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OZET

Bu calismada 1,4 Dioksanin Swiss albino farelerde muhtemel
fizyolojik ve genotoksik etkileri ile yesil gay oziitiintin bu etkilere kars:
koruyucu rolii arastirilmustir. Albino fareler rastgele bir kontrol, bes
uygulama olmak {tizere toplam altt gruba aynlmuslardir. Fizyolojik
parametrelerin indikatorti olarak viicut agirhigl, genotoksik parametrelerin
indikatorleri olarak ise mikrontikleus (MN) ve kromozomal anormallik
sikliklar1 kullamilmistir. 1,4 Dioksan uygulamasinin kontrol grubuna gore
viicut agirhiginda istatistiksel agidan o©nemli bir azalmaya, MN ve
kromozomal anormallik sikliginda ise bir artisa neden oldugu belirlenmistir.
Yesil cay uygulamasi ise 1,4 Dioksanin s6z konusu olumsuz etkilerini
iyilestirerek, kontrol grubu kadar olmasada viicut agirliginda tekrar bir
artisa, MN ve kromozomal anormallik sikliklarinda ise bir azalmaya neden
olmustur. Sonug olarak yesil ¢ay uygulamasi yakin gelecekte kimyasallar
tarafindan sebep olunan toksisitenin azaltilmasinda “toksisite sinirlayic1” bir
antioksidan olarak kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: 1,4 Dioksan, albino fare, genotoksisite, yesil cay
ABSTRACT

The aim of this study is to investigate the possible physiological and
genotoxic effects of 1,4 Dioxane and the protective role of green tea extract to
this effects in Swiss albino mice. Albino mice divided into one control group
and five practice groups randomly. The body weights before and after
practice period, erythrocyte and bone marrow quantity and frequency of
chromosomal abnormalities of Albino mice are determined through a
sensitive balance, using micronucleus test and by using erythrocyte
micronucleus test (EMT) and chromosomal abnormalities test (CAT),
respectively. It is determined that 1,4 Dioxane practice causes a statistically
important reduction of body weight and increase in MN and frequency of
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chromosomal abnormalities according to control group. Green tea practice
improves these negative effects of 1,4 Dioxane and causes an increase in
body weight and a decrease in MN and frequency of chromosomal
abnormalities though less than control group. As a result, green tea practice
can be used in reduction of toxicity caused by chemicals as a toxicity limiter
antioxidant in near future.

Key words: 1,4 Dioxane, albino mouse, genotoxicity, green tea
1. GIRIS

Gelismis tilkelerde artan endiistrilesmenin cevre ve insan
saghg1 tizerine olusturdugu risklerin cesitli yonden degerlendirilmesi
ve bu risklerin minimuma indirilmesi konusunda yogun cabalar
harcanmaktadir. Buna ragmen her gecen giin endiistriyel amach
kullanilan kimyasallarin sayilar1 ve cesitliligi de artmaya devam
etmektedir. Bu artisin gevre ve insan agisindan giivenilir olmasi i¢in
kullanilan kimyasallarmn biyolojik etkilerinin incelenmesi ve daha az
toksik bilesikler kullanilmasi gerekmektedir. 1,4-Dioksan su ile
karisabilen, yiiksek 1sida ve basmncta kararsiz olan sentetik
endistriyel bir kimyasaldir (EPA, 2006). Endiistriyel bir solvent
olarak kullanilabilen 1,4-Dioksan boyalarm, greslerin, mumlarin ve
verniklerin yapmminda da endustriyel amach kullanilmaktadr
(Moeller, 2005; Mohr, 2001, ATSDR 2006). Yaygin bir kullanmm
alanma sahip olan 1,4-Dioksan asir1 hidrofilik 6zelliginden dolay1
bulundugu ortamlardan kolayca diftize olabilmekte, hava, su ve
toprak gibi ortamlarda yayilabilmekte, solunum ya da deriden
diftizyon yoluyla viicuda alinabilmektedir ( Murray vd., 1996). Canh
organizmalarda  1,4-Dioksanin  parcalanmasi ile aldehitler
(formaldehit, asetaldehit ve glioksal gibi) ve organik asitler (formik,
metoksiasetik asit ve oksalik gibi) meydana gelmektedir (Stefan ve
Bolton, 1998)

