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OZET

Kiitahya kentinde termik santraller ve endiistriyel hava kirliligi kaynaklar1 bulunmaktadir.
Kiitahya kentinde hava kalitesini degerlendirmek iizere gerceklestirilmekte olan arastirmanin
amaci toksik hava kirleticilerinden partikiill maddenin (PM) saglik etkilerinin in vitro
genotoksisite ve sitotoksisite yontemleri ile belirlenmesidir. Kiitahya’da biri kent merkezinde,
digeri termik santrallerin yakininda bulunan iki ayr1 istasyonda, bir yil boyunca aktif 6l¢iim
yontemi ile 24 saatlik PM ornekleri toplanmistir. Arastirmanin ilk kisminda, genotoksisite
icin Comet yOntemi, sitotoksisite icin ise tripan mavisi yontemi kullanilmistir. Burada,
aragtirmanin su ana kadar gerceklestirilen On ¢alismalart sunulacaktir. Genotoksisite
caligmalarinda solunum yolunu temsil eden kanser hiicre hatti olan A549 insan akciger
epitellerinde calisilmistir. Yapilan 6n calismalarda deneylerde kullanilacak PM kiitlesine ve
deney kosullarina karar verilmistir. On denemelerden sonra belirli sayida PM 6rneginde DNA
hasarma ve sitotoksisitesine yonelik doz yamit calismasi gerceklestirilmistir. Ilk veriler
1s181inda aragtirmaya ait Orneklerde mevsimsel ve yoresel PM toksisitesini tek bir PM
konsantrasyonunda ve biitiin yil1 temsil edecek 6rnek sayisinda yapilmasi karar1 alinmistir.

ABSTRACT

Within Kiitahya center and province thermal power plants and other industrial air pollution
sources are located. The aim of the present study, as a part of the air quality estimation of
Kutahya, was to determine health effects of particulate matter (PM) as one of the toxic air
pollutants via in vitro genotoxicity and cytotoxicity assays. The 24 h daily PM samples have
been collected for one year, from two active sampling stations. One of them was installed in
Kiitahya center and the other one was close to the thermal power plants. In the preliminary
study comet assay as the measure of genotoxicity and trypan blue assay as the measure of
cytotoxicity have been carried out. Herein, the preliminary results will be presented. A549
human lung epithelial cancer cell line, the representative of the respiratory system, has been
used for the experiments. In the pre-trials, the PM mass and experimental conditions were
decided. Thereafter, in some PM samples dose response experiments for DNA damage and
cytotoxicity evaluation were carried out. In the light of the preliminary results it has been
decided to examine the seasonal and stational PM toxicity in only one concentration in the
number of samples those capable to represent whole sampling year.
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ANAHTAR SOZCUKLER
Partikiil Madde, Genotoksisite, Sitotoksisite, Saglik Etkisi, Hava Kirleticileri
1. GIRIS

Aralarinda PM’lerin de yer aldigi; ¢Oziiniirliigii az ya da ¢éziinmeyen partikiillerin ne tiir
toksisiteye, hangi konsantrasyonlarda, hangi 6zelliklerine dayanarak ve nasil bir mekanizma
ile yol agtiklar1 toksikoloji biliminin arastirma konular1 arasindadir. in vivo, in vitro
caligmalardan epidemiyolojiye kadar pek cok yaklasim ile bu sorulara yanit aranmaktadir.
Solunum yolunun ana maruziyet yolu olmasi, arastirmalarda hedef hiicre ve dokular akcigere
ait secilmekte, ozellikle de kanser gibi ciddi hastaliklara odakli arastirmalar yiiriitiilmektedir.
Genotoksisitenin kansere giden yolakta ara basamak olarak kabul edilmesi nedeniyle de
genotoksisite yontemleri arastirmalarda siklikla kullanilmaktadir (Cakmak vd., 2010).
Bireylerin giinliik hava kirliligi maruziyetlerine yonelik o6zellikle toplumun duyarl
kesimlerinden olan cocuklarda biyoizleme ¢alismalarinda da genotoksisite yontemlerinin
kullanimina rastlanmaktadir (Demircigil vd., 2014). Giinlik yasamda genel populasyonun
ozellikle trafik ve 1sinma kaynakli maruz kalabildigi partikiil maddeler iizerine in vitro
arastirmalar ise Ozellikle toksisite mekanizmalarini anlayabilmek adina artarak devam
etmektedir (Hornberg vd., 1998; Gabelova vd., 2007; Roubicek vd., 2007; Perrone vd., 2010;
Gualtieri vd., 2012). Sozii edilen ¢alismalarda; kentsel hava kirliliginin bdlgesel, mevsimsel
PM ol¢iimleri, PM fiziksel ve kimyasal bilesimi incelenmekte, ayrica alinan 6rneklerin olasi
genotoksik etkinlikleri de solunum sistemini temsil edebilecek, akciger epitel hiicreleri gibi
hedef dokularda comet ve mikrogekirdek yontemi gibi tekniklerle belirlenmeye
calisilmaktadir. Bu tiir in vitro arastirmalar, PM’lerin boyutuna, yiizeyine tutunan
kimyasallara bagli olarak olas1 saglik etkilerinin mekanizmalarini ortaya koymak i¢in olanak
saglayabilmektedir. Bu caligmanin amaci Kiitahya’da biri kent merkezinde, digeri termik
santrallerin yakininda bulunan iki ayr1 istasyonda, bir y1l boyunca aktif 6l¢tiim yontemi ile 24
saatlik toplanan PM orneklerine yonelik, genotoksisite ve sitotoksisite yontemleri
uygulayarak mevsimsel ve bolgesel toksisite degisimlerini incelemek ve elde edilen sonuglari
hava kalitesi 6l¢timleri ile iliskilendirebilmek iizere 6n degerlendirmelerin yapilmasidir.

