

olduğu sonucuna varılmıştır.  

E vitamini, insan biyolojik sisteminde bulunan en etkili ve yağda eriyebilen bir 

antioksidan olarak kabul edilir. Serbest radikallerle etkileşime girerek lipit 

peroksidasyonunu önler. E vitamininin farklı moleküler formlarda olduğu bilinmektedir 

ve bu vitaminin biyolojik olarak en aktif formu α-tokoferoldür (Halliwel ve Gutteridge, 

2015). α-Tokoferol, DNA'yı serbest radikal saldırılarına karşı ya lipit peroksil 

radikallerini temizleyerek ve DNA'ya zarar veren ürünler oluşturan lipit peroksidasyon 

zincir reaksiyonunu sonlandırarak veya reaktif oksijen türlerini etkisiz hale getirerek 

koruyabilmektedir (Bisby ve ark., 1996; Sharma ve Sharma, 2012). 

Bir serbest radikal temizleyici ve güçlü bir antioksidan olan E vitamini, normal 

hücreleri sadece bazı genotoksik ajanlar tarafından üretilen kromozomal hasarlardan 

korumakla kalmaz (Claycombe ve Meydani, 2001), ayrıca hasarlı DNA'nın onarımını 

da arttırır (Konopacka ve ark., 1998; Khabour ve ark., 2013; 2015). E vitamininin 

valproik asit kaynaklı kromozomal hasarları azalttığı bildirilmiştir (Abdella ve ark., 

2014). Ayrıca, aflatoksin B1 ve patulin gibi mikotoksinler tarafından indüklenen 

klastojenisiteyi azalttığı gösterilmiştir (Alpsoy ve ark., 2009a; Ayed-Boussema ve ark., 

2013). Buna ek olarak, E vitamininin karbon tetraklorür (Sivikova ve ark., 2001), 

organofosforlu pestisitler (Lu ve ark., 2012), karbamatlı pestisitler (Sharma ve Sharma, 

2012) ve civa (Purohit ve Rao, 2014) gibi çeşitli kimyasal ajanlar tarafından indüklenen 

genotoksisiteye karşı koruyucu aktiviteye sahip olduğu bulunmuştur.  

Ayrıca, E vitamininin normal hücreleri doksorubisin ve sisplatin gibi 

kemoterapide kullanılan bazı kimyasalların neden olduğu kromozomal aberasyonlardan 

koruduğu bildirilmiştir (Antunes ve Takahashi, 1998; Mazumdar ve ark., 2012). 
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Bunların dışında, E vitamininin, oksidatif stresin neden olduğu kromozomal 

anormalliklerin oluşumunu azalttığı ve transgenik bir fare modelinde hepatik tümör 

oluşumunu inhibe ettiği gösterilmiştir (Factor ve ark., 2000). Son çalışmalar, E 

vitamininin hepatotoksisiteyi hafifletebileceğini (Hashem ve ark., 2016) ve oksaliplatin 

kaynaklı nöropatiyi iyileştirdiğini göstermiştir (Di Cesare Mannelli ve ark., 2012).  

Alqudah ve ark (2018) tarafından yapılan çalışmada, bir antikanser ilacı olarak 

kullanılan oksaliplatinin insan periferal kan lenfositlerinde KA ve KKD frekansını 

kontrole göre önemli derecede arttırarak genotoksik olduğu bildirilmiştir. Aynı 

çalışmada, oksaliplatinin neden olduğu bu genotoksik hasarın, hücrelerin E vitamini (10 

µg/ml) ile ön işlemden (E vitamini kültürün başlangıcında, oksaliplatin ise son 24 saat 

ilave edilmiştir), geçirilmesiyle önemli ölçüde azaldığı da bildirilmiştir. Bu çalışmanın 

sonuçları bizim yaptığımız çalışmanın sonuçlarıyla uyumlu olmakla birlikte; 

çalışmamızda 100 µg/ml tokoferol tüm kültürlere PCE ile birlikte eş zamanlı olarak ve 

kültürün başlangıcından 24 saat sonra verilmiştir. Yani kültürdeki hücreler her iki 

madde ile aynı anda ve 48 saat muamele edilmiştir.  