14 dioksan cok genis endistriyel kullanima sahip olmasma
ragmen toksik etkileri konusunda calismalar olduk¢a azdir (Drew
vd., 1978). Literattirde 1,4 Dioksanin daha ¢ok biyokimyasal etkileri
tizerinde durulmus fakat genotoksik etkileri tizerine cahsmalar
yetersizdir. Bu ¢alismada 1,4 Dioksanm albino farelerde genotoksik
ve agirhk kazanmm tizerine etkileri test edilmistir. Genotoksik
parametreler tizerine etkileri mikrontikleus (MN) ve kromozomal
anormallik testi ile belirlenmistir. Mikrontikleus (MN) teknigi
radyasyon ve kimyasallarin klastojenik ve genotoksik etkilerini
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degerlendirmede, kromozom hasarlarina alternatif ya da tamamlayici
olarak kullanilan bir yontemdir (Morley, 1986; Pala vd., 2008). MN
sayisindaki artis, gesitli ajanlar tarafindan tesvik edilen sayisal ya da
yapisal kromozomal anormalliklerin dolayli gostergesi olarak kabul
edilmektedir (Yildirim ve Yildirim, 2011). Kromozom anormallikler
replikasyon hatasi, ultraviyole, gama i1sinlar1 ve cesitli kimyasal
maddelerin  etkisiyle olusabilmektedirler. ~ Yapian deneysel
calismalarda en sik rastlanan kromozom anormallikler; kromatid
kirigi, kromozom kirigi, fragment, disentrik kromozom, halka (ring)
kromozom, translokasyon, duplikasyon ve inversiyon seklinde
siralanabilir. Bu tiir kromozomal anormalliklerin belirlenmesi test
edilen kimyasalin kanserojen oldugunun bir belirtisidir (Brusick,
1987; Mateuca, 2006).

Yiiksek oranda maruz kaldigmmiz kimyasallarm olumsuz
etkilerinden korunmak igin antioksidan takviyesi alternatif bir ¢éztim
olarak sunulabilir. Antioksidanlar kimyasallar ve serbest radikal
olarak bilinen kararsiz molekiillere kars: hiicreleri ve dokular1 hasara
karsi korumaktadir (Benzio ve Szeto, 1999). Yesil cay yiiksek fenolik
icerigi ile oldukca giiclii antioksidan etkiye sahiptir. Yesil cay ve
bilesenlerinin; antioksidan, antimutajen, antikanserojen ve apoptozu
baslatma gibi bircok biyolojik ve biyokimyasal etkileri oldugu
bilinmektedir (Okuda vd., 1984; Oguni vd., 1989). Bu ¢alismada 1,4-
Dioksanin albino farelerde fizyolojik ve genotoksik etkileri
belirlenmis ve potansiyel toksik etkilerine kars: yesil caymn koruyucu
ozelligi incelenmistir.

2. MATERYAL VEMETOT

Bu calismada Giresun Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii Deney Hayvanlar1 Laboratuvarmda mevcut 36 adet
Swiss albino fare kullanilmistir. Hayvanlar bir kontrol bes uygulama
olmak tizere 6 gruba ayrimis 12 saat 151k ve 12 saat karanhk
dongiide, oda sicakhiginda ve %50 nem ortammda bakimlari
saglanmustir. 1,4 Dioksanin kronik etkilerini incelemek i¢in uygulama
stiresi 10 hafta olarak belirlenmistir. Uygulama dozlarmm
belirlenmesinde NOAEL dozlar1 dikkate alinmustir (Thiess vd., 1976).

Uygulama periyodu stiresince I. Gruba (Kontrol) standart fare
yemi ve ¢esme suyu, II. Gruba 50 mg/kg c.a yesil cay, IIl. Gruba 100
mg/kg c.a yesil cay, IV. Gruba 720 mg/kg c.a 1,4 Dioksan, V. Gruba
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720 mg/kg c.a 1,4 Dioksan + 50 mg/kg c.a yesil cay, VI. Gruba 720
mg/kg c.a 14 Dioksan + 100 mg/kg c.a yesil cay verilmistir . V. ve
VI gruplar icin yesil cay uygulanmasina Dioksan maruziyetinden bir
hafta énce baslanmis ve 10 hafta siiresince Dioksanla birlikte devam
edilmistir. Uygulama peryodundan bir hafta énce hayvanlar standart
pellet yem ve cesme suyu ile beslenerek ortama adaptasyonlar:
saglanmustir.

