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OZET

PERKLORETILEN (PERC)’iN SITOTOKSIK VE IN-VITRO
GENOTOKSIK ETKISININ FARKLI TEST SISTEMLERI ILE
ARASTIRILMASI
Umit UNSAL
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Yrd. Dog. Dr. Tiilay ASKIN CELIK
2013, 104 sayfa
Bu calismada, Aydin Boélgesi’nde bulunan kuru temizleme isyerlerinde calisan
uzun siireli perkloroetilen (PERC)’e maruz kalan bireylerin ve PERC’in 1mM,
3mM ve SmM’daki 3 ayn konsantrasyonlarin insan lenfositleri {izerindeki in vitro
etkileri aragtirilmistir. Calismada; in vitro Kardes kromatid degisimi (KKD),
kromozom aberasyonu (KA) ve sitokinez blok mikronukleus (MN) teknikleri
kullanilmig ayrica mitotik indeks (MI) wve proliferasyon indeksi (PI)
hesaplanmigtir. Ayrica saf haldeki perkloroetilen’in sitotoksik etkisinin olup

olmadigi da Brine Shrimp (Artemia salina) Letality Assay ile arastirilmistir.
Sonugta, PERC’in kullanilan konsantrasyon araliklarinda (10, 100, ve 1000 ppm)
Artemia salina larvalar1 {izerinde sitotoksik olmadigini saptanmistir. PERC’in
periferal kan lenfositleri iizerine uygulanan 3 ayri1 konsantrasyonun da (1mM,
3mM ve 5mM) KKD, KA ve MN olusumunda doza bagli olarak anlamli bir artig
oldugu saptanmistir. Ayrica, RI ve MI degerlerin de yine doza bagh bir artigla
istatistiki olarak O6nemli derecede azaldigi ve DNA replikasyonunun olumsuz
yonde etkilendigi gortilmistiir. Bu degerler sonucunda da PERC’in periferal kan
lenfositleri tizerinde in vitro genotoksik bir risk olusturdugu saptanmustir.

Kuru temizleme igyerlerinde uzun siireli PERC’e maruz kalmanin genel olarak
KKD sayisinda ve KA sayisinda negatif kontrole gére anlamli artisa neden
olmadigi ve bu azalmanin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 saptanmistir. Ancak
MN sayisinda ise negatif kontrole gore anlamli bir artisa neden oldugu pozitif
kontrole gore ise, bu artisin 6nemli olmadigi saptanmigtir. Bunun yaninda, uzun
stireli PERC’e maruz kalmanin insan periferal lenfositlerinde RI ve MI’si negatif
kontrole gore istatistiki olarak Onemli derecede azaltmadigi ve DNA
replikasyonunu pozitif kontrol kadar olumsuz yonde etkilemedigi hesaplanmustir.
Ayrica, PERC’e uzun siireli maruz kalmanin insan periferal lenfositlerinde
mikronukleus olusumunu uyardigi ve mikronukleuslu hiicre oraninin kontrole
nazaran daha yiiksek oldugu bulunmustur

Anahtar Sozciikler: Insan periferal lenfositleri, Kardes Kromatid Degisimi
(KKD), Kromozom Aberasyonu (KA), Mikronukleus (MN), Perkloroetilen






ABSTRACT

INVESTIGATION OF CYTOTOXIC AND IN VITRO GENOTOXIC
EFFECTS OF PERCHLOROETYLENE (PERC) BY USING DIFFERENT
TEST SYSTEMS

Umit UNSAL

M.Sc. Thesis, Department of Biology

Supervisor: Assos. Prof. Dr. Tiilay ASKIN CELIiK
2013, 104 sayfa

In this study, the in vitro effects of 3 different concentrations it Perchloroethylene
(PERC) 1mM, 3mM and 5mM on human lenfosites of the individuals who are
working in dry cleaning enterprises in Aydin and who are exposed to (PERC) for a
long time, are surveyed. In the study, Sister Chromatid Exchange (SCE),
chromosomal aberration (CA) and cytokinesis block micronucleus (MN)
techniques are used and mitotic index (MI) and proliferation index (PI) are
calculated. In addition, whether the pure PERC has cytotoxic effect or not is
surveyed via Brine Shrimp (Artemiasalina) Letality Assay.

In the end, it is concluded that the concentration ranges of used PERC (10, 100
and 1000 ppm) aren’t cytotoxic effect on Artemia salina larvas. It is detected that
in the 3 different concentrations (1mM, 3mM and 5mM) in the SCE, CA and MN
accurance, there is a reasonable increase resulting from desege. In the 3 different
concentrations (ImM, 3mM and 5mM) of PERC applied to peripheral blood
lymphocytes. In addition it is seen that Rl and M1 values with an increase resulting
from the desege again, reduce with a statistically significant amount and DNA
replication is effected negatively. As a result of these values; it is detected that
PERC creates on in vitro genotoxic risk on peripheral blood lymphocytes.

Being exposed to PERC in dry cleaning enterprises for a long time dosen’t cause a
reasonable increase in SCE and CA numbers general according to negative control
and this dechine is observed as statistically significant. Yet, it has a significant
increase in MN number according to negative control whereas it is not significant
according to positive control. Besides, it is calculated that acccording to negative
control; being exposed to PERC for a long time dosen’t cause a statistically
significant decline in human peripheral lymphocytes RI and MI and it dosen’t
effect DNA replication negatively as much as positive control does. Moreover
being exposed to PERC for a long time stimulates micronucleus occurance in
human peripheral lymphocytes and it is found that the rate of cells with
micronucleus is higher than the one in the control.

Key Words: Human peripheral blood lymphocytes, Sister Chromatid Exchange
(SCE), Chromosome Aberration (CA), Micronuclei (MN), Perchlorethylene
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1. GIRIS

Guniimiizde Avrupa’da ¢ok yaygin olarak kullanilmakta olan kuru temizleme
endiistrisi, Tiirkiye’de de hizla yayginlagmaktadir. Tekstil iiriinlerinin iizerinde
bulunan kir ve lekeleri ¢ikarma islemlerinin tamami, sulu yikama ile
yapilmaktadir. Ancak bazi tekstil {irlinleri su ya da alkali olan deterjanlara karsi
hassastir ve bu da {iriinii koruma sartlarin1 saglayamamaktadir. Bunun yam sira
bazi yag ve petrol bazli lekeler de sulu yikama ile ¢ikarilamamaktadir. Tekstil
iriinlerini temizlemede amac {irlinlerde hasar olusturulmamasi, Omiirlerinin
kisaltilmamasi, goriiniimlerinin ilk giinkii yenili§inde muhafaza edilmesi ve
renklerinin degigsmemesidir. Bu nedenle su ile yikamaya alternatif olarak
gelistirilen kuru temizleme ile tekstil liriinlerinin kirlerden arindirilmasi, lekelerin
cikarilmast ve saglik acisindan sorun olusturabilecek etkenlerin ortadan
kaldirilmast hedeflenmektedir. Bu sebeplerden dolay1 leke c¢ikarmada kuru

temizlemenin 6nemi biyiiktiir.

Kuru temizleme, tiriinlerin tizerinde bulunan kir ve lekeleri ¢ikarmak igin solvent
ad1 verilen 6zel bir kimyasal ila¢ ile yapilan temizleme islemidir. Temizleme
sirasinda kullanilan solventin hemen hemen hi¢ su icermemesinden dolay1 bu
isleme “kuru temizleme® adi verilmektedir Kuru temizleme islemi tekstil
iireticilerinin imal ettikleri {riinleri ve {irlin iizerinde bulunan tamamlayici
aksesuarlar1 kuru temizleme, iitiileme ve ¢ekmezlik testi gibi bir takim islemlere
tabi tuttuktan sonra iiriinlere koyduklar1 bakim talimati dogrultusunda yapilir. Sik
yapilan kuru temizleme, giysilere zamanla yerleserek kumas liflerine niifus eden
ve zimpara gibi agindirict etkisi olan kirleri ve pisligi ¢ikararak giysilerin yeni
alinmuig gibi bir goriintiiye sahip olmasina yardimer olmaktadir (Atag, 2011).

Kuru temizlemenin tarihi antik zamanlara ve tekstil {irinlerinin kullanim
baslangicina kadar uzanmaktadir. ilk zamanlarda giysiler iizerindeki yag1
cikarmak icin kiillii su, amonyak ve bir ¢esit killi ¢amur kullanilmistir. Kuru
temizlemenin orijini hakkinda gesitli goriisler olmasina ragmen hepsi bir nokta
iizerinde birlesmektedir. ilk kez 19. yiizyilin sonlarinda Paris'te kullanilmaya
baslanan kuru temizleme teknolojisinin kesfi aslinda bir rastlantiya dayanmaktadir.
Petrol bazli bir sivinin makine yaglh bir kumas {izerine dokiilmesi ve
buharlagmasindan sonra lekenin ortadan kaybolmasi, kuru temizlemenin dogusu
hakkinda hemen herkesin iizerinde birlestigi tek noktadir. Ilk kuru temizleme

magazasi 1840 yilinda Jolly Belin tarafindan Paris'te agilmustir.



Ik zamanlarda kuru temizleme solventi olarak sampanya, benzin ve gaz yagi
iceren sivilar kullanilmistir. Bu sivilarin tamami ¢abuk tutusabilen tehlikeli sivilar
oldugundan birgok yangmin ¢ikmasina neden olmustur. Daha giivenli kuru
temizleme sivilari bulunana kadar kuru temizlemecilik riskli ve tehlikeli bir is
olarak yapilmistir. Daha sonralar1 bu sivilarin yerini kerosen benzeri etilen ve son
olarak da 1930'larn ortalarinda perkloretilen (PERC) denen ve kolay tutugmayan

sentetik bir s1v1 almigtir.

PERC, ilk olarak 1821 yilinda "Michael Faraday" tarafindan "hekzakloretilen"in
isitilmasiyla  sentezlenmistir. Perkloretilen kimyasal formiilii C,Cl, olan ve
genellikle kuru temizleme solventi olarak kullanilan kimyasal bilesiktir. PERC,
etilenden ‘1,2 dikloretilen’ denilen kimyasal araciligi ile tretilmektedir. "1,2
dikloretilen" 400 °C de klor ile 1sitilarak muamele edildiginde kimyasal reaksiyon
sonucunda perkloretilen ortaya ¢ikmaktadir. Trikloretilen bu reaksiyon esnasinda
ac1ga ¢ikan diger bir yan iiriin oldugundan, bu iki kimyasal daha sonra distilasyon
teknigiyle birbirinden ayrilmaktadir (Atag, 2011). Kuru temizlemede kullanilan
perkloroetilen, hidrofilik (su emerek sisen, kisalan kumaglar) 6zellige sahip tekstil
liflerini bozmaz. Kumas liflerinin temizleme sirasinda aldiklar1 bu kimyasal
madde, kurutma esnasinda ugar. Ciinkii perkloroetilen, 70 °C buharlagarak, kumasi
bozmadan, kumas iizerinde ve biinyesinde su gibi nemlilik birakmadan, suda
oldugu gibi kumasi sisirip, kisaltmadan ve cektirmeden kumasi kendi normal
boyutunda birakarak, kolayca buharlagsmaktadir. PERC, buharlastiginda keskin,
tatl sert bir koku ¢ikartmaktadir (Anonim, 2003). Perkloretilen kimyasal ugucu bir
madde oldugundan makine ve buhar yardimi ile kumas tizerinden kisa siirede
ayrismaktadir. Bu ylizden birgok gelismig iilkede kuru temizleme yerine

"Kimyasal Temizleme" deyimi kullanilmaktadir.

Avrupa’da kuru temizleme endiistrisinde ¢alisan yaklasik 1,5 milyonun {izerindeki
kuru temizleme is¢isi her yil ortalama olarak 59 ppm ve uygulamaya bagli olarak
daha yiiksek diizeyde PERC’e maruz kalmaktadir. Kuru temizleme merkezlerinde
kullanilan PERC veya TCE (Tetrakloroetilen), deney hayvanlar1 {izerinde yapilan
caligmalar sonucunda "kanserojen" etkisi ispatlanmig, insanlarda 2A sinifinda
(olas1 kanserojen) olarak nitelendirilen kimyasal bir maddedir. Tiirkiye’de ise kuru
temizlemede ¢alisan is¢i sayisi ve maruz kalinan PERC miktar1 kesin olarak
bilinmedigi i¢in, lilkemizdeki iscilerin durumu hakkinda kesin bir sey séylemek
miimkiin degildir.



Her kimyasal madde, kullanilan doza bagli olarak degisik hiicre, doku ve organlar
iizerinde toksisiteye neden olabilmektedir. Bir kimyasalin toksisite profili, deney
hayvanlarinda yapilan toksisite testleri sonucunda ortaya c¢ikarilmaktadir.
Zehirlenme etkenleri organizmaya cesitli yollar ile girmektedir. Bu yollar,
inhalasyon (gaz, buhar ya da ugucu 6zellikte maddelerin, siv1 yapili maddelerin ya
da ¢ok ince bir toz haline getirilerek ¢oziindiiriilmiis kat1 yapili maddelerin tedavi
i¢in solunum yollan araciligiyla viicuda verilmesi), oral (agiz yolu ile), ven (damar
yoluyla), subkutan (dermis tabakasi altindaki gevsek bag dokusu (adipoz doku)
icine ilag verilme yontemi) seklindedir. Kimyasallara maruziyet sonucunda
organizmaya giren zehirlenme etkeni absorplanarak kan dolasimina geger, kan
dolasimi ile hedef organa gider, biyotransformasyon reaksiyonlarina ugrayarak,
atilir. Doza bagl olarak belirli bir siire kimyasallara maruziyet sonucunda, hedef
organda birikme s6z konusu olabilmektedir (Burgaz, 1994).

Viicuda baslica solunum, agiz ve deri yolu ile giren ve kanserojen ozellik
tagiyabilen PERC, canlilarda pek ¢ok saglik sorununa neden olmaktadir. PERC’in
fazla miktarda ani solunmasi sinir sistemini etkileyebilmekte, sersemlik hissine,
uyku haline, yiiriime ve konusmada giicliiklere, bayginliklara, biling kaybina,
koma haline ve hatta dliimlere neden olabilmektedir. Bu madde ayni1 zamanda
solunum yollarinda ciddi tahris ve kimyasal tahrise bagli zatlirreye, kronik
Oksiiriige ve diger solunum yolu hastaliklarina da yol acabilmektedir. PERC,
kapali ve yetersiz havalandirilmis mekanlar da buharlagtigi zaman mevcut oksijen
durumuna gore bayilmaya ve oliime sebep olabilmektedir. 200 ppm PERC, bas
donmesine neden olurken, doz yiikseldik¢e solunum yolu tahrislerine, bulantiya,
bilingsizlesmeye, sarhosluga yol agmaktadir. 1000 ppm’ in iizerindeki dozlar ise,
bayillma ve Olime neden olurken, 6000 ppm’in iizerinde birka¢ dakika siireli
PERC’nin solunmasi, anlik dliimlere yol agabilmektedir (Anonim, 2009).

PERC’nin ciltle uzun siire temas sonrasinda ise ciltte yaygin tahrig, diizelmeyen
alerjik rahatsizliklar goriilebilmekdir. Bobrekler ve karacigerde harabiyet ise diger
hasarlar arasinda sayilabilir. PERC ile ilgili yapilan yeni ¢alismalar, bu maddeye
maruz kalan hamilelerde nedensiz diisiiklerin daha sik goézlendigini ve hem
kadinlarda hem de erkeklerde dogurganlik oraninin distiigiinii bildirmektedir.
Kronik maruziyet sonrast degisen genetik yapi nedeniyle PERC ile temas eden
bireylerin ¢ocuklari ve sonraki nesiller de hi¢ karsilagmadiklari bu madde
nedeniyle zarar gorme riski ile kars1 karsiya kalmaktadir (Fisek ve Piyal, 1989;
Karakaya, 1996).



Tavsiye edilen prosediirlere uyuldugu ve uygun bir sekilde saklanip kullanildig:
takdirde, PERC belirgin bir kanserojen risk taginmadigina dair bilgiler sinirlidir ve
simdiye kadar perkloretilene maruz kalma ile kanser arasinda kesin bir bag
kurulamamigtir. Yapilan caligmalarda PERC’nin farelerde tiimoér olusumunu
arttirdigr goriiliirken (Green vd., 1990) diger bazi arastirmalarda uzun siireli

solunum testleri sonucunda farelerde tiimor olusturucu reaksiyon goriilmemistir.

Uluslararas1 Kanser Arastirma Enstitiisi (IARC)'niin 1995 yilinda yaptigi
caligmaya gore kuru temizleme isleminde kullanilan PERC ve TCE’e uzun siire
maruz kalma sonucunda, baslica yemek borusu, rahim agzi, rahim, mesane
kanserleri ile Non-Hodgkin Lenfoma (lenf bezi kanseri) gibi kanser tiirleri ortaya
cikarmaktadir. Bu merkezlerde ¢alisan kisilerde 6zellikle mesane ve rahim agzinda
goriilen kanser riskinin normal kisilere gore yaklasik yiizde 45 oraninda arttigi
bulunmamaktadir. Bu maddelerin mide ve pankreas kanserine zemin hazirladigi
diisiiniilse de bu konuda heniiz yeterince bilimsel kanit saptanmamistir. Ancak
kuru temizleme sektoriinde calisan kigilerin kanser ve benzeri hastaliklar
yoniinden risk altinda bulunduklari da bir gergektir (IARC, 1995).

2. KONU VE AMAC

Gilinlimiizde gelisen diinyada her gegen giin kimyasal madde miktar1 ve kullanimi
artmaktadir. Kimyasal maddelerin insanda neden oldugu mutasyon riskini
kantitatif olarak degerlendirmek ¢ok giigtiir. Insanlarin mutajenlere maruz kalmasi
ile etkilerinin goriilmesi arasinda uzun bir siire vardir. Is ortaminda sagliksiz
kosullarda, kimyasal maddelere belli bir siire maruziyet sonucunda istenmeyen
saglik durumlar1 (meslek hastaliklari) ortaya ¢ikmaktadir. Meslek hastaliklar1 ya
da istenmeyen saglik durumlari koruyucu oOnlemlerin alinmasi ile 6nlenebilir
durumlardir. Bunun i¢in de yasalar ile belirlenmis olan tehlikeli kimyasal
maddeler ile ¢aligma kurallarina tamamen uyulmasi ayrica, bunun etkin bir sekilde
denetlenmesi ve PERC’e maruz kalan insanlar {izerinde toksik etki gostereceginin

kuru temizleme ¢alisanlar tarafindan bilinmesi gerekmektedir.

Amerika’da 1992 yilindan beri Cevre Koruma Ajanst EPA tarafindan, PERC’nin
kullanimini1 azaltmak igin arastirmalar yapilmaktadir. Kuru temizleme gerektiren
kumas ve lekelerin ¢oguna hitap eden yeni ve farkli yikama teknikleri



gelistirilmektedir  (U.S. EPA, 1991). Ulkemizde ise halen PERC’nin
kullanilmasina dair higbir kisitlama ve kontrol bulunmamaktadir.

Avrupa’da kuru temizleme endiistrisinde ¢alisan yaklasik 1,5 milyonun tizerindeki
is¢i her yil ortalama olarak 59 ppm ve uygulamaya bagli olarak daha yiiksek
diizeyde PERC’e maruz kalmaktadirlar. Tiirkiye’de ise kuru temizlemede calisan
is¢i sayist ve maruz kalinan PERC miktar1 kesin olarak bilinmedigi igin,
iilkemizdeki is¢ilerin durumu hakkinda kesin bir sey sdylemek miimkiin degildir.
Perkloroetilen’in (PERC) genotoksik aktivitesi bakteri, maya ve memeli hiicreleri
gibi in vitro assay sistemlerinde genis bir sekilde calisilmistir (U.S. EPA, 1985,
1991; IARC, 1995; ATSDR, 1997). PERC’in, in vitro muameleyi takiben farkli
hiicrelerde mikronukleus ve kardes kromatid degisimine (SCEs),  timor
dokularmda DNA’ya ve SSBs (single-strand breaks)’ye baglanma gibi bazi
genotoksik etkilere neden oldugu bildirilmistir. Walles (1986), farelere
intraperitonal (i.p) yolla 4-8 mmol/kg (663—-1326 mg/kg) PERC uyguladiktan 1
saat sonra, farelerin karaciger ve bobrek dokularinda artan oranlarda tek iplikli
DNA zincir kiriklarmin oldugunu ancak akciger dokularinda bu tiir bir hasara
rastlanmadigini bildirmistir. Potter ve arkadaglar1 (1996) erkek F344 sicanlari
1.000 mg/kg perkloroetileni tek bir gavaj (sonda) ile muamele ettikten sonra,
farelerin bobreklerindeki DNA zinciri kirilmalarinda herhangi bir artis olmadigim
bulmuslardir. Ancak, tiirler veya maruz kalinan dozlar arasindaki bu farkliliklari
dogrudan karsilagtiracak ¢aligmalar bulunmamaktadir. Muzzullo ve arkadaglari
(1987), PERC’in fare karaciger ve sigcan bobreginde DNA’ya baglandigim
bulmustur. 5 mM (~830 mg/L) tetrakloretilenin insan kan kiiltiirlerinde, kardes
kromatid degigsimlerine (SCE) neden oldugu ve hiicre canliligint % 40 oraninda
azalttign (Hartmann ve Speit, 1995), PERC’in kiiltiire edilen Chinese hamster
karaciger hiicrelerinde (Wang vd., 2001) ve insan periferal kan hiicrelerinde
mikronukleuslara neden oldugu rapor edilmistir (Doherty vd., 1996; White vd.,
2001). PERC ile muamele edilen insan lenfoblastosid hiicrelerinde gdzlenen
mikronukleus olugsumunun, cDNAy1 kodlayan ya CYP2E1 (hE1 hiicreleri) ya da
insan CYP1A2, 2A6, 3A4, 2E1 ve mikrozomal epoksid hidrolazin stabil
ekspresyonu nedeniyle ortaya ¢ikmis olabilecegi belirtilmigtir (Doherty vd., 1996).
Bu bulgularin aksine, in vitro olarak PERC’e maruz birakilan Chinese hamster
yumurtalik hiicrelerinde SCE veya kromozom hasarlarina rastlanilmamistir
(Galloway vd., 1987). PERC ile yapilan in vitro mutasyon denemeleri (Ames test)
veya DNA baglanma denemeleri sonuglari, GSH (glutatyon) metabolitlerinin



iiretildigi kosullarin birkagi hari¢ biiyiik dl¢iide negatif olmustur. PERC’in yiiksek
dozlarina (maruz kalma seviyesi belirlenememistir) akut olarak maruz kalma
sonucunda hepatomegali, karaciger hiicrelerinde hasarlar, birka¢ karaciger
enziminde ylikselme, bilirubin parcalanmasi gibi hepatotoksik etkilerin de ortaya
ciktig1 gozlenmistir (Coler ve Rossmiller, 1953; Stewart vd., 1961; Meckler ve
Phelps, 1966; Saland, 1967; Hake ve Stewart, 1977; ATSDR, 1997). Kesitsel bir
calismada kuru temizleme caligsanlar1 arasindaki karaciger hasarlarinin sikligi
incelenmistir (Lauwerys vd., 1983; Cai vd., 1991; Gennari vd.; 1992; Brodkin vd.,
1995). Bu galigmalar sonucunda karacigerde sonografik degisikliklerin ve serumda
bulunan ve karaciger hasarma neden olan karaciger enzim degisikliklerinin

oldugunu ortaya koymustur.