Ayed-Boussema ve ark. (2013), kültüre alınmış HepG2 hücrelerinde bir 

mikotoksin olan patulin tarafından indüklenen kromozom anormalliği yüzdesinin, E 

vitamini ilave edildiğinde yalnızca patulin ile muamele edilmiş hücrelere kıyasla önemli 

ölçüde ve konsantrasyona bağlı olarak azaldığını bildirmişlerdir.  

Çalışmamıza benzer şekilde, Smalls ve Patterson (1982) tarafından 100 µg/ml 

konsantrasyondaki α-tokoferolün in vitro benzo(a)piren (BP) tarafından indüklenen 

kromozomal hataların yüzdesini önemli ölçüde azalttığı gösterilmiştir. Araştırıcılar 

çalışmalarında Çin hamsteri akciğer (Don, CHL) ve Çin hamsteri yumurtalık (CHO) 

hücrelerini 4 ila 28 saat boyunca tek başına BP (1 ve 5 µg/ml) ve aynı 

konsantrasyonlardaki BP ile birlikte 100 µg/ml α-tokoferol uygulayarak muamele 

etmişlerdir. Araştırıcılar, BP uygulamasının CHL ve CHO hücrelerinde kromozomal 

anormallikleri arttırdığı ve α-tokoferolün indüklenen bu hasarı 4 saatlik uygulamada bir 

miktar azalttığı, 28 saatlik uygulamada ise bu azalmanın istatistiksel olarak önemli 

olduğunu bildirmişlerdir.  

Literatür araştırmamıza göre, bizim çalışmamızdaki gibi PCE ve α-tokoferolün 

birlikte uygulandığı iki çalışmaya rastlanmıştır. Bu çalışmalarda PCE’nin hepatik 
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oksidatif stresi indüklediği ve bu oksidatif stresin α-tokoferol ile azaldığı bildirilmiştir 

(Ebrahim ve ark., 1996; 2001). 

Ebrahim ve ark. (1996), erkek ve dişi İsviçre farelerine 15 gün boyunca ağız 

yoluyla (oral gavaj), susam yağı içinde çözünmüş 3.000 mg/kg günlük PCE 

(tetrakloroetilen) uyguladığında; farelerin karaciğer ağırlığı, dejenerasyonu ve 

hepatositlerin nekrozunda önemli bir artış gözlemlediğini bildirmiştir. Aynı çalışmada, 

ayrıca, kan glikoz seviyelerinin önemli bir şekilde azaldığı ve bu etkinin PCE ile birlikte 

E vitamini uygulandığı zaman hafiflediği bildirilmiştir.  

Ebrahim ve ark. (2001) tarafından yapılan çalışmada, benzer bir maruz kalma 

paradigması ile PCE tarafından indüklenen membran hasarına karşı E vitamininin 

potansiyel koruyucu özellikleri incelenmiştir. Bu çalışmada erkek albino İsviçre 

farelerine PCE bir önceki çalışmadaki şekliyle (susam yağı içinde çözünmüş PCE, oral 

gavajla 15 gün boyunca 3.000 mg/kg-gün); ayrıca PCE ile birlikte E vitamini (E 

vitamini, 15 gün boyunca günde bir kez oral gavage ile 400 mg/kg-gün) uygulanmıştır. 

Araştırıcılar tarafından, PCE’nin tek başına uygulanmasında, karaciğerde, kontrol 

hücrelere kıyasla zara bağlı Ca-ATPaz aktivitesi artarken Na+K+-ATPaz ve Mg2+-ATPaz 

aktiviteleri önemli bir şekilde azalma belirlendiğini; fakat PCE ile birlikte E vitamini 

uygulanan hayvanlarda bu seviyelerin normale yakın kaldığı bildirilmiştir. Araştırıcılar, 

E vitamini uygulamasının ardından normal seviyelere tekrar dönmenin, E vitaminin 

antioksidant özelliği nedeniyle, PCE’ye maruz kalan hücrelerdeki oksidatif stresi 

azaltması ile olduğunu belirtmişlerdir.  

Son zamanlarda yayınlanan, Ahmed ve ark. (2018) tarafından yapılan çalışmada 

ise insan periferal kan mononükleer hücrelerinde, propoksur tarafından indüklenen 

oksidatif DNA hasarına karşı α-tokoferolün (4.3 µg/ml) antioksidan rol oynayarak 

oksidatif DNA hasarını azalttığı gösterilmiştir.  

