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OZET

Metanoliin Genotoksik ve Sitotoksik Etkilerinin Arastirilmasi

Insanlarin giinliik yasantilarinda pek cok farkli yol ile metanole maruz kalmalari miimkiindiir.
Bunlardan en 6nemlileri her giin aldigimiz gidalardir. Taze meyve ve sebzeler, meyve sulari, fermente
icecekler ve aspartam iceren alkolsiiz diyet igecekler insanlar i¢in 6nemli birer metanole maruz kalma
kaynaklaridir. Metanol insanlarda orta ile yiiksek diizeyde toksik etki gosterebilme potansiyeline
sahiptir ve toksik etkilerini iki ana sebep altinda toplamak miimkiindiir. Birincisi, methanol santral sinir
sistemi (SSS) iizerindeki depresan etkisi nedeniyle Sliimciil olabilir. ikincisi ise, metanoliin alkol
dehidrogenaz enzimi vasitasiyla Formaldehide sonrasinda da formaldehid dehidrogenaz enzimi
vasitasiyla formik asite metabolize olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu metabolizma esnasinda ortaya
¢ikan her iki metabolit de son derece toksiktir.

Ancak bu ¢alisgmada metabolitlerinin degil dogrudan dogruya metanolin kendisinin DNA hasari
olusturma potansiyelinin olup olmadiginin belirlenmesi hedeflenmistir. Clinkii metanoliin kendisinin
genotoksik olup olmadigina dair calismalar oldukca kisitli ve tartismalidir. Yapmayi hedeflemis
oldugumuz ¢alisma tartigmali olan bu konuda yeni verilerin elde edilmesini saglayacak ve bu yolla
uluslararasi literatiire katki saglayacaktir. Bu amagla V79 hiicre hattinda metanoliin sitotoksik ve
genotoksik etkileri (Comet testi) incelenecektir.

Anahtar Sozciikler: Comet testi, DNA hasari, Metanol genotoksisitesi, Sitotoksisite, V79 hiicreleri



SUMMARY

Investigation of Genotoxic and Cytotoxic Effects of Methanol

Humans can be exposed to methanol in many different ways daily. The most important sources of
methanol exposure for humans in daily life are foods. Fresh fruits and vegetables, fruit juices, fermented
beverages, and non-alcoholic diet drinks containing aspartame are important sources of methanol
exposure for humans. Methanol has the potential to have moderate to high toxic effects in humans, and
its toxic effects can be classified under two main headings. The first one is, methanol can be fatal due
to its depressant effect on the central nervous system (CNS). The second pathway of methanol toxicity
is through their metabolites. Metaol is metabolized to formaldehyde by the alcohol dehydrogenase
enzyme and then to formic acid by the formaldehyde dehydrogenase. Both metabolites formed in this
metabolic pathway are extremely toxic.

However, this study aimed to determine the genotoxic effects of methanol. The genotoxic effects of the
metabolites of methanol are not within the scope of this stiudy. Studies on methanol genotoxicity are
quite limited and controversial. The study we aim to conduct will enable new data to be obtained on this
controversial subject and thus contribute to the international literature. For this purpose, the cytotoxic
and genotoxic effects of methanol (Comet test) have been examined in the V79 cell line.

Keywords: Comet assay, Cytotoxicity, DNA damage, Methanol genotoxicity, V79 cells
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ONSOZ

Bu tez ¢alisgmasinda, metanoliin farkli dozlarinda, V79 Cin hamster fibroblast akciger
hiicre hatt1 {lizerinde sitotoksik ve genotoksik etkilerininin (comet testi) arastirilmasi
hedeflenmistir. Bu galismamda metanoliin metabolitlerinin degil dogrudan dogruya metanoliin
kendisinin DNA hasar1 olusturma potansiyelinin belirlenmesi ve bu konuda yeni veriler elde

edilerek uluslararast literatiire katki saglanmasi hedeflenmistir.
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daim yanimda olan, ¢alismasi ve disipliniyle 6rnek bir bilim insan olan tez danigmanim Sayin

Prof. Dr. Yalgin DUYDU’ya tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismamin arastirilmasi ve yiiriitiilmesinde, deneysel ve yazim asamalarinda
yardimlarin1 esirgemeyen ve bilgi birikiminden yararlandigim Saym Hocam Prof. Dr. Aylin
USTUNDAG’a ve laboratuvar siirecinde yardimimi esirgemeyen Aras. Gor. Seda IPEK
TEKNECT ye tesekkiirlerimi sunarim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ADH Alkol Dehidrogenaz Enzimi

cm Santimetre

cm? Santimetrekare

CO2 Karbondioksit

Comet Tek Hiicre Jel Elektroforezi

DECOS The Dutch Expert Committee on Occupational Safety (Hollanda Is
Giivenligi Uzman Komitesi)

DINFO Dogal gida olusumu yolu ile giinliik alim analizi (Daily intake via food
natural occurence)

dk Dakika

DMSO Dimetilsiilfoksit

DNA Deoksiriboniikleik asit

EFSA Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (European Food Safety Authority)

EPA Environmental Protection Agency (Cevre Koruma Ajansi)

ERF European Ramazzini Foundation (Avrupa Ramazzini Vakfi)

EU Avrupa Birligi

FDH Formaldehit Dehidrogenaz enzimi

g Gram

IUPAC Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (International Union of
Pure And Applied Chemistry)

kg kilogram

kw Kilo Watt

M Molar

m?2 Metrekare

mg Miligram

ml Mililitre

Mm Milimolar

MTT Tetrazolyum tuz rediiksiyon

ppb Milyarda bir

ppm Milyonda bir

rpm Dakikadaki devir sayist

SCE Kardes kromotid degisimi (Sister chromatid exchanges)

sn Saniye

Tail % Intensity Ortalama kuyruk yogunlugu (%)

\% Volt

V79 Cin Hemstirt Akciger Hiicreleri (Chinese hamster lung cells)
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1. GIRIS

1.1. Metanol

Metanol, alifatik alkol grubunda bulunan, karbon atomuna bagl: hidroksi grubu igeren
bir bilesiktir. Alifatik alkoller, diiz zincirli veya dallanmis olabilirler. TUPAC
isimlendirilmesine gorehidroksi grubuna bagli olan ana karbon zincirinin sonuna -ol eki
getirilerek okunur. Metanol, gibi alkoller kisa zincirli alifatik alkoller olarak adlandirilirlar (Ott
vd., 2000).

Kisa zincirli alifatik alkoller, diisitk kaynama noktasina sahip suda iyi ¢oziinen sivi
bilesiklerdir.

Bu grubun en basit alifatik alkolii metanoldiir ve reaktivitesi hidroksil grubuna bagli

olarak gergeklesir (Valentine, 1990).

Oda sicaklig1 ve basincinda renksiz organik bir sivi olan metanol ugucu 6zelliktedir
(Barceloux vd., 2002). Molekiil formiilii CH;OH ve molekiil agirlig 32,04 g/mol’diir.

Cizelge 1.1. Metanoliin 6zellikleri

Metanoliin Ozellikleri
Molekiil formiilii CH,OH
Molekiil kiitlesi 32,04 g/mol
GoOriiniim Renksiz sivi(seffaf)
Koku Kokusuz
Yogunluk 0,792 g/cm3
Erime noktasi -97,6 °C (-143,7 °F; 175,6 K)
Kaynama noktas1 64,7 °C (148,5 °F;337,8 K)
Coziiniirlik (su i¢inde) Karisabilir
LDs, 5628 mg/kg (si¢an, oral)
Buhar basinci 13,02 kPa (20 °C'de)
Asitlik(pK a) 15,5



Metanol, organik ¢éziicii olarak sik¢a kullanilmasiyla beraber su, alkol ve birgok
organik ¢oziiciiyle de karisabilir niteliktedir.