2. MATERYAL VE METOD

2.1.PM oérneklerinin hazirlanmasi

PM orneklerinin toplanmasi. Stack filtre liniteleri (SFU) kullanilarak Kiitahya merkez ve
Tavsanlt Gobel istasyonlarinda, nucleopore filtreler iizerinde ince (PM2.5) ve kaba (PM2.5-
10) partikiil madde Ornekleri toplanmistir. 24 saatlik 6rnekler, 16.7 L/dak debi ile her iki
istasyonda es zamanli olarak toplanmugtir.

PM’nin filtrelerden ekstraksiyonu ve liyofilizasyonu. Filtre iizerinde toplanan 6rnekler sulu
faz i¢ine alinmistir. Bu amagcla steril falkon tiipiiniin i¢ine konan filtre 6rnegi vorteks ve
ultrasonik banyoda 5 dakika tutulmustur. Filtre icinden c¢ikarildiktan sonra liyofilizator
yardimi ile sudan uzaklastirilmistir. Ikili tartim kontrolleri ile filtre iizerinden alinan partikiil
madde miktar1 belirlenmistir.
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2.2.Hiicre kiiltiirii calismalari

Hiicre Kkiiltiirii icin gerekli besi yerinin hazirlanmasi. insan A549 akciger kanser epitel
hiicreleri (ATCC) Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Biochrom), %1 L-glutamin
(200 mM, Biochrom), %1 penisilin/streptomisin (Biochrom), %10 fetal dana serumu (FBS,
Biochrom) 37 °C’de ve %5 CO2 kosullarinda kiiltiire alinmistir. Besiyeri kullanilana kadar
buzdolabinda tutulmus, hiicrelerle muamele edilecegi zaman ise 37 °C’ye getirilmistir.

Hiicre kiiltiiriinde hiicrelerin genotoksisite ve sitotoksisite deneylerine hazirlanmasi. 75
ya da 25 cm? flasklarda cogaltilan hiicreler, deneylerin yapilacagi 96 gozlii petrilerin her bir
goziine 15000 hiicre olacak sekilde ekilmistir. 24 saat sonra hiicrelerin {izerine test edilecek
hidrojen peroksit ya da PM ornegi gerekli konsantrasyon aralifinda, her bir konsantrasyon
icin en az iki goz kullanilarak muamele edilmistir. Hidrojen peroksit icin 30 dakika buz
istiinde tutularak inkiibasyon saglanmis, PM 6rnegi icin ise 4 saat ve 24 saatlik uygulama 37
°C’de ve %5 CO2 kosullarinda yapilmistir. Hidrojen peroksit ¢ozeltisinden gerekli
konsantrasyonlar, 1siktan korunarak ve taze hazirlanmistir. PM oOrnekleri ise, liyofilizatin
besiyerinde ya da Hank’s balanced Salt Solution (HBSS, Biochrom) i¢inde suspanse edilmesi,
vortekslenmesi ve sonikasyonundan sonra hiicrelere verilmistir. Siirelerin sonunda comet
yontemi ve tripan mavisi yontemi i¢in hiicreler tripsin (Biochrom) kullanilarak toplanmstir.