Bu bilgiler 1518inda bu tezde; Aydin bodlgesinde kuru temizleme diikkanlarinda
caligsan bireylerin maruz kaldiklar1 kimyasal ve ¢oziicii madde olarak kullanilan
PERC’in potansiyel sitotoksik etkisi Artemia salina (Brine shrimp) Letality Assay
yontemi ile potansiyel in vitro genotoksik etkisi de periferik kan lenfosit
hiicrelerinde kromozom aberasyon testi (KA), kardes kromatid degisimi testi
(KKD) ve mikronukleus testi (MN) ile arastirilmis ve elde edilen verilerin
degerlendirilmesi  sonucunda, perkloroetilenin kuru temizleme ¢alisanlari

tizerindeki olasi zararlarinin ortaya konmasi amaglanmistir.



3. GENEL BILGI
3.1. Perkloretilen (PERC)
3.1.1. Genel Ozellikleri

Perkloretilen (1,1,2,2-tetrakloroetilen, tetrakloreten, perkloretilen, PERC, C,Cly,
Cl,C=CCl,), yanic1 olmayan fakat ugucu bir solventtir (Sekil 3.1). Havada 1 ppm
kadarlik bir miktarinin bile insanlar tarafindan fark edebilecek kadar keskin bir
kokusu vardir. Perkloretilen, dikloretandan iiretilmektedir. Trikloretilen bu
reaksiyon esnasinda aciga cikan diger bir yan {iriin oldugundan, bu iki kimyasal
daha sonra distilasyon teknigiyle birbirinden ayrilir. Diger biitiin klorlu solventler
gibi perkloretilenin de sinir sistemi lizerinde depresan etkisi vardir. Buhariyla
temas, bas donmesi, bas agrisi, uyku hali, biling kaybi yaratabilirken, devamli
olarak insan derisiyle temasta perkloretilen derideki yagi tiimiiyle ¢ozeceginden
ciddi deri problemlerine neden olabilir.

Cl -
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Sekil 3.1. PERC’in kimyasal yapis1

3.1.2. Kullanim Alanlari

Perkloretilen, kuru temizleme basta olmak {izere bir¢ok uygulamada yaygin olarak
kullanilan bir solventtir. Suda ¢oziniirliigii smirlidir ancak etanol, aseton,
kloroform gibi ¢oziiciilerle tlimiiyle karisabilir. Bir¢cok organik madde de
perkloretilen iginde ¢oziiniir.

Perkloroetilen kuru temizlemenin yani sira otomotiv ve diger metalle ilgili

sektorlerde metal iizerindeki yaglart almak amaciyla kullanilir. Tiriz ve leke



giderici gibi tiiketici iirlinlerinin i¢inde bilesen olarak yer alir. Diger bir kullanim

alani ise hidrokloroflorokarbonlu (HCFC) sogutucularin tiretimidir.

3.2. Artemia Salina (Brine shrimp)

3.2.1. Organizmanin Ozellikleri

Artemia salina Crustacea alt subesi, Branchiopoda sinifi, Anostraca takimina bagl

primitif kabuklular arasinda yer alan, dogada tropik ve iliman bolgelerde 500’{in
iizerinde dogal ve yapay tuz gdliinde yasayan bir kabuklu tiirtidiir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Artemia salina genel gériiniimii
(http://wanhefeed.com/?p=1#!prettyPhoto, 04.07.2013)

Ergin bireyleri %1 ile %235 tuzluluk ve 10-35 °C sicaklik araliklarinda
yasayabilir. Boylesine genis bir yasam araligina sahip olan bu zooplankton su
canlilarmin iretilmesinde larva besleme asamasinda c¢ok Onemli bir yer
almaktadir. Artemia salina su canlilarmin, Ozellikle de baliklarin  kiiltiir
calismalarinda 1920’den bu yana canli yem olarak kullanilmaktadir. Artemia’nin
yasam devri boyunca dayanikli yumurtalar (kistler) olusturmasi, balik kiiltiiriinde
kullanilmasindaki en 6nemli 6zelliktir (Anonim, 2008).



Diinya genelinde 4000 ton civarinda kuru Artemia yumurtasi (kisti) 0.4 mm
Artemia salina larvasi (nauplii) tiretiminde kullanilir. Olumsuz kosullarda neslin
devami amaciyla olusturulan kist son derece giivenilir, uygun ve milkemmel bir
canli yem kaynagi olusturur. Bu kistler yil boyunca asir1 tuzlu gollerin veya
lagiinlerin  kiyilarindan toplanabilir. Toplanan kistler yikanip temizlenip
kurutularak paketlenir ve tim diinyaya dagitilir. Kistler deniz suyuna
konuldugunda 24 saat icinde Artemia salina larvalari (nauplii) ¢ikar ve
kullanilabilir hale gelir (Anonim, 2008).

Artemia salina vitamin, yag asitleri ve renk maddeleri (pigmentler) bakimindan
oldukga zengindir (Uren, 2011). Artemia’lar besin degeri ve kalitesi nedeniyle
akvaryum baliklari, tatlisu baliklar1 ve deniz baliklar: tiretiminin larva besleme ve
biiyiitme agsamasinda en yogun olarak kullanilan canli yemdir (Anonim, 2008).
Daha onceki yillarda sazan ve akvaryum baliklarinin beslenmesinde kullanilan
Artemia son yillarda deniz baliklar1 ve karides yetistiriciliginde de ikinci canli yem
olarak kullanilmaktadir. Deniz suyunda 24 saatlik inkiibasyondan sonra, bu
yumurtalardan ¢ikan larvalar (nauplii), cesitli deniz ve tatli su organizmalar igin
dogrudan besleyici bir canli yem olarak verilebilir. Bunun nedeni c¢esitli
biiyiikliiklerdeki ¢ok sayida balik tiiriiniin agiz agikliklarina uygun olmalar1 (350-
400 mikron), viicutlarmi gevreleyen dig kabugun sindirim salgilarinca kolayca
sindirilebilir olmas1 ve besin igeriginin 6zellikle protein yoniinden ¢ok zengin

olmasidir.

2008’de diinya genelinde Artemia salina nauplii’nin en fazla tretildigi gollerden
birisi ABD'deki “Biiyiik Tuz Goli” (Great Salt Lake) ve San Franscisco
Kérfezi’dir. Bunu disinda Cin, Iran gibi iilkelerde belli oranlarda iiretim
yapabilmektedir. Ulkemizde ise Izmir Camalti Tuzlasinda az da olsa Artemia
salina yumurtasi elde edilmektedir. Bugiin diinyada sadece Artemia’lar ile ilgili
arastirma yapan enstitiiler bulunmaktadir (Uren, 2011).

3.2.2. Artemia Yumurta Yapisi

Disi bireylerin biraktigi kis yumurtalari suyunu kaybetmedigi i¢in, kiireseldir
Olaganiistii kosullarda (¢ok yliksek tuzluluk ve ¢ok diisiik oksijen seviyesi vb)
embriyo sadece gastrula evresine kadar geligir ve etrafi yumurta kesesi etrafinda
bulunan bir bez tarafindan salgilanan kalin bir kabukla ¢evrilir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Heniiz olgunlagsmamig Artemia yumurtasi (Anonim, 2008)

Artemia kistleri yilin belli zamanlarinda dogal ortaminda su ylizeyinde yiizerken
rlizgar ve dalgalar tarafindan kiyiya atilir. Bu kistler metabolik olarak aktif
degildirler ve gelisimlerine izin vermeden toplanip kurutulurlar. Deniz suyuna
karistirildiktan sonra, bikonkav seklindeki kistler su alarak kiiresellesir ve kabuk
icindeki embriyo metabolizmasi kesintiye ugramadan devam eder (Sekil 3.4). Bu
yumurtalar yiiksek tuzluluktaki sulara birakildiginda su kaybeder ve biizisiirler.
Su {iizerinde yiizen bu kistler, kahverengi Kkitleler halinde suyun durgun
bolgelerinde birikirler. Uygun ydntemlerle toplanan yumurtalar (kistler) yikanip
kurutularak tekrar kullanima hazir hale getirilirler. Yikama ve kurutma esnasinda
uygulanan yontemler yumurtanin agilma kalitesini belirler. Ciinkii bu islemler
sirasinda ¢ok sayida yumurta catlayip, Olmektedir. Bu nedenle yumurtalarin
islenmesinde en ist diizeyde titizlik gerekmektedir. Uygun sartlarda yikanan ve
kurutulan yumurtalarin Omrii, havast alinmis ambalajlarda 15 yila kadar
ulagabilmektedir (Sekil 3.5) (Anonim, 2008).
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Sekil 3.4. Dis ortama atilmig Artemia salina yumurtasi (Anonim, 2008)

Sekil 3.5. Ticari olarak satilan Artemia salina yumurtalar1

Kulugkalamadan yaklagik 20 saat sonra, kist patlar ve embriyo goriiniir. Embriyo
bos bir kabuk altinda asiliyken (semsiye asamasi) nauplii gelisimi tamamlanir ve
kisa bir siire igerisinde serbest yilizen nauplii’ler ortaya ¢ikar (Sekil 3.6, Sekil 3.7)
(Uren, 2011).
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Sekil 3.6. Artemia salina yumurtalar1 ve yumurtadan ¢ikip serbest ylizen
nauplii’ler (http://wanhefeed.com/?7p=1#!prettyPhoto, 04.07.2013)

Sekil 3.7. Artemia salina yasam dongiisii (Treece, 2000)
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3.2.3. Brine-shrimp (Artemia salina) Lethality (BSL) Assay

Bilinen biitiin kimyasallarin yan etkileri, aslinda toksik etkileridir. Kimyasallar
belirli bir dozdan sonra 6ldiiriicii etki gosterebilirler. Kimyasal maddelerin insan
ve hayvanlarda olusturdugu toksik etkiler akut ve kronik olarak gelisir. Baz1
aragtirmacilar akut toksisiteyi, tek ya da birka¢c dozun 48 saat i¢inde deney
hayvanlarinda veya kaza sonucu insanlarda olusturdugu etki olarak
tanimlamaktadirlar. Akut toksisite saptanmasinda basvurulan deneylerin amaci
biyolojik sistemlerde kimyasal maddelerin toksik etkilerini belirlemek ve doz-
yanit iligkisinde karakteristik veriler elde etmektir. Bu veriler, yeni droglarin

klinige uygulanmasindaki olabilirlik derecesini ortaya koymaktadir.

Toksikolojide akut toksisite deneyleri; ilag, kozmetik, hijyenik maddeler ve
evlerde ¢esitli amagla kullanilan diger kimyasal maddelerin toksik etkilerini

belirlemek i¢in yapilir. En sik kullanilan akut toksisite testleri;
* Minimal Mortal Doz (MMD)

* Letal Doz 50 (LD50) ‘dir.

1926 yilinda Knaffl-Lenz tarafindan kobaylarda dijitalis’in toksik aktivitesinin
gosterilmesinde tarif edilen Minimal Mortal Doz (MMD), damar ig¢i yolla siirekli
ve yavas akimla bir ilacin hayvanin 6lmesine kadar verilmesiyle elde edilir.
Tavsan, kedi, kopek gibi hayvanlarda kolay uygulanabilir ve fizyolojik
parametrelerdeki  degisiklikler izlenebilir. Ancak c¢ok sayida hayvana
uygulanmasinin biyoistatistik zorunlulugu yaninda, damar i¢i verilmesi nedeniyle
kimyasal maddenin inert bir solvent i¢inde erimesi ve etkisini ¢abuk gdstermesi
gerekmektedir. Hayvana enjekte edilen total sivi hacmi, dolagim kapasitesini
gecmemelidir. Bu nedenlerden otiirii MMD fazla kullanilan bir akut toksisite
yontemi degildir.

Bazi aragtiricilarin ‘medyan letal” doz diye adlandirildigi Letal Dozsg (LDsg) bir
deney hayvan gurubunun % 50’sini 6ldiirebilen bir kimyasal maddenin tek bir
dozunun istatistiki degerlendirmesidir. Bir maddenin akut toksisitesinin
degerlendirilmesinde LDsy tayini siklikla bagvurulan bir toksikoloji degerlendirme
yontemidir (Dokmeci, 1994).
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Brine-shrimp (Artemia salina) Lethality (BSL) Assay, LDsy diizeyinin tespitinde
kullanilan toksisite testlerindendir (Harwig ve Scott, 1971). Artemia salina
larvalar, gliniimiizde biyolojik aktiviteleri arastirilan 6rneklerin sitotoksisitelerinin
tayininde, oldukc¢a genis bir sekilde kullanilmaktadir ve toksik maddelerin in-vivo
olarak Artemia salina larvalarina olan 6ldiriicti etkisi, hizli ve basit bir yontem
olarak “Brine-Shrimp Lethality Assay”in kullanilmasina olanak saglamaktadir
(Choudhary ve Thomsen, 2001).

BSL, toksisitenin Ongdriilmesi agisindan kullanmigh bir testtir. Ayrica fungal
toksinlerin, bitkisel ekstraktlarin, agir metallerin, cyanobacteria toksinlerinin,
pestisitlerin ve dis hekimliginde kullanilan bazi maddelerin, sitotoksik etkilerinin
arastirilmasinda kullanilmistir (Harwig ve Scott, 1971; Solis vd., 1993; Ugur vd.,
2000). Bunlara ek olarak, embriyonel gelisim siirecini etkileyen teratojen
maddelerin (Sleet ve Brendel, 1983), organofosfor insektisitlerin (Sanchez-fortun
vd., 1996), ve =zirai amaca yonelik olarak olduk¢a sik kullanilan birgok
antibiyotigin, toksisite diizeylerinin tespitinde de kullanilmaktadir (Migliore vd.,
1997).

Artemia salina’ nin kullanildig1 bazi akuatik toksisite testleri ile, rodentlerin (fare
veya rat) kullanildig1 toksisite testleri arasinda bir korelasyon olup olmadigini
anlamak {izere baz1 ¢aligmalar yapilmis ve iimit verici sonuglar elde edilmistir. Her
iki testten elde edilen LDsy degerleri, ayni1 kimyasallarin insanlar igin gegerli olan
akut oral letalite verileriyle kiyaslandiginda, sonuglar arasinda genellikle iyi bir
korelasyon oldugu go6zlenmistir. Benzer olarak, bu kimyasallarin, oral akut
toksisite potansiyellerinin test edilip, insanlar i¢in gecerli olan akut dozlarla
kiyaslandiginda; akuatik testlerin, rodent testlerine nispeten biraz daha iyi sonuglar
verdigi gozlemlenmistir. Ancak akuatik toksisite testlerinin, suda ¢oziinebilen
maddelerin toksisite degerlerinin saptanmasinda daha uygun oldugu belirtilmistir
(Calleja ve Persoone, 1992; Logarto vd., 2001). Yine, Artemia salina ile yapilan
bu testin modifiye edilmis sekli ile alinan sonuglar, memeli hiicre 21 kiiltiirleri ile
yapilan toksisite testlerinde alinan sonuglarla karsilastirilmis ve birbiriyle uyumlu
sonugclar elde edildigi rapor edilmistir (Lewan vd., 1992).
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3.2.4. Kromozomlarin incelenmesi

Kromozomlar; hiicrenin ¢ekirdeginde bulunan, DNA ve proteinden olugsmus sayist
ve sekli her canli igin sabit olan, hiicre boliinmesi sirasinda iplikleri halinde ortaya
¢ikan ve renkli boyalarla boyanan yapilardir. Kromozomlar iizerinde genler
dizilidir. Her kromozom ¢ok uzun biiyiik molekiilli ve molekiille birlikte
proteinlerin ¢ok sayida sarmallar meydan getirmesiyle hiicre bdliinmesinin
metafazinda gozlenebilir duruma gelir. Interfazda sarmallarin kismen veya

tamamen ¢6ziilmesi nedeniyle kromozomlar ayirt edilemezler.

Insan ya da diger canlilarin kromozomlarmni incelemek igin ilk kosul, hiicrenin
boliinme doneminde olmasidir. Boliinme durumundaki hiicreler ¢esitli yontemlerle
elde edilir. Caligmalarda herhangi bir dis uyarana gerek kalmadan viicutta stirekli
boliinen hiicreler kullanilir. Diger bir yontemde ise viicuttan alinan hiicreler yapay
uyaricilarla mitoz boliinmeye sokularak kullanilabilirler. Kromozom c¢alismalar
icin, boliinmenin ¢ok oldugu kok ucu hiicreleri gibi bitkisel materyaller de
kullanilmaktadir (Kurtulmus ve Aydin, 2007).

Kromozomlar ¢esitli dokularda, mitoz bdliinmenin metafazinda en iyi sekilde
gortilebilir. Cilinkii kromozomlar mitozun metafazinda en kisalmis ve kalinlagmis
haldedir. Kromozom incelemelerinin yapilabilmesi i¢in ¢ok sayida metafazda
hiicre bulunmalidir. Insan periferal kan lenfositleri ise normal olarak goriilebildigi
gibi disiik bir oranda kendiliginden bolinmeye girerler. Bu yiizden
fitohemaglutinin denilen bir mitojen madde ile hiicre kiiltiirlerinde lenfositler
yapay olarak mitoza sokulurlar. Kromozom incelenmesi ¢aligmalarinda istenilen,
hiicrenin metafaz evresinde kalmasidir. Bu amacla, mitoz boliinme durumunda
olan hiicrelerin metafazda birikebilmesi i¢in hiicrede ig ipliklerin parcalanmasini
saglayan bir madde (kolsisin veya kolsemid) kullanilir. Mitoz bdliinme sirasinda
kromozomlar, sayisinin ¢oklugu wve hiicrelerin kiigiikliigli nedeniyle oldukga
sikistk durumdadir. Hiicre i¢indeki kromozomlar1 daha iyi goriilebilir duruma
getirebilmek i¢in, kromozomlarin daha biiyiikk bir diizlem iginde dagilmalarn
saglanmalidir. Bu islemlerden sonra kromozom preparatlar1 hazirlanip, DNA
boyalarindan biriyle boyanarak gerekli incelemeler yapilabilir ve kromozom mikro
fotograflar1 ¢ekilebilir (Rencilizogullar ve Topaktas, 1991).
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3.2.5. Kromozom Aberasyonu (KA) Testi

Periferal kan lenfositleri mitotik interfazin ayn1 Go veya G; basamaginda ayni
anda olmus hiicre populasyonlaridir. Saglikli bireylerde, bu hiicreler sadece seyrek
olarak in vivo mitotik ¢ogalmada bulunurlar. Kiiltiire edilmeleri kolaydir ve sonug
olarak bunlar kromozom aberasyonunun hesaplanmasi i¢in ayri hiicrelerin hazir
kaynaklar olarak kullanilabilirler. Lenfositler ayni anda kiiltiire edilmis
populasyonlar olsa da, ayn1 bireyler farkli alt populasyona sahip hiicrelerde farkl
hiicrelerin alt populasyonu bulunur. Ancak, ayricalikli biiylimenin homojen
olmama ihtimali vardir (Erol, 2010).

Kiiltire  alinmis  periferal  lenfositlerdeki ~ kromozom  anormallikleri
incelenmektedir. Olduk¢a yaygin olarak kullanilan testlerden biridir. Kromozomal
anormallik teknigi kullanilarak elde edilen yapisal degisimler, mitototik metafaz
kromozomlarinda degerlendirilir (Cakmak, 2000). Kromozom anormalliklerinin
olusum mekanizmasinin farkli dokularda benzer olmasindan dolay1 lenfositlerdeki
anormallik seviyesinin kansere egilimli dokulardaki anormallik seviyesini
gosterdigi ve bdylece kanser riskinin de gostergesi oldugu diisiiniilmektedir
(Albertini vd., 2000; Bonassi vd., 2004; Bonassi vd., 2005). insan populasyonlari
lizerine yapilan c¢aligmalar, periferal lenfositlerdeki spontan kromozom
anormalliklerinin frekans: ile kanser olusumu arasinda dogru oranti (pozitif
korelasyon) oldugunu ortaya koymaktadir (Natarajan, 2002; Yiizbasioglu vd.,
2006; Yimaz vd., 2008). Bu yodntemle incelenebilen yapisal aberasyonlar;
kromatid kirigi, kromozom kirigi, fragment, disentrik kromozom, halka
kromozom, kardes kromatidlerin birlesmesi (sister union), translokasyon,
izokromozom ve endoreduplikasyondur (Hagmar vd., 1994; Bonassi vd., 1995).

Kromatid kiariklari, bir kromozoma ait iki kromatitten bir tanesinin kirik olmasi
durumudur. Kromozom kiriklari ise her iki kromatidte birden kiriklarin olmasidir.
Iki kromozomun uglarmdaki kirilma ve sonra bu iki kromozomun kirilan uclarinin
birlesmesiyle de disentrik kromozomlar olugmaktadir. Bir kromozomun her iki
kromatidinin uglarindaki kirilma sonrasinda, bu kromatidlerin birlesmesi ile de
kardes kromatidlerde birlesme denilen kromozomal anormallikler olusmaktadir.
Fragmentler ise kromozomlardan kopan pargalarin kromozomdan ayr bir yerde

bulunmasi durumudur (Topaktas ve Renciizogullari, 1995).



17

3.2.6. Kardes Kromatid Degisimi (KKD) Testi

Potansiyel mutajenlere ve karsinojenlere maruz kalan insan populasyonlarinin
genetik biyoizlemi, farkli genetik isaretleyiciler kullanarak yapilabilmektedir.
Kardes kromatid degisimleri (Sister chromatid exchange = SCE; KKD), DNA
hasarina neden olan ajanlarin erken biyolojik etkilerinin belirlenmesinde en yaygin
kullanilan sitogenetik isaretleyiciler arasinda yer alir. KKD, mitozda ya da
mayozda kardes kromatidler arasinda meydana gelen krosing-over benzeri bir
olayla DNA replikasyonu sirasinda kardes kromatidlerin karsilikli olarak yer
degistirmesidir. KKD hiicre bdliinmesinin normal bir 6zelligi olarak meydana
gelebilmekle birlikte, kromozom morfolojisinde degisiklige neden olmamaktadir.
Hiicre DNA’s1 genotoksik ajanlar tarafindan zarar gordiiglinde orani artmaktadir
(Altintas vd., 2005).

Kardes kromatidlerin degisimi ilk olarak J.Herbert Taylor tarafindan ortaya
konmustur ve bu metod da kardes kromatitler farkli radyoaktif molekiiller ile
isaretlenmislerdir ve daha sonra kardes kromatit degisimi otoradyografi (bir ¢esit
gosterim ya da ortaya koyma metodu) metodu ile ispatlanmistir. KKD’ nin giilii
bir ispat1 ise DNA’ nin polariteli ve ¢ift sarmalli olmasidir. Isokromatit isaretleme
denilen bu metod kardes kromatitlerin homolog kisimlari arasinda yapilir (Latt
vd.,1977).