1.1.1. Metanol Tarihgesi

Eski Misirlilar tarafindan mumyalama islemleri yapilirken odun pirolizinden elde
ettikleri metonoliin kullanildig1 siiregelen sOylemler arasindadir. Metanol ilk olarak saf
bigimde 1661 yilinda Robert Boyle tarafindan izole edilmistir. 1834 yilinda metanoliin ilk
kompozisyonlari olugturulmus ve 1840 yilina gelindiginde metil kelimesi olusturulmus ve

metil alkol tanimi ortaya ¢ikmustir.

1892 yilinda ise metil alkol, METHANOL olarak kisaltilarak adlandirilmustir.

Alman kimyager Matthias Pier, 1923 yilinda komiirden kullanimina bagl ortaya ¢ikan
karbonmonoksit ve hidrojenin birlikte kulanmasiyla sentetik amonyak iiretmeyi planlarken,

metil alkol elde ettigi bir proses gelistirmistir (Ott vd., 2000).

Metil alkol ya da odun ispirtosu olarak bilinmekte olan metanol, oda sicakliginda
renksiz organik bir sividir. Metil alkol, 1930’Iu yillar dahil olmak {izere 0 doneme kadar
odunun dilatasyonu sayesinde elde edildigi igin, insanlar tarafindan odun alkolii olarak

isimlendirilmektedir. (Taymaz ve Benli, 2009).

Daha sonralarda gelistirilen tekniklerle modern metanol diretimi daha verimli hale
getirildi (Keklikoglu vd., 2007).

1.1.2. Metanoliin Bulundugu Yerler

Giiniimiizde metanoliin, kimya, ilag, endistri kollar1 dahil olmak iizere pekgok
kullanim alan1 mevcuttur. Boya ¢ikarict madde, endiistriyel ¢oziicii, flim ve boya tiretiminde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Camur veya lagim suyunda, biyolojik atiklarda ayristirilma

yolu ile de elde edilir.

Metanol, birgok kimyasal madde yapiminda da kullanilmaktadir; otomobil cami igin
gelistirilen temizleme soliisyonlari, gaz hatti sogutucularinda, maket ugak yakitlarinda,
karbiirator temizlemek igin kullanilan kimyasallarda, fotokopiler i¢in kullanilan sivilarda ve

pek ¢ok ¢oziiciilerde bulunabilir (Barceloux vd., 2002).



Sarap ve bazi i¢eceklerin i¢inde de belirli oranda bulunmaktadir (Caldwell, 1986).

Daha ucuz ve kolay bulunmasindan dolay1 bazi igkilere de katilimi saglanarak
tilketimi yapilmaktadir (Gossal, 2018).

Ayrica aminopirin gibi metil grubu bulunduran ilaglar1 igeren ksenobiyotiklerin,
demetilasyonu sonucu olusan formaldehidin rediiksiyonu sonucu metil alkol olusumu
gozlenmektedir (Dorokhov vd., 2015).

Diger taraftan yapay tatlandirici olarak kullanilan aspartamin viicuttaki metabolizmasi

sirasinda metanol agiga ¢ikmaktadir.

Ayrica endojen olarak metanol iiretimi, diyet iiriinlerinin viicudumuzu girdikten sonra
ince bagirsak bakterileri ya da hipofiz enzimleri ile de metabolik olarak gerceklesmektedir
(Dorokhov vd., 2015).

Meyve ve sebzelerde bulunan pektinin etkisiyle gastrointestinal yolla iiretilen
metanoliin disinda, direk olarak giinliik tiikettigimiz gidalardan da viicudumuza metanol alimi

mevcuttur.

1.1.3. Pektin

Pektin, yapisindaki karboksil gruplarmin bir kismu metil alkol ile esterlesmis ve

birbirine glikozidik bag ile baglanmis olan galakturonik asit zinciridir (Eksi, 1988).

Pektinin giinimiizde, a-1,4 bagli galakturonik asit unitelerinden olusan “diiz bolge”
ad1 verilen bir kism1 ve dallanmus bolge adi verilen, farkli yapida yan zincirler iceren diger bir

bolgesi bulunmaktadir (Cemeroglu ve Karadeniz, 2001).
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Sekil 1.1. Pektinin yapisi (Okenfull, 1991)

Pektin miktar1 meyvelerde bulunma miktarlarina gére farklilik gostermektedir ve
meyvede, poligalakturonik asit (PGA) miktar1 %0,52-1,21 arasinda degismektedir.
Meyvelerdeki pektin miktarlarinin degisiklik gostermesinin sebebi, meyvenin ¢esidine ve
olgunlagsma seviyesidir. Genel anlamda meyvedeki total pektin miktar1, olgunluk seviyesi
ilerledik¢e azalmaktadir (Eksi, 1988).

1.1.4. Metanole Maruziyet Yollari

EFSA (Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (European Food Safety Authority)) paneli
metanole maruz kalmanin sadece bir gida katki maddesi olarak aspartamdan degil, normal bir
bilesen olarak diyet yoluyla dogal kaynaklardan, ayn1i zamanda biiyiik 6lgiide endojen
kaynaklardan da (bazal endojen yol, endojen olarak metabolize edilmis pektin) olabilecegini
belirtmistir (EFSA, 2013).

EFSA’nin  yaymladigi veriler dogrultusunda metanoliin bulunma miktarlart

belirtilmistir.

1.1.4.1. Metanol Metabolizmasi

Metanoliin viicuda giris sekli; solunum, oral yol ya da deri yoluyla ger¢ceklesmektedir

(Skrzydlewska, 2003). Metanoliin sudaki ¢oziiniirliigiiniin fazla olmasi sebebiyle, dokuda

4



bulunan su miktariyla, metanoliin 0 dokuda bulunma miktart dogru orantilidir (Clary, 2013).
Yagl daokularda ise dagilimi diisiiktiir. Hacimsel olarak dagili 0,7 L/kg olarak belirlenmistir.
Oral yolla alimindan sonra yaklasik olarak 10 dakika veya daha kisa bir zaman diliminde mide-
bagirdak mukozasinda emilir (Ashurst ve Nappe, 2018; Graw vd., 2000).

Metanol, absorbsiyondan sonra karaciger, gastrointestinal sistem, bobrek, optik sinir
ve gdziin vitréz sivisinda birikir ve %85-95’i karacigerden, %10-20’si akcigerlerden, %3’ ise
herhangi bir degisime ugramadan bobrekler tarafindan viicuttan uzaklastirilir (Zakharov, vd.,
2015).

Metanoliin yikima ugramas: iki asama seklinde gerceklesmektedir. ilk kisim olan
metanoliin formaldehite doniismesi, %1-2 oraninda katalaz enzimi araciligi ile, %9 oraninda
CYP450 enzimlerinin karacigerde yikima katkisi ile ve %90 oraninda alkoliin, sitozolik ADH
enzimi araciligiyla, NAD’in NADH’a indirgenmesi sonucu formaldehite yiikseltgenmesi
seklinde gergeklesmektedir (Dorokhov vd., 2015) Yikimin ikinci kisiminda ise formaldehitin
formik aside doniismesidir (Ashurst ve Nappe, 2018; Clary, 2013) bu asamada formaldehit,

formaldehit dehidrogenaz enzimi araciligiyla formik asite yiikseltgenir (Dorokhov vd., 2015).

Aciga cikan formik asit idrar yoluyla viicuttan atilabilir veya formik asitten olusan
format, formik asit dehidrogenaz enzimiyle araciligiyla karbondioksit (CO2) ve su (H.0)
olusur ve bu olugum sonucu agiga ¢ikan CO; ve H,O solunum yoluyla viicuttan atilir (Ashurst
ve Nappe, 2018; Clary, 2013). Metoniiliin toksik etkisi, doza baglidir (Jacobsen vd., 1988).
Metanoliin metabolizmasi sonucu agiga ¢ikan metabolitler, 6ncelikli olarak Merkezi Sinir

Sisteminde, beyin ve retinada toksisiteye yol agmaktadir.