2.1. Viicut Agirliklarinin Saptanmasi

Uygulama periyodunun 6éncesinde ve tiim uygulama peryodu
boyunca 15’er giin araliklarla her bir farenin canlh agirligi hassas
terazi yardimuyla olgtilerek total agirlik kazanimi belirlenmistir.

2.2. Eritrosit Mikronukleus (MN) Testi

Fare Eritrosit Mikronukleus (MN) testi, kemik iligi
polikromatik eritrositlerinde uygulanan geleneksel MN  testinin
modifiye bir seklidir. Fare eritrosit MN testi Te-Hsiu ve
arkadaslarmin (Te-Hsiu, 1995) bildirdigi yonteme gore yapilmistir ve
hazirlanan preparatlarda toplam 1000 normakromatik eritrosit
sayllarak MN'li hiicrelerin sayisi tespit edilmistir.

2.3. Yanak Mukoza Epitel Hiicre Mikronukleus (MN)Testi

Yanak mukozasi epitel hiicrelerinde mikronukleus (MN)
olusumu belirlemek i¢in, fareler eter anastezisi altinda bayiltilmis, her
bir farenin agzi saf su ile yikandiktan sonra, sag ve sol yanak
mukozast nemli bir kiirdan yardimiyla taranarak epitel hiicre
ornekleri toplanmustir. Toplanan ¢rnekler metanol: asetik asit (3:1)
soliisyonu ile 10 dakika fikse edilerek literatiirde (Ozkul vd., 1997)
tanimlandig1 gibi Feulgen ve Fast Green boyalar: ile boyanarak
kurumaya brrakilmustir. Yanak mukoza epitelindeki MN  sikligin
belirlemek amaciyla, her gruptaki her bir fare icin 1000 hiicre
sayllarak MN sikhig1 belirlenmistir. MN analizleri Fenech ve
arkadaslar1 (Fenench vd., 2003) tarafindan belirlenen kriterlere gore
yapimustir.

24. Kromozom Analiz Yontemi

Farelere sakrifiye edilmeden 2 saat ¢nce intraperitonal (ip)
yolla 0.025% kolsisin verilmis ve siire sonunda eter anestezi altmda
sakrifiye edilmislerdir. Daha sonra sirasiyla femurdan kemik iligi
aspire edilmis, serum fizyolojik ile yikanmis, 0.075 M KCI ile
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muamele edilmis, Carnoy’s ile fikse edilerek, % 5’lik Griinwald-
Giemsa boyasi ile boyanmistir (Beyersmann ve Hechtenberg, 1997).
Son olarak ise kromozomal hasarlar arastirma mikroskobu altinda
X100 buytitmede belirlenmistir (Model BX51, Olympus), X500
biiytitmede fotograflandirilarak Savage (1976)'nin bildirdigi kriterlere
gore smiflandirilmustir.

2.5. Mitotik indeks (MI) ve Anormal metafaz sayis1 (AMS)

Mitotik indeks (MI) her grup icin hazirlanan slaytlardan
sayllan nukleuslu 1000 hticre arasindan, boliinen hiicrelerin ytizdesi
olarak belirlendi. Anormal metafaz sayis1 (AMS) ise her bir grup igin
hazirlanan slaytlardan sayilan 100 metafaz arasinda, hasarh
metafazlarm sayisi olarak tespit edildi (Sharma, 1972).

2.6. istatistiksel Analiz

Istatistiksel verilerin analizi icin SPSS for Windows V 10.0
(SPSS Inc, Chicago, IL, USA) paket programu kullanildi. Gruplar
arasinda istatistiksel farkhiliklarin degerlendirilmesi i¢in “One-way
ANOVA” ve “Duncan” testleri kullanildi. Veriler ortalama + SD
degerleri olarak verildi ve P degerleri 0.05'den kiiciik oldugunda
istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.