KKD, bir biitin DNA ¢iftinin degisimini takiben her iki DNA zincirinin
kirilmasint igerir. Bu durum S fazi siiresince meydana gelir. KKD,
rekombinasyonel onarma, nokta mutasyonlarinin olusumu, gen g¢ogalmasi ve
sitotoksisite ile karsilikli iligski ig¢indedir. KKD, replikasyon esnasinda kardes
kromatidlerin homolog lokuslari arasinda DNA'nin resiprokal translokasyonu
olarak bilinmektedir ve spontan olarak saglikli hiicrelerinde, belirli sikliklarda
olmaktadir. DNA hasarina yol agan antineoplastik ilaglar, kimyasal karsinojenler,
mutajenler gibi birgok kimyasal ve fiziksel ajanlar, hatta sigara igmenin KKD
sikligina etkisi olduguna inanilmaktadir. Bazi kronik hastaliklarda, viral ve
bakteriyel enfeksiyonlarda da KKD orani artabilmektedir. Immun sistem
uyaranlarina cevap kapasitesi genetik olarak belirlendiginden; KKD analizi,
genomik diizensizlik ve muhtemel DNA hasarint belirlemek i¢in hassas bir
yontemdir (Kaya ve Akyol, 2000).
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Kardes kromatidler ciftler olusturur. Kardes kromatidler eslestiginde parca
degisimi gergeklesir. Eger degisim gergeklestiyse, kromatid parca parca acgik ve
koyu renklerde goriiliir (Renciizogullari ve Topaktas, 1991). KKD bazi maddelerin
DNA’ya kovalent olarak baglanmasi sonucu veya DNA tamir mekanizmasina
miidahale edilmesiyle indiiklenmektedir. Kardes kromatid degisimleri DNA
sarmalindaki degisiklikler ile olusan kromatidlerde DNA’nin kirilmasina neden
olmaktadir. KKD analizinin, herhangi bir genotoksik ajanin etkisinde kalma ile
olusabilecek genotoksisitenin Sl¢lilmesinde diger sitogenetik analizlerden daha
duyarli oldugu bildirilmistir (Akca vd., 2007).

Kardes Kromatid degisim testi genellikle insan periferal lenfositlerine uygulanir.
Go fazindaki hiicreler, fitohemaglutinin ile boliinmeye tesvik edilir. Ikinci mitozun
metafazinda hiicreleri durdurmak ve mitotik hiicre toplamak igin, ig ipliklerini
inhibe eden kolsemid 72. saatte ilave edilir. Iki hiicre dongiisii boyunca
kromatidleri ayirma firsati veren BrdU (bromo-deoxy-uridine) kiiltiir ortamina
eklenir. Sadece bir zincirdeki DNA BrdU almigsa normal karanlik Giemsa
boyamasi olur, diger zincir daha agik renkle boyanir. Eger degisim gergeklestiyse,
kromatid parca parga acik ve koyu renklerde goriiliir bunlara da "harlequin
kromozomlari1“ denir (Renciizogullar1 ve Topaktas, 1991) (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Harlequin Kromozomlari
(http://users.rcn.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/H/Harlequin.ht
ml, 04.07.2013)
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3.2.7. Genotoksik Hasarin Belirlenmesinde Mikronukleus (IMN) Testi

Radyasyona ve karsinojenik kimyasallara maruz kalindigi zaman kromozomlarda
hasarlarin olusmasi, fiziksel ve kimyasal ajanlarin Okaryotik hiicrelerin genetik
materyalinde biiylik degisikliklere neden oldugunu gosterir (Evans, 1977).
Kromozom anormallikleri DNA seviyesindeki hasarlarin belirtisidir, 6rnegin
kromozom kirilmalari, DNA’daki ¢ift iplik yapimin tekrar tamir edilememesinden
meydana gelebilir (Elhajouji vd., 1995). Kromozom kaybi1 ve kromozomlarin
hatal1 ayrilis1 (non-disjunction), kanserde ve yaslanmada ¢ok 6nemli olaylardir ve
metafazdan oOnce ig ipliklerinde, sentromerde ya da kromozom yapisindaki
bozukluklarla ortaya ¢ikabilir (Evans, 1990; Guttenbach ve Schmid, 1994).

Kemik iligi ve periferal kanda bulunan l6kositlerde yapilan “mikronukleus testi”,
in vivo sitogenetik analizidir ve genetik toksikolojide kullanilmaktadir. Ancak in
vivo veya in vitro olarak diger hiicre gruplarma uygulanabilir bir metot degildir ve
in vitro cekirdekli hiicrelerde milronukleuslart (MN) o6lcmek i¢in metotlar
gelistirilmigtir. MN testi; skorlanmas1 oldukca kolay, ekstra kiiltiir islemi basamagi
olmadan uygulanabilen ve farkli hiicre tiplerinde kullanilabilen bir testtir. MN
testi, klastojenik etkili bilesikler tarafindan olusturulan kromozomal hasarlarin
degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan standart genotoksisite test sistemi
icerisinde yer alir ve in vivo ve in vitro olarak uygulanabilir. MN’ler hiicre
dongiisii boyunca meydana gelen hasar nerede olursa olsun hiicre boliinmesi
stiresince olusur (Sekil 3.9). Arastiricilar, kromozom fragmenti icerdigini ve bu
yontemin andploidi uyaran ajanlan klastojenlerden ayirmada daha kesin bir yol

oldugunu vurgulamiglardir.
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Sekil 3.9. Klastojenler ve anojenler tarafindan uyarilan hiicrelerdeki MN’ler
(Sekeroglu ve Sekeroglu-Atli, 2011)

Fenech ve Morley (1986) tarafindan kiif mantarlarinin metabolitlerinden elde
edilen sitokalasin-B (Cyt-B) ile mitoz gegiren hiicrelerde sitokinezi durdurma
esasina dayanan ve bir hiicre siklusunu tamamlayan hiicrelerin bintiklear
goriiniimleriyle ayirt edilmesine olanak saglayan modifiye bir teknik
gelistirilmigtir (Sekil 3.10). Cyt-B, boliinen hiicrenin ikiye ayrilmasini uyaran
mikroflamentleri olusturacak olan aktin molekiiliine baglanarak aktin
polimerizasyonunu inhibe etmektedir. Bu inhibisyondan dolay1 aktine baglh tiim
hareketler engellenmekte ve sitokinez inhibe olmaktadir.
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Sekil 3.10. Sitokinezin bloklanmasi yontemiyle MN iceren biniikleat hiicrenin
olusumu (Sekeroglu ve Sekeroglu-Atli, 2011)

Sitokinezi bloklama metodu ile bazi kinetik problemler ortadan kalkmis ve in
vitro MN tekniginin uygulanmasindaki giivenilirlik artmistir (Fenech, 2000;
Aardema ve Kirsch-Volders, 2001; Choy, 2001; Demirel ve Zamani, 2002).

Standart lenfosit kiiltiirlerine uygun konsantrasyonda Cyt-B eklenmesiyle,
¢ekirdek  boOlinmesini  tamamlamis  ancak  sitoplazmik  boliinmesini
gerceklestirememis ¢ift ¢ekirdekli hiicrelerde, MN bulunduran hiicrelerin orani
tespit edilmektedir (Fenech ve Morley, 1986., Demirel ve Zamani 2002).
Sitokinezi bloklanmis hiicrelerde biniikleat hiicreler ve MN sayiminda su kriterler
kullanilmaktadir (Heddle ve Countryman, 1976., Titenko-Holland vd. 1997.,
Fenech, 2000):

1. Hiicreler ¢ift niikleusa sahip olmalidir ve belirgin sitoplazmasiyla yuvarlak veya

oval goriiniimlii olmalidir.

2. Niikleuslar belirgin niikleus zarnyla gevrili yuvarlak veya oval olmalidir.
3. MN c¢ap1 ana niikleusun 1/3’0 kadar veya daha kiigiik olmalidir.

4. MN’ler yuvarlak ve oval sekillerde olmalidir.

5. MN’ler ana niikleustan agik bir sekilde ayrilmis olmalidir veya mikroniikleer
sinirlar niikleer sinirlardan ayirt edilebilir olmalidir.
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Bu modifiye yontem ile hiicrelerin sadece MN igerip igermedigi saptanmakta ve
bu sayim islemi kromozom anormallikleri testine gore daha hizh
gerceklesmektedir. Biitiin halde kromozom seklinde MN olusumuna neden olan ve
kromozomal anormallik testleriyle calisilmasi giic olan andploidiyi indiikleyici
ajanlar da bu testle kolaylikla saptanabilmektedir (Aardema ve Kirsch-Volders,
2001; Lorge vd., 2007). Kimyasal bir madde uygulanmis hiicrelerden olusan yavru
hiicrelerdeki MN’lerin incelenmesi, en az bir hiicre bdliinmesi yoluyla yavru
hiicrelere gecen genetik hasar1 ifade etmektedir. Yani iki ¢ekirdekli hiicrelerdeki
MN’lerin sayilmasi ile hiicrenin bir kez boliinmiis oldugu ispatlanmis olur.
Sitokinezi bloklanmis hiicrelerde MN yontemi kullanilarak kromozom kiriklari,
kromozom kaybi, disentrik kromozom olusumu gibi yeniden diizenlenmeler, gen
amplifikasyonu ve apoptosis gibi olaylarin frekansi da degerlendirilebilir. MN
icerigindeki kromozomal fragmentler, direkt DNA kiriklarindan veya DNA sentez
hatalarindan kaynaklanabilir. Onarilmamigs kromozom kiriklari, bir disentrik
kromozom ve bir asentrik fragment olusumu ile yeniden diizenlenmelere onciilliik
edebilir. Genellikle disentrik kromozomlarin sentromerleri anafazda niikleuslar
arasinda niikleoplazmik koprii olusturur ve asentrik fragment MN’yi olusturur
(Sekil 3.11).

Asentrik fragmentlerin ve kromatid veya kromozom kiriklarinin veya tam bir
kromozomun anafazda geri kalmasi sonucu olusan MN’ler, telofazdaki
niikleuslarin diginda kalan kii¢iik niikleuslar olarak goriilmektedir (Surralles vd,
1995; Aardema ve Kirsch-Volders, 2001).
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amplifikasyonu ve kaybi kromozom

Apoptosis

Sekil 3.11. Sitokinezi bloklanmis MN yo6ntemi ile bazi sitogenetik anormalliklerin
belirlenmesi (Sekeroglu, 2011).

Giiniimiizde MN’1 tespit etmek i¢in yeni gelismeler olmaktadir. Bu gelismeler;

1. Kromozom parcalarindan ve kromozomlardan orjin alan MN’larin ayirt
edilmesi (Evans, 1977; Savage, 1993),

2. Bir hiicre boliinmesi icinde kesip c¢ikartilarak tamir edilen (eksizyon tamiri)

bolgelerin MN’lara doniismesi (Evans, 1990),

3. Bintikleer hiicrelerde non-disjunction olaylarin1 tanimlamak i¢in molekiiler
problarin kullanilmasi (Dellarco, 1985; Guttenbach ve Schmid, 1994),

4. CBMN (Sitokinez Bloklu Mikroniikleus) analizi i¢inde nekrotik ve apoptotik
hiicrelerin katilmas1 (Natarajan ve Obe, 1982; Schmind, 1975).

Son olarak, yeni kimyasallarin genotoksitesini test etmek i¢in metafaz analizi
yerine mikroniikleus analizinin kullanilmas1 6nerilmektedir (Kisch-Volders, 1997;
Kisch-Volders vd., 2000).
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4. KAYNAK OZETLERI

Bilinen biitiin kimyasallarin toksik etkileri bulunmaktadir. Kimyasallar, belirli bir
dozdan sonra oOldiiriicii etki gosterebilirler. Kimyasal maddelerin insan ve
hayvanlarda olusturdugu toksik etkiler akut ve kronik olarak gelisir. Bazi
arastirmacilar akut toksisiteyi, tek ya da birka¢ dozun 48 saat icinde deney
hayvanlarinda veya kaza sonucu insanlarda olusturdugu etki olarak
tanimlamaktadirlar. Akut toksisite saptanmasinda basvurulan deneylerin amaci
biyolojik sistemlerde kimyasal maddelerin toksik etkilerini belirlemek ve doz-
yanit iligkisinde karakteristik veriler elde etmektir.

Brine-Shrimp Lethality (BSL) Assay sitotoksite testi, LDsy diizeyinin tespitinde
kullanilan toksisite testlerindendir. Artemia salina larvalari, farkli mikotoksinlere
karst genis bir yelpazede duyarlilik gosterirler (Harwig ve Scott., 1971). Bu
larvalar, giinlimiizde biyolojik aktiviteleri arastirilan orneklerin sitotoksisitelerinin
tayininde, oldukca genis bir sekilde kullanilmaktadir. Dolayisiyla, toksik
maddelerin in-vivo olarak Artemia salina larvalarina olan 6ldiiriicii etkisi, hizli ve
basit bir yontem olarak “Brine-Shrimp Lethality Assay”in kullanilmasina olanak
saglamaktadir (Choudhary ve Thomsen, 2001). Toksisitenin Ongoriilmesi
acisindan kullanigh bir testtir. Ayrica fungal toksinlerin, bitkisel ekstraktlarin, agir
metallerin, cyanobacteria toksinlerinin, pestisitlerin ve dis hekimliginde kullanilan
bazi maddelerin, sitotoksik etkilerinin arastirilmasinda kullanilmistir (Harwig ve
Scott., 1971; Mc Lauglin vd., 1991; Solis vd., 1993; Martinez vd., 1998; Jaki vd.,
1999; Barahona ve Sancez-fortun., 1999; Giirkan vd., 2000; Ugur vd.,2000; Pelka
vd., 2000; Ulusoylu vd., 2001). Bunlara ek olarak, embriyonel gelisim siirecini
etkileyen teratojen maddelerin (Sleet ve Brendel., 1983) ve zirai amaca yonelik
olarak oldukga sik kullanilan bir¢cok antibiyotigin, toksisite diizeylerinin tespitinde
de kullanilmaktadir (Sanchez-fortun vd., 1996).

Artemia salina’ nin kullanildig1 bazi akuatik toksisite testleri ile, rodentlerin (fare
veya rat) kullanmildig1 toksisite testleri arasinda bir korelasyon olup olmadigini
anlamak iizere bazi ¢aligmalar yapilmis ve timit verici sonuglar elde edilmistir. Her
iki testten elde edilen LDsy degerleri, ayni kimyasallarmn insanlar igin gegerli olan
akut oral letalite verileriyle kiyaslandiginda, sonuglar arasinda genellikle iyi bir
korelasyon oldugu goézlenmistir. Benzer olarak, bu kimyasallarin, oral akut
toksisite potansiyellerinin test edilip, insanlar i¢in gecerli olan akut dozlarla
kiyaslandiginda; akuatik testlerin, rodent testlerine nispeten biraz daha iyi sonuglar
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verdigi gozlemlenmistir. Ancak akuatik toksisite testlerinin, suda ¢oziinebilen
maddelerin  toksisite  degerlerinin  saptanmasinda daha uygun oldugu
belirtilmektedir (Calleja ve Persoone., 1992; Logarto vd., 2001; Karael, 2006)
Yine bagka bir calismada ise, Artemia salina ile yapilan bu testin modifiye edilmis
sekli ile almman sonuglar, memeli hiicre kiiltiirleri ile yapilan toksisite testlerinde
alman sonuglarla karsilastirilmig ve birbiriyle uyumlu sonuglar elde edilmistir
(Lewan vd., 1992, ).

Perkloretilen, kuru temizleme basta olmak iizere, otomotiv ve diger metalle ilgili
sektorlerde metal iizerindeki yaglar1 almak amaciyla kullanilan yanici olmayan
fakat ugucu bir solventtir. Havada 1 ppm kadarlik bir miktarmin bile insanlar
tarafindan fark edebilecek kadar keskin bir kokusu vardir. Diger biitiin klorlu
solventler gibi perkloretilenin de sinir sistemi lizerinde depresan etkisi vardir.
Buhariyla temas, bas donmesi, bas agrisi, uyku hali, biling kayb1 yaratabilirken,
devamli olarak insan derisiyle temasta perkloretilen derideki yagi tlimiiyle
¢Ozeceginden ciddi deri problemlerine neden olabilmektedir.

McLaughlin vd. (1997), TCE (trikloretilen) ve PERC (perkloroetilen) ile yapilan
epidemiyoloji calismalariyla renal kanser riski ile ilgili raporlart gézden
gecirdiklerinde; TCE veya PERC’e maruz kalma ile renal kanser riskinin artmasi
arasinda ¢ok az kanit oldugunu belirlemislerdir.

Kuru temizleme sektdriinde calisanlarda tetrakloretilene biyolojik maruziyet
degerlendirmesinin yapildig1 bir ¢aligmada, ABD’nin Ohio eyaletinin glineybati
bolgesindeki 4 kuru temizleme tesislerinden 18 kadin is¢i iizerinde ¢aligmalar
yapilmistir (McKernan vd., 2008). Vardiya sonrast kadin is¢ilerin nefeslerinde
bulunan tetrakloretilen’in calistiklar1 hafta boyunca yavas yavas arttigimi ve
istatistiksel olarak anlamli bir kolerasyon oldugunu gozlemlemislerdir. Ancak,
verilen nefesteki PERC miktarinda c¢aligmadiklart 2 giin sonunda azalmalar

oldugunu goézlemlemiglerdir.

Yine PERC’e maruz kalan 18 kuru temizleme is¢isi ile PERC’e maruz kalmayan
18 ¢amagirhane is¢isi lizerinde sitogenetik analiz ¢aligmasi yapilmistir (Tucker vd.,
2011). Bu iki ayr igyerlerinde caliganlar arasinda kromozomal translokasyon
frekansinda anlamsiz bir fark oldugunu belirlenmis olmasina ragmen, bu is¢ilerin
kanindaki PERC diizeyleri ile asentrik fragmentli hiicrelerin yiizdesi arasinda (R2
= 0,488, p<0,026) dénemli bir korelasyon oldugunu saptanmistir. Bu dlgiilen kalici



26

kromozom translokasyon hasari, PERC’e maruz kalan kuru temizleme iscileri
tizerinde PERC’in gii¢lii bir etkisinin var gibi goriinmedigini, ancak, PERC’e
maruz kalma diizeyi ve asentrik fragment frekanslarn arasindaki iliski nedeniyle
PERC’e maruz kalan kisilerde gegici genetik hasara neden olabilecegini

diistiniilmektedir.

Rastkari vd. (2011), kuru temizleme isyerlerinde ¢alisanlarin idrarlarindaki PERC
ve TCE’i biomarker olarak degerlendirmislerdir. Caligmalarmmin sonunda kuru
temizleme isyerlerindeki nefes aliman bolge ile ¢alisanlarin  idrar
konsantrasyonlarindaki perkloretilen’in ortalama degerleri arasinda iyi bir
korelasyon (r = 0,907) oldugunu gézlemlemislerdir.

CD1 erkek farelere (Charles River UK, Ltd.’den temin edilmis laboratuar fareleri)
oral yolla 1000 ve 2000 mg/kg/giin tetrakloroetilen verilmesinden sonra, farelerin
karaciger ve bobreklerindeki DNA hasarin1  Alkaline Comet Assay ile
incelemislerdir ve tetrakloroetilen’in farelerde karaciger ve bdbreklerde DNA
hasarina sebep olmadigini saptamiglardir (Cederberg vd., 2010).

Aschengrau vd. (2009a) da Massachusetts’in Cape Cod bolgesindeki igme suyuna
kontamine olmus tetrakloroetilen (PERC) ile gebelikteki risk arasindaki iliskiyi
aragtirmiglardir. PERC ile kontamine olmus igme suyunun gebelik iizerinde etkisi
hakkinda ¢ok az bilgi oldugunu ifade etmislerdir. Yapilan retrospektif cohort
caligmas1 sonucunda PERC maruz kalma seviyesiyle, gebelikte risk arasinda
kliniksel bir ilgi tespit edilmis ancak gebelik kayitlarinda anlamli bir iligki

bulunamamustir.

Yine, New York’un Endicott bdlgesinde TCE ve PERC ile kontamine olmus
topraklardan buharlasan havaya maruz kalan kadinlarda dogum sonuglarinin
siklig1 aragtiritlmigtir. TCE ile kontamine olmus bolgelerde ikamet eden kadinlar
arasinda diisiik dogum agirlig1 ve fetal biliylime geriligi gibi 6nemli Ol¢iide ki
hasarlarin, TCE’ye maruz kalma ile iligkili oldugunu bulunmustur. PERC’e maruz
kalma ile diisiik dogum agirligi ve fetal biiylime geriligi gibi hasarlar arasinda ise
onemli bir iligki bulunamamustir (Forand vd., 2012).

McDermott ve Heffron (2013), klorlu organik ¢oziiciilerden olan diklorometan
(DMC), tetrakloroetilen (PERC), 1,2 dikloroetan (DCE) ve trikloroetilen (TCE)’in
in vitro sitotoksik etkilerini arastirmislardir. Calismada, Jurkat T hiicreleri 72 saat
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ayr1 ayri ¢oziliciilere maruz birakmig ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu,
hiicre gogalmas, hiicre igi serbest Ca (Ca*?) konsantrasyonu ve kaspaz-3 aktivitesi
olgiilmiistiir. ROS olusumunda ve hiicre i¢i serbest Ca**’da konsantrasyona
bagimli bir artis oldugunu ve bunun hiicre ¢ogalmasinda bir azalmaya eslik ettigini
saptamiglardir. Etki, ‘PERC>TCE>DCM>DCE’ sirastyla azalmistir. Kaspaz-3
aktivitesinin TCE ve PERC konsantrasyonuna bagl bir sekilde arttigini, ancak
DCM ile DCE de 6nemli bir degisiklik olmadigini da belirtmislerdir.

Toraason vd. (1999), akut olarak trichloroetilen’e (TCE) ya da perchloroetilen’e
(PERC) 0, 100, 500, 1000 mg/kg’lik miktarlari da maruz kalan Fischer
sicanlarindaki oksidatif stres ve DNA hasarint incelemislerdir. Calismanin
sonucunda sadece TCE’nin uygulanan en yiiksek doz (1000 mg/kg) verildiginde
sicanlarin karacigerinde oksidatif DNA hasarina neden oldugunu, PERC’in ise bu

tip bir hasara neden olmadigim belirtmislerdir.

Massachusetts’in  Cape Cod bolgesindeki yetigkinlerin erken doénemlerdeki
PERC’e maruz kalmalarinin sonucunda depresyon olusumu, bipolar (manik
depresif) bozuklugu, travma sonrasi stres bozuklugu ve sizofreni olusumlarim
etkileyip etkilemediginin test edildigi bir retrospektif kohort ¢alisma 1969 ve 1983
yillar1 arasinda dogan toplam 1378 kisi lizerinde yapilmistir (Aschengrau vd.,
2012). Bu kisilerin 831 tanesi dogum oncesinde ve erken ¢ocukluk doneminde
PERC’e maruz kalmis ve 547 kisi ise, PERC’e maruz kalmamistir. Bu ¢alismanin
sonucunda PERC’ye erken yaslarda maruz kalmanin depresyon riski lizerinde
anlaml bir artig gostermedigini, bunun aksine PERC’e maruz kalmanin bipolar
bozukluk ve travma sonrasi stres bozuklugu iizerinde anlamli derecede bir artisa

neden oldugunu gézlemlenmislerdir.