Metanol —_ Formaldehit —_ Formik asit — COz2ve H,O

ADH FDH
NAD* NADH NAD* NAPH

Sitokrom oksidaz inhibisyonu

|

Metabolik asidoz

Sekil 1.2. Metanoliin metabolizmasi



1.1.4.2. Gida Katki Maddesi Olarak Aspartamdan Kaynaklanan Metanol

Maruziyeti

Insanlarin metanole maruziyetleri, gastrointestinal sistemdeki aspartamdan salinan
metanole bagl olarak, aspartam igeren triinler tiikettildigi taktirde gerceklesebilmektedir.
Yaklagik olarak aspartamin %10’u metanol igermektedir.

Hem bildirilen kullanim verileri hemde analitik verilerin kullanilmasiyla aspartamin
belirlenen maruziyet seviyelerine dayanarak, bes ayri popiilasyon grubu icin yapilan
arastirmada, aspartam igeren tiim Yyiyecek ve icecek uygulamalarindan elde edilen tahmini
metanol maruziyet seviyeleri, ortalamada 0,05 ile 1,6 mg/kg/giin ve %95 persentil grubunda
0,2 ile 3,7 mg/kg/giin olarak belirlenmistir. Metanoliin s6zii edilen mevcudiyet ve kullanim
alanlarinindaki durumuna gore, viicudumuza taze sebze ve meyvelerle de girdigi EFSA’nin

yayinlariyla pek ¢ok kisimda desteklenmistir (EFSA, 2013).

Cizelge 1.2. Aspartam kullanimina bagl tahmini metanol maruziyetleri (EFSA, 2013).

Bebek Cocuk Ergen Yetiskin ileri yas

(12-35 ay) (3-9 yas) (10-17 yas) (18-64) (65 yas ve listii)
Gida katki maddesi olarak aspartam
kaynakh metanol maruziyeti
Ortama 03-16 02-1,3 0,1-,04 0,1-09 0,05-0,4
Yiksek seviye* 1,2-3,7 0,7-3,3 0,2-1,3 03-27 02-24
Raporlanan kullanim seviyeleri veya
analitik verilerin kullanimiyla
tahmini maruziyet (bes farkh
popiilasyon grubu)
Ortama 02-16 02-1,3 0,1-04 0,1-08 0,04-0,4
Yiksek seviye* 0,8-3,6 0,6-3,2 0,2-1,3 0,2-2,7 01-24

*%95 persentil

1.1.4.3. Gida Ahmindan Kaynaklanan Metanol Maruziyeti

Metanol kendi basina mevcut olabilecegi gibi meyveler, meyve sulari, sebzeler,
kavrulmus kahve, bal ve alkollii igecekler gibi gidalardan da salinabilir. Metanoliin, farkli
meyve sularindaki konsantrasyonlar1 biyiik 6l¢iide degisiklik gostermektedir (1-640 mg
metanol/L) ve genellikle ortalama 140 mg/L’dir (WHO, 1997). Yakin zamanda alinan
ol¢timler; elma, muz, iiziim ve portakal gibi meyvelerden elde edilen meyve sularinin, 8-148
mg/L arasinda degisen seviyelerde metanol icerebilecegini dogrulamistir (Hammerle vd.,
2011; Hou vd., 2008; Wu vd., 2007).



Domatesdeki metanol seviyelerine bakildiginda, domates suyunda 240 mg/L'ye kadar
ciktigl, dogranmig ve konserve domatesde de 200 mg/kg’a kadar metanol seviyeleri
bildirilmistir (Anthon ve Barrett, 2010; Hou vd., 2008).

Ayni sekilde, sebze sularimin (6rnegin, yonca filizleri, havuglar ve 1spanaktan) 53-194
mg/L arasinda degisen metanol seviyelerinin oldugu belirtilmstir (Hou vd., 2008).

Oldukga degisken olan metanol icerigi sadece meyve ve sebzenin tiiriine, yani
islemden 6nce mevcut olan metanole degil, aym1 zamanda isleme ve depolama sirasinda

pektinesterazin etkisiyle pektinden salinan metanole de baglidir (Massiot vd., 1997).

EFSA Paneli, gidalardaki dogal varligi nedeniyle metanole maruziyeti tahmin etmek
igin, 1965'ten 2006'ya kadar uzanan makalelerden, gidalardaki metanol degerleri igin, 340
literatiir referansindan derlenen bir TNO veritaban1 olan (2012) VCF'den (Gidada Ugucu
Bilesikler) elde edilen verileri kullanmigtir (EFSA, 2013).

Aym sekilde EFSA Paneli, agirlikli olarak meyve ve meyve bazli igeceklerde metanol
olusumunun mevcut bilgilerle uyumlu tutarli oldugunu ve bireysel triinler igin metanol

seviyelerinin énemli olgiide degistigini kaydetmistir.

Ek olarak EFSA, yaptig1 incelemelerde, gidalardaki metanoliin nicel 6l¢iimlerinin
genel olarak giivenilir oldugunu ve ge¢miste kullanilan metodojik yontemlerin olusturdugu

verilerin ise makul derecede dogru olarak kabul edilebilecegini diisinmektedir (gidalarda
metanoliin belirlenmesi igin kullanilan mevcut analitik yontem GC/MS yéntemidir) (EFSA,

2013).

Cizelge 1.3. Dogal gida kaynakli tahmini metanol maruziyet seviyeleri (EFSA, 2013).

Bebek Cocuk Ergen Yetigkin ileri yas
(12-35 ay) (3-9 yas) (10-17 yas) (18-64) (65 yas ve distii)
Dogal gida kaynakh metanol
maruziyeti
Ortama 02-14 03-14 0,2-0,6 03-06 02-06
Yiksek seviye* 09-38 09-33 06-14 0,7-16 06-14
*%95 persentil

Degerler; mg/kg/giin bazindadir.



Yukaridaki tabloya bakildiginda ortalama grupta metanol maruziyet degerleri 0,2 ile
1,4 mg/kg/glin arasinda iken, %95 persentil grubunda ise 0,6-3,8 4 mg/kg/giin’diir. (EFSA,
2013).

Dogal gida alimiyla metanole maruz kalan ABD'li tiiketiciler arasindaki iki grubun,
Dogal Gida Olugsum Yoluyla Giinliik Alim Analiz (DINFO) Yoéntemi kullanilarak Slgiilen
metanol degerleri 10,7 ve 33,3 mg metanol/kg/giin olarak rapor edilmistir (Magnuson vd.,
2007). Fakat bu rapordaelde edilen metanol maruziyet seviyelrinin i¢inde pektinden gelen
metanol miktar1 hari¢ tutuldugu i¢in daha diisiik veriler elde etmistir. Bu bilgi ve veriler
1s1ginda EFSA Paneli, elde edilmis olan bu verileri kiiresel anlamda elde ettigi tahmini

verilerle ayni diizeyde oldugunu belirtmistir (EFSA, 2013).

Cizelge 1.4. Gidalarda bulunan metanol diizeyleri (VCF’den temin edilen analitik veriler, 28 Mart 2012,
Filer and Stegink, 1989)

Minimum-maksimum
Kategori degerler | Ortalama deger (Mmg/kg)
INCIR (Ficus carica L.) <1—5 ppm 3,00
MUZ (Musa sapientum L.) 15 ppm 15,00
FASULYE 1,3 ppm 1,30
SIYAH KUS UZUMU (Ribesnigrum L.) 4 ppm 4,00
LAHANA(Brassicaoleracea) 0,6ppm 0,60
HAVUC (Daucus carota L.) 0,05 ppm 0,03
TURUNCGILLER VE MEYVE SULARI 0—213 ppm 106,50
UzZUM 0,032—0,04 ppm <0,04
UZUM SUYU (Filer and Stegink,1989) 12-680 mg/L 346,00
MERCIMEK 4,4 ppm 4,40
SUT VE SUT URUNLERI <0,009 ppm <0.005
BEZELYE (Pisum sativum L.) 1 ppm 1,00
BOGURTLEN VE AHUDUDU 7—16 ppm 11,50
SOYA FASULYESI 0,02—6 ppm 3,00
CILEK 0.01—5 ppm 2,50
CAY 0,01—1,8 ppm 0,90
DOMATES 2,7—560 ppm 281,40

1.1.4.4. Endojen Yollardan Kaynaklanan Metanol Alim

Meyve, sebze ve meyve sularindan elde edilen metanoliin dogrudan katkisina ek
olarak, pektinlerden gastrointestinal sistem, Kkaraciger ve beyin gibi viicudun diger
bolgelerinde endojen olarak da iirettilen metanoliin varligi agik olarak bilinmektedir (WHO,
1997).