Daha önce de belirtildiği gibi, bizim çalışmamızda PCE insan periferal kan 

lenfositlerinde genotoksik hasarı arttırmış ve PCE ile birlikte α-tokoferolün 

uygulanması ise PCE tarafından indüklenen bu hasarı azaltıcı yönde etki göstermiştir. 

Bilindiği gibi, α-tokoferol, hücreyi lipit peroksidasyonundan korumaya yardımcı 

olan ve bağışıklık sistemi için bir modülatör görevi gören güçlü bir zincir kıran 

antioksidandır (Lee ve Wan, 2002). 
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Zincir kıran antioksidanlar, serbest radikallerin başlattığı zincir reaksiyonu kırarak 

(sonlandırarak) serbest radikalleri nötralize edebilen küçük moleküllerdir. Serbest 

radikallerin başlattığı bir zincirleme reaksiyonun klasik örneği lipit peroksidasyonudur. 

Zincir kırıcı antioksidanlar ya serbest radikale bir elektron vererek ya da serbest 

radikalden bir elektron alarak etki eder, böylece onu stabil (kararlı) bir türe dönüştürür. 

Yağda çözünen en önemli zincir kırıcı antioksidan, sekiz farklı durumda bulunan 

E vitaminidir (tokoferoller ve tocotrienoller). Bununla birlikte, E vitamininin ortak şekli 

olan α-tokoferol, lipit peroksidasyonunun zincirleme reaksiyonunu kırmada çok etkilidir 

(Dasgupta ve Klein, 2014). 

Peki tokoferoller, lipit peroksidasyonunu nasıl inhibe ederler? Bunu, lipit peroksil 

radikallerini (LO•
2), bu radikallerin bitişik yağ asidi yan zincirleriyle veya membran 

proteinleriyle reaksiyona girmesinden çok daha hızlı bir şekilde temizleyerek 

(yakalayarak=scavenge) yaparlar (Halliwel ve Gutteridge, 2015). Reaksiyon için hız 

sabitleri yaklaşık 6×103ila 7×106 M–1s–1 arasında olup; bu hız, LO•
2’nin lipitlerle 

tepkimeye girmesinden daha hızlıdır (Niki, 2014).  

α-TocH + LO•
2 → α-Toc• + LO2H 

Burada, α-TocH: α-tokoferol, LO•
2: lipid peroksil radikali, α-Toc•: α-tokoferoksil 

radikali, LO2H: lipit hidroperoksiti göstermektedir. 

Reaksiyon sonucunda oluşan α-Toc• radikali, radikal olmayan ürünler verecek 

şekilde hızlı bir şekilde (k ~ 108 M-1s-1) başka bir peroksil radikal ile reaksiyona girme 

yeteneğine sahiptir, 

 

LO•
2 + α-Toc•→ α-TocOOL       (4.1) 

 

Dolayısıyla, bir α-tokoferol molekülü, prensip olarak, iki peroksidasyon zincirini 

sonlandırabilmektedir, yani zincir kırıcı bir antioksidandır (Halliwel ve Gutteridge, 

2015).  

Tokoferoksil radikali, aromatik bir alkoksil radikalidir (bazen tokoferil radikal 

olarak adlandırılır). Bu radikal, tekrar tokoferole dönüştürülebilir veya bir dizi 

reaksiyonla daha fazla oksidasyona uğrayarak örneğin tokoferilkuinonu oluşturur. α-

Tokoferilkuinonun hayvansal (insan dahil) dokularda bulunduğu; hidrokuinona 

indirgenerek metabolize edildiği (in vitro antioksidan özelliklere sahip) bildirilmiştir 
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(Neuzil ve ark., 1997). Ayrıca, Bindoli ve ark. (1985) tarafından yapılan çalışmada α-

tokoferolün oksidasyon ürünlerinin, α-tokoferolkuinon ve α-tokoferolhidrokuinon, lipit 

peroksidasyonunun etkili inhibitörlerinden olduğu gösterilmiştir. Bundan başka, hem α-

tokoferolhidrokuinon hem de ubihidrokuinon Q10’nun α-tokoferoksil radikalini α-

tokoferole indirgediği bildirilmiştir (Denisov ve Afanas’ev, 2005). 