Janulewicz vd. (2008), Cape cod’da 1969 ile 1983 yillar1 arasinda dogum kayitlari
bulunan 2086 ¢ocuk tizerinde yaptiklar1 bir kohort ¢alisma ile 6grenme dikkat ve
davranmig gelisimsel bozukluklarinin dogum oOncesi ve erken dogum sonrasi
donemde PERC (perkloretilen) ile kontamine olmus igme suyuna maruz kalma
arasindaki iliskiyi incelemislerdir. Sonugta, dogum 6ncesi ve erken dogum sonrasi
PERC’e maruz kalma ile dikkat, 6grenme ve anket yanitlar1 temelinde ve bu
niifusun yasadigi bolgede PERC’e maruz kalmalari ile davranis bozukluklari
arasinda bir iliski olmadigini rapor etmislerdir.
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Storm vd. (2013), New York’ta evlerinde kuru temizleme makinas: olan veya
olmayan ve sosyo-ekonomik agidan esitsizlik olan yetiskin ve ¢ocuklarin yasadig
mahalle sakinlerinin soluk alip verdigi nefeslerde ve kandaki perklorotetilen
seviyesi aragtirmiglardir. Diislik biitceli ev esyasi alanlardaki PERC seviyesinin,
yiiksek biitceli esya alanlara gére 6 kat daha fazla oldugu saptanmistir. Kandaki
ortalama perklorotetilen seviyesinin de diisiikk gelirli ¢ocuklar ve yetiskinlerde,
yiiksek gelirli gocuk ve yetiskinlere gore 3 ve 4 kat daha fazla oldugu ve solunan
havadaki perklorotetilen seviyesinin ¢ocuklar ve diisik gelirli grupta
sosyoekonomik agidan fark olusturdugunu ve diisiik gelirli olanlarin yiiksek gelirli
olan gruba gore biraz daha fazla seviyede perkloroetilene maruz kaldiklarim

belirtmislerdir.

Aschengrau vd. (2009b), yaptiklar1 retrospektif kohort ¢alismasinda PERC ile
kirlenmis igme suyuna maruz kalan hamilelerden dogan 1,658 ¢ocuk ve bu suya
maruz kalmamis 2,999 cocuk arasinda konjenital anomali goriilme sikligini
incelemislerdir. Bu ¢aligmanin sonuglart PERC ile kontamine olmus igme suyuna
maruz kalan kadinlarin ¢ocuklarinda bazi konjenital anomali risklerinde artis
oldugunu bulmuslardir. Ancak, konjenital anomalili ¢ocuklar smirli sayida
oldugundan, elde edilen sonuglarin sonuglarin yeterli olmadigimi ve PERC ile
kontamine olmus sulara maruz kalan daha fazla ¢ocuk iizerinde bu g¢aligmanin

tekrarlanmasi durumunda, daha net sonuglara ulasilabilecegini de belirtmisglerdir.

Kuzey iilkelerinde ki (Danimarka, Norveg, isve¢ ve Finlandiya) 1970 niifus
sayimlarinda belirlenmis ¢amasirhane ve kuru temizleme calisanlari iizerinde
uygulanacak bir dizi vaka-kontrol ¢alismasiyla kanser ile iliskileri arastirilmis ve
ABD bulgular ile Kuzey {ilkeleri bulgularimi karsilagtirilmigtir. Kuru temizleme
ve ¢amagirhane ¢alisanlarinda, mide, kalp, karaciger, pankreas, bobrek ve Hodgkin
olmayan lenfoma kanseri risklerinde kayda deger bir artis goriilmedigini ve kuru
temizlemeyle dogrudan olarak, kadinlarda servikal kansere dair kayda deger bir
artis bulunmadigi ancak mesane kanserine dair bir asir1 risk bulundugu
bildirilmistir. Yine ¢alisma sonuglari, kuzey iilkeleri kuru temizlemecilerinde
onemli olmayan yemek borusu kanseri riski bulgularmin ABD bulgularindan
farklilik gostermedigi de ortaya koymustur (Lynge vd., 2006).

St. Louis’teki bir kuru temizlemeciler sendikasinin 5369 iiyesi arasindaki 6liim
oraninin takibiyle organik ¢oziiciilerle iliskilendirilen kanserlerin riskini daha ileri

seviyede degerlendirmek amaciyla incelemislerdir. Bu is yerlerinde caligsanlarda
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amfizem, Hodgkin, yemek borusu kanseri, girtlak kanseri, akciger kanseri ve
serviks kanseri i¢in 6nemli bulgular gozlemlenmistir. Ayrica mesane kanserinin
beyaz erkek ve kadinlar arasinda; bobrek kanseri siyah erkek ve kadinlar arasinda
yiikseliste oldugunu, fakat bu konuda elde edilen bulgularin énem tagimadigini
bildirmislerdir. Her ne kadar daha yiiksek seviyede maruziyete ugramis hastalarda
girtlak, akciger ve bobrek kanserleri igin bagil riskler ve sendikaya 1960’tan sonra
katilan kisilerde mesane kanseri ve kronik nefrit riskleri daha fazla olsa da bu
O0lim sebeplerinin higbiri bu kisilerin ¢aligma siliresi veya kuru temizleme
¢oziiciilerine tahmini maruz kalma seviyesi ile kuvvetli bir iligki gostermedikleri
gbzlenmistir (Blair vd., 2003).

Ruder vd. (2001) da, kuru temizleme is yerlerinde ¢alisan kisilerin 1996 yili
itibariyle 6lim oranlarinin analizini incelemislerdir. Sendika kayitlarina gore,
1708 kuru temizleme iscisinden olusan bir ekibin 1960’tan en az bir yil siireyle
perkloroetilen’e (PERC) ve ayrica pek ¢ok is¢inin de petrol bazli bir kuru
temizleme ¢oziiciisii olan Stoddart ¢oziiciisiine maruz kaldigini belirtilmis ve dil,
mesane, yemek borusu, bagirsak, akciger ve rahim agzi kanserlerin ile zatlirree,
mide ve on iki parmak bagirsagi hastaliklarindaki artisin bu kimyasallara maruz
kalma ile istatistiki olarak tutarli oldugunu ortaya konmustur.

Mutajenik ajanlara maruz kalan insan populasyonlarimi izlemek i¢in periferik kan
lenfositlerinde, KA ve MN’lar kullanilmaktadir. Hagmar vd. 1998’de insan
populasyonlarinda kendiliginden olusan KA’lar ile sonradan olusan kanser sikligi
arasinda pozitif bir iligkinin oldugunu belirlemislerdir (Natarajan, 2002). Boveri
1914 yili bildirisinde; kararli kromozomal degisiklikler ile farkli kanser tipleri
arasinda iligki oldugunu ileri stirmiigtiir (Natarajan, 2002). KA ile kanser sikligi
arasinda anlaml iligki vardir, ancak bu iligki KKD de bulunmamigtir. MN igin
heniiz veriler yeterli sayida degildir (Fenech vd., 1999).

WHO’nun 1985’teki  bildirisine gore; KKD test ydntemi genotoksisite
degerlendirmesinde kullamlan hassas bir metottur (Ribas vd., 1996). Ik kez
Nicholas vd. (1979), diger test sistemlerinde mutajenik olmayan bir kimyasalin
KKD’leri indiikledigini saptamiglardir. Bu farkin sebeplerinden birisi; KKD’lerin
diisiik konsantrasyonlardaki kimyasal muameleler ile de indiiklenebildigidir. KA
ve MN’lar daha yiiksek konsantrasyonlardaki muameleler sonucu meydana
geldiklerinden bu test yontemlerine gore degerlendirilen bir kimyasal madde
mutajenik olarak goriilmezken, ayni1 kimyasal madde KKD test yontemine gore
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mutajenik olabilir (Nicholas vd., 1979). Caligmalarinda toksik olmayan veya letal
olmayan konsantrasyonlarin KKD’leri indiikledigini, kromozom kiriklar1 veya
diger genetik etkileri gozlemek igin gereken konsantrasyonlarin letal olabilecegini
bildirmislerdir (Nicholas vd., 1979). Tucker vd. (1993), 6karyotik hiicrelerde KKD
frekansinin, DNA replikasyonu ile etkilesime girerek DNA hasarini indiikleyen
genotoksik ajanlarin etkisi ile arttigini bildirmislerdir. Yager vd. (1993)’te, Giri ve
Chatterjee (1998)’de., Shaham vd. (2001)’de, Giri vd. (2003)’de KKD frekansini
genotoksik ajanlar1 tanimlamak tizere kullandiklarini bildirmislerdir.

MN test yontemini sitogenetik anormallikleri belirlemede etkili bir metod yapan
farkl1 hiicre tiplerinde in vitro sartlarda yaygin uygulanabilirlifi ve saymm
kolayligidir. Ayrica elde edilen verilerin ¢ok sayida olmasi istatistiksel
dayanaginin giiclii olmasini saglar (Fenech vd., 1999). Fenech (1997)’de, Kirsch-
Volders (1997)’de, Eastmond ve Tucker (1989)’de MN test yonteminde kinetekor
veya sentromeri belirleyen metodlar kullanarak; kromozom kirig1 nedenli MN ile
kromozom geri kalmasi nedenli MN’lar1 birbirinden ayirmanin kolay oldugunu
belirtmislerdir (Fenech vd., 1999).iImmiinokimyasal isaretleme metodlar1 ile
CBMN test yontemi, MN olusumundan sorumlu esas mekanizmanin anlagilmasini
saglar. Cift iplik DNA kiriklari, asentrik fragmentli MN olusumuna ve mitotik
boliinmedeki hata, tam kromozomlu MN olusumuna neden olmaktadir (Kirsch-
Volders vd., 2003). Arastiricilara gore, bu yontem klastojenik ve aneujenik etkileri
birbirinden ayirabilmekte ve Elhajouiji vd.’nin 1997 yili ¢alisma sonuglarina gore
ayrica; doz-cevap egrisi, tam kromozom ve kromozom ayrilmamasi sonuglarima
uygulanabilmektedir (Kirsch-Volders vd., 2003). Bundan dolay1 in vitro MN test
yontemi bilimsel olarak yeterli ve giiglii kabul edilmektedir (Kirsch-Volders vd.,
2000). In vitro KA deneylerin de MI indiiklenen hiicresel toksisiteyi izlemek i¢in
kullanilir. M1, hiicre siklusunda metafazdaki hiicre yiizdesini verir. Azalmis MI,
hiicre siklusu ilerlemesinde inhibisyonu ve/veya proliferatif kapasitedeki kaybi
gosterir. Amorim vd. (2000)’de sitotoksisite derecesinin tespit edilmesinin, uygun
preparasyon zamanini ve test konsantrasyonlarini segmek icin gerekli oldugunu ve
ozellikle sonuglarin insanlari maruz kalabilecegi bilesiklerin risk degerlendirmesi
icin kullanildiginda 6nem tasidigini bildirmislerdir (Seligmann vd., 2003).



31

5. MATERYAL VE YONTEM

5.1. Test Materyali

Bu c¢aligmada test maddesi olan Perkloroetilen (PERC)’in sitotoksik etkisini
aragtirmak icin test materyali olarak Brine shrimp (Artemia salina) larvalart ve in
vitro genotoksik etkisini belirleyebilmek i¢in de saf PERC’in ve Aydin
Bolgesi’nde faaliyet gosteren kuru temizleme is yerlerinde PERC kimyasalina

maruz kalmis ¢alisanlardan alinan insan periferal kan lenfositleri kullanilmisgtir.

5.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

5.2.1. Perkloretilen (PERC)

Bu calismada test maddesi olarak kullanilan renksiz bir sivi olan PERC’in en
onemli kimyasal 6zelligi kuvvetli bir solvent olmasidir. Lenfosit kan kiitiiriine 24.
saatte 1mM, 3mM ve 5mM konsantrasyonlarda olacak sekilde ilave edilmistir.
PERC e ait 6zellikler asagida verilmistir.

Kimyasal adi: Tetrachloroethylene

Kapah formiilii: C,Cl,

Molekiil agirhigr: 334,33 g/mol
Yogunlugu: 165,83 g/mol

Safhik diizeyi: > %99,9

Suda ¢oziiniirligii: 0,015 g/100 ml (20 °C)
Kaynama noktasi: 121,1 °C

Erime noktasi: -19 °C

CAS No: 127-18-4

Sigma No: 371696

Sinonimler: Etilen tetrakloriir, tetrakloretilen, perkloretilen, karbon bikloriir,
karbon dikloriir
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5.2.2. Mitomycin C (MMC)

Mitomycin C, bu ¢alismanin pozitif kontrolii olarak kullanilmustir.

Kimyasal adi: 6-Amino-1,1a,2,8,8a,8b-hexahydro-8-(hydroxymethyl)-8amethoxy
-5-methylazirino[2',3":3,4] pyrrolo[1,2-a]indole-4,7-dione carbamate (ester)
Kapah formiilii: C;5H;gN4Os

Molekiil agirhgr: 334,33 g/mol

Erime noktasi: >360 °C

CAS No: 50-07-7

Sigma No: M 0503

5.2.3. Dimetil Siilfoksit (DMSO)

DMSO, bu ¢alismada PERC’in eriticisi (negatif kontrol) olarak kullanilmistir.

Kimyasal adi: Dimethyl Sulfoxide
Kapal formiilii: C,Hs;SO yahut (CH3)2SO
Molekiil agirhgr: 78.13 g/mol
Yogunlugu: 1.1 g/cm3

Kaynama noktasi: 189 °C

Erime noktasi: 16-19 °C

Saflik diizeyi: > %99.9

CAS No: 67-68-5

Sigma No: 8418

5.2.4. Kromozom Medyumu

Biochrom firmasiin iirettigi Chromosome Medium B (Cat No. F 5023), hiicre
kiiltiiri yapmak i¢in kullanilmistir. Chromosome Medium B’nin her litresinde
asagidaki bilesikler belirtilen miktarlarda bulunmaktadir:

MEM JOKLIK with

Non essential Amino Acids: 850 ml
Fetal Calf Serum: 150 ml
Heparin: 25.000 E
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Penicillin G, Sodium Salt; 75.000 E
Streptomycin Sulphate: 50 mg
Phytohemagglutinin L: 2.5mg

Bu medyum steril sartlarda her tiipte 2.5 ml olacak sekilde steril kiiltiir tiiplerine
paylastirilmistir ve bu sekilde kullanilmustir. Kiiltiir tiipleri steril olarak temin

edilmistir.

5.2.5. Kolsemid

Kromozom preparatlarinin hazirlanmasinda mitotik zehir olarak kullanilmugtir.
Sigma marka kosemid erigi 10ml hacinde olup 10 pg/ml konsantrasyonda steril
sise icerisinde hazir olarak bulunmaktadir ve kromozom medyumunun her
mililitresinde 0.06pg olacak sekilde (0.06 pg/ml) 2.5 ml’lik kromozom

medyumuna ilave edilmistir. Kolsemide ait 6zellikler asagida verilmistir.

Kimyasal adi: Demecolcine Solution

Kapali formiilii: C,;H,sNOs

Molekiil agirhigi: 78.13 g/mol

Konsantrasyonu: 10 pg/ml in HBSS

Saklanma sicakhigy: 2-8 °C

Cat No: 477-30-5

Sigma No: D 1925

Sinonimler: Colcemid solution, N-Deacetyl-N-methylcolchicine solution

5.2.6. Sitokalasin B

Mikronukleus (MN) testinde, hiicre boliinmesi sirasinda sitokinezi engellemek ve

iki nukleuslu hiicreler olusturmak amaciyla kullanilmgtir.

Kimyasal adi: Cytochalasin B
Kapali formiilii: C,gH3;NOs
Molekiil agirhig: 479,61 g/mol
Erime noktasi: 218-223 °C
Kaynama noktasi: 218-223 °C
Saflik diizeyi: %98
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CAS No: 14930-96
Sigma No: C-6762 (5mQ)

5.2.7. 5’-Bromo 2’- deoksiiiridin (BrdUrd)

BrdUrd kardes kromatidlerin farkli boyanmasimi belirleyebilmek amaciyla
kullanilmigtir. BrdUrd eriyigi steril saf su igerisinde hazirlanmigtir. Bu eriyikten
50ul alnarak kiiltlir tiiplerine ilave edildiginde kiiltiir, son konsantrasyonu 10
pg/ml olacak sekilde BrdUrd igermistir.

Kimyasal adi: 5’-Bromo-2’-deoxyuridine

Kapah formiilii: CoH;;BrN,Os

Molekiil agirhgi: 307,10 g/mol

Erime noktasi: 191-194 °C

CAS No: 59-14-3

Sigma No: B 5002

Sinonimler:  5-BrdU,  5-Bromo-1-(2-deoxy-B-D-ribofuranosyl)uracil,  5-
Bromouracil deoxyriboside, BUdR

5.2.8. Hipotonik Eriyik

Hipotonik eriyik olarak % 0,4’likk KCI (Merck) kullanilmistir. Eriyik bidistile su
icerisinde stok halinde hazirlanip, agz1 kapali cam kap icerisinde buzdolabinda
(+4°C) saklanmistir. Her preparasyondan yaklasik bir saat once yeterli miktarda
hipotonik eriyik alinmig, 37°C’deki inkiibatdrde 1sitilarak kullanilmistir.

5.2.9. Fiksatif

KKD ve KA deneylerinde yapilacak olan preparatlarin hazirlanmasinda kullanilan
fiksatif, 1 hacim asetik asit’in 3 hacim metanol (1/3: glasial asetik asit/metil alkol)

ile karistirilmasi sonucu hazirlanmgtir.

MN deneyleri i¢in birinci fiksatif, 1 hacim glasiyal asetik asit: 5 hacim metanol ve
6 hacim 9%0,9 NaCl (1/5/6 glasiyal asetik asit/metanol/% 0.9’luk NaClI)
karigtirilarak hazirlanmistir. Diger iki fiksatif ise 1 hacim glasiyal asetik asit ve 5

hacim metanol’iin (1/5 glasiyal asetik asit/metanol) karistirilmasi ile
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hazirlanmigtir. Fiksatifler, her preparasyonda kullanilmadan iki saat Once

hazirlanarak buzdolabinda (+4°C) saklanmuistir.

5.2.10. Sorensen Tamponu

Sorensen tamponu, Tampon A ve Tampon B olmak {izere iki stok ¢ozelti halinde
hazirlanmigtir ve bu c¢ozeltiler calismanin amacina uygun olarak birbirleriyle

degisik miktarlarda karistirilarak kullanilmistir.
Hazirlanisi:

Tampon A: 11.34 gr KH,PO,4 250 ml saf su icerisinde eritilmistir (pH = 4.8).

Tampon B: 14.83 gr Na,HPO,.12H,0 250 ml saf su igerisinde eritilmigtir (pH =
9.3).

KKD’yi incelemek amactyla preparat yapimi sirasinda preparatlar Sorensen
tamponu igerisinde UV lambasi ile 1ginlandirilmistir. Ayrica bu tampon % 5°lik

Giemsa boyas1 hazirlanmasinda da kullanilmistir.

5.2.11. Standart Saline Citrate (SSC) Eriyigi

11,05 gr trisodyum sitrat (C¢HsNazO7.2H,0) tartilarak bir miktar saf su icerisinde
eritilmistir. Daha sonra 21,9 gr sodyum kloriir (NaCI) tartilarak yine saf su
icerisinde ancak ayr1 bir kapta eritilmistir. Sonra bu iki eriyik, bir siseye dokiilerek
iyice karistirilmig ve tizerine 500 ml oluncaya kadar saf su ilave edilmistir.
Hazirlanan bu stok eriyik 5 x SSC’dir ve bu eriyik buzdolabinda saklanmustir.
KKD’yi incelemek icin deney yapilirken bu stoktan 20 ml alinarak iizeri 100 ml
oluncaya kadar saf su ile tamamlanmis ve elde edilen 1 x SSC eriyigi

kullanilmastir.
5.2.12. Giemsa
Giemsa boyast Merck firmasindan (Cat. No. 9204) temin edilmis olup,

deneylerimizde Sorensen tamponu i¢inde hazirlanmis % 5’lik boya eriyigi ile
kromozomlar1 ve MN testinde nukleuslar1 boyamak i¢in kullaniimistir.
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5.2.13. Entellan

Hazirlanan preparatlar1 kapatmak i¢in kullanilan seffaf yapiskan sividir (Merck,
Cat. No. 7961). Lam ile lameli birbirine yapistirarak preparatlar1 daimi hale

getirmek amacryla kullanilmistir.

5.2.14. Nitrik Asit (HNO3)

IN HNO; (Fluka, Cat. No. 35315) ¢ozeltisi lamlar1 temizlemek amaciyla
kullanilmistir. Plastik sisede saklanarak her defasinda tekrar takrar kullanilmistir.

5.3. Yontem/Arastirma Teknikleri

5.3.1. Perkloretilen (PERC)’in Brine Shrimp (Artemia salina) Lethality Assay
(BSL) ile Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

Artemia salina, giinlimiizde laboratuvar denemelerinde kullanilan bir canlidir.
Perkloretilen (PERC)’in Brine Shrimp (Artemia salina) Lethality Assay (BSL) ile
sitotoksik etkisinin belirlenmesi i¢in Solis vd.’nin (1993) yontemi modifiye
edilerek uygulanmustir. islem basamaklar1 asagidaki gibidir:

1. Isis1 bir su 1siticist ile 28°C’ye ayarlanmig olan su dolu kiiciikk bir
akvaryumun igerisine Artemia yasam ortamini barindirmasi amaciyla

konik, dipten havalandirmali bir sige yerlestirilmistir (Sekil 5.2).
2. Sisenin igerisine pH’s1 8.8’ ayarlanmis 300 -350 ml distile su konmustur.

3. Ticari olarak satin aliman JBL marka Brine Shrimp kistleri 3,6 g/100 mL
olacak sekilde konik sisenin igerisine ilave edilmis ve kistler 48 saat
inkiibasyona birakilmistir (Sekil 5.3).

4. Inkiibasyonun ardindan larvalarin  (nauplii) kolaylikla  segilip,
toplanabilmesi igin, 1s18a yonelim hareketlerinden faydalanilmis ve kabin
dis ylizeyine dogru toplanmalari i¢in bir 151k kaynagi kullanilmistir.

5. Yasam ortamu ile birlikte bir pasteur pipeti yardimiyla alinan larvalar
kii¢iik bir petri igerisine birakilmig ve 100ul’lik bir mikropipet yardimiyla
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(larvalart yaralamamak ve 6ldiirmemek i¢in pipet ucu bir makasla hafifce
kesilmistir) kii¢iik petriden alinan larvalar; sayim yapmak i¢in daha genis
bir petriye kiigiik damlalar halinde birakilmislardir.

96’lik bir well-plate igerisine her her bir kuyucuga, canli olarak secilen
10’ar tane Artemia larvasi konmus ve igerisinde Artemia larvalari bulunan

her bir kuyucuga 100pl deniz suyu ilave edilmistir.

PERC’in Artemia salina larvalar {izerindeki potansiyel sitotoksik etkisini
belirleyebilmek igin Oncelikle PERC’in denemelerde kullanilacak
konsantrasyonlar1t hazirlanmistir. PERC kimyasal yapist nedeni ile suda
¢Oziinmedigi i¢in, 1/1 oranin da ethanol ile ¢ozdiiriiliip daha sonra iizeri

distile su ile tamamlanmistir.