Yazarlar insan viicudu tarafindan iretilen bazal endojen metanol miktarinin, 6-12
saatlik bir siire boyunca 300 ve 600 mg metanol/giin (Lindinger vd., 1997) oldugunu ve yine
ayni yazarlar, 10 ila 15 g pektin (1 kg elmaya karsilik gelmektedir) yutuldugunda ise 400-1400

mg kisi/giin ek metanol miktar1 belirtmistir.

Alt1 saglikli erkek birey iizerinde yapilan bir ¢aligmada, giinlik endojen metanol
tiretimini 6lgmek i¢in gaz kromografisi yontemi kullanilmig (Haffner vd., 1997). 22 kadin ve
13 erkek goniilliiden olusan farkli bir ¢alismada bazal endojen metanol iiretimi 6lgtilmiistiir.
Plesebo kontrol ile karsilastirildiginda, kan metanol seviyelerinde 3,6 puM/saat miktarinda
dogrusal bir artis Ol¢iilmustiir (Sarkola ve Eriksson,2001). Bu calismalardaki verilere
dayanarak EFSA, ilk ¢alisma icin 0,77 1/kg metanoliin tim viicut dagihim (VD) hacmindeki
(Graw vd., 2000) kan degerlerini, yaklasik olarak 1,5-6,5 mg/kg/giin veya 107-453
mg/kisi/giin olarak bildirmis, ikinci ¢alisma igin ise 2,1 mg/kg/giin veya 149 mg/kisi/gilin

olarak belirtilmistir.

Panel, bu sonuglar dogrultusunda yetiskinlerde bazal endojen metanol {iretim

miktarinin 2 ila 9 mg/kg/giin arasinda degistigi sonucuna varmistir (EFSA, 2013).

Yaslilarda, dinlenme metabolizma hiz1 yasla birlikte azaldigi i¢in endojen metanol
iiretiminin %15’e kadar daha az olabilmektedir (Speakman ve Westerterp, 2010). Bebekler ve
18 yasindan kiigiik ¢ocuklarda, yetiskinlere gore viicut kiitle indeksi basina diisen daha yiiksek
bir metabolizma hiz1 vardir (Wang, 2012).

Panel tarafindan pektinlerden metanole maruz kalma olay1, ¢ig gida tiiketimi ile

oldugu tahmin edilmektedir.

Panel, pektin olusumunun agirlikli olarak meyve ve sebzelerde oldugunu belirtmistir.
Lindinger vd. (1997) tarafindan yapilan ¢alismalarda pektinden metanole doniisiim miktart,

yaklagik 10 gr pektinden ortalama 900 mg ek metanol olarak kaydedilmistir.

EFSA, sadece tek yonlii metanol maruziyetinin olamadigi ayn1 zamanda endojen
metanol dretimi ile birlikte ekzojen metanol maruziyetininde aymianda yasanabilecegini

vurgulamistir.



1.1.4.5. Endojen ve Ekzojen Kombinasyonu Seklindeki Almdan Kaynaklanan
Metanol Maruziyeti

Panel, bes popiilasyon grubunda yaptig1 ¢alismada tiim kaynaklardan metanole maruz
kalmanin (bazal endojen yol ve endojen olarak metabolize edilmis pektin,dogal gidalardan
alim ve gida katki maddesi olarak aspartam) ortalamada 8,4 ila 18,9 mg/kg/giin arasinda
oldugu, bu maruz kalma seviyesinin yiiksek seviyede maruz kalanlar grubunda (%95 persentil)

15,1 ila 35,1 mg/kg/giin arasinda degistigini agiklamustir.

Cizelge 1.5. Tiim kaynaklardan elde edilen toplam metanol maruziyeti (EFSA, 2013).

Bebek Cocuk Ergen Yetigkin ileri yas (65 yas ve iistii)

Ortalama |Yiiksek seviye* | Ortalama | Yiiksek seviye* | Ortalama | Yiiksek seviye* | Ortalama | Yiiksek seviye* | Ortalama | Yiiksek seviye*

Bazal endojen kaynakh

L 55 9 55 9 55 9 55 9 55 9
metanol maruziyeti
Metabolize olan pektin
kaynakl endojen metanol | 7,9-12,5 15,2-24,1 39-105 7,7-20,0 2,1-50 53-10,5 24-42 51-79 30-45 6,0-81
maruziyeti
Dogal gida kaynakl
02-14 09-38 03-14 09-33 0,2-06 06-14 03-06 0,7-16 02-06 06-14

metanol maruziyeti

Dogal gida ve endojen
kaynakh metanol
maruziyeti (bazal ve
pektin kaynakl)

138-184 | 252-342 98-17,4 17,2-315 8,0-10,7 150-19,9 82-103 147-18,1 89-10,6 15,7-17,7

Gida katki maddesi olarak
aspartam kaynakh 03-16 12-37 02-13 0,7-33 0,1-,04 02-13 01-09 03-27 0,05-04 02-24
metanol maruziyeti

Tiim etkenlerin birlikte
olusturdugu toplam 14,7-189 | 263-351 |104-176| 181-318 84-110 15,5-20,2 84-103 15,1-18,2 9,0-10,7 158-17,9
metanol maruziyeti

*%95 persentil

Degerler; mg/kg/giin bazindadir.

Panel, genel popiilasyonda ortalama aspartam tiiketimi i¢in, aspartamdan metanole
genel maruziyetin, tim maruziyetlere ek katkisim %1 ile %10 arasinda degistigini
belirtmektedir. Ayrica bu tahminden de yola ¢ikarak panel, dogal gida olusumundan
kaynaklanan metanole maruziyetin, endojen yollardan maruz kalma ile karsilastirildiginda
minor katkida bulunan kaynak oldugunu gostermis (<%10) ve aspartamdan kaynaklanan
metanol maruziyetinin ise gida yoluyla alinan metanol maruziyetiyle hemen hemen ayni
oldugunu agiklamistir (EFSA, 2013).
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Cizelge 1.6. Aspartam kaynakli metanoliin tiim kaynaklardan maruz kalmaya toplam katkisi (EFSA,
2013).

Bebek Cocuk Ergen Yetigkin ileri yas
(12-35 ay) (3-9yas) (10-17 yas) (18-64) (65 yas ve listii)
ortalama ortalama ortalama ortalama ortalama
%
Tim etkenlerden (endojen+dogal
gida+ekzojen) kaynaklanan metanol
—_— 1,7-9,2 16-9,7 0,8-4,8 0,7-9,4 0,5-4,7
maruziyetine aspartam kaynakli
metanoliin katkisi
Tim etkenlerden kaynaklanan
metanol maruziyetine endojen
. 84 - 95 86-94 91-96 87-96 91-97
kaynaklardan (bazal + pektin)
metanol katkisi
TUm etkenlerden kaynaklanan
metanol maruziyetine dogal
12-76 21-78 19-55 2,7-6,2 2,4-53
gidalardan kaynaklanan metanol
katkisi

1.2. Sitotoksisite

Sitoksisite terimi, hiicrelerin yapisal islevlerinde meydana gelen hasar olarak

tanimlanmaktadir (Helgason ve Miller, 2005).