DNA hasarinin Comet yontemi ile incelenmesi. Yontem igin hiicrelerin yukarida adi gecen
etkenlerle inkiibasyonu sonucu Comet YoOntemi’'ne geg¢ilmesi, yontemin standardizasyonu
gerceklestirilmistir. Comet yonteminde bir 6nceki basamakta toplanan her bir petri goziine ait
hiicreler diisiik erime sicaklikli agarla (LMA) karistirilip, 6nceden yiiksek erime sicaklikli
agar (HMA) ile kaplanmis lamlar {izerine yayilmistir. Hiicreler bir gece lize edildikten sonra
elektroforezde alkali ortamda islem gormiis, islem sonucu nétralize edilmis, etidyum bromiir
ile boyanarak floresan mikroskopta ve ilgili yazilim yardimiyla degerlendirilmistir (Zeiss
Axioscope Mikroskop, Perspectives IV Software). Comet yonteminde nicel dl¢imii yapilan
pek ¢ok parametre arasinda istatistiksel analizlere konu olan parametreler bilimsel literatiirde
kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk ivmesi(momenti)dir. Degerlendirmeler bu
parametreleri kullanarak yapilmistir. Her bir lamda 50 hiicre degerlendirilmistir.

Sitotoksisitenin tripan mavisi yontemi ile incelenmesi. Comet Yontemi i¢in hazirlanan
deney ortaminda elde edilen hiicreler LMA ile karistirilmadan 6nce 10 pl hiicre suspansiyonu,
10 pl tripan mavisi ile karistirilip, hemasitometre tizerine yayilmistir. Isik mikroskobunda
hiicreler sayilmis ve i¢lerinde mavi olanlar kaydedilmistir. Hiicrelerin mavi olanlarinin yiizde
degerleri hesaplandiginda bu deger sitotoksisite miktarini olusturmustur. Hiicre canlilifini
kaybettiginde, mavi boyay1 icine alarak renklenmektedir. %70’in altinda canlilik olan
konsantrasyonlarda comet yontemi uygulanmamaktadir.

Istatistiksel analiz. Istatistiksel analizler Graphpad Prism 5 (GraphPad Software, Inc.; demo)
yazilimi kullanilarak yapilmistir. Uygulanan doz gruplarinda tanimlayicr istatistikler ve
normal dagilim degerlendirmesi yapilmis, gruplar arasi karsilastirmalarda Kruskal Wallis
yontemi kullanilmistir. Gruplar arasinda fark olmasit durumunda Dunn Coklu Karsilagtirma
Testi ile ileri analizler gergeklestirilmistir. Anlamlilik diizeyi a=0.05 olarak kabul edilmistir.
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3. SONUCLAR

3.1. Hiicre kiiltiiriinde genotoksisite ve sitotoksisite deneyleri

Hidrojen peroksit genotoksisitesi ve sitotoksisitesi. Hidrojen peroksitin pozitif kontrol
olarak comet yonteminde uygulanmasinda 30 ve 75uM konsantrasyonlarin belirgin DNA
hasarmi hiicrelerde kuyruk olusumu ile gosterdigi gozlenmistir (Sekil 1, a-c). Bu
konsantrasyonlardan biri ya da ikisi birden, PM orneklerine yonelik yapilacak her comet
deneyinde kullanilmaktadir. Hiicre canliligi da 30 ve/veya 75uM konsantrasyonlart igin sinir
deger kabul edilen % 70 degerinin iistiindedir(Sekil 1, d).
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Sekil 1. Comet yontemi ile pozitif kontrol hidrojen peroksit deney sonuclari (a: kuyruk
uzunlugu, b: kuyruk yogunlugu, c: kuyruk ivmesi, d:hiicre canliligi)