3. BULGULAR

1,4 Dioksanin Swiss albino farelerin canh agirliklar tizerine
etkileri Tablo 1’de verilmistir. Baslangic agirhklar1 dikkate
alndiginda 10. haftanin sonunda en fazla agirlik artis1 kontrol grubu
(Grup I) ve vyesil cay uygulanan gruplarda (Grup II ve III)
Olctilmiisttir. En az agirlik artist ise 720 mg/kg dozunda 1,4 Dioksan
uygulanan farelerde (Grup 1V) olctilmiustiir. 1,4 Dioksan uygulanan
grupta agirhik kazanimi agisindan kontrol grubuna oranla ¢nemli bir
azalma belirlenmistir. Bu azalisin istatistiksel acidan 6nemli oldugu
belirlenmistir (P<0.05). Yesil cay uygulamasi ile birlikte agirhk
kazaniminin IV. gruba kiyasla yeniden arttig belirlenmistir.

14 Dioksan uygulamasmin eritrosit ve yanak mukoza epitel
hticrelerinde tesvik ettigi mikronukleus (MN) varlig: ve sikhig Sekil 1
ile Tablo 1’de verilmistir.
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Sekil 1. Eritrosit (a,b) ve yanak mukozas1 epitel hiicrelerinde (c, d) 1, 4
Dioksan tarafindan tesvik edilen MN; mn: mikronukleus, n: temel nukleus.

Tablo 1. Dioksan ve yesil cay uygulamalarinin canli agirlik tizerine ve
eritrosit ve yanak mukoza hiicrelerinde mikronukleus (MN) siklig1 tizerine
etkileri

Gruplar Agirhik Eritrosit hiicrelerinde Yanak Mukoza
Artist MN siklig: hiicrelerinde MN
® siklig:
Grup I +19,03a 0,33+0,524 0,00+0,004
Grup I +20,962 0,170,414 0,00+0,004
Grup III +22,13a 0,00+0,004 0,00+0,004
Grup IV +1,12d 58,83+10,282 35,6717 44a
Grup V +4,19¢ 38,67+7,42b 25,83+8,91b
Grup VI +9,57b 22,1745,53¢ 16,50+4,60¢

LAyn1 siitun igerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar istatistiksel
acidan énemlidir (p<0.05).

2Ayn1 siitlin icerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar istatistiksel
agidan 6nemlidir (P<0.05). Sayilan total hiicre sayis1 1000’ dir.

Grup I, II ve Ill'te yanak mukoza epitel hiicrelerinde MN
olusumuna rastlanmazken, bu grublara ait eritrosit hiicrelerinde gok
az sayida MN olusumuna rastlanilmistir. Gerek eritrosit gerekse de
yanak mukoza epitel hiicrelerinde en fazla MN olusumuna 14
Dioksan uygulanan grupta rastlanilmistir. 1,4 Dioksan ve yesil caym
birlikte uygulanmast MN sayillarmm tekrar azalmasina neden
olmustur. 14 Dioksanin tesvik ettigi kromozomal hasarlar, AMS ve
MI ile ilgili bulgular Tablo 2’de verilmistir. Yapilan mikroskobik
inceleme sonucunda 14 Dioksan tarafindan tesvik edilen hasarlar
fazlalik sirasina gore kromozom kirigi>asentrik kromozom>disentrik
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kromozom>gap seklinde belirlenmistir. 1,4 Dioksan etkisiyle en ¢ok
olusan kromozom hasari kromozom kiriklaridir. Sadece yesil cay
uygulamasi alan Grup II ve III'te bir ka¢ gap hasar1 disinda her hangi
bir hasar gozlenmemistir. 1,4 Dioksan ile birlikte yesil cay
uygulamasi kromozomal hasarlarinda azalmaya neden olmustur.