Sitotoksisite, kimyasal bir maddenin dozuna ve maruz kalma siiresine bagli olarak
degisiklik gostermektedir. Yapilan deneyler esnasinda, biyolojik, kimyasal veya fiziksel
maruziyetler sonrasinda hiicrelerin canli olup olmadiklar1 6nemli bir basamak olup,
calismalarin sonunda canli ve 6li hiicre durumunu belirlemek biiyiik 6nem tasimaktadir
(Nicholson, 2020).

Sitotoksisite testler ile hiicrelerdeki yasamsal faaliyetlerdeki meydana gelen
degisikliklerle beraber hiicrelerdeki hasar durumu ve derecesi belirlenir (Tuncer ve Demirci,
2011). Ayrica bu testlerle beraber, bir kimyasalin toksik etkilerinin degerlendirilmesi de

yapilmaktadir (Tokur ve Aksoy, 2017).
Hiicreye dayali sitotoksik testler, hem ¢alismalardaki kolaylik hem de in vivo testlerle

olan sonu¢ uyumlulugundan dolayr hayvan deneylerine alternatif olarak gelistirilmis ve

toksikolojik deneylerde siklikla kullanilmaktadir.
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1.2.1. Sitotoksitite Testleri

Kimyasallarin ~ hiicrelerde ~ ve  dokularda meydana  getirdigi  etkilerin

degerlendirilmesinde sitotoksik testleri kullanilmaktadir.

Hiicreler, toksik maddeye maruziyetlerinden sonra apoptoz, otofaji ve nekrotik olaylar
sonucu olebilir ya da sitotoksik etki nedeniyle canlilik 6zelliklerini kaybedebilirler (Galluzzi
vd., 2009).

Sitotoksisitenin belirlenmesinde in vitro olarak farkli metodlar ve yontemler
gelistirilmigtir. Bu testler ile hiicrelerin yasamsal faaliyetlerindeki degisimler ve hiicre hasar
dereceleri belirlenmektedir. Sitotoksisite testleri, hiicre béliinmesi, hiicre canliligi, hiicre zari
ve organel hasari, DNA ve protein sentezi gibi olaylar hakkinda bilgi edinmemizi saglar

(Tuncer ve Demirci, 2011).

Sitotoksitite belirleme metodlar1 genel olarak; Kolorimetrik, liiminesans ve enzimatik
yontemlerdir (Crouch vd., 1993; Fan ve Wood, 2007; Longo-Sorbello vd., 2006).

1.2.1.1. MTT Testi

Kolorimetrik bir yontem olan MTT testi (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5 difenil
tetrazolyum bromiir), canli hiicrelerdeki mitokondriyal enzim aktivitesiyle formazan

kristallerinin olugmasi prensibine dayanir (Meerloo vd., 2011).

MTT testi, hiicrelerin metabolik canliligin belirlenmesinde kullanilan in vitro bir
yontemdir. Mossman ve arkadaslari tarafindan gelistirilmis olan bu yontem, meydana gelen

sitotoksisiteyi nicel olarak 6l¢mede basarili bir sekilde kullanilmistir (Mossman ,1983).

MTT ve diger tetrazolyum tuzlari, ektron tasima sistemleri tarafindan suda
¢oziinmeyen mor renkli formazan kristallerine indirgenirler. Sari renkli MTT tuzu,
mitokondrinin matriksinde bulunan mitokondriyel dehidrogenaz enzimlerine baglanirlar ve
canli hiicrelerde bulunan bu enzimler, mtt tuzunu, mitokondriyel aktiviteleri sayesinde
tetrazolyum halkasini agarak suda c¢oziinmeyen mor renkli formazan Kristallerine

dontistiirirler.  Organik  ¢oziiciilerde  kolayca ¢oziinebilen  formazan  kristalleri,
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konsantrasyonlara bagli olarak farkli dalga boylarinda (500-600) absorbans degeri verirler
(Holst-Hansen ve Briinner, 1998).

Organik ¢oziicii olarak genelde DMSO veya izopropanal tercih edilir. Formazan
kristalleri ¢ozlindiiklerinde aldiklar1 renk konsantrasyona bagli olarak degiskenlik
gostermektedir (Karaaslan vd., 2019).

Canli hiicrelerdeki meydana gelen bu mitokondriyal dontisiim, toplam canli hiicre
sayisi ile paralel oldugundan en ¢ok kullanilan in vitro sitotoksik test olarak mtt testi tercih
edilmektedir (Karaaslan vd., 2019; Meerloo vd., 2011). Aym1 zamanda giivenilir, hizli ve
tekrarlanabilirliliginin oldukga yiiksek olmasi tercih edilme sebepleri arasindandir (Kumar vd.,
2018).

1.3. Genotoksisite

Genetik toksisite ya da diger bir deyisle genotoksisite, hiicre DNA’sinda,
kromozomlarda ve DNA iiretiminde meydana gelen hasarlar1 ve degimleri ifade eden genel
bir tanidir (Mouchet vd., 2005).

Genotoksik maddelerin varligina bagh olarak, gen aktarimindan sorumlu olan DNA
pek ¢ok hasara ugrayabilir. DNA da meydana gelen bu hasarlar; tek ve ¢ift zincir baz hasari,
oksidatif DNA baz hasari, DNA’daki yanlis baz eslesmeleri ve kromozomal bozukluklar
bunlardan bazilaridir (Fidan, 2008; Umbuzeiro vd., 2017).

DNA hasar1 nedeni, replikasyon sirasinda yasanan yanlis baz eslesmeleri veya
hiicrelerde metabolik olaylar sirasinda agiga ¢ikan toksik materyaller ile etkilesimi olabilecegi
gibi radyasyon, ilag kullanim1 ve agir metal etkisi, diger nedenler arasindadir (Atmaca ve
Aksoy, 2009; Kulaksiz ve Sancar, 2007).

DNA hasar1 endojen ve ekzojen kaynakli DNA hasarlar1 olmak tizere iki sinifta
toplanir. Endojen DNA hasar1 nedenleri, hiicrelerin yapisinda bulunan su ve reaktif oksijen
tirlerinin hidrolitik veya oksidatif reaksiyonlar vermesi iken, ekzojen DNA hasar1 nedenleri
ise UV, iyonize radyasyon, alkilleyici ajanlar, cevresel stres gibi ¢esitli dis etkenlerdir
(Chatterjee ve Walker, 2017).
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DNA da meydana gelen hasarlar, DNA onarim mekanizmasi tarafindan tamir
edilebilse de bazen bu tamirlerin yanlis yapilmasi veya DNA hasarlarinin devam etmesi
durumunda mutasyonlara ve hiicre 6liimlerine neden olmaktadir (Bankoglu vd., 2021; Fidan,
2008).

DNA hasari ile ilgili sorunlar ¢oziilmedigi durumda, hiicreler planlanmis hiicre
oliimiine bagvururlar. Ancak bazi durumlarda hem DNA tamir mekanizmalart hemde apopotoz
yolagi genotoksisiteye karsi etkisiz kalmaktadir. DNA tamirinin yanlis yapilmasi ya da hasarin
devam etmesi durumunda bu siire¢ mutasyonlara, malignant hiicre déniisiimlerine ve hiicre
oliimiine kadar gidebilmektedir. Bu durumdan 6tiirti, genotoksik maddelerin potansiyellerinin
belirlenmeleri hem mutajenik hem de karsinojenik etkilerinin anlagiimasi agisindan 6nemlidir
(Bankoglu vd., 2021; ECVAM, 2013).

1.3.1. Genotoksisite Testleri

Genetoksisite testleri, DNA hasarinin varliginda kullanilan testlerdir (Sekeroglu ve
Sekeroglu, 2011). in vitro olarak yapilan testler, kromozomal ve gen hasarlarini belirlemede
kullanilsa da toksikokinetik kisimda yetersiz kalabilmektedir (Umbuzeiro vd., 2017). Bundan
dolay in vitro siiregleri degerlendirmede asamasi in vivo hayvan testleri ile desteklenmeye
devam edilir. Bu durumun amact, in vitro test sonuglarin1 hayvan deneyleri ile desteklemektir.
Farkli ilkelerde hayvan kullanimmin Oniine gegmek amaciyla yasaklanan in vivo test
kullanimlari, in vitro testlerin performansi arttirarak ve test sonuglarinin kesinligini kanitlamak
icin farkli testlerle desteklenerek azaltilmalidir. Bu sekilde hayvan kullanim sayisi azaltilmaya
yonelik olacaktir ve deney hayvan sayisi kiigiiltiilerek ve farkli test sonuglarinin ¢aligmaya

dahil edilmesiyle saglanmis olacaktir (Corvi ve Madia, 2017).