Yüksek dozlarda α-tokoferol tüketildiğinde, halka yapısı ve antioksidan 

aktivitesini kaybetmeden, bazıları hepatik sitokrom P450 ile α-CEHC (2,5,7,8-

tetrametil-2- (2_-karboksietil) -6-hidroksikroman) haline indirgenebilir (Traber, 

2013).Tokoferoller ayrıca singlet 1O2 ile de reaksiyona girer ve onu etkisizleştirir 

(Halliwel ve Gutteridge, 2015).  

E vitamini (200 µM) uygulanan in vitro kültüre alınmış insan periferal kan 

lenfositlerinin, DNA onarım sentezinin bir ölçüsü olan programlanmamış DNA sentezi 

hasarını (unscheduled DNA synthesis) azalttığı gösterilmiştir (Topinka ve ark., 1989). 

Ayrıca, E vitamininin İnsan ağız epitel hücrelerinde H2O2 kaynaklı hidroksil 

radikali oluşumunu ve DNA baz çifti modifikasyonunu (Royack ve ark., 2000) ve insan 

cilt hücre hattı VH10’da H2O2 kaynaklı DNA iplik kopmalarını azalttığı bildirilmiştir 

(Slamenova ve ark., 1999). 

Vuchetich ve ark. (1996) tarafından naftalinin lipit peroksidasyonuna neden 

olduğu ve E Vitamini uygulamasının, sıçan karaciğer ve beyin hücrelerinde naftalin 

kaynaklı lipit peroksidasyonunun yanı sıra DNA tek zincir kırıklarını inhibe ettiği 

bildirilmiştir. 

Konopacka ve ark. (1998) radyasyon uygulamasından hemen sonra E vitamini 

ilavesinin, fare kemik iliği polikromatik eritrositlerinde radyasyona bağlı MN 

oluşumunu azalttığını bildirmişlerdir. Araştırıcılar, bu vitaminin MN oluşumu 

üzerindeki inhibitör etkisinin, DNA tamir sisteminin modülasyonundan 

kaynaklanabileceğini ileri sürmüşlerdir. Ayrıca, araştırıcılar tarafından E vitamininin, E 

vitamini uygulanmamış hücrelere kıyasla hasarlı DNA'nın çıkarılma oranını arttırdığı 

belirlenmiştir. 

Alpsoy ve ark. (2009b) yaptıkları çalışmada, E vitaminin, aflatoksin B1 tarafından 

indüklenen reaktif oksijen türlerinin oluşumunu inhibe ederek insan lenfositlerinde 

koruyucu etkiler gösterdiğini belirlemişlerdir. Araştırıcıların inceledikleri parametreler 

arasında lipit peroksidasyonun son ürünlerinden malondialdehit de bulunmaktadır. 
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Araştırıcılar, aflatoksin B1’in insan lenfositlerinde malondialdehit seviyesini 

yükselttiğini ve E vitamininin bu artışı normal seviyelere düşürdüğünü bildirmişlerdir.  

Bu çalışmada, α-tokoferolün, PCE tarafından oluşturulan KA ve MN sayılarında 

azalma sağlamış olması, antioksidan aktivitesine bağlı olarak antigenotoksik olduğunu 

göstermektedir. α-Tokoferolün, serbest radikal zincir reaksiyonlarının ilerlemesini 

engelleyen (Flora, 2009) ve böylece hücre zarlarını oksidatif hasardan koruyan ve lipit 

peroksidasyonunu önleyen güçlü bir antioksidan (Traber ve Atkinson, 2007) olduğu göz 

önünde bulundurulursa, bu çalışmada, PCE’nin serbest radikal (özellikle lipit peroksil 

radikalleri) üretme yoluyla genotoksik aktivite gösterdiği sunucuna da varılabilir. 

Böylece, çalışmamızın sonuçları, hem PCE’nin lipit peroksidasyonunu 

indüklediğini (Costa ve ark., 2004) hem de α-tokoferolün lipit peroksidasyonunu 

sonlandırabilen zincir kırıcı antioksidant aktivitesini (Halliwel ve Gutterige, 2015) 

desteklemektedir. 