Tablo 2. 1,4 Dioksan ve yesil cay uygulamalarinin kromozom anormallik
siklig1 tizerine etkileri

Gruplar Kirik Asentrik  Disentrik Gap Ortalama Ortalama
AMS (MI)/ (%)

Grup 1 0,00£00,00¢ 0,00+00,00¢ 0,00+00,00¢ 0,17+0,41¢ 0,17+0,41¢ 835,00+45,382
Grup II 0,00£00,00¢ 0,00+00,00¢ 0,00+00,00¢ 0,00+00,00¢ 0,00+0,00¢ 817,50£61,252
Grup IIT  0,00+00,00¢ 0,00+00,00¢ 0,00+00,00¢ 0,17+0,41¢ 0,17+0,41¢ 810,33+73,142
Grup IV 37,507,562 17,8345,492 6,8343,76 3,83+1,942 30,5043,62* 438,50+23,314
Grup V. 30,17+6,40> 11,3345,16> 4,17+2,64> 1,83+1,17> 24,67+3,56> 513,83+26,27¢
Grup VI 21,33+7,92¢ 7,67+5,08° 2,00+1,41> 0,83+0,75¢ 18,00+4,05¢ 587,50+42,95°

"Aym siitlin igerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar istatistiksel agidan
onemlidir (P<0.05).

Benzer sekilde en fazla AMS 1,4 Dioksan ile muamele edilen
grupta (Grup IV) en az ise kontrol (Grup I) ve sadece yesil cay ile
muamele edilen gruplarda (Grup V ve VI) rastlanilmustir. Dioksan
uygulanan gruptaki (Grup IV) AMS’'de goriilen artism, diger
gruplarla Kkarsilastirildiginda istatistiksel olarak o6nemli oldugu
belirlenmistir (p<0.05). Yesil cay dozlarindaki artisla birlikte AMS’de
onemli bir azalma gostermistir ve bu azalmanin istatistiksel olarak
onemli oldugu da belirlenmistir (p<0.05).En yiiksek MI degerleri
kontrol grubu (Grup I) ve sadece yesil cay ile muamele edilen
gruplarda (Grup II ve III) tespit edilmistir.Fakat bu gruplardaki MI
sayilar1 arasinda istatistiksel agidan 6nemli bir fark belirlenememistir
(p>0.05). 1,4 Dioksan uygulanan grupta (Grup IV) ise MI kontrol
grubuna oranla %6.61 oraninda bir azalma gostermistir.Bu azalisin
ise istatistiksel olarak onemli oldugu belirlenmistir (p<0.05). 14
Dioksanla birlikte yesil cay uygulanan gruplarda (Grup V ve VI) ise
Mi degerleri tekrar artis egilimine girmistir.

4. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada genotoksisitenin belirtecleri olan agirlik
kazanimi, mikroniikleus (MN), kromozomal anormallikler (KA) ve
mitotik indeks (MI) parametreleri kullanilarak 1,4 Dioksanmn albino
farelerde muhtemel toksik etkileri arastirilmustir. 10 hafta siiresince
14 Dioksana maruz kalan gruplarda, kontrol grubuna gore agirlik
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kazanimminda énemli bir azalis tespit edilmistir. Bu azalma, Dioksanm
viicuttan uzaklastirilmasi icin metabolizmanin hizlanmasi ve buna
baghh olarak enerji ttiketiminin artmas: ile aciklanabilir. Benzer
sekilde Kociba vd., (1974) tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada 2
yil boyunca oral yolla 1,4 Dioksanin % 0.01 ve 1.0" lik dozlarma
maruz kalan ratlarda, en yiiksek dozda agirhik kazaniminm yaklasik
%10 oraninda azaldigr ve buna baglh olarak da oliimler meydana
geldigini rapor edilmistir.

MN hiicre boliinmesinin metefaz ya da anafaz safhalar
sirasinda olusan anormalliklerden kaynaklanmaktadir.Calismamizda
14 Dioksan uygulamasi alan gruplarda eritrosit ve yanak mukoza
epitel hiicrelerinde MN sikligmnin kontrol grubuna kiyasla onemli
derecede arttign belirlenmistir. 1,4 Dioksanla birlikte yesil cay
uygulamasi Dioksann olumsuz etkisini azaltarak MN sikhiginda
tekrar bir azalisa sebep olmustur. 14 Dioksanm ig iplikleri ya da
kromozomlar tizerinde hasara neden olmak suretiyle MN olusumunu
tetikledigi  dtistintlmektedir. ~ Eman  vd.(2005)  tarafindan
gerceklestirilen bir calismada kemik iligi MN teknigini kullanarak
Swiss albino farelerde 1,4 Dioksanm 0.57, 285 ve 57 mg/kg
dozlarmin MN olusumu iizerine etkileri arastirilmis, sonucta 5.7
mg/kg dozundaki Dioksanin fare kemik iligi polieritrosit
hiicrelerinde MN sikligin1 6nemli oranda arttirdig gézlenmistir.