Hiicrelerde genotoksik etkiyi belirlemek amaciyla kullanilan test yontemleri;
mikrogekirdek analizi, kromozom aberasyonu analizi, kardes kromatid degisimi analizi,

bakteri mutasyon testi ve tek hiicre jel elektroforezi (Comet yontemi)’dir.
1.3.1.1. Comet Testi
Genotoksik test olarak kullanilan “Tek Hiicre Jel Elektroforezi/Single Cell Gel

Electrophoresis” (SCGE) ya da diger adiyla Comet Assay, DNA biitinliigiinii tek hiicre
bazinda belirleyen, ucuz, hassas ve hizli bir test yontemidir (Fidan, 2008; Gajski vd., 2021).
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Comet test yontemi, ilk kez Rygberg ve Johanson adli bilim insanlarinin 1978°de hafif
alkali sartlar altinda hiicreleri lize ederek DNA zincir kiriklarini belirlemeleriyle ortaya
cikmigtir. Daha sonra, Ostling ve Johanson adli bilim insanlar1 tarafindan 1984 yilinda da
modifiye edilerek kullanilmigtir (Martin vd., 1993). Ancak comet terimi ilk kez Oliv ve ark
tarafindan 1990 yilinda DNA hasarinin agaroz jelde kuyruklu bir yildiz sekline
benzetilmesiyle ortaya ¢cikmistir (Meller, 2018).

Comet testi, genotoksik bir maddenin etki mekanizmasi bilinmeden, tek hiicreye ya
da hiicre siispansiyonlarindan elde edilen hiicrelere uygulanarak DNA hasarlarini belirlemeye

olanak tanir (Bolognesi vd., 2019).

Bu tezde kullandigimiz comet testi, hiicrelerde DNA hasarina neden olan genotoksik

madde maruziyetlerinin bir gostergesidir.

Bu testin prensibi, negatif yiike sahip olan hasarli DNAnin elektroforatik yiikle anoda
dogru gog ederek tayin edilmesine dayanir. Hasar almis olan DNA kompakt biitiinliigiini
kaybetmis olmasindan dolayr DNA zincirlerinde gevseme olur, elektroforez ¢6zeltisine akim
uygulanmasiyla negatif yiiklii olan DNA anoda dogru go¢ etmeye baslar (Bolognesi vd.,
2019). Gog sirasinda biitiinligii bozulmamis DNA kuyruksuz halinde ilerlerken, hasar almis

DNA pargalanmis yapilar1 geregi arkasinda bir kuyruk gortintiisii birakarak ilerler.

Alkali comet testi yontemimde, hiicreler agaroz jelle kapli olan slaytlara yayilir. Daha
sonra bu hiicrelere yiiksek tuz ve deterjan muamelesi yapilarak lizis asamasi gergeklestirilmis
olur. Bu asamada ki ama¢ DNA’nin etrafindaki proteinlerin yapisin1 bozarak niiklear matrikste
DNA’nin siipersarmal halkalarini iceren niikleotidler olusturmaktir. Gevseyen DNA sarmali
DNA kiriklari varliginda, yiiksek pH’l1 elektroforez asamasinda anoda dogru kuyruklu yildiz
gortintiisti olusturur. Bunun nedeni hasarsiz DNA molekiilic kuyruk bigiminde bir iz
birakmadan yavas hareket ederken, hasar almis olan DNA siipersarmal yapisindan ayrilan
kirilmis DNA pargaciklarinin anoda dogru hizli gé¢ etmeleridir (Klaude vd., 1996; Singh vd.,
1988; Tice vd., 1990) nétralizasyon islemi yapildiktan sonra fluroesans boyama yapilarak
floresan mikroskobunda degerlendirme kismi yapilir (Collins, 2004; Gajski vd., 2021; Singh
vd.,1988).

DNA kiriklariin sikligi ne kadar fazla ise o oranda kuyruk yiizdesi alinmasi en

giivenilir parametre olarak kabul edilir (Collins ve Oscoz, 2008).
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Notral alanda yapilan comet testi uygulamalar ¢ift zincir kiriklarini tespit etmeye
yararken, alkali comet teknigi hem ¢ift zincir hem de tek zincir kiriklarini tespit etmede, DNA-
DNA ya da DNA-protein ¢apraz eslesmelerini, tamamlanmamig tamir onarimlarinin tespitini
de yapmaktadir (Lu vd., 2017). Comet testinin her iki yonteminde de DNA hasarinin kantitatif

olarak ol¢timii yapilmaktadir.

Comet testinin kullanim alanlart da olduk¢a fazladir. Baslica uygulama alanlart;
genotoksik maddelerin degerlendirilmesi, ¢evresel maruziyet degerlendirilmesinde, mesleki
maruziyetlerde, ilag izleme g¢alismalarinda, DNA tamir kapasitesinin belirlenmesi,
ekotoksikoloji alan1 gibi alanlardir (Lu vd., 2017; Uzen vd., 2019).

1.4. Hiicre Kiiltiiri

Ilk olarak hiicre kiiltiirii, 1907 y1londa Harrison tarafindan, hayvan hiicrelerinin disar1

ortaminda incelenebilmesi igin kesfedilmistir (Kogakli vd., 2015).

Hiicre kiiltiirti, hiicrelerin dokulardan, hiicre suslarindan ya da hiicre hatlarindan
dogrudan ya da enzimatik yollarla, hiicrelerin yapay ortamda kendileri i¢in gerekli olan

biiytime faktorleri ve besin maddeleriyle beraber ¢ogaltilma islemidir (Anton vd., 2015).

Hiicre kiiltiirleri, hiicrelerin biyolojik ve fizyolojik faaliyetlerini ve siireglerini
belirlemede 6nemli bir yeri oldugundan, ilag gelistirme siirecleri belirlemede, kok hiicre ve

kanser ¢aligsmalarina 6nemli katki saglamislardir (Jensen ve Teng, 2020).

Hiicre kiltiirleri, gerekli ortam sicakligi ve nemi (37 derece), %5’lik karbondioksit
diizeyi, hormonlarin etkilenmemesi igin yeterli besiyeri ph’si, biiytime faktorleri ve besin
maddeleriigeren besiyeri yerinde cogalirlar. Gerekli kosullarin saglanmasi durumumda
hiicreler, biiylime ortamina adherent ya da stispanse halde g¢ogalirlar (Anton vd., 2015;
Haboken vd., 2015).

Sitotoksisite testlerinde farkl: hiicre kiiltiirleri kullanilmaktadir. Bu hiicre kiiltiirleri,
primer hiicre kiiltiirleri ve devamli hiicre hatlaridir. Primer hiicre kiiltiirleri, sinirsiz bir sekilde
cogalma ozelligi gosteremeyen ve 50 jenerasyona kadar yasayabilen hiicrelerdir ve dis eti

fibroblastlari, diiz kas hiicreleri gibi dokulardan izole edilirler (Masters ve Stacey, 2007).
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Primer hiicrelerin degisiklige ugramasi sonucu olusan sinirsiz biiyliyebilme 6zelligi

gosteren hiicre hatlar ise sinirsiz hiicre hatlar1 olarak isimlendirilir.

In vitro calismalarda genellikle tercih edilen devamli hiicre hatlari; fare akciger
fibroblast hiicreleri (V 79), embriyonik fibroblast hiicreler (3T3), fare fibroblast hiicreleri (L-
929) ve insan serviks epitelyal kanser hiicreleri (HelLa) 6rnek gosterilebilir (Tuncer ve
Demirci, 2011).