Bu nedenle, elde edilen verilere dayanarak; bu çalışmada, lipofilik özelliğinden 

dolayı özellikle zar yapısında etkin olan PCE’nin lenfosit zarındaki poliansatüre 

lipitlerle etkileşime girerek özellikle peroksil radikalleri oluşturma yoluyla lipit 

peroksidasyonuna neden olabileceğini (böylece oksidatif strese neden olmuştur) ve bu 

yolla genotoksik hasara neden olduğunu; ve yine lipofilik özelliğe sahip olan α-

tokoferolün oluşan bu peroksil radikallerini ve dolayısıyla lipit peroksidasyonunu inhibe 

etme yoluyla antioksidant aktivite göstererek antigenotoksik etkiye sahip olduğunu 

belirtebiliriz.  

Bu çalışmanın sonuçlarına göre PCE’nin genotoksisite mekanizmasının oksidatif 

stress aracılı olduğunu önerebiliriz. 

 

4.2.2. PCE ve PCE+α-Tokoferol Uygulamasının İnsan Periferal Kan 

Lenfositlerinde Mitotik İndeks (MI) ve Nükleus Bölünme İndeksi (NBI) 

Üzerine Etkileri 

 

Perkloretilenin insan periferal kan lenfositlerindeki sitotoksik etkilerini belirlemek 

için MI ve NBI değerleri hesaplanmıştır. Kontrole kıyasla MI ve NBI’da meydana gelen 

azalmalar, hücre döngüsü sürecinin inhibisyonunun ve/veya hücrelerin çoğalma 
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kapasitesindeki kaybını ifade etmekte ve sitotoksik etkinin bir göstergesi olarak kabul 

edilmektedir. 

Çalışmamızda, PCE genel olarak yüksek üç konsantrasyonda (50, 100 ve 150 

µg/ml) MI ve NBI’yı kontrole göre düşürerek insan periferal kan lenfositlerinde 

sitotoksik etki göstermiştir. Ünsal (2013) tarafından yapılan çalışmada da PCE (1, 3 ve 

5 mM) insan lenfositlerinde PI ve MI’yı kontrole göre düşürerek sitotoksik aktivite 

göstermiştir. Bu çalışmanın sonuçları bizim yaptığımız çalışmanın sonuçlarıyla 

uyumludur. Fakat 1 mM PCE yaklaşık 165 µg/ml’ye denk gelmektedir. Yani bizim 

çalışmada PCE’nin daha düşük konsantrasyonlarda da (50, 100 ve 150 µg/ml) sitotoksik 

etki gösterdiği belirlenmiştir. Benzer şekilde, Ünsal ve Çelik (2018) tarafından, 1000 

ppm konsantrasyondaki PCE’ye 24 saat maruz kalan Artemia salina larvaları üzerinde 

sitotoksik etki gösterdiği bildirilmiştir. Ayrıca, Zapór ve ark. (2002), 3 ila 49 mM 

aralığındaki PCE ile muamele edilen izole edilmiş sıçan hepatositlerinde MTT testine 

göre sitotoksisitenin arttığını bildirmişlerdir. 

Kukongviriyapan ve ark. (1990)’nın yaptıkları in vitro çalışmada PCE’nin sıçan 

hepatositlerini doğrudan etkilediğini ve sitotoksik seviyelerde hücresel adenosin 5'-

trifosfat (ATP)’nin azalmasına ve membran ATPaz aktivitesinin düşmesine neden 

olduğunu bildirmişlerdir. Araştırıcılar, sıçan hepatositlerinin buhar halinde PCE’ye (2–4 

μl) maruz kalmalarının, hücre içine alınımı için ATP gerektiren taurokolat, ouabain ve 

2-aminoizobütirik asidin alınımını önemli derecede azalttığını; alınımı için ATP 

gerektirmeyen maddeler olan kadmiyum ve 3-0-metil-D-glikozun ise hücre içine 

alınımını etkilemediğini göstermişlerdir.  