Kimyasallarn genotoksisitesini test etmek igin kullanilan bir
baska yontem ise kromozom anormallik (KA) testidir. 1,4 Dioksan
uygulamasmin kirik, asentrik, disentrik ve gap gibi kromozomal
hasarlar tesvik ettigi, 1,4 Dioksanla birlikte yesil cay uygulamasmmn
ise s6z konusu hasarlarin oraninda tekrar énemli bir azalmaya sebep
oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde 14 Dioksan uygulamasi
anormal metafaz sayilarinda artisa, MI degerlerinde ise bir azalisa
sebep olmustur. Abe ve Sasaki (1977) kiilttir edilmis Chinese hamster
hiicrelerini 30 farkhh kimyasala maruz birakmiglar ve bunlardan
ozellikle potassium sorbate ve sodium benzoatenin kromozomal
hasarlar1 artirdigimi rapor etmislerdir. Renciizogullar: ve ark (2001b)
tarafindan yapilan bir calismada insan periferal lenfositlerinde
sodyum metabisiilfit'in KA ve kardes kromatid degisimlerini
arttirdigi, replikasyon indeksi ve MI ise distrdiigini tespit
edilmistir.

Bu calismada gozlenen yesil caymn Dioksanin tesvik ettigi
hasarlara karst koruyucu rolii yesil caymn antioksidan ozelligi ile
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aciklanabilir. Yesil caym koruyucu ozelligi icerigindeki aktif
bilesenlerden kaynaklanmaktadir. Bu bilesikler polifenoller ve
flavonoidlerdir. Yesil cay icerigindeki polifenoller reaktif oksijen ve
nitrojen tiirlerini baglayarak, ayrica stiperoksit dismutaz, glutatyon
rediiktaz, glutation-S-rediiktaz, katalaz ve kinon rediiktaz gibi hiicre
icinde bulunan (endojen) antioksidan enzimlerin sentezini
tetikleyerek, antioksidan aktivite gostermektedir. Bu tir veriler
literatiirde pek cok calisma tarafindan dogrulanmistir. Yang vd.,
(2003) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada bir yildan fazla stirede
ginde 120 ml yesil cay veya oolong cay1 tiiketen kisilerde
hipertansiyon riskinin nemli oranda azaldig1 rapor edilmistir.

Stensvold vd., (1992) tarafindan gerceklestirilen bir baska
calismada, herhangi bir kardiyovaskiiler ve diyabetik hastalig:
olmayan 35-49 yas araliginda 9.856 erkek ve 10.233 kadin tizerinde
yapilan ¢alismada cay, kolestrol ve sistolik kan basmci arasindaki
iliski arastirilmis, sonugta cay tiiketimi arttikca ortalama serum
kolesterol dtizeyinin diistugii, ayrica sistolik kan basinci ile cay
arasinda ise negatif bir iliskinin oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak giinlilk yasammmizda kullandigmmiz pek ok
trtintin yapisinda yer alan 1,4 Dioksanm, belirli bir yogunluga
ulastiginda fizyolojik ve genotoksik pek ¢ok etkilere sebep oldugu,
yesil cay uygulamasinin ise 1,4 Dioksanin neden oldugu bu olumsuz
etkileri azaltarak doku, hticre ve molekiiler diizeyde iyilesmeleri
tesvik ettigi belirlenmistir. Bu nedenle yesil caym bu koruyucu roli
yakin gelecekte kimyasallarm neden oldugu toksisitenin etkilerinin
azaltilmasinda “toksisite simirlayic1” bir antioksidan olarak
kullanilabilir.
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