1.5. V79 Cin Hamster Akciger Fibroblast Hiicre Ozellikleri

Cin Hamster Akciger fibroblast hiicresi (V79), akcigerlerden elde edilen (2n=22)
adherant 6zellikte fibroblast hiicrelerdir. Besiyerinde kolaylikla ¢cogalabilen bu hiicrelerin G1
faz evresi ya c¢ok kisa siirer ya da gerceklesmez. Tositite calismalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadirlar (Chaung vd.,1997; Doehmer, 1993).

Tezimizde elde edecegimiz in vitro sitotoksik ve in vitro genotoksik bulgulardan
sonra, tartismali bir konu olan, dogrudan metanol aliminin MTT testi ile elde edilen sitotoksik
etkilerinden sonra alkali comet test teknigi kullanilarak metanoliin DNA hasar1 iizerine
genotoksik etkileri yorumlanacaktir. Tezimizde elde edilecek veriler, daha 6nceki metanoliin
genotoksik olup olmadig: yoniindeki tartismalara bilimsel destek saglayacak olup, bu konuda

yapilacak olan yeni ¢alisma sonuglar1 uluslararas litaretiir igin degerli olacaktir.

Belirtmis oldugumuz hedefler dogrultusunda tez ¢cahsmamiz asagidaki sekilde

planlanmstir;

e V79 hiicre hattinda insanlarin maruz kalabilecegi metanol konsantrasyonlar: test

edilerek sitoksik etkilerin basladigi dozlar tespit edilecektir.

o Sitotoksik olan dozlar tespit edildikten sonra sitotoksik etkilkerin goriilmedigi
dozlarda metanoliin genotoksik etkisinin (Comet testi) olup olmadigi

incelenecektir.
e V79 hiicrelerinde MTT testi yontemi kullanilarak %0,1, %0,25, %0,5, %1,
%2,5, %5, %10, %25 metanol konsantrasyonlarinda sitotoksik etkisinin olup

olmadiginin arastirilmast hedeflenmektedir.
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e V79 hiicrelerinde Comet testi yontemi kullanmilarak %0,1, %0,25, %0,5, %1
metanol konsatrasyonlarinin oksidatif DNA hasarina yol agip agmadig

incelenecektir.
Gilinlik yasantimizda pek c¢ok gida ile diisiik oranlarda da olsa metanole maruz

kalimmaktadir. Ancak metanoliin genotoksik etkileri ile ilgili bilgiler literatiirde yok denecek

kadar azdir. Bu ¢alisma ile literatiirdeki bu eksikligin giderilmesi hedeflenmistir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gereg
2.1.1. Kullamlan Gerecler

e DMEM (SARTORIUS-Biological Industries, israil)

e Tripsin-EDTA (SARTORIUS-Biological Industries, Israil)
e L-Glutamin-Penisilin-Streptomisin (Gibco, ABD)

e Fotal Bovin Serum (FBS) (Biological Industries, Israil)

e Fosfat tamponu ¢ozeltisi (PBS) (Sigma-Aldrich, ABD)

e MTT (Sigma-Aldrich, ABD)

e Tripan mavisi (Sigma-Aldrich, ABD)

e Na2EDTA (Amresco, ABD)

¢ Dimetilsilfoksit (DMSO) (Sigma-Aldrich, ABD)

o Hidroklorik asit (Merck, Almanya)

¢ Sodyum hidroksit (Merck, Almanya)

e Sodyum kloriir (Amresco, ABD)

e Sodyum lauril sarkosinat (Amresco, ABD)

e Tris (Merck, Almanya)

e Triton x-100 (Merck, Almanya)

¢ Normal erime noktali agar (NMA) (Sigma-Aldrich, ABD)
¢ Diisiik erime noktali agar (LMA) (Sigma-Aldrich, ABD)
¢ Etidium bromiir (Sigma-Aldrich, ABD)

o Hy0,(Sigma-Aldrich, ABD)

e Metanol RPE (Carlo Erba Reagents, Fransa)



2.1.2. Kullanilan Aletler ve Malzemeler

Steril ¢alisma kabini (Esco, Class Il Biological Safety Cabinet, Singapur)
o Karbondioksit inkiibatorii (Heal Force HF240, Cin)

e Hiicre saymm cihazi (Bio-Rad TC20, Singapur)

e inverted Mikroskop (Micros MCX 7600, Avusturya)

e Fluoresan Mikroskop (Comet testi yazilim programi-Comet Assay 1V ile)
e pH metre cihazs (WTW pH 330i, Almanya)

e Su banyosu (Boeco, Ultraterm BWT-U, Almanya)

o Sterilizator (Sanyo MAC 235EX, Japonya)

e Derin Dondurucu (-80°C) (Scancool, Almanya)

e Hassas terazi (Sartorius CP225D, Tiirkiye)

e Buz makinasi (Hoshizaki, Avrupa)

o Vorteks (Niive NM110, Tiirkiye)

e Sivi azot tanki (International Cryogenics, ABD)

e Santrifiyj (Hettich, Almanya)

e Multiskan Go Mikroplaka okuyucu (Thermo Scientific, ABD)

o Elektroforez tanki (Cleaver Scientific Ltd., UK)

2.2. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

DMEM besi yeri: Kulandigimiz DMEMcin igine, %10 FBS ve %1 oraninda
Penisilin-streptomisin ilave edilerek +4°C’de saklaacak. Deney zamani, onceden 37 °C’ye

getirildikten sonra kullanildi.

Tripsin Notralizasyon Cozeltisi (TNS-Stop Medyum): %60 DMEM ve %40 FBS
karistirildiktan sonra +4 °C’de saklandi ve Deney zamani, dnceden 37 °C’ye getirildikten sonra
kullanildu.
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Notralizasyon ¢ozeltisi: 1 litre ¢ozelti i¢in 5 gram Tris tartilarak distile suda ¢6ziilecek
ve pH=7,5’e ayarlandi. Cozelti oda sicakliginda saklanmuigtir.

Lizing stok ¢ozeltisi: 100 mM Na2EDTA, 2,5 M NaCl, 10 mM Tris tartilarak distile
suda ¢oziilecek ve pH=10’a ayarlandi. pH ayarindan sonra iizerine %1 sodyum lauril
sarkosinat ilave edildi ve 1-2 giin boyunca karigmaya birakildi. Stok olarak hazirlanan bu
cozeltiye deney giinii taze bir sekilde %1 oraninda triton ve %10 oraninda DMSO ilave

edildikten sonra +4 °C’de sogutularak kullanild1.

Elektroforez ¢ozeltisi: 1 mM miktarinda Na,;EDTA ve 300 mM NaOH tartilarak
distile suyun i¢inde ¢6ziildii. Deney giinii taze olarak hazirlanmasi gereken bu ¢6zeltinin

pH’s1>13 olacak sekilde ayarlanip, +4 °C’de sogutulduktan sonra kullanildi.

Normal erime noktasina sahip agar (NMA): normal erime noktasina sahip agarin
%21’lik oranda ¢ozeltisi hazirlandi. Bunun igin 1 gram NMA 100 mL PBS ile ¢oziilerek
hazirlandi. NMA ¢ozeltisinin sicakligi 100 °C’ye getirildi. Lamlar hazirlamis oldugumuz
%1’lik NMA ¢6zeltisinin igine koyuldu ve 6n yiizlerinin agar ile kaplanmasi saglandi ve oda

sicakliginda 1-2 giin boyunca lamlar kurutuldu.

Diisiik erime noktasina sahip agar (LMA): %0,75 oraninda olacak LMN ¢o6zeltisi PBS
ile ¢oziilerek hazirlandi ve ardindan +4 °C’de deneyde kullanilacag: siireye kadar saklandi.

Deney giinii agarin mikrodalgada ¢6ziilmesi saglandiktan sonra 37 “C’ye getirilerek kullanildi.