PERC konsantrasyonlar1 2x olacak sekilde 1000, 100 ve 10 ppm olacak

sekilde, her bir grup i¢in ayr1 ayr hazirlanmstir.

Hazirlanan her bir PERC konsantrasyonundan her bir kuyucuga 100 pl
ilave edilmis (kuyucuk toplam hacmi 200 pl) ve larvalar 24 saatlik
inkiibasyona birakilmistir.

PERC ethanol ile ¢ozdiiriildiigii i¢in ayn1 miktar kadar ethanol de negatif
kontrol olarak ve pozitif kontrol olarak da Mitomycin-C (MMC; 1.65 ug/
pl) kullanilmastir.

24 saatlik inkiibasyonun ardindan well-platelerdeki her bir kuyucuk stereo
mikroskop altinda incelenmis ve canli ile 6lii Artemia larvalar1 sayilip not

edilmistir.

Sonuglar SPSS 16.0 istatistik paket programinda Probit analizi ile
degerlendirilmis ve LCsy degerleri ile %95 giivenilirlik simirlar
hesaplanmustir. Deneyler ii¢ paralel olarak tekrarlanmistir.
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Sekil 5.2. Artemia salina yetistirme ortami

Sekil 5.3. 48 saatlik inkiibasyon sonucu yumurtadan ¢ikan Artemia salina larvalari
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5.3.2. Perkloretilen’in Kuru Temizleme Cahsanlar1 Periferal Lenfositleri
Uzerindeki in vitro Genotoksik Etkisinin Belirlenmesi

5.3.2.1. Deney ve Kontrol Gruplarinin Belirlenmesi

Bu c¢alismada Aydin bolgesinde faaliyet gosteren kuru temizleme isyerlerinde
calisan yas araliklar1 20 - 54 arasinda olan ve en az bir yildir aym is yerinde
calisan goniilli 10 saglikli erkek deney grubu olarak, yine ayni yas araliklarinda
olan ve ayni yas araliginda olan kuru temizleme ile ilgisi olmayan, sigara igmeyen,
kronik olarak ila¢ kullanmayan goniillii 10 saglikli erkek, kontrol grubu olarak
belirlenmistir. Calisma, Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 22.03.2012 tarih ve 8 sayil1 karar
ile alinan Etik Kurul Onay1 ile gergeklestirilmistir (Ek 1). Calismaya davet edilen
goniillillerden katilmayr kabul edenler, ayr1 ayri degerlendirilmis ve anlagma
saglanan ve alinma ve dislama oOlgiitlerine uygun olan goniilliller c¢alismaya
alinmigtir. Calismaya alinan bu goniilliillere arastirma hakkinda bilgi verilmis ve
goniilliilerin kendilerinden yazili bilgilendirilmis olur alinmistir (Ek 2).

Denemeye goniillii olarak katilan toplam 20 kisiden 5 ml hacminde alinan kan
ornekleri, steril ve vakumlu, kanin pihtilasmasini o6nleyecek sekilde Lityum-
Heparinli tiiplere konulmustur. Kisilerden alinan kanlar tiiplere alindiktan sonra
hafifce ¢alkanarak, kanin Lityum-Heparin ile etkilesmesi saglanmistir.

Denemelerde ayrica saf PERC (ImM, 3mM ve SmM) ve negatif kontrol olarak
DMSO (4uL/ml) ve pozitif kontrol olarak da 0.2 pg/ml mitomisin (MMC)

kullanilmastir.

5.3.2.2. Kardes Kromatid Degisimi (KKD) ve Kromozomal Anormallikleri
(KA) Saptamak Amaciyla Hiicre Kiiltiiriiniin  Yapilmasi,

Preparatlarin Hazirlanmasi ve Boyanmasi
5.3.2.2.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Aydin bolgesinde faaliyet gdsteren kuru temizleme isyerlerinde ¢alisan ve PERC’e
maruz kaldigr diisiiniilen, 10 ¢alisan (22-54 yaglar1 arasinda erkek) ve kontrol
grubu olarak da PERC’e maruz kalmayan, sigara kullanmayan 10 kisi (22 - 54 yas
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araliginda erkek) olmak iizere toplam 20 kisiden yapilan goniillii olur formu (Ek 2)
ve etik kurulu raporu (Ek 1) dogrultusunda, steril enjektorlerle periferal kan
almmistir. Bu kisilerden alman 1/10 oraninda heparinize edilmis kan
orneklerinden 0.2 ml’si steril sartlarda kromozom medyumlaria ekilmistir. Yine
steril sartlarda daha oOnceden hazirlanan BrdUrd eriyiginden her tiipe son
konsantrasyonu 10 ug BrdUrd/ml olacak sekilde ilave edilerek iyice karigtirilmig
ve hiicre kiiltiirii inkiibatorde 37+1°C’de 72 saat boyunca inkiibe edilmistir.

Ayni sekilde, PERC’in in vitro genotoksik etkisini aragtirmak amaci ile ayni yas
grubunda (26-29 yas araligi) saglikli ve sigara icmeyen 3 erkekten sretil sartlarda
1/10 heparinize edilmis periferik kan alinmig ve bu kanm 0.2 ml’si 2.5 ml’lik
kromozom medyumlaria steril sartlarda ekilmistir. Yine steril sartlarda daha
onceden hazirlanan BrdUrd eriyiginden her tiipe son konsantrasyonu 10 pg
BrdUrd/ml olacak sekilde ilave edilerek iyice karigtirilmis ve hiicre kiiltlirii
inkiibatérde 37+1°C’de 72 saat boyunca inkiibe edilmistir. PERC’in belirlenen 3
farkli konsantrasyonu (ImM, 3mM ve 5mM) kiltir ortamma kiiltiiriin
baglangicindan 24 saat sonra ilave edilmis ve hiicrelerin test maddesine 48 saat
boyunca maruz kalmalar1 saglanmistir. Ayrica pozitif kontrol olarak Mitomycin C
(MMC) (0.2 pg/ml), negatif kontrol olarak DMSO (4 pl/ml) kullanilmisgtir.

Kiiltiir siiresinin bitiminden 2 saat 6nce (kiiltiiriin 70. saatinde) her tiipe kolsemid
eriyiginden son konsantrasyonu 0.06 pg/ml olacak sekilde ilave edilmistir ve
tiipler hafifge sallanarak iyice karistirilmigtir. Hiicreler 2 saat siiresince (37°C’de)
kolsemid ile 6n muameleye tabi tutulmustur.

Kiiltiir stiresi olan 72. saatin bitiminde kiiltiir tiipleri, 800 rpm’de 15 dk santrifiij
edilerek, siipernatant atilmigtir. Dipte kalan ve hiicreleri ihtiva eden 0.5 - 0.7
ml’lik siv1 iyice karstirildiktan sonra tiiplere, etiivde 37°C’de tutulan hipotonik
eriyik ilave edilmigtir. Bu eriyigin ilavesi damla damla ve karigtirilarak
yapilmigtir. Hiicre siispansiyonu pipetaj yapilarak homojen hale getirilmistir. Her
tipe 5 ml’lik hipotonik eriyik ilave edildikten sonra tiipler, agz1 kapatilarak
inkiibatére konulmustur. Hiicreler 30 dk hipotonik eriyikte 37°C’de muamele
edilmistir. Siirenin sonunda her bir tiipe 1’er damla soguk fiksatif ilave edilmigtir
ve 15 dk 1200 rpm’de santrifiij edilerek, siipernatant atilmistir.

Daha sonra hipotonik eriyik ilavesi gibi her tiipe 5 ml olacak sekilde soguk fiksatif
ilave edilmistir. Oda sicakliginda 30 dk fiksatif ile muamele edilen hiicreler 1200
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rpm’de 15 dk santrifiij edilmis ve silipernatant atildiktan sonra tiiplere tekrar
fiksatif ilave edilmistir. Bu islem 3 kere (bazen 4 kere) tekrarlanmistir. Fiksatifle 3
kez muamelenin sonunda tiipte kalan sivinin tamamen berraklastig1 goriilmiistiir.
Her fiksatif ilavesinden sonra tiipler santriflij edilerek iistteki sivi atilmistir. Son
santrifiijden sonra dipte 0.5 - 0.7 ml siv1 kalacak sekilde siipernatant atildiktan
sonra preparatlar yapilmstir.

Tiipiin dibinde toplanan hiicreler pasteur pipeti ile karistirilarak homojen hale
getirilmigtir. Pasteur pipetine 4-5 damla olacak sekilde hiicre siispansiyonundan
cekilmistir. Ozel olarak hazirlanmis diizenege tutturulan pasteur pipetinden daha
once temizlenmis ve soguk fiksatif i¢erisinde buzdolabinda saklanan lamin {izerine
75 cm yiikseklikten farkli alanlara 1’er damla olmak iizere hiicre siispansiyonu
damlatilarak (her lama 3-4 damla) hiicrelerin ve dolayisiyla kromozomlarin lam
iizerinde yayilmast saglanmistir. Hiicre silispansiyonunun lamlara damlatilmasi
esnasinda damlalarin st iiste diismemesine dikkat edilmistir. Bu sekilde
hazirlanan preperatlar kurumak lizere 24 saat oda sicakliginda bekletilmistir.

5.3.2.2.2. Preparatlarin Boyanmasi ve Daimi Preparatlarin Hazirlanmasi

Bir kromozoma ait kardes kromatidlerin farkli boyanmasini1 saglamak amaciyla
Speit ve Haupter (1985)’in gelistirdikleri metod modifiye edilerek kullanilmigtir.

Bu amagla bir giinliik preparatlar 1sinlama kabina konarak {izerini bir film gibi
ortecek sekilde Sorensen tamponu ile kapatilmistir. Isinlama eriyigi, 5 ml tampon
A, 5 ml tampon B’den almip bu kansimin distile su ile 100 ml’ye
tamamlanmasiyla hazirlanmistir (pH=6.8). Ismlama eriyiginin fazla veya az
olmasi kardes kromatidler arasindaki kontrast farkin1 6nemli derecede etkiledigi
goriilmiistiir. Bu sekilde ince bir tabaka halinde 1sinlama eriyigi ile Ortiilen
preparatlar, karanlikta 15 cm ytikseklikten 30W’lik 254 nm dalga boyunda 151k
yayabilen tek ultraviyole lambasi ile 30 dk isinlanmistir. Isinlama bittikten sonra
preparatlar 1xSSC eriyigi igerisinde 58 - 60°C arasindaki sicakliklarda 45 dk
inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi bitmeden 15 dk Once %5’lik Giemsa boya
eriyigi hazirlanmistir. %5°lik Giemsa boyasi, 7.5 ml tampon A, 5 ml tampon B ve
5 ml Giemsa’nin karistirilarak iizerleri 82.5 ml saf su ile tamamlanmasiyla
hazirlanmigtir (pH=6.8). Sonra bu boya dik bir sale i¢ine filtre kagitlar ile
siiziilmiistiir. Inkiibasyon siiresinin sonunda preparatlar 1xSSC eriyiginden
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almarak direkt olarak boya igerisine konmus ve yaklasik olarak 12 dk boya
icerisinde bekletilmistir (kardes kromatidler arasindaki en iyi kontrast farki bu
siirede saglanmigtir). Bu silirenin sonunda preparatlar boyadan ¢ikarilmis, ii¢ ayri
kaptaki saf su icinden gegirilerek preparatlar iizerindeki fazla boyanin akmasi
saglanmigtir. Bundan sonra preparatlar dik vaziyette konularak kurumaya
birakilmistir. Kuruyan preparatlar entellan ile kapatilarak daimi hale getirilmistir.

5.3.2.2.3. Mikroskobik inceleme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar Nikon Eclipse E600 marka 151k mikroskobunda
immersiyon objektifi ile incelenmistir (100X10=1000 biiyiitme). Bu incelemeler
sirasinda kardes kromatid degisimi sayist (KKD) ve kromozomal anormallikler
(KA) belirlenmistir. Ayn1 preparatlarda birinci, ikinci ve {i¢iincii mitoz boliinmeyi
geciren hiicrelerin sayist belirlenmistir ve bu incelemeler sonunda proliferasyon
indeksi (PI) ve mitotik indeks (MI) de saptanmuistir.

5.3.2.2.4. Kardes Kromatid Degisimi (KKD)/Hiicre Sayisinin ve Proliferasyon
indeksinin (PI) (Replikasyon indeksi=RI) Saptanmasi

5.3.2.2.4.1. KKD/Hiicre Sayisinin Saptanmasi

KKD/Hiicre sayisi, her bir kisinin kan kiiltiiriine ait preparatlardan iyi dagilmis ve
ikinci mitozu gegiren 50 hiicrede belirlenmistir. KKD sayist bir kromozomun agik
boyanmig kromatidindeki koyu boyanmis parcalarin veya koyu boyanmis
kromatidindeki agik boyanmis parcalarin sayilmasiyla belirlenmistir. Ortadan bir
par¢a degisimi olmus ise bu iki KKD olarak degerlendirilmistir. Ugtan parga
degisimi olmus ise bu da bir KKD olarak sayilmigtir. Ancak bu incelemeler
esnasinda kromatidlerin primer bogum boélgelerinden doniim yapip yapmadiklaria
dikkat etmek gerekir. Bu durumda kromozomlarda KKD yoktur (Topaktas ve
Speit, 1990) (Sekil 5.4).
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Sekil 5.4. Kardes kromatid degisiminin oldugu ve olmadig1 durumun sematik
olarak gdsterilmesi (Topaktas ve Speit, 1990)

5.3.2.2.4.2. Replikasyon Indeksinin (RI) (Proliferasyon Indeksi = PI)
Hesaplanmasi

PERC’in periferal lenfositlerde DNA replikasyonu iizerindeki etkilerini arastirmak
amaciyla replikasyon indeksi (RI) hesaplanmistir. Calismalarda kullanilan her
kisiye ait kan kiiltiirlerinden yapilan preparatlardan tesadiifi se¢ilmis 100 hiicrenin
incelenmesiyle RI belirlenmistir. Bu incelemeler sirasinda gézlenen birinci, ikinci
ve Ugiincii mitoz boliinmeyi gegiren hiicreler sayilmigtir. Bu verilerden yola

cikilarak her bir kisinin kan kiiltiiriindeki RI su sekilde hesaplanmistir:
RI=1x(M1) +2x (M2) + 3 x (M3) /100

M1: Birinci mitozu gegiren hiicrelerin sayisi

M2: ikinci mitozu gegiren hiicrelerin sayis1

M3: Ugiincii mitozu geciren hiicrelerin sayist

Birinci, ikinci ve ti¢lincii metafaz plaklart su sekilde ayirt edilmesinde izlenen
yollar su sekildedir (Topaktas ve Speit. 1990):

BrdUrd, deoxytimidin (dT) ve deoxyuridin (dU) birbirlerinin anologu olan
bilesiklerdir. BrdUrd, dT ve dU arasindaki tek fark tasidiklari heterosiklik benzen
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halkasindaki besinci C atomuna baglanan gruplarin farkli olmasindan
kaynaklanmaktadir. Besinci C atomuna baglanan grup dT’de CHs, BrdUrd’de Br
ve dU’de H atomudur (Sekil 5.5).

(0] 0 (6]
I ] Il
CH H
HN/j . HN/\JBr HN/j[

T, X L
0 (0]
OH OH OH

Deoxytimidin (dT) Bromodeoxyuridin (BrdUrd) Deoxyuridin (dU)

Sekil 5.5. Deoxytimidin (dT), Bromodeoxyuridin (BrdUrd) ve Deoxyuridin
(dU)’in kimyasal yapilari

BrdUrd, DNA’nin yapisinda bulunan timin bazlarinin anologu oldugundan kiiltiir
ortamina BrdUrd eklendiginde hiicreler DNA’larin1 replike ettikleri esnada (birinci
S fazinda) yeni sentezlenen poliniikleotid ipligi i¢ine timinin yerine ortamda
bulunan BrdUrd gececektir. Boyle hiicrelerin kromozomlari boyandiginda bir
kromozomun her iki kromatidi de (dT/BrdUrd: dT/BrdUrd) homojen koyu renkte
boyanacaktir. Bu hiicreler birinci mitoz bdliinmeyi gegiren hiicrelerdir (Sekil 5.6-
A ve Sekil 5.7). Birinci mitoz bdliinmeyi geciren hiicrelerden meydana gelen
yavru hiicreler tekrar S fazina girdiginde (BrdUrd’ li ortamda ikinci S fazi) timin
iceren poliniikleotid ipligine komplementer olarak sentezlenen yeni DNA ipliginde
BrdUrd yer alacaktir. Bu iki poliniikleotid ipligi bir kromozomun koyu boyanan
kromatidini (dT/BrdUrd) olusturacaktir. BrdUrd igeren iplige komplementer
olarak sentezlenen yeni iplige de BrdUrd girecektir ve bir kromatidi olusturan iki
poliniikleotid ipligi de BrdUrd icereceginden (BrdUrd/BrdUrd) bu kromatid, ayn1
kromozomun agik boyanan kromatidini olusturacaktir. Iste bu hiicrenin metafaz
devresinde kromozomlar boyandiginda tim kromozomlarin kromatidlerinden
birisi koyu digeri agik renkte boyanacaktir (dT/BrdUrd: BrdUrd/BrdUrd).
Bunlarda ikinci mitoz bdliinmeyi gegiren hiicrelerdir (Sekil 5.6-B ve Sekil 5.8). Bu
hiicreler tekrar S fazina girdiginde (BrdUrd’li ortamda {igiincii S fazi) ikinci
mitozda agik boyanan kromatidden tiim poliniikleotid ipliklerine BrdUrd girmis
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olan bir kromozom meydana gelecektir ve bu kromozomun her iki kromatidi de
acik boyanacaktir (BrdUrd/BrdUrd: BrdUrd/BrdUrd). Ikinci mitozda koyu
boyanan kromatidden ise, bir kromatidin her iki ipligi BrdUrd’li ve diger
kromatidinin bir ipligi BrdUrd’li diger ipligi timinli olan bir kromozom
olusacaktir. Bu kromozomda boyandiginda bir kromatidi koyu renkte, diger
kromatidi agik renkte olacaktir (dT/BrdUrd: BrdUrd/BrdUrd) (Sekil 5.6-C ve Sekil
5.9).
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Sekil 5.6. BrdUrd’nin DNA yapisina girmesi ile birinci, ikinci ve {iglincili mitoz

b6linmeyi gegiren hiicrelerin ayirt edilmesinin sematik olarak

aciklanmasi (During, 1985: Topaktas ve Speit, 1990’dan)
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Sekil 5.7. Birinci mitoz bdliinmeyi gegiren hiicreye ait kromozomlar (X1000).

%

Sekil 5.8. ikinci mitoz béliinmeyi gegiren hiicreye ait kromozomlar (X1000).
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Sekil 5.9. Uciincii mitoz boliinmeyi gegiren hiicreye ait kromozomlar (X1000).
5.3.2.2.5. Kromozom Aberasyonu (KA) ve Mitotik Indeksin (MI) Saptanmasi
5.3.2.2.5.1. Kromozom Yap1 ve Say1 Anormalliklerinin Saptanmasi

Kromozom aberasyonu (KA)’y1 belirleyebilmek amaciyla deneme ve kontrol
gruplarindaki her bir kisiden hazirlanan preparatlardan iyi dagilmis kromozomlara
sahip toplam 100 hiicre incelenmistir. Bu hiicrelerde gézlenen kromozom yap1 ve
say1 anormallikleri kaydedilmistir. Incelenen bu 100 hiicre icinde hiicre basma
diisen yapisal kromozom anormalliklerinin (Yapisal KA/Hiicre) sayisi ile

anormallik igeren hiicrelerin yilizdesi bulunmustur.

Bu c¢alismada gap’lar anormallik olarak degerlendirilmemistir. Gap’lar ile
kromatid ve kromozom tipi kiriklar1 arasindaki farklar, Kauderer ve arkadaglarinin
(1991) bildirdigine gore, Preston (1987), uygun olarak su sekilde ayirt edilmistir:
Gap’larda, kromatidin birinde (kromatid tipi gap) veya kromatidin her ikisinde
(kromozom tipi gap) goriilen boyanmamis bolge bir kromatidin genisliginden daha
azdir. Kiriklarda bir kromatiddeki (kromatid tipi kirik) veya her iki kromatiddeki
(kromozom tipi kirik) boyanmamig bdlge bir kromatidin genisliginden daha
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fazladir. Bu ¢aligmada kromatid kirigi ve tek kol birlesmesi gibi anormallikler
kromatid tipi anormallik olarak degerlendirilmistir. Ayrica kromozom kirigi,
kromatid kirigi, sister union, kromatid degisimi, halka kromozom ve disentrik
kromozom olusumu gibi anormallikler de kromozom tipi anormallikler olarak

degerlendirilmistir.
5.3.2.2.5.2. Mitotik indeksin (MI) Saptanmasi

PERC’in periferal lenfositlerde mitoz boliinme iizerindeki etkilerini belirlemek
amacityla MI’de saptanmistir. MI’i saptamak amaciyla her bir kisiye ait
preparatlarda toplam 1000 hiicre incelenmis ve bunlar arasinda mitoz boliinme
geciren hiicrelerin sayis1 kaydedilmistir. 1000 hiicre ig¢inde mitoz gegiren

hiicrelerin orani yiizde cinsinden hesaplanarak MI saptanmuistir.

5.3.2.3. Mikronukleus (MN) Olusumunu Saptamak Amaciyla Hiicre
Kiiltiiriiniin Yapilmasi, PERC’in Kiiltiire Ilave Edilmesi ve
Preparatlarin Hazirlanmasi

5.3.2.3.1 Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve PERC’in Kiiltiire ilave Edilmesi

In vitro mikroniikleus testinde Rothfuss ve ark. (2000)’nin gelistirdikleri yontem
modifiye edilerek kullanilmigtir. Bu yonteme gore, Aydin boélgesinde kuru
temizleme is yerlerinde calisan ve PERC’e maruz kaldigi diisiiniilen 10 ¢alisan
(22 - 54 yas araliginda erkek) ve kontrol grubu olarakta PERC’e maruz kalmayan
10 kisi (22 - 54 yas araliginda erkek) olmak iizere toplam 20 bireyden goniillii olur
formu (Ek 2) ve etik kurulu raporu (Ek 1) dogrultusunda, steril enjektorlerle
periferal kan alman 1/10 oraninda heparinize edilmis tiiplere aktarilmistir.
Heparinize edilmis tiiplerdeki kandan 0.2 ml alinarak, sretil sartlarda 2.5 ml
kromozom medyumuna ekilmistir. Hiicre kiiltiirii inkiibatérde 37+1°C’de 68 saat
boyunca inkiibe yapilmistir.

Ayni sekilde, PERC’in periferal lenfositler tizerindeki in vitro genotoksik etkisini
aragtirmak amaci ile, ayni yas grubunda (26-29 yas araligi) saglikli ve sigara
icmeyen 3 erkekten sretil sartlarda 1/10 heparinize edilmis periferik kan alinmis ve
bu kanin 0.2 ml’si 2.5 ml’lik kromozom medyumlarina steril sartlarda ekilmistir.
Hiicre kiiltiirii inkiibatérde 37+1°C’de 68 saat boyunca inkiibe edilmistir. PERC’in
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belirlenen 3 farkli konsantrasyonu (ImM, 3mM ve SmM) kiiltiir ortamina kiiltiiriin
baglangicindan 24 saat sonra ilave edilmis ve hiicrelerin test maddesiyle 48 saat
boyunca muamele edilmeleri saglanmistir. Ayrica 48 saatlik muamele siirelerinde
pozitif kontrol olarak mitomisin C (MMC) kullanilmistir. MMC tiiplere 0.2 pg/ml
olacak sekilde wverilmistir. Negatif kontrol olarak da DMSO (4 pl/ml)

kullanilmagtr.