Kiitahya yoresine ait FOKUT PM orneginde genotoksisite ve sitotoksisite. PM
genotoksisitesinin 6n denemesinde 4 saat ve 24 saatlik deneyler ikiser kez 25-200pg/ml
konsantrasyon araliginda yapilmistir. Her bir denemede, her bir konsantrasyon iki kere
kullanilmistir. Iki deneyin ortalamalarma iliskin doz yamt grafikleri Sekil 2’de verilmistir.
PM 4h uygulamalarinda; kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk ivmesi
degerlendirmelerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig
bulunmustur (sirastyla p= 0.25; p=0.77; p=0.62). PM 24h uygulamalarinda ise, kuyruk
uzunlugu degiskeni icin gruplar arasinda istatistiksel bir fark olugsmazken (p=0.24), kuyruk
yogunlugu ve kuyruk ivmesi gruplar arasinda farklilik gostermistir (p=0.033). Ancak kuyruk
yogunlugu degiskenindeki fark, ileri analizde anlamliligin1 kaybetmistir (p>0.05). Bununla
birlikte 200 pg/ml doz grubundaki kuyruk ivmesi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml1 bir artis gostermistir (p<0.05, Sekil 2).
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Sekil 2. PM 6rneginin comet yontemine gore 4 ve 24 saat uygulama i¢in kuyruk yogunlugu
ve kuyruk ivmesine ait doz yanut iliskisi
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Comet yontemi sirasinda gergeklestirilen tripan mavisi sitotoksisite yonteminde ele alinan
konsantrasyonlarda sitotoksisite sinir degerlerin iistiine ¢gikmamustir.

Comet yontemi kullanilarak yapilan nicel dlglimlere ait elde edilen fotograflar Sekil 3’te
gosterilmistir.

Conwt Avcay I Syctem Supeivisor omed 1a
Tl Saaherm sk e Beacn ek Tooche Ve Bemiy Ve

Sekil 3. Comet yonteminin COMET Programu ile nicel 6l¢iimiiniin fotograflanmasi
(a.Hiicrenin mikroskopta bulunup, programa aktarilmis hali. b.Ayn1 hiicrenin programda
matematiksel 6l¢iimiiniin gerceklestirilmesi).

5. TARTISMA VE ONERILER

Hava kirliligine katki yaptig1 varsayilan bilesenlerden biri partikiil madde (PM)dir. Diinya
Saglk Orgiitii'ne (WHO) bagli Uluslararas1 Kanser Arastirma Kurulusu (IARC) tarafindan
hazirlanmakta olan 109 numarali monografta dig ortam (outdoor) hava kirliligini ve hava
kirliligi kaynakli partikiil madde insan karsinojeni olarak siniflandirilmustir. Iliski kurulan
kanser tiirli akciger kanseridir, mesane kanserine yonelik de bulgular oldugu belirtilmektedir.
Karar ilk olarak 17 Ekim 2013 tarihinde partikiil maddenin duyurulmus ve yaymlanmistir
(Loomis vd. 2013). Buna gore, hava kirliliginin ana bileseni olan partikiill madde de ayri
degerlendirilmis ve insan karsinojeni (Grup 1) olarak kabul edilmistir (Loomis vd., 2013). Dis
hava kirliliginin ana kaynaklar1 olarak, tasima, termik santralleri(stationary power
generation), endustriyel ve tarimsal emisyonlar, evsel 1sinma ve pisirme islemleri
gosterilmektedir(http://www.iarc.fr/en/media-centre/iarcnews/pdf/pr221_E.pdf). Arastirmada,
genotoksisitenin odak noktasi olarak se¢ilmesi IARC’nin de giincel karari ile desteklenmistir.
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Genotoksisite kanser gelisiminde erken biyolojik etki olarak kabul edilmekte ve ortaya
cikacak kanseri ongdrme etkinligi nedeniyle bilimsel arastirmalarda kullanilmaktadir.

Cesitli PM bilesimine yonelik Olgiimlerin, in vitro hedef hiicre genotoksisite yoOntemi
kullanimi ile ¢esitlendirilmesi 6nemli olacaktir. Genotoksisite parametresi olarak kullanmay1
planladigimiz comet yontemi, kolay hizli ve etkin 6zelligi ile in vitro sistemlerde yaygin
kullanilmaktadir (Cakmak vd., 2004; Schins vd., 2002; Tice vd., 2000; Singh vd., 1988).
Tiirkiye’de kentsel hava kaynakli PM’lere yonelik in vitro genotoksisitenin arastirildigi baska
bir arastirmayla karsilagilmamistir. Dolayisiyla, elde edecegimiz sonuglarin iilke ve diinya
literatiiriine katkis1 6nemli olacaktir.

6. TESEKKUR

Bu calisma; 112Y305 numarali ve "Kiitahya'da Hava Kalitesi Belirleme Caligsmalari:
Kaynaklarin Tespiti, Olgiimler ve Saglik Riski Analizi" baslikli proje ile TUBITAK,
1306F272 numarali "Kiitahya Hava Kalitesinin ve Partikiil Madde Genotoksisitesinin
Arastirilmas1” projesi ile Anadolu Universitesi BAP komisyonu tarafindan desteklenmektedir.
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