Bizim çalışmada gözlenen sitotoksitenin sebeplerinden biri olarak, PCE’nin ATP 

seviyesinde bir düşüşe ve hücre zarı ATPazların inhibisyonuna neden olmasından 

kaynaklanabileceğini önerebiliriz. Ayrıca, bu çalışmada gözlenen MI ve NBI’daki 

azalmalar PCE’nin klastojenik aktivitesinden de kaynaklanabilir. Birçok araştırmada, 

klastojenik maddeler tarafından artan yapısal KA’ların ve DNA çift zincir kırıklarının 

sitotoksisiteye neden olabileceği gösterilmiştir (Armstrong ve ark., 1992; Galloway ve 

ark., 1998; Hillard ve ark., 1998; Vock ve ark., 1998; Kirkland ve Müller, 2000). 

Yapısal KA’ların artması DNA replikasyon/transkripsiyon süreçlerini ve hücre 

proliferasyonunu inhibe ederek sitotoksik etkiye neden olabilir. Bunların dışında, hücre 

döngüsüne spesifik proteinlerin ve/veya enzimlerin inhibisyonu da DNA sentezi ve 
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hücre çoğalmasının inhibe edilmesine neden olabilir (Hung ve ark., 1996). Daha önce 

de belirtildiği gibi, PCE’nin birçok biyolojik işlemin gen ifadesini değiştirdiği 

bildirilmiştir (Kawata ve ark., 2009) ki bunlardan bazıları hücre ölümü, metabolik 

işlemlerin düzenlenmesi, hücre içi taşınma, DNA onarımı ve hücre döngüsünün 

düzenlenmesi gibi biyolojik süreçlerle ilgilidir. PCE tarafından bu biyolojik süreçlerden 

birinin inhibisyonu sitotoksik etkisiyle sonuçlanabilir.  

Çalışmamızda PCE tarafından uyarılan sitotoksisite üzerine α-tokoferolün 

antisitotoksik etkisininin olup olmadığı da belirlenmeye çalışılmıştır.   

Bu çalışmada, insan lenfositlerine PCE+α-tokoferolün birlikte uygulanması 

(25+100, 50+100, 100+100 ve 150+100 μg/ml; PCE+α-tokoferol) PCE’nin tek başına 

uygulandığı kültürlere (25, 50, 100 ve150 µg/ml) kıyasla tüm konsantrasyonlarda MI ve 

NBI (150+100 μg/ml; PCE+α-tokoferol hariç) değerlerinin bir miktar artışına neden 

olmuş fakat bu artış istatistiksel olarak önemli bulunmamıştır. Ayrıca, genel olarak, 

PCE+α-tokoferolün birlikte uygulandığı tüm konsantrasyonlardaki MI (25+100 μg/ml; 

PCE+α-tokoferol hariç) ve NBI değerleri negatif kontrole kıyasla da önemli derecede 

düşük kalmıştır. Bu nedenle, bu çalışmada α-tokoferolün her ne kadar PCE tarafından 

indüklenen sitotoksisiteyi azalttığı gözlense de önemli bir antisitotoksik aktivitesinin 

belirlenmediğini belirtebiliriz. Bununla birlikte, PCE tarafından indüklenen serbest 

radikallerin α-tokoferol tarafından inhibe edilmesi, her iki maddenin birlikte 

uygulandığında gözlenen azalmış olan sitotoksik etkinin sebebi olabilir. 

Çalışmamızdaki sonuçlara benzer şekilde Al-quadah ve ark. (2018), insan 

periferal kan lenfositlerinde oksaliplatinin MI ve PI’yı düşürerek sitotoksik aktivite 

gösterdiği fakat α-tokoferolün (10 μg/ml) bu sitotoksisite üzerinde önemli bir 

değişikliğe neden olmadığı bildirilmiştir.  

Çalışmamızda elde edilen sonuçların aksine, Ayed-Boussema ve ark. (2013) 

tarafından, MTT testine göre, bir mikotoksin olan patulin uygulanan HepG2 hücrelerine 