Iki niikleuslu hiicre olusumunu saglamak i¢in de kiiltiiriin 44. saatinde biitiin
tiiplere 6 pg/ml olacak sekilde sitokalasin B (Cytochalasin B, Sigma cat. no.
C6762) ilave edilmistir.

Kiiltiir siiresi olan 68. saatin bitiminde kiiltiir tiipleri 800 rpm’de 15 dk. santrifiij
edilmis, siipernatant atilmigstir. Dipte kalan ve hiicreleri ihtiva eden 0.5 - 0.7 mI’lik
siv1 iyice karigtirildiktan sonra tiiplere, etiivde 37°C’de tutulan hipotonik eriyik
ilave edilmistir. Bu eriyigin ilavesi damla damla ve kanistirarak yapilmistir. Aksi
halde hiicrelerde kiimelesme olmakta ve amaca uygun preparatlar
hazirlanamamaktadir. Her tiipe 5 ml hipotonik eriyik ilave edildikten sonra tiipler,
agz1 kapatilarak inkiibatdre konmustur. Hiicreler 5 dk hipotonik eriyikte 37°C’de
muamele edilmistir. Siirenin sonunda tiipler 15 dk 1200 rpm’de santrifiij edilmis,

siipernatant atilmigtir.

Hipotonik eriyik ilavesi gibi yavas yavas ve karigtirarak her tiipe 5 ml olacak
sekilde soguk fiksatif ilave edilmistir. Ilk fiksatif 1 kisim asetik asit 5 kistm metil
alkol karigiminin 1/1 oraninda % 0.9 NacCl ile seyreltilmesiyle hazirlanmistir. Oda
sicakliginda 30 dk fiksatif ile muamele edilen hiicreler 1200 rpm’de 15 dk
santrifiij edilmis ve silipernatant atildiktan sonra tiiplere tekrar fiksatif ilave
edilmistir. Bu islem 2 kere tekrarlanmig ve ilk fiksatiften farkli karigimlar
kullanilmistir (1 kisim asetik asit 5 kisim metil alkol). Ugiincii kez fiksatifle
muamelenin sonunda tlipte kalan sivinin tamamen berraklagtigi gériilmiistiir. Eger
sivi berraklagmamigsa tekrar fiksatif muamelesine devam etmek gerekir. Her
fiksatif ilavesinden sonra santrifiij edilerek iistteki siv1 atilmistir. Son santrifiijden
sonra dipte 0.5 - 0.7 ml siv1 kalacak sekilde siipernatant atildiktan sonra preparat
yapma islemine gecilmistir.

Tiipiin dibinde toplanan hiicreler pasteur pipeti ile karistirilarak homojen hale
getirilmistir. Pasteur pipetine 4-5 damla olacak sekilde bu hiicre siispansiyonundan
¢ekilmigtir. Daha Once temizlenmis ve saf su igerisinde buzdolabinda saklanan
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lamin {izerine farkli alanlara 1’er damla olmak iizere hiicre siispansiyonu
damlatilarak (her lama 3-4 damla) hiicrelerin lam {izerinde yayilmasi saglanmistir.
Hiicre siispansiyonunun lamlara damlatilmasi esnasinda damlalarin st {iste
diismemesine dikkat edilmistir. Bu sekilde hazirlanan preparatlar kurumak iizere

24 saat oda 1s1sinda bekletilmistir.
5.3.2.3.2. Preparatlarin Boyanmasi

Hazirlanan preparatlar Sorensen tamponu ile hazirlanmis %5°lik giemsa boyasi ile

boyanmistir.

%5’lik Giemsa’nin Hazirlanmasi: 5 ml tampon A, 5 ml tampon B ve 5 ml
Giemsa karigtirilarak iizerleri 100 ml oluncaya kadar saf su ile tamamlanmistir
(pH=6.8). Sonra bu boya dik bir sale icine filtre kagitlar1 ile siizlilmistiir.
Kurudugundan emin olunan preparatlar direkt olarak boya igerisine konmus ve
yaklagik olarak 12 dk boya igerisinde bekletilmistir. Bu siirenin sonunda
preparatlar boyadan ¢ikarilmig, iic ayri kaptaki saf su iginden gecirilerek
preparatlar iizerindeki fazla boyanin akmasi saglanmistir. Bundan sonra
preparatlar dik vaziyette konularak kurumaya birakilmistir. Kuruyan preparatlar
entellan ile kapatilarak daimi hale getirilmistir.

5.3.2.3.3. Mikroniikleus Sayim icin Mikroskobik incelemenin Yapilmasi

Hazirlanan daimi preparatlar Nikon Eclipse E600 marka 151k mikroskobunda 10 X
40 = 400 biiylitmede incelenmistir.

5.3.2.3.4. Mikroniikleus Sayisinin Saptanmasi

Mikroniikleus sayisimi saptamak amaciyla ¢alismada kullanilan her bir kisiye ait
daimi preparatlarda her kisinin her muamele grubu ve kontrollerinde iki niikleusa
sahip (biniikleer) toplam 1000 hiicre incelenmistir. Bu biniikleer hiicreler
icerisinden mikroniikleuslu olanlar saptanmistir. Ayrica incelenen hiicrelerde
toplam mikroniikleus sayisi belirlenmistir. Mikroniikleus tasiyan iki niikleuslu
hiicrelerin toplam hiicre sayisina oranlamasi ile mikroniikleuslu hiicre orani,
toplam mikroniikleus sayisinin incelenen iki niikleuslu hiicre sayisina
boliinmesiyle ise hiicre basina diisen mikroniikleus sayisi (MN/Hiicre)
hesaplanmistir. Bundan da MN %’si belirlenmistir.
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Biniikleer hiicre ve mikroniikleus ayirimi Titenko-Holland vd. (1997) ve Fenech
(2000)’e gore yapilmustir.

5.3.2.3.5. Mikroskopta Fotograf Cekme

Fotograf c¢ekme islemi marka binokiiler mikroskoba bagh dijital fotograf
makinasinda 1000 biiyiitmede yapilmistir (Nikon Eclipse E600). Daha dnce 1., 2.
ve 3. mitoz boliinmeyi gegiren hiicrelerin incelenmesi sirasinda rastlanan bazi
ilging kromozom anormalliklerin ve mikronukleuslu biniikleer (iki nukleuslu)
hiicrelerin birka¢ 6rneginin fotograflari ¢ekilmistir.

5.3.3. Istatistiksel Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Mikroskobik inceleme sonucunda elde edilen KKD, KA, PI, MI, ve MN
parametrelerine ait veriler i¢in once her bir grubun ortalamalar1 arasindaki farkin
onemli olup olmadig1 tek yonlii varyans analiz metodu ile belirlenmis, farkin
onemli oldugu gruplarda ise, muameleli gruplardan elde edilen sonuglar ile onlarin
kontrolleri (kontrol, eritici kontrol ve pozitif kontrol) arasindaki farkin énemli olup
olmadig t-testi ile karsilastirilmastir.

Doz-etki iliskisini belirlemek amaciyla regresyon dogrusu (egim ¢izgisi)
cizilmistir. Ayrica, mikroskobik incelemeler sonucunda elde edilen sonuglar

cizelge ve grafikler halinde verilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Brine Shrimp (Artemia salina) Lethality (BSL) Assay

Toksisite testinden elde edilen veriler, hesaplanmis ve LDs, degerleri ile birlikte
ist ve alt % 95 giivenilirlilik smirlart ortaya konulmustur. Sonuglarin toksisite
derecelendirilmeleri ise Cizelge 6.1. deki referans degerlerine gore yapilmistir
(Brayn vd.,1997).

Cizelge 6.1. Toksisite derecesi degerlendirilmesinde kullanilan referans degerleri
(Brayn vd., 1997)

Toksisite Derecesi LDso Limitleri
Oldukea Toksik <10 pg/ml
Toksik >10 pl/ml
Zararl > 100 pl/ml
Toksik Degil > 1000 pl/ml

PERC, kimyasal yapisi nedeni ile suda ¢oziinmedigi icin, 1/1 oraninda Ethanol ile
¢Ozdiiriilmiiy, daha sonra gerekli miktarlar su ile tamamlanarak, gerekli
konsantrasyonlar hazirlanmigtir. Kullanilan PERC, Ethanol ve MMC’e ait toksisite
testi sonuclari ise Cizelge 6.2.” de gosterilmistir.

Cizelge 6.2. Brine Shrimp (Artemia salina) Lethality (BSL) Assay LDs, limitleri
p>0.05 seviyesinde onemli PERC: Perkloroetilen

Uygulama Grubu LDso Limitleri (ppm)
Ethanol > 1000
MMC > 10

PERC > 1000




54

Probit analiziyle degerlendirilmesi yapilan veriler (p>0.05) incelendiginde,
PERC’in kullanilan konsantrasyon araliginda (10, 100, ve 1000 ppm) LCs
degerlerine  ulasmadigi  goriilmektedir. PERC’in  denemede  kullanilan
konsantrasyonlar1 hemen hemen kontrol ile ayni degerleri vermis (sirasi ile;
kontrol: % 6.66, PERC 10 ppm: % 6.33, PERC 100 ppm: % 5.33, PERC 1000
ppm: % 4.33 ve Ethanol: %6.33) ve bu degerlerin de istatistiki olarak anlamli
sonuglar ortaya koymadigi gozlemlenmistir. Elde edilen veriler PERC’in
100pug/ml—1000ug/ml arasinda bulunan LCsy degerleri, alt ve iist giivenlik sinirlari
itibariyle toksisite simirlart igerisinde yer aldigini, bu konsantrasyon araliklari
icinde toksik olmadigini ortaya koymustur (Cizelge 6.3).

Cizelge 6.3. Artemia salina larvalarinda g6zlenen % ort. canlilik degeri

Uygulama Grubu Konsantrasyon Ortalama Canhhk +SH
Kontrol 0 6,66 + 0,666
Ethanol 100 ppm 6,33 £ 0,333

100 ppm 3.33+0,333

MMC 135 ppm 3.00 +0.000
270 ppm 2,66 £0.333

10 ppm 6,33 £ 0,333

PERC 100 ppm 5,33 +0,882
1000 ppm 4,33 +£0,333

6.2. PERC ile Direk Muamele Edilmis Periferal Kan Lenfositlerindeki
in vitro Genotoksik Etkinin Belirlenmesi

6.2.1. Kardes Kromatid Degisimi (KKD) Uzerindeki Etkiler

PERC’in farkli konsantrasyonlari (1mM, 3mM ve 5mM) ile 48 saatlik muamele
edilen insan lenfosit kiiltiirlerinde 3 donérde gozlenen total KKD/hiicre degerleri

Cizelge 6.4’de verilmistir.

KKD test yonteminde deneysel birim hiicredir. Her bir konsantrasyon ve muamele

siiresi i¢in ikinci mitoz boliinmeyi geciren 50 iyi dagilmis metafaz hiicresi
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sayllmigtir. Sayilan 50 hiicrenin tamami KKD igermektedir. Dolayist ile KKD
testinin analizinde KKD igeren hiicreler degil, hiicre basina diisen KKD sayilar
degerlendirilerek test edilen kimyasalin genotoksisitesi degerlendirilmistir.

3 dondriin total verilerine bakildiginda, PERC’in tiim konsantrasyonlar1 48 saat
muamele sonucu, ortalama KKD/hiicre sayisinda hem kontrole hem de eritici
(negatif) kontrole gore anlamli artisa neden olmustur (Cizelge 6.4; Sekil 6.1). Bu
artis konsantrasyon artigina bagl olarak ortaya ¢ikmistir. Ancak, PERC muamelesi
sonucu goriilen bu artig, pozitif kontrol olan MMC’de goriilen KKD/hiicre sayist
(38.71+4.716) ile karsilastirildiginda sadece 5mM konsantrasyondaki PERC de
anlamli bulunmustur. 48 saat muameleli gruplarda gdzlenen sonuglara gore, doz-

cevap egrisi Sekil. 6.2°de gosterilmistir.

Cizelge 6.4. PERC’in farkli konsantrasyonlari ile 48 saat muamele edilmis insan
periferal lenfosit kiiltiiriinde {i¢ donérde gozlenen ortalama kardes
kromatid degisimleri (KKD)

Grup N Konsant. Min —Max | KKp/Hiicre + SH
KKD
Kontrol 3 - 2-14 4.16+0.323
.[.)MSO 3 4 pl/ml 2-14 4.23+0.173
(Eritici Kontrol)
MMC
(Poritif Kontrol) 3 0.2 ug/ml 7-66 38.71+4.716
PERC 3 1mM 4-26 9.53+1.666abc
ile muamele 3 3mM 5-29 11.8+0.886abc
3 5mM* 9-47 24.84+5.912ab

N: Toplam incelenen birey sayisi

a: Kontrol ile; b: Eritici (Negatif) Kontrol (DMSO) ile; c: Pozitif Kontrol (MMC) ile
aradaki fark p<0,05 derecesinde 6nemlidir.

* Yiiksek Konsantrasyon nedeniyle bdlinme az oldugu i¢in; {i¢ dondrde 40’ar hiicre
saytllmistir. Diger konsantrasyonlarda ise dondr bagina 50’ser hiicre sayilmustir.
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Sekil 6.1. PERC’in farkli konsantrasyonlari ile 48 saat muamele edilmis insan
periferal lenfosit kiiltiirinde li¢ dondérde gbzlenen ortalama kardes

kromatid degisimleri (KKD)
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Sekil 6.2. PERC’in farkli konsantrasyonlari ile 48 saat muamele edilmis insan
periferal lenfosit kiiltiiriinde li¢ dondrde gbzlenen ortalama kardes
kromatid degisimlerinin (KKD) konsantrasyona bagli artigini gosteren

egim ¢izgisi
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6.2.2. Kromozomal Anormalliklerin (KA) Olusumu Uzerindeki Etkiler

PERC’in farkli konsantrasyonlart (1mM, 3mM ve 5mM) ile 48 saatlik muamele
edilen insan lenfosit kiiltiirlerinde 3 dondrde gozlenen total KA degerleri Cizelge
6.5’de verilmistir. Cizelgede; caligmada go6zlenen kromozomal anormallik
(kromatid ve kromozom tipte) tasiyan hiicrelerin ylizdesi gosterilmistir.

KA test yonteminde, deneysel birim hiicredir. Dolayisi ile anormallik tasiyan
hiicrelerin oranlar1 hesaplanarak PERC’in klastojenitesi degerlendirilmistir. Her
bir konsantrasyon ve muamele siiresi i¢in iyi dagilmis 100 metafaz sayilmistir.
Ancak PERC’in 5SmM konsantrasyonunda hiicre boliinmesinin yeterince olmamast

nedeni ile, her bir kisi igin sadece 40 iyi dagilmig metafaz hiicresi sayilabilmistir.

Kromozomlarda despiralizasyon boélgeleri olarak diisiiniilen gaplar, kromozom
aberasyonlar1 olarak kabul edilmemekle beraber, bir anormallik sonucu ortaya
¢ikmis yapilardir. Bu nedenle, tablolarda gaplara sahip hiicreler istatistiksel olarak

degerlendirilmeye alinmamastir.

Tiim donorlerden elde edilen sonuglar total olarak degerlendirildiginde (Cizelge
6.5, Sekil 6.3) 48 saatlik muameleli gruplarda PERC’in farkli konsantrasyonlarinin
uygulanmasi sonucu anormal hiicre ylizdesinde kontrol grubuna goére artis oldugu
gozlenmistir ve aradaki fark p<0,05 seviyesinde anlamli iken, pozitif kontrol olan
MMC ile kargilagtirildiginda ise, bu farkliligin sadece 5mM konsantrasyondaki
PERC’de anlamli oldugu goriilmektedir. 48 saat muameleli gruplarda gdzlenen
sonuglara gore, doz-cevap egrisi Sekil 6.4’de gosterilmistir.

Deneysel birim olarak hiicreyi kabul ettigimiz ve KA frekansim
degerlendirdigimizden dolayi, total veriler de diisiik sayida da olsa kromozom
kiriklarina neden olmasindan dolay1 PERC’in klastojenik oldugu saptanmaisgtir.
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Cizelge 6.5. PERC’in farkli konsantrasyonlari ile 48 saat muamele edilmis insan
periferal lenfosit kiiltiiriinde ti¢ dondrde gdzlenen total kromozom

aberasyonlar1 (KA)
Kromozomal Anormali
- licre +
Grup N | Konsant. | Kromatid | Kromozom Toplam | KA/Hiicre
L g KA SH
Tipi Tipi
Kontrol 3 - 8 2 10 0.033+0.003
DMSO
(Eritici Kontrol) | S | 4 #l/ml 9 2 11 0.037+0.009
MMC
(Pozitif kontrol) | S | 0-2 hg/ml 100 51 151 | 0.503+0.043
31 1mM 13 3 16 0.0531:0.009
PERC ile 0.1170.009
muamele 3 3mM 26 9 35 abc

N: Toplam incelenen birey sayisi
a: Kontrol ile; b: Eritici (Negatif) Kontrol ile; c: Pozitif Kontrol ile aradaki fark p<0,05

derecesinde onemlidir.

* Yiiksek konsantrasyon nedeniyle bolinme az oldugu igin; ti¢ dondrde 40’ar hiicre
sayilmigtir. Diger konsantrasyonlarda ise donor bagina 100’er hiicre sayilmstir.
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EMMC
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B PERC (3mM)
EPERC (5mM)

Sekil 6.3. PERC’in farkli konsantrasyonlari ile 48 saat muamele edilmis insan
periferal lenfosit kiiltiiriinde ti¢ dondrde gdzlenen total kromozom
aberasyonlar1 (KA)
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Sekil 6.4. PERC’in farkli konsantrasyonlari ile 48 saat muamele edilmis insan
periferal lenfosit kiiltiiriinde ii¢ donérde gozlenen total kromozom
aberasyonlarmin (KA) konsantrasyona bagli artisin1 gosteren egim
cizgisi

6.2.3. DNA Replikasyonu ve Mitoz Boliinme Uzerindeki Etkiler

PERC’in farkli konsantrasyonlar1 (ImM, 3mM ve 5SmM) ile 48 saatlik muamele
edilen insan lenfosit kiiltiirlerinde 3 donoérde gdzlenen Replikasyon Indeksi (RI) ve
Mitotik Indeks (MI) degerleri Cizelge 6.6’de verilmistir.

PERC’in ImM, 3mM ve 5mM konsantrasyonlarinin 48 saatlik muamelesinin
RI’ni kontrole gore anlamli olarak disiirdiigi goriilmektedir (Cizelge 6.6). Pozitif
kontrole gore ise, PERC’in 3mM ve 5 mM konsantrasyonlarindaki RI’i p<0.05
onemlilik derecesinde azalma oldugu goriilmektedir. Sekil 6.5 ve Sekil 6.6° de 48
saat muamele sonucu ii¢ dondrden elde edilen total RI degerleri grafik {izerinde

gosterilmistir.

KA test yonteminden elde edilen MI degerleri degerlendirildiginde, konsantrasyon
arttikca MI ve RI degerleri azalmaktadir (Cizelge 6.6, Sekil 6.7). 48 saatlik
muamele siiresinde MI’de gozlenen azalma kontrol grubuna gére PERC’in 3mM
ve 5 mM konsantrasyonlarinda, pozitif kontrol olan MMC’nin degerine gore ise,
sadece PERC’in 5SmM konsantrasyondaki degeri istatistiki agidan anlamli oldugu
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goriilmektedir. 48 saat muameleli gruplarda gozlenen sonuglara gore, doz-cevap
egrisi Sekil. 6.8’da gosterilmigtir.

KKD testi sonuglarina gore, PERC insan lenfosit kiiltiiriinde belirgin bir DNA

tizerinde hasar yapmayarak; uygulanan tiim konsantrasyonlarda ortalama

KKD/hiicre frekansini kontrole gore anlamli olarak azalttigi i¢in  muhtemel
genotoksik bir ajan degildir ancak, replikasyon indeksi olan RI ve MI degerini
kontrole gore anlamli olarak diislirdiigli i¢in sitotoksik etkili oldugu ortaya

cikmustir.

Cizelge 6.6. PERC’in farkli konsantrasyonlari ile 48 saat muamele edilmis insan
periferal lenfosit kiiltiiriinde {i¢ donérde gozlenen total replikasyon
indeksi (RI) ve mitotik indeks (MI) degerleri

Grup N Konsant | M; M, M, RI+SH MI + SH
Kontrol
3 - 53 94 153 2.33+0.059 | 4.64+0.067
DMSO
(Eritici 3 4 pl/ml 59 94 147 2.29+0.052 | 4.62+0.055
Kontrol)
MMC
(POZitif 3 0.2 109 155 36 1.76+0.007 2.79+0.102
Kontrol) pg/ml
1.88+0.02 4.57+0.127
PERC ile 3 imM 105 | 126 69 abc c
muamele 1.86+£0.084 | 4.17+0.041
3 3mM 97 147 56 ab abc
1.79+0.087 2.924+0.116
3 5mM* 92 116 49 ab ab

N: Toplam incelenen birey sayisi

M1: Birinci mitoz boliinmesi

M2: ikinci mitoz boliinmesi

M3: Ugiincii mitoz boliinmesi

a: Kontrol ile; b: Eritici (Negatif) Kontrol ile; c: Pozitif Kontrol ile aradaki fark p<0,05
derecesinde 6nemlidir.

* Yiiksek konsantrasyon nedeniyle boliinme az oldugu i¢in; tic dondrde MI igin 400’er
hiicre sayilmistir. Diger konsantrasyonlarda ise donor bagina 1000’er hiicre sayilmistir.
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Sekil 6.5. PERC’in farkli konsantrasyonlari ile 48 saat muamele edilmis insan
periferal lenfosit kiiltiiriinde gdzlenen total replikasyon indeksi (RI)

degerleri
Replikasyon Indeksi (RI)
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ekil 6.6. PERC’in farkli konsantrasyonlar ile 48 saat muamele edilmis insan

S Yy $
periferal lenfosit kiiltiiriinde gozlenen total replikasyon indeksinin (RI)
konsantrasyona bagli azalma gosteren egim ¢izgisi



62

w

45
4
g 3,5 m Kontrol
v 3 EDMSO
ﬁ 25 BMMC
% 2 B PERC (1mM)
S 15 @ PERC (3mM)
1 @ PERC (5mM)

o
i

(=]

Gruplar

Sekil 6.7. PERC’in farkli konsantrasyonlari ile 48 saat muamele edilmis insan
periferal lenfosit kiiltiiriinde ti¢ dondrde gézlenen total mitotik indeks
(MI) degerleri
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Sekil 6.8. PERC’in farkli konsantrasyonlari ile 48 saat muamele edilmis insan
periferal lenfosit kiiltiirlinde {i¢ dondrde gdzlenen total mitotik indeks
(MI) degerlerinde konsantrasyona bagli azalma gdsteren egim ¢izgisi
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6.2.4. Mikronukleus (MN) Uzerindeki Etkiler

Insan lenfosit kiiltiirlerinin PERC’in farkli konsantrasyonlar1 ile 48 saat muamele
edilmesi sonucu ii¢ donorda gozlenen total MN sayist Cizelge 6.7’da verilmistir.
MN test yonteminde mikronukleus tasiyan iki nukleuslu hiicrelerin (BNMN) %
oranlar1 analiz edilerek genotoksisite degerlendirmesi yapilmistir. Her bir
konsantrasyon ve muamele siiresi i¢in 1000 iki nukleuslu hiicre sayilarak kontrole

gore anlamlilig test edilmistir.

Uc donérden elde edilen total verilere gdre, MN sayisinda 48 saat muamele
stiresinde kontrol ve eritici kontrole gore anlamli artis goriilmektedir (Cizelge 6.7).
48 saat muamele sonucu konsantrasyon arttitkca %MN frekansinin da arttig
goriilmektedir. PERC muamelesi sonucu her ne kadar %MN frekansinda artig olsa
da, bu durum pozitif kontrololan MMC ile karsilastirildiginda bu artigin anlaml
oldugu sadece SmM konsantrasyondaki degerde goriilmektedir (Cizelge 6.7 ve
Sekil 6.9). 48 saat muameleli gruplarda gozlenen sonuglara gore, doz-cevap egrisi
Sekil. 6.10°de gosterilmistir.

MN test sonuglarina gore, KA test yonteminden elde edilen MI degerlerini
kontrollere gore inhibe eden toksik konsantrasyon olan 5 mM PERC
konsantrasyonu, MN test yonteminde de %MN frekansin1 48 saat muamele
stiresinde kontrole gore anlamli derecede arttirdigi igin genotoksik etkili;
boliinme indeksi olan RI degerlerini anlamli olarak disiirdiigii i¢in de test edilen
PERC sitotoksik etkilidir.



64

Cizelge 6.7. PERC’in farkli konsantrasyonlari ile 48 saat muamele edilmis insan
periferal lenfosit kiiltiiriinde li¢ dondrde gozlenen % MN degerleri

Grup N Konsantrasyon MN/Hiicre (%) + SH
Kontrol 3 - 0.60+0.100
DMSO

(Eritici Kontrol) 3 4ul/ml 0.70+0.057

MMC

(Pozitif Kontrol) 3 0.2pg/ml 2.57+0.240
3 1mM 0.80+0.057¢
PERC ile 3 3mM 1.030.088abc
muamele
3 5mM* 1.90+0.115ab

N: Toplam incelenen birey sayisi

a: Kontrol ile; b: Eritici (Negatif) Kontrol ile; c: Pozitif Kontrol ile aradaki fark p<0,05

derecesinde onemlidir.

* Yiiksek konsantrasyon nedeniyle béliinme az oldugu i¢in; i¢ dondrde %MN i¢in 300’er
hiicre sayilmistir. Diger konsantrasyonlarda ise donor bagina 1000’er hiicre sayilmistir.
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Sekil 6.9. PERC’in farkli konsantrasyonlari ile 48 saat muamele edilmis insan
periferal lenfosit kiiltiiriinde {i¢ donérde gbzlenen % MN degerleri
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Konsantrasyon

Sekil 6.10. PERC’in farkli konsantrasyonlari ile 48 saat muamele edilmis insan
periferal lenfosit kiiltiiriinde {i¢ donérde gozlenen % MN degerlerinde
konsantrasyona bagli azalma gdsteren egim ¢izgisi

6.3. Perkloretilen (PERC)’in Kuru Temizleme Calisanlar1 Periferal
Kan Lenfositlerindeki in vitro Genotoksik Etkisinin Belirlenmesi

Bu c¢alisma i¢in kullanilan kan ornekleri, Aydin Boélgesi’nde bulunan kuru
temizleme isyerlerinde ¢aligan 10 erkek ve sigara ve herhangi bir ilag kullanmayan
saglikli 10 erkek bireyden alinmistir. Negatif (eritici) kontrol ig¢in hiicre
kiiltiirlerine 4 pl/ml’lik DMSO, pozitif kontrol i¢in ise, hiicre kiiltiirlerine ise 0.2
pug/ml’lik mitomisin-C (MMC) eklenmistir.

6.3.1. Kardes Kromatid Degisimi (KKD) Uzerindeki Etkiler

PERC’e maruz kalan kuru temizleme ¢alisanlarindan ve herhangi bir kimyasala
maruz kalmayan saglikli kigilerden alman periferal kan &rnekleri
degerlendirildiginde; kuru temizleme calisanlarinin periferal kanlarindaki KKD
frekansi, kontrol grubu ile karsilastirildiginda KKD/hiicre sayisinda anlamli bir
fark bulunamamistir (Cizelge 6.8 ve Sekil 6.11). PERC’e maruz kalma KKD’yi
genel olarak hem kontrol hem de eritici kontrole gére arttirirken, pozitif kontrole
gore bir artis s6z konusu degildir. Kardes kromatid degisimindeki bu artig sadece
eritici  kontrole goére istatistiksel olarak Onemli bulunmustur. Muameleli
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kiiltiirlerdeki KKD sayis1 pozitif kontrolden 6nemli derecede diisiiktiir (Cizelge
6.8). Yani PERC’e maruz kalma KKD’ni pozitif kontrol olan MMC kadar

uyarmamami stlr.

Cizelge 6.8. PERC’e maruz kalmis ve kalmamais insan periferal lenfosit kiiltliriinde
toplam yirmi donérde gbézlenen ortalama kardes kromatid degisimleri

(KKD)
Grup N | Konsantrasyon | Min-Max | KKD/Hiicre+
KKD SH
Kontrol 10 - 2-14 5.18+0.313
DMSO 3 4 ul/ml 214 423+0.173
(Eritici Kontrol)
MMC 3 0.2 pg/ml 7-66 38.7144.716
(Pozitif Kontrol)
Kuru
Temizlemede 10 - 4-16 5.85+0.263bc
calisanlar

N: Toplam incelenen birey sayisi

a: Kontrol ile; b: Eritici Kontrol (DMSO) ile; c:

p<0,05 derecesinde 6nemlidir.

Pozitif Kontrol (MMC) ile aradaki fark
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Sekil 6.11. PERC’e maruz kalmis ve kalmamis insan periferal lenfosit kiiltiiriinde
toplam yirmi dondrde gozlenen ortalama kardes kromatid degisimleri

(KKD)
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KKD test yontemi sonucu PERC’e maruz kalmis ve kalmamis olan negatif kontrol
grubu ve PERC’E maruz kalmis kuru temizleme caliganlart insan periferal lenfosit
kiiltiiriinde kardes kromatid degisimleri (KKD) degisimlerine ait dérnekler Sekil
6.12 ve Sekil 6.13’te yer almaktadir.

KKD testi sonuglarina gore, PERC’e uzun siireli maruz kalmanin insan lenfosit
kiiltirinde DNA 1iizerinde belirgin bir hasar yaparak, ortalama KKD/hiicre
frekansini kontrole gére anlamli olarak arttirdigi, ancak bu artisin pozitif kontrol
kadar yiiksek olmamasi nedeni ile muhtemel genotoksik bir risk olusturabilecegi
sOylenebilir.

Sekil 6.12. Kontrol grubuna ait insan periferal lenfositlerinde indiiklenmis
KKD’ler (X1000)
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Sekil 6.13. PERC‘e maruz kalan kuru temizleme ¢alisanlarina ait insan periferal
lenfositlerinde indiiklenmis KKD’ler (X1000)

6.3.2. Kromozomal Anormalliklerin (KA) Olusumu Uzerindeki Etkiler

KA, genellikle hiicre bdliinmesi sirasinda meydana gelen hatalardan kaynaklanir.
Kuru temizleme isyerlerinde uzun siireli PERC’e maruz kalan kisilerden alinan
periferal kan 6rnekleri KA frekansi, hem kromozom tipi hemde kromatid tipi KA
olarak saptanmistir. KA hesaplayabilmek i¢in, preparatlardan her bir kisi i¢in 100
tane iyi dagilmis metafaz hiicresi sayilmistir. KA testinin analizinde KA igeren
hiicreler degil, hiicre basina diisen KA sayilar1 degerlendirilerek, uzun siireli
PERC’e maruz kalan kisilerin insan periferal kan lenfositlerinde olusabilecek
genotoksik etki degerlendirilmistir.

Uzun siireli PERC’e maruz kalan kisilerin periferal kan lenfositlerinde KA
degerinde, kontrol grubuna gore artis oldugu goriilmiistiir. Ancak ne kontrole gore
nede eritici kontrol grubuna gore istatistiksel olarak dnemli bulunmamistir (p<0,05
seviyesinde). PERC’e maruz kalma sonucunda olusan yapisalsal kromozom
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anormallikleri pozitif kontrol kadar uyarmamamistir (Cizelge 6.9 ve Sekil 6.14).
Toplam anormal hiicre oranindaki artig da yapisal kromozom anormalligi igeren

hiicrelerin oranindaki artiga benzer durum gostermistir.

Cizelge 6.9. PERC’e maruz kalmis ve kalmamis insan periferal lenfosit kiiltiiriinde
toplam yirmi dondrde gézlenen ortalama KA degerleri

Grup N | Konsant. Kromozomal Toplam | KA/Hiicre +
Anormali KA SH
Kromatid | Kromozom
Tipi Tipi

Kontrol 10 - 25 11 36 0.036+0.005
DMSO (Eritici | 3 | 4 ul/ml 9 2 11 0.0374+0.009
Kontrol)
MMC (Pozitif | 3 |0.2 pg/ml 100 51 151 0.503+0.043
Kontrol)

Kuru 10 - 37 11 48 0.048+0.004c
Temizleyici

N: Toplam incelenen birey sayisi
a: Kontrol ile; b: Eritici Kontrol (DMSO) ile; c: Pozitif Kontrol (MMC) ile aradaki fark
p<0,05 derecesinde dnemlidir.
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Sekil 6.14. PERC’e maruz kalmig ve kalmamis insan periferal lenfosit kiiltiiriinde
toplam yirmi dondrde gozlenen ortalama KA degerleri
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KA test yontemi sonucu direk PERC’e maruz birakilmis ve PERC’e maruz
kalmamig olan negatif kontrol grubu ve PERC’e maruz kalmis kuru temizleme
calisanlar1 insan periferal lenfosit kiiltlirlinde kromozomal aberasyon (KA)’lara ait
ornekler, Sekil 6.15, Sekil 6.16, Sekil 6.17 ve Sekil 6.18’te yer almaktadir.

Deneysel birim olarak hiicreyi kabul ettigimiz ve KA frekansini
degerlendirdigimizden dolayi, total veriler de diisiik sayida da olsa kromozom
kiriklarina neden olmasindan dolayr PERC’e uzun siireli maruz kalma sonucunda
klastojenik riskin ortaya ¢ikabilecegi de saptanmistir.
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Sekil 6.15. PERC‘e maruz kalan kuru temizleme ¢alisanlarina ait erken kromatid
ayrilmasi (X1000)



Sekil 6.16. PERC’e direk maruz kalmig (3mM) bireylere ait kromozom tipi
kirilma (a) ve kardes kromatid degisimi (b) (X1000)

% il

Sekil 6.17. PERC e maruz kalan kuru temizleme ¢aligsanlarina ait poliploidi
(X1000)
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Sekil 6.18. PERC’e direk maruz kalmis (3mM) bireylere ait kromatid tipi kirilma
(X1000)

6.3.3. DNA Replikasyonu ve Mitoz Boliinme Uzerindeki Etkiler

Uzun siireli PERC’e maruz kalmanin DNA replikasyonu {izerindeki etkisi,
replikasyon indeksinin (RI) saptanmasiyla, mitoz boliinme {izerindeki etkisi de
mitotik indeksin (MI) saptanmasiyla belirlenmistir. Proliferasyon indeksi (PI),
DNA replikasyonu iizerine etkisini gostermektedir. RI hesaplayabilmek igin,

preparatlardan her bir kisi i¢cin 100 tane iyi dagilmis metafaz hiicresi sayilmistir.

Uzun siireli PERC’e maruz kalan ve kalmayan bireylerin lenfosit kiiltiirlerinde
toplam yirmi dondrde gozlenen Replikasyon Indeksi (RI) ve Mitotik Indeks (MI)
degerleri Cizelge 6.10’da verilmistir.

Uzun siireli PERC’e maruz kalan kisilerin insan periferal kan lenfosit kiiltiirlerinde
RI, kontrol grubu ve eritici kontrole gdre genel olarak benzer bulunmustur.
Kontrol ve eritici kontrol ile aradaki bu benzerlik istatistiksel olarak da énemsizdir
(Cizelge 6.10). PERC’e maruz kalan bireylerin lenfosit kiiltiirlerinde RI’si pozitif
kontrolden yiiksek bulunmustur ve aradaki fark istatistisel olarak dnemli degildir.
Bu durum, uzun siireli PERC’e maruz kalmanin DNA replikasyonunu pozitif



73

kontrol kadar olumsuz yonde etkilemedigini gostermistir (p<0,05) (Cizelge 6.10
ve Sekil 19).

Kuru temizleme igyerlerinde uzun siireli PERC’e maruz kalmanin mitoz boliinme
iizerindeki etkisi, mitotik indeksinin (MI) bulunmasi yoluyla saptanmistir. Ml
hesaplayabilmek icin, preparatlardan her bir kisi i¢in 1000 tane iyi dagilmis

metafaz hiicresi sayilmistir.

Uzun siireli PERC’e maruz kalmanin insan periferal lenfosit kiiltiirlerinde MI hem
kontrol grubu hem de eritici kontrole gdére onemli derecede etkilemedigi
goriilmiigtir. Kontrol ve eritici kontrol ile aradaki bu fark istatistiksel olarak
onemsizdir (Cizelge 6.10). Uzun siireli PERC’e maruz kalma sonucu insan
periferal lenfosit kiiltiirlerinde gozlenen MI, pozitif kontroldekinden yiiksektir,
ancak bu durum istatistiksel olarak da 6nemli degildir (Sekil 6.20).

Cizelge 6.10. PERC’e maruz kalmis ve kalmamis insan periferal lenfosit
kiiltiirtinde toplam yirmi dondrde gozlenen ortalama Replikasyon
Indeksi (RI) ve Mitotik Indeks (MI) degerleri

Grup N Konsant. | M; | M, | M3 RI+SH MI £ SH
Kontrol 10 - 180 | 407 | 413 | 2.23+0.057 | 4.94+0.145
DMSO (Eritici
Kontrol) 3 4 pl/ml 59 94 | 147 | 2.29+£0.052 | 4.62+0.055
MMC (Pozitif
Kontrol) 3 0.2 ug/ml | 109 | 155 | 36 1.76+£0.007 | 2.79+0.102
Kuru
Temizleyici 10 - 231 | 431 | 339 | 2.11+0.047c | 4.74+0.157c

N: Toplam incelenen birey sayisi
M1: Birinci mitoz boéliinmesi
M2: ikinci mitoz boliinmesi

M3: Uciincii mitoz boliinmesi
a: Kontrol ile; b: Eritici Kontrol (DMSO) ile; c: Pozitif Kontrol (MMC) ile aradaki fark

p<0,05 derecesinde dnemlidir.
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Sekil 6.19. PERC’e maruz kalmis ve kalmamis insan periferal lenfosit kiiltiiriinde
toplam yirmi dondrde gbzlenen ortalama Replikasyon Indeksi (RI)
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Sekil 6.20. PERC’e maruz kalmis ve kalmamig insan periferal lenfosit kiiltiiriinde
toplam yirmi dondrde gozlenen Mitotik Indeks (MI) degerleri

Uzun siireli PERC’e maruz kalma sonucu periferal lenfosit kiiltiirlerinde
replikasyon indeksi olan RI ve MI degerini kontrole gore anlamli olarak
arttirmadigi i¢in sitotoksik etki olusturmadigi saptanmustir.




75

6.3.4. Mikronukleus Olusumu Uzerindeki Etkiler

PERC’e uzun siireli maruz kalma sonucunda kuru temizleme ¢alisanlarinin
lenfosit kiiltiirlerinde MN’lu hiicre orani (%) kontrol grubundaki bireylere nazaran
yiliksek bulunmustur ve bu artis istatistisel olarak da onemlidir (p<0,05) (Cizelge
6.11). Ancak PERC’e maruz kalmis gruplarin kiltiirlerdeki MN’lu hiicre
oranindaki artig pozitif kontrol kadar énemli derecede artis olmamustir (Cizelge
6.11 ve Sekil 6.21).

Cizelge 6.11. PERC’e maruz kalmis ve kalmamis insan periferal lenfosit
kiiltiiriinde toplam yirmi donoérde gézlenen ortalama MN (%) degeri

Grup N Konsantrasyon | MN/Hiicre (%)+SH
Kontrol 10 - 0.69+0.050
DMSO

. 3 4ul/ml 0.70£0.057
(Eritici Kontrol) Hvm
MMC
3 0.2 pg/ml 2.57+0.240
(Pozitif Kontrol) HEm
Kuru Temizleyici 10 - 1.08+0.076abc

N: Toplam incelenen birey sayisi
a: Kontrol ile; b: Eritici Kontrol (DMSO) ile; c¢: Pozitif Kontrol (MMC) ile

aradaki fark p<0,05 derecesinde 6nemlidir.
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Sekil 6.21. PERC’e maruz kalmis ve kalmamis insan periferal lenfosit kiiltiiriinde
toplam yirmi dondrde gozlenen ortalama MN (%) degeri

MN gozlemleri sonucu kontrol ve kuru temizleme ¢alisanlar1 lenfosit kiiltiirlerinde
gbzlenen binukleuslu hiicre ve mikronukleuslu hiicrelere ait o6rnekler de Sekil
6.22, Sekil 6.23 ve Sekil 6.24°de yer almaktadir.

PERC’e uzun siireli maruz kalma sonucunda kuru temizleme c¢alisanlarinin
lenfosit kiiltiirlerinde MN’Iu hiicre oranin1 (%) kontrole gore anlamli derecede
arttirmasi, ancak bu artisin pozitif kontrol kadar yiiksek olmamasi nedeni ile;
PERC’e uzun siire maruz kalmanmn genotoksik risk olusturabilecegi sonucuna

varilabilir.



.

Sekil 6.22. Kontrol grubuna ait binukleuslu hiicre (X1000)

Sekil 6.23. PERC e maruz kalan kuru temizleme g¢alisanlarina ait mikronukleus
iceren binukleuslu hiicre (X1000)
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Sekil 6.24. PERC‘e maruz kalan kuru temizleme calisanlarina ait biiyiik
mikronukleus igeren binukleuslu hiicre (X1000)
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7. SONUC VE TARTISMA

Bu calisma Aydin Bolgesi’nde bulunan kuru temizleme isyerlerinde calisan
bireylerin uzun siireli perkloroetilen (PERC)’e maruz kalmalar1 sonucunda insan
periferal lenfositlerinde kromozom anormalliklerini (KA), kardes kromatid
degisimini (KKD=SCE), iki nukleuslu hiicrelerde mikronukleus olusumunu (MN)
artirip artirmadigini aragtirmak ve bu testlerin yardimi ile insanlarda herhangi bir
in vitro genotoksik etkiye sahip olup olmadigini saptamak amaciyla yapilmistir.
Ayrica saf haldeki perkloroetilenin sitotoksik etkisinin olup olmadigi da Brine
Shrimp (Artemia salina) letality Assay ile arastirilmis, caligmadan elde edilen

sonuclar diger arastiricilarin sonuglariyla tartigilmistir.

Toksik maddelerin in-vivo olarak Artemia salina larvalarina olan 6ldiiriicti etkisi,
hizl1 ve basit bir yontem olarak “Brine-Shrimp Lethality Assay”in kullanilmasina
olanak saglamaktadir (Choudhary ve Thomsen, 2001). Bu test, toksisitenin
ongoriilmesi agisindan kullanigh bir testtir. Artemia salina ile yapilan Brine
Shrimp Letality Assay’in modifiye edilmis sekli ile alinan sonuglar, memeli hiicre
kiiltiirleri ile yapilan toksisite testlerinden alinan sonuglarla karsilastirildiginda
birbiriyle uyumlu sonuglar elde edilmistir (Lewan vd., 1992).

Bu bilgiler 1g1g8inda bu ¢alismada Brine Shrimp (Artemia salina) Letality Assay
denemesinden elde edilen veriler incelendiginde, PERC’in kullanilan
konsantrasyon araliginda (10, 100, ve 1000 ppm) LCs, degerlerine ulagsmadigi
goriilmiis, PERC’in denemede kullanilan konsantrasyonlari hemen hemen kontrol
ile ayn1 degerleri vermis (sirast ile; kontrol: %6.66, PERC 10 ppm: %6.33, PERC
100 ppm: %5.33, PERC 1000 ppm % 4.33 ve ethanol: %6.33) ve bu degerlerin de
istatistiki olarak anlamli sonuglar ortaya koymadigi saptanmistir (p>0.05). Elde
edilen veriler PERC’in 100png/ml-1000pug/ml arasinda bulunan LDs, degerlerinin
alt ve st glivenlik smirlar itibariyle toksisite sinirlari igerisinde yer aldigini, bu
konsantrasyon araliklar1 iginde PERC’in Artemia salina larvalari igin, toksik
olmadigim ortaya koymustur (Cizelge 6.2). Perkloroetilenin sitotoksik etkinligi ile
ilgili bu tarz bir g¢alisma olmadig1 icin, elde edilen wveriler literatiir ile

karsilastirilamamasgtir.

Kuru temizleme isyerlerinde uzun siireli PERC’e maruz kalmanin olas1 genotoksik
etkilerini ortay akoyabilmek amaci ile ¢aligma iki asamada yapilmistir. Calismanin
ilk agsamasinda tek bagina periferal lenfositlere 48 saat siireyle uygulanan PERC’in
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periferal lenfosit kiiltiirlerinde ortaya ¢ikarabilecegi olasi genotoksik etkiler
arastirilmigtir. KKD ve KA testleri, kimyasal maddelerin genotoksik risklerinin
belirlenmesinde kullanilan en hassas kisa siireli testler arasinda yer almaktadir
(Perry vd., 1975; Carrano vd., 1978). Bu c¢alismada PERC’in tiim
konsantrasyonlar1 (ImM, 3mM ve 5mM) 48 saat muamele sonucu, ortalama
KKD/hiicre sayisinda hem kontrole hem de eritici (negatif) kontrole gore anlaml
artisa neden olmustur. Bu artig, konsantrasyon artisina bagli olarak ortaya
cikmistir. Ancak, PERC muamelesi sonucu goriilen bu artig, pozitif kontrol olan
MMC’de goriilen KKD/hiicre sayist (38.71+4.716) ile karsilastirildiginda anlaml

bulunmamustir.