E vitamini eklenmesinin bu toksinin neden olduğu hücre ölümünü önemli ölçüde 

azalttığı bildirilmiştir. Bu çalışmada kullanılan hücre hattı ve test sisteminin faklı olması 

sonuçlarımızla uyumsuz olmasının nedeni olabilir.  
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Çalışmamızın sonuçlarına göre, kuru temizleme merkezlerinde yaygın bir şekilde 

kullanılan PCE’nin 25, 50, 100 ve 150 µg/ml konsantrasyonlarda insan periferal 

lenfositlerine in vitro uygulanması KA ve MN oluşumunu arttırarak genotoksik hasara 

neden olmuş; α-tokoferolün (100 µg/ml) ise PCE tarafından indüklenen bu genotoksik 

hasarı önemli bir şekilde azalttığı belirlenmiştir. Ayrıca, bu çalışmada, PCE insan 

lenfositlerinde sitotoksik aktivite göstermiş ve her ne kadar α-tokoferol bu sitotoksik 

etkiyi bir miktar azaltsa da önemli bir antisitotoksik aktivite göstermemiştir.  

Hem çalışmamızın sonuçları hem de günümüze kadar yapılan diğer çalışmalar 

birlikte değerlendirildiğinde; bu çalışmada, PCE’nin lipit radikalleri oluşturarak lipit 

peroksidasyonuna neden olma yoluyla genotoksik etki gösterdiği, α-tokoferolün ise 

serbest radikalleri yakalayıp etkisiz hale getirerek lipit peroksidasyonunun önlenmesi 

yoluyla, antigenotoksik etki gösterdiğini belirtebiliriz. 

PCE’nin muhtemel genotoksik etkisi göz önüne alındığında, özelikle kuru 

temizleme merkezlerinde çalışan insanlar PCE’ye yoğun bir şekilde maruz 

kaldıklarından dolayı işyerlerinde kişisel koruyucu ekipmanlarını kullanmaları önem arz 

etmektedir. Habib ve ark. (2018) tarafından yapılan çalışmada, kuru temizleme 

tesislerinde çalışanlardan kişisel koruyucu ekipmanlardan hiçbirini kullanmayanların, 

PCE ile ilişkili sağlık problemleri geliştirme riskinin en yüksek bulunduğunu 

bildirmişlerdir. Bu nedenle, PCE’nin zararlı etkilerinden korunmak için işyerlerinde tüm 

koruyucu önlemlerin alınması önemlidir. Bu tesislerde yerel egzoz havalandırma 

sistemlerinin ve PCE konsantrasyonlarının denetleme cihazlarının kurulması gereklidir. 

Ayrıca, çalışanların PCE'nin sağlık etkileri konusunda bilinçlendirilmesi ve işlerini 

yaparken kişisel koruyucu ekipmanın kullanımının önemi vurgulanmalıdır.  

Bunun dışında PCE’ye yoğun bir şekilde maruz kalan insanların günlük 

diyetlerine α-tokoferol bakımından zengin yiyecekleri (bitkisel yağlar, kuruyemişler, 

tahıllar ve yeşil yapraklı sebzeler) eklemesi PCE tarafından meydana gelebilecek zararlı 

etkileri azaltma yönünden faydalı olacaktır.  

Yapılan araştırmalarda, besinlerle birlikte alınan E vitamininin herhangi bir toksik 

etkisi bulunmadığını; ancak, çok yüksek dozlarda alınan sentetik α-tokoferol 

takviyelerinin olumsuz etkileri olabileceği bildirilmiştir (NIH, 2019). Ayrıca, mevcut 
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araştırmalar, sentetik antioksidan takviyelerinin gerekli olmadığını göstermektedir; 

aksine, insan vücudunun yeterli antioksidan savunmasını elde etmek için bol miktarda 

meyve ve sebze içeren sağlıklı ve dengeli bir diyetin gerekli olduğu ortaya konulmuştur 

(Dasgupta ve Klein, 2014).  

Bu nedenle, E vitamininin sentetik formları olan besin takviyesi şeklinde değil de 

doğal olarak tahıl, sebze ve meyvelerle birlikte günlük diyet içinde alınmasının daha 

faydalı olacağı düşünülmektedir. Ayrıca, biyolojik sistemlerde askorbatın (C vitamini) 

E vitaminini renejere etme özelliği bulunduğundan dolayı (Denisov ve Afanas’ev, 

2005), özellikle PCE’ye yoğun bir şekilde maruz kalan insanların E vitamini 

bakımından zengin diyetlerine C vitaminini de eklemeleri α-tokoferolü daha etkin 

kullanabilmeleri açısından uygun olacaktır.  
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