Daha 6nce yapilan bazi ¢alismalarda PERC’in genotoksik aktivitesi bakteri, maya
ve memeli hiicreleri gibi in vitro assay sistemlerinde ¢alisgilmistir (U.S. EPA, 1985,
1991; IARC, 1995; ATSDR, 1997). PERC’in, in vitro muameleyi takiben farkli
hiicrelerde mikronukleus ve kardes kromatid degisimine (SCEs), tiimor
dokularinda DNA’ya ve SSBs’ye baglanma gibi bazi genotoksik etkilere neden
oldugu bildirilmistir. Muzzullo (1987), PERC’in fare karaciger ve sigan
bobreginde DNA’ya baglandigini bulmustur. 5 mM (~830 mg/L) tetrakloretilen
(TCE)’in, insan kan kiiltiirlerinde kardes kromatid degisimlerine (SCE) neden
oldugu ve hiicre canliligim1 % 40 oraninda azalttigini rapor edilmistir (Hartmann
ve Speit, 1995). Goriildiigii gibi bizim ¢almamizdan elde edilen sonuglar, baska
arastiricilarin sonuglarina benzemekte ve genel olarak niikleosid analoglar1 gibi
davranan PERC, KKD’yi uyarmaktadir.

48 saat PERC ile muamele edilen insan periferik lenfositlerinde yapisal kromozom
anormalliklerinin sayisinda kontrol grubuna goére konsantrasyona bagli bir artig
oldugu ancak aradaki farkin p<0,05 seviyesinde anlamli olmadig1; pozitif kontrol
ile arasinda gozlenen farkliligin ise anlamli oldugu goriilmiistiir. Deneysel birim
olarak hiicreyi kabul ettigimiz ve KA frekansin1 degerlendirdigimizden dolay,
total verilerde diigiikk sayida da olsa kromozom kiriklarima neden olmasindan
dolayr PERC’in klastojenik oldugu saptanmustir. Tucker vd. (1993) okaryotik
hiicrelerde KKD frekansinin, DNA replikasyonu ile etkilesime girerek DNA
hasarini indiikleyen genotoksik ajanlarin etkisi ile arttigini bildirmislerdir.

Mutajenik ajanlara maruz kalan insan populasyonlarini izlemek igin periferik kan
lenfositlerinde, KA ve MN’lar kullanilmaktadir. KA test yonteminden elde edilen
MI degerleri degerlendirildiginde, konsantrasyon arttikga MI ve RI degerleri de
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azaldig1 goriilmiistiir. 48 saatlik muamele siiresinde MI’de gozlenen azalma pozitif
kontrol olan MMC’nin degerinden bile fazla olmustur ve bu durum istatistiki
acidan da anlamli bulunmusgtur. KKD testi sonuglarina gére, PERC insan lenfosit
kiiltiirinde belirgin bir DNA iizerinde hasar yapmayarak, tiim konsantrasyonlarda
ortalama KKD/hiicre frekansini kontrole gore anlamli olarak azalttigi igin
muhtemel genotoksik bir ajan degildir ancak, replikasyon indeksi olan RI ve MI
degerini kontrole gore anlamhi olarak disiirdiigi icin sitotoksik etkisi
bulunmaktadir. Bu durumda, PERC’in DNA sentezini uygunsuz bir bi¢cimde
sonlandirdigini ve hiicre boliinmesini baski altina aldig1 sdylenebilir. PERC gibi
etkisini DNA yapisina girerek yapan kimyasallar mitokondri DNA’sin olumsuz
yonde etkileyebilmektedirler. Bunun sonucunda da hiicre bdliinmesi i¢in gerekli
enerji (ATP) iiretimi bloke edilerek MI’in diistiiglinii sdyleyebiliriz. Nitekim Epel
(1963) ve Jain ve Andsorbhoy (1988), hiicrenin enerji iiretim merkezinin
baskilanmas1 ve yeterli ATP’yi iiretememesi sonucu MID’in diistiigiini
bildirmislerdir.

Cift iplik DNA kiriklari, asentrik fragmentli MN olusumuna ve mitotik
boliinmedeki hata, tam kromozomlu MN olusumuna neden olmaktadir (Kirsch-
Volders vd. 2003). In vitro KA deneylerinde MI indiiklenen hiicresel toksisiteyi
izlemek i¢in kullanilir. MI, hiicre siklusunda metafazdaki hiicre yiizdesini verir.
Azalmis MI, hiicre siklusu ilerlemesinde inhibisyonu ve/veya proliferatif
kapasitedeki kayb1 gdsterir. Amorim vd. 2000’de sitotoksisite derecesinin tespit
edilmesinin, uygun preparasyon zamanini ve test konsantrasyonlarini segmek igin
gerekli oldugunu ve 6zellikle sonuglarin insanlarin maruz kalabilecegi bilesiklerin
risk degerlendirmesi i¢in kullanildiginda 6nem tagidigmi  bildirmislerdir
(Seligmann vd. 2003). 48 saat’lik PERC muamele siiresinde MN sayisinda kontrol
ve eritici kontrole gore anlamli artis oldugu goriilmiistiir. 48 saat muamele sonucu
konsantrasyon arttikca %MN frekansinin da artmistir. PERC muamelesi sonucu
her ne kadar %MN frekansinda artis olsa da, bu durum pozitif kontrol olan MMC
ile karsilastirildiginda bu artigin anlamli olmadigi bulunmustur. Ancak, PERC’in ,
%MN frekansin1 48 saat muamele siiresinde kontrole gore anlamli derecede
arttirdig1 igin genotoksik etkisinin oldugu sdylenebilir. Ayni1 zamanda ¢alismamiz
sonuclarma gore %MN sayis1t PERC’e maruz kalan bireylerde negatif kontrole
gore anlamli artig gosterirken, KKD sayisinda boyle bir iligki goriilmemektedir.
Bu c¢alismada insan periferal lenfositlerinde mikroniikleus olusumunun
uyarilmasinin  PERC’in genel olarak klastojenik etkisinden kaynaklandigini



82

sOyleyebiliriz. Zira PERC, yapisal kromozom aberasyonlarinin da uyarmistir. Bu
durum, klastojenik ve aneujenik nedenli MN olusumu ile KKD’lerin olusumunun
farkli mekanizmalar tarafindan meydana gelmesinden kaynaklanmis olabilir.
Sonug olarak, bu calismanin verilerine gére PERC’in lenfosit kiiltiiriinde doza
bagli artis olmasindan kaynakli DNA metabolizmasi ile etkilesime girdigini,
boylece KKD’i indiikledigini bundan dolayr genotoksik risk tagidigim

gostermektedir.

Fenech’in gore (1997); KKD ve MN testlerinde elde edilen Pl ve CBPI ortalama
degerleri hiicre siklusu kinetiginin 6l¢iilmesini saglamakta ve bu olgiimler belli
kimyasal veya fiziksel ajanlarin sitotoksik etkileri hakkinda onemli verileri
yansitmaktadir (Laffon vd. 2001). Indekslerdeki anlamli azalma, yeni bir DNA
replikasyon prosesi baglamadan 6nce indiiklenen genotoksik hasar1 onarmak {izere
onarim sistemlerine izin veren hiicre siklusu gecikmesini gostermektedir (Laffon
vd. 2001). Walles (1986), farelere intraperitonal (i.p) yolla 4-8 mmol/kg (663—
1326 mg/kg) PERC uyguladiktan 1 saat sonra, farelerin karaciger ve bdbrek
dokularinda artan seviyelerde tek iplikli DNA zincir kiriklarinin oldugunu ancak
akciger dokularinda bu tiir bir hasara rastlanmadigini bildirmistir. Potter vd.
(1996), erkek F344 siganlar1 1.000 mg/kg perkloroetileni tek bir gavaj (sonda) ile
muamele ettikten sonra, farelerin bobreklerindeki DNA zincirinde kirilmalarinda
herhangi bir artis olmadigini bulmuglardir. Ancak, tiirler veya maruz kalinan
dozlar arasindaki farkliliklar1 karsilagtiracak bu  c¢aligmalart  dogrudan
karsilagtiracak caligmalar bulunmamaktadir. Bu bulgularin aksine in vitro olarak
PERC’e maruz birakilan Chinese hamster yumurtalik hiicrelerinde SCE veya
kromozom hasarlarma rastlanilmamistir (Galloway vd., 1987). PERC ile yapilan
in vitro mutasyon denemeleri (Ames test) veya DNA baglanma denemeleri
sonuglari, GSH metabolitlerinin tiretildigi kosullarin birkag¢1 hari¢ biiyiik 6lciide
negatif olmustur. PERC’in yiiksek dozlarma (maruz kalma seviyesi
belirlenememistir) akut olarak maruz kalma sonucunda hepatomegali, karaciger
hiicrelerinde  hasarlar, birkac karaciger enziminde yiikselme, bilirubin
pargalanmasi gibi hepatotoksik etkilerin de ortaya ¢iktigi gézlenmistir (Coler ve
Rossmiller, 1953; Stewart vd., 1961; Meckler ve Phelps, 1966; Saland, 1967;
Hake ve Stewart, 1977; ATSDR, 1997).

Brine Shrimp Letality Assay sonuglarin da perkloroetilenin tek basina
uygulandiginda, Artemia salina larvalari iizerine sitotoksik etkisinin olmadigin
ortaya koymustur.
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Bu c¢alismanin ikinci kisminda kuru PERC’e uzun siireli maruz kalan kuru
temizleme c¢alisanlarindan ve herhangi bir kimyasala maruz kalmayan saglikl
kisilerden alinan toplam yirmi donériin periferal lenfosit kiiltlirlerinde ortaya

cikarabilecek olasi genotoksik etkiler aragtirilmstir.

Bu calismada PERC’e uzun siireli maruz kalan kuru temizleme ¢alisanlarinin
periferal kanlarindaki KKD testi sonuglar;; PERC’e uzun siireli maruz kalmanin
insan lenfosit kiiltiirinde DNA {izerinde belirgin bir hasar yaparak, ortalama
KKD/hiicre frekansini kontrole gdre anlamli olarak arttirdigi; ancak bu artigin
pozitif kontrol kadar yiiksek olmamasi nedeni ile muhtemel genotoksik bir risk
olusturabilecegini gdstermistir. Yine deneysel birim olarak hiicreyi kabul
ettigimizde ve KA frekansin1 degerlendirdigimizde, total veriler diisiik sayida da
olsa kromozom kiriklarina neden olmasindan dolay1 PERC’e uzun siireli maruz

kalma sonucunda klastojenik riskin ortaya cikabilecegi de saptanmustir.

Uzun siireli PERC’e maruz kalmanin, insan periferal lenfosit kiiltiirlerindeki
mitotik indeksi (MI) hem kontrol grubu hem de eritici kontrole gére onemli
derecede etkilemedigi gortilmistiir. Kontrol ve eritici kontrol ile aradaki bu farkin
istatistiksel olarak Onemsiz oldugu, ancak PERC’e maruz kalan grubun MI
degerleri pozitif kontroldekinden 6nemli derecede yiiksek olmus ve bu durum
statistiksel olarak da Oonem tagimaktadir. Bu durum degerlendirildiginde; uzun
siireli PERC’e maruz kalma sonucu periferal lenfosit kiiltiirlerinde replikasyon
indeksi olan RI ve MI degeri kontrollere gore anlamli olarak artgu i¢in, sitotoksik
etki olusturmadig1 saptanmustir.

Yine; PERC’e uzun siireli maruz kalmanin lenfosit kiiltiirlerinde (%) MN’lu hiicre
oranini pozitif kontrol kadar anlamli derecede arttirmamasina ragmen yine de
kontrol ve eritici kontrole gore anlamli derecede arttirmasi nedeni ile; PERC’e
uzun siireli maruz kalmanin genotoksik risk olusturabilecegi sonucuna varilabilir.
PERC’in kiiltiire edilen Chinese hamster karaciger hiicrelerinde (Wang vd., 2001)
ve insan periferal kan hiicrelerinde mikronukleuslara neden oldugu rapor edilmistir
(Doherty vd., 1996; White vd., 2001). Bizim ¢alismamizin sonuglari da literatiirde
bildirilen sonuglara uygunluk gostermektedir. Yine PERC ile muamele edilen
insan lenfoblastosid hiicrelerinde gozlenen mikronukleus olusumunun, cDNAy1
kodlayan ya CYP2E1 (hE1 hiicreleri) ya da insan CYP1A2, 2A6, 3A4, 2E1 ve
mikrozomal epoksid hidrolazin stabil ekspresyonu nedeniyle ortaya ¢ikmig
olabilecegi de belirtilmistir (Doherty vd., 1996).
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Calisgmanin bu kismindan elde edilen veriler genel olarak degerlendirildiginde;
PERC’e uzun siire maruz kalan kuru temizleme galisanlariin lenfosit kiiltiiriinde
PERC’in DNA metabolizmasi ile etkilesime girmedigini, dolayisi ile KKD’leri
indiiklemedigini bundan dolayr muhtemelen  genotoksik  olmadigim
gostermektedir. Ancak PERC, MN olusumunu indiiklemektedir. Bunun nedeni
PERC’in aneujenik etkisinden kaynaklanabilir ki bunun aragtirilmasi
gerekmektedir. Ayrica uzun siireli PERC’e maruz kalma sonucunda PERC’in
genotoksisitesine karar verebilmek icin diger in vivo ve mutajenite testlerinin de

yapilmasi gerekmektedir.

Diinyada ve Tiirkiye’de meydana gelen hizli sanayilesme ve teknolojik gelismeler
ile dogru orantili olarak 6zellikle is yerlerinde calisan kisilerin giivenligi ile ilgili
bazi sorunlar da agiga ¢ikmaktadir. Bu sebeple bir takim 6nlemleri 6nceden alarak
is yerlerini giivenli hale getirmek gerekmekte oldugundan is giivenligi oldukca
onem kazanmigtir. Avrupa’da kuru temizleme endiistrisinde ¢alisan yaklasik 1,5
milyonun tizerindeki is¢i ortalama olarak 59 ppm ve uygulamaya bagli olarak daha
yiiksek diizeyinde her y1l PERC’e maruz kalmaktadirlar. Ancak, Tiirkiye’de kuru
temizlemede ¢alisan is¢i sayisi ve maruz kalinan PERC miktar1 kesin olarak
bilinmedigi igin, {ilkemizdeki iscilerin durumu hakkinda kesin bir sey séylemek
miimkiin degildir. Kuru temizleme isleminde kullanilan PERC ve TCE‘nin baglica
yemek borusu, rahim agzi, rahim, mesane kanserleri ve Non-Hodgkin Lenfoma
(lenf bezi kanseri) gibi kanser tiirlerine yol actigi, bu merkezlerde ¢alisan kisilerde
Ozellikle mesane ve rahim agzinda goriilen kanser riskinin normal kisilere gore
yaklasik yiizde 45 oraninda arttigi saptanmis. Bu acidan bakildiginda kuru
temizleme sektoriinde ¢aligan kisilerin kanser ve benzeri hastaliklar yoniinden risk
altinda bulunduklar bir gercektir.

PERC’in tek basina uygulanmasi ve uzun siireli PERC’e maruz kalma sonucunda
Artemia salina larvalarinda ve insan periferal lenfositleri lizerinde olusturdugu
sitotoksik ve in vitro genotoksik etkilerinin olabilecegi konusunda yapilan ilk
caligma sonuglart olmasi acisindan énemlidir. Bu nedenle ¢alismadan elde edilen
veriler; kuru temizleme isyerleri gibi igyerlerinde c¢aligan bireylerin PERC gibi
kimyasallara maruz kalmalar1 sonucunda istenmeyen cesitli etkilerin ortaya
cikabilecegi konusunda bilinglendirilmesi konusunda bir yol gosterici olacaktir.
Ayrica arastirma sonuglarimiz; igyerlerinde c¢alisan isgilerin saghiginin ve is
giivenliginin saglamasi, bir bagka ifadeyle, igyerinde dogabilecek, is kazasi ve
meslek hastaliklar1 gibi her tiirlii riske karsi gerekli tedbirlerin alinmasi ve bu
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husustaki sartlarin yerine getirilmesi, bu hedefleri yerine getirmeye yardimci
olabilecek arag-gereglerin noksansiz bulundurulmasini gerektiren ve genelde
bunlarin uygulanmasindan igverenin sorumlu tutuldugu ve/fakat isgilerin de,
ongoriilen tedbirlerle ilgi olarak usul ve sartlara uymasini da yeniden hatirlatilmasi
konusunda da 6nem tagsimaktadir.
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PERKLORETILEN (PERC)'IN SITOTOKSIK VE iN-VITRO GENOTOKSIK ETKISININ
FARKLI TEST SISTEMLERI iLE ARASTIRILMASI

BiLGILENDIiRILMi$ GONULLU OLUR FORMU (FORM 4)

LOTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ 11!
Bu caligmaya katimak zere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu galismada yer
almayi kabul etmeden 6nce galigmanin ne amagla yapiimak istendigini anlamaniz ve
kararinizi bu bilgilendirme sonrasi 6zglrce vermeniz gerekmektedir. Size ozel
hazirlanmig bu bilgilendirmeyi lutfen dikkatlice okuyunuz, sorulariniza agik yanitlar
isteyiniz.

CALISMANIN AMACI NEDIR?
Bu ¢alismanin amaci; kuru temizleme igyerlerinde kuru temizleme amaci ile kullanilan Perkloretilen

(PERCYin hiicre bolinmesi Uzerindeki etkisinin (Sitotoksik) ve genetik materyal olan kromozomlar
Gizerindeki etkisinin (in vitro Genotoksik etki) farkll test sistemleri ile aragtirtimasidir.

KATILMA KOSULLARI NEDIR?
Bu calismaya dahil edilebilmeniz igin en az bir yildir ayni igyerinde calisiyor olmaniz, sigara, alkol
aligkanligimizin olmamasi ve herhangi bir hastaliga karst ilag kullanmiyor olmaniz gerekir.

NASIL BiR UYGULAMA YAPILACAKTIR?

Arastirmada segilen gonuiltlerden (kontrol ve deney grubu) kan érnekleri alinacaktir. Kan alma iglemi,
30 giinltk zorunlu staj dénemini Gaziantep Universitesi Aragtirma ve Uygulama Hastanesi kan alma
biriminde yapmis ve bu konuda yeterli deneyim kazanmis olan Yiksek Lisans Ogrencisi Umit UNSAL
tarafindan yapilacaktir. Kendisi ayni zamanda bu aragtirma projesinde yardimei eleman olarak da yer
almaktadir. Segilen kontrol ve deney gruplarindan kan alma islemi, kapali alan igerisinde
gerceklestirilecek olup, kan alma islemi, kan alinacak kol alkol ile steril edildikten sonra steril heparinii
enjektor«yardimi ile yapilacaktir. Butin bu islemler standart kan alma prosedirine uygun gekilde

gerceklestirilecektir,

SORUMLULUKLARIM NEDIR?
Arastirmaya dahil olan gonulitilerin herhangi bir sorumlulugu yoktur.

KATILIMCI SAYISI NEDIR?
Aragtirmada yer alacak gonulitlerin sayis1 20 ‘dir.

KATILIMIM NE KADAR SURECEKTIR?
Bu arastirmada yer almaniz igin dngérilen stre 10 dakikadir,

GALISMAYA KATILMA iLE BEKLENEN OLASI YARAR NEDIR?

Bu arastirmadan sizin igin tibbi olarak bir yarar saglamasinin s6z konusu olmadi§i ancak bu
¢alismadan cikanlan sonuglarin bagka insanlann yararina kuflanilabilecek olmasi, yalnizca aragtirma
amagcll oldugu ve dogrudan yarar gérmesi beklenmemektedir.

GALISMAYA KATILMA ILE BEKLENEN OLASI RiSKLER NEDIR?

Kan alma islemi ile ilgili riskler arasinda bayiima, agri ve/veya morarma sayilabilir. Ender durumlarda
igne deliginin yerinde enfeksiyon ya da ktglk bir kan pihtisi olabilir. Olas: bir soruna kargi gerekli
tedbirler tarafimizdan alinacaktir.

KAN ORNEKLERININ SAKLANMASI
Sizden alinan 6rneklerin kullanimi bu olur formunda tanimlanan aragtirma ile sinirli olacaktir. Eger bu
drnekleri bu olur formunda tanimlanmayan baska test/amaglar icin kullanmak istersek, once Etik
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Kurul'a onay verilmesi icin bagvurulacaktir. Eger yeni galisma onaylanacak olursa sizden bagka bir
bilgilendiriimis olur formu imzalamaniz istenecektir.

ARASTIRMA SURECINDE BIRLIKTE KULLANILMASININ SAKINCALI OLDUGU BILINEN
iLACLAR/BESINLER NELERDIR?
Galisma stresince birlikte kultaniminin sakincali oldudu itag ve besinter yoktur.

CALISMA KAPSAMINDAKI GIDERLER KARSILANACAK MIDIR? )
Yapilacak her tlr tetkik, fizik muayene ve diger arastirma masraflan size veya giivencesi altinda
bulundugunuz resmi ya da 6zel hicbir kurum veya kuruluga 8detiimeyecektir.-

GALISMAY! DESTEKLEYEN KURUM VAR MIDIR?
Calismayi destekleyen kurum Adnan Menderes Universitesi'dir.

CALISMAYA KATILMAM NEDENIYLE HERHANGI BiR ODEME YAPILACAK MIDIR?
Bu aragtirmada yer almaniz nedeniyle size hicbir deme yaptimayacaktir.

ARASTIRMAYA KATILMAYl KABUL ETMEMEM VEYA ARASTIRMADAN AYRILMAM
DURUMUNDA NE YAPMAM GEREKIR?

Bu arastirmada yer almak tamamen sizin istedinize baglidir. Arastirmada yer almay! reddedebilirsiniz
ya da herhangi bir agamada aragtirmadan ayriiabilirsiniz; reddetme veya vazgegme durumunda bile
sonraki bakiminiz garanti altina alinacaktir, Arastinci, uygulanan tedavi semasinin gereklerini yerine
getirmemeniz, calisma programini aksatmaniz veya tedavinin etkinligini artirmak vb. nedenlerle
isteiniz disinda ancak bilginiz dahilinde sizi aragtirmadan gikarabilir. Bu durumda da sonraki
bakiminiz garanti altina alinacaktir.

Aragtirmanin sonuglart bilimsel amagla kuilamiacaktir; cahismadan c¢ekilmeniz ya da arastinci
tarafindan cikariimaniz durumunda, sizle ilgili tibbi veriler bilimsel amagla kullaniimayacaktr.

KATILMAMA ILISKIN BILGILER KONUSUNDA GizLiLiK SAGLANABILECEK MIDIR?

Size ait tim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yayinlansa bile kimiik bilgileriniz
verilmeyecektir, ancak aragtirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar
gerektiginde tibbi bilgilerinize ulagabilir.

Cahgmaya Katilma Onay:

Yukarida yer alan ve arastirmaya baglanmadan 6nce gontlliye verilmesi gereken bilgileri gosteren 4
sayfaltk metni okudum ve soziit olarak dinledim. Aklima gelen tim sorulan arastiriciya sordum, yazili
ve sozlti olarak bana vyapilan tom agiklamalari ayrintilartyla anlamis bulunmaktayim. CGalismaya
katiimay! isteyip istemedigime karar vermem igin bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana
ait tibbi bilgilerin gézden gegiriimesi, transfer edilmesi ve iglenmesi konusunda aragtirma yurttctstne
yetki veriyor ve soz konusu arastirmaya iliskin bana yapilan katiim davetini highir zorlama ve bask
olmaksizin biylik bir gonlialik igerisinde kabul ediyorum. Bu formu imzalamakla yerel yasalarin bana
sagladigt haklar kaybetmeyecegimi biliyorum.

Bu formun imzali ve tarihli bir kopyasi bana verildi.
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