PBS ¢ozeltisi: Hazir PBS tabletler distile suda ¢oziilerek hazirlandi.

Etidium bromiir ¢ozeltisi: 200 pg/ml stok ¢ozeltisi distile suda ¢oziilerek hazirlanan
stok ¢ozelti oda sicakliginda saklandi. Lamlarin boyanmasi sirasinda 1:10 seyreltilecek ve 20
pg/ml olacak sekilde hazirlandi. Daha sonra Mikroskop altinda hiicre sayimi sirasinda her bir

lam tizerine 60 pul damlatilip lamin {izerine lamel kapatildi.

MTT c¢ozeltisi: 100 mg MTT tartildi. Karanlikta 20 mL steril PBS’de laminar akis

kabini altinda ¢oziilerek filtreden gegirildi ve +4 °C ’de saklandi.
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2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi ve Cogaltilmasi

* V79 hiicre hatt1 (Hamster lung fibroblast cells) -80°C’den ¢ikartilildi.

+-80°C’den ¢ikartilan hiicreler 37 °C’de hizlica ¢oziindiikten sonra laminar akis kabini
icerisinde 15 mI’lik steril santrifiij tipiindeki 9 ml (37 °C) DMEM besi yeri igerisine aktarimi
yapildu.

+ Daha sonra 1000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij islemi gergeklestirildi.

« Ust faz, alttaki hiicre pelletine zarar vermeden pastor pipet araciligiyla steril
kosullarda atild1 ve alt fazda kalan hiicrelerin stiine yaklasik 5-6 ml DMEM medyum ilavesi
yapilarak, hiicrelerin DMEM igerisinde pipetle ¢cek-birak islemi yapilarak homojen bir sekilde
dagitilmas: saglanmis oldu. Ardindan 25 cm®lik flasklara ekilerek ve 37°C, %5 CO,

inkubat6rine kaldirildi.

* Hiicrelerin diizenli bir sekilde ¢ogalip ¢ogalmadigini kontrol etmek i¢in iki giinde bir

hiicreler mikroskop altinda kontrol edildi.

Hiicrelerin Pasajlanmasi;

* Flask igerisindeki DMEM besi yeri aspire edildi.

+ Onceden 1s1t1lan (37°C) 2 ml tripsin/EDTA T25 flask icerisine aktarild1 ve 37°C’de
2-3 dakikalik siirede hiicrelerin flask yiizeyinden kalkmasi i¢in beklenildi.

 Mikroskop altinda hiicrelerin kalktigindan emin olduktan sonra tripsinin galigmasini

durdurulmak amaciyla 2 ml stop medyum ¢ozeltisi ilave edildi.

« ilave edilen stop mediumundan sonra 4 mI’lik hiicre siispansiyonunun, 15ml’lik tiipe

aktarimi yapild.

» 1000 rpm oda sicakliginda 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Daha sonra iist faz,

tiiptin dibindeki hiicre pelletine dokunmadan pastor pipet ile atildi.

» Ust faz atildiktan sonra pelletin iizerine yaklasik 5 ml DMEM (37°C) ilavesi yapildi.
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* Pastor pipet araciligr ile gek-birakislemi yapilarak karistirilan hiicrelerin sayimi: TC-
20 cihazinda yapildi. Bunun igin 20 pL Tripan mavisi icerisine 20 pL hiicre Siispansiyonu

ilave edildi ve hiicre sayim lamina 10 pL hiicre siispansiyonu + tripan mavisi karisimi yayildu.

* Bir sonraki pasaj i¢in 15 ml DMEM medyum igerisinde 1.500.000-2.000.000 hiicre
olacak sekilde T75 flask igerisine hiicreler ekildi.

2.4. Test Edilecek Metaryalin Hazirlanmasi ve Hiicrelere Maruziyeti

Test edilecek Metanol yiizdesinin ayarlanmasi

Sitotoksisite (MTT) testi igin:

Tez ¢alismamizda hiicrelere maruz birakilacak %ometanol degerleri asagida belirtildigi

sekilde olmustur;

* %0,1 Metanol: 9,990 ml besiyeri (DMEM) igerisine 10 pL metanol ilave edildi.
* %0,25 Metanol: 9,975 ml besiyeri (DMEM) igerisine 25 uL. metanol ilave edildi.
* %0,5 Metanol: 9,950 ml besiyeri (DMEM) igerisine 50 pL metanol ilave edildi.
* %1 Metanol: 9,90 ml besiyeri (DMEM) igerisine 100 pL metanol ilave edildi.

* %2,5 Metanol: 9,75 ml besiyeri (DMEM) igerisine 250 pL metanol ilave edildi.
* %5 Metanol: 9,5 ml besiyeri igierine 500 pL metanol ilave edildi.

* %10 Metanol: 9 ml besiyeri i¢erisine 1 ml Metanol ilave edildi.

* %25 Metanol: 7,5 ml besiyeri icerisine 2,5 ml metanol ilave edildi.

MTT testinden elde edilen sonuglara gore comet testi i¢in hiicrelerin maruz kalacagi
%metanol degerleri %0,1, %0,25, %0,5 ve %1 olarak belirlenmistir.

Comet testinde pozitif kontrol olarak 50 uM H,O; ¢ozeltisi se¢ilmistir.

23



H>0, ¢ozeltisi: 1 Molar H,O; stok ¢ozeltisi distile su i¢erisinde deney giinii taze olarak
hazirlanacak. Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden 10 pL almip tizerine 190 pL distile su ilave
edilecek. Boylece 0,05 Molar stok H;0; ¢ozeltisi hazirlanmig olacaktir. Hiicreler 0,05 Molar

H,0; ¢ozeltisine %0,1 oraninda maruz birakilmis olacaktir.

2.5. Sitotoksisite-MTT Testinin Yapihsi

V79 Cin Hamster Akciger fibroblast hiicrelerine, sekiz farkli %’lik konsatrasyonlarda
metanol uygulamasi yapildi. V79 hiicreleri iizerinde calismis oldugumuz konsantrasyon

degerleri, kan metanol seviyeleri goz 6niinde bulundurularak belirlenmistir.

MTT testi igin kullanacagimiz hiicrelerin ml deki sayis1 belirlendi.

Ik giin hiicreler (V79) 96 kuyucuklu plakalara kuyucuk basma 4000 hiicre/200 pL
DMEM olacak sekilde ekildi. Ekim yapilmis olan plakalar 24 saatlik zaman diliminde 37°C’lik
CO: inkiibatoriinde inkiibe edildi.

24 saat sonra hiicreler, tez ¢alismamiz igin belirlenen % metanol degerlerine (%0,1,
90,25, %0,5, %1, %2,5, %5, %10, %25) maruz birakildi. 96 kuyucuklu plakanin 1. ve 2.
siitunlarina sadece besiyeri ilave edilirken, 3. ve 12. siitunlarda sadece hiicre+DMEM konuldu.
4.-11. siitun arasina azalan konsantrasyondan artan konsantrasyona dogru hiicreler metanole

maruz birakildi.

24 saatlik maruziyet siiresinin ardindan tiim kuyucuklar aspire edildi. Biitiin
kuyucuklara daha onceden filtreden gegirilerek hazirlanan 0,5 mg/mL MTT ilave edilerek 2
saat boyunca 37°C %5 CO, inkiibatdriinde inkiibasyona birakildi (2 saat beklenmesinin
nedeni, formazan kristallerinin olusum siiresidir). Inkiibasyon siiresinin sonuna gelindiginde
tim kuyucuklardaki MTT aspire edilecek ve olusan formazan kristalleri DMSO ile ¢6ziildii.

Olusan rengin siddeti mikroplaka okuyucuda 540 nm’de 6l¢iimii yapildi.
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Sekil 2.1. MTT testinde kullamilan cihazlar; inverted mikroskop ve TC-20 sayim cihaz (sol iist), laminar
akis kabini (sag iist), mikroplaka okuyucu ve calkalayict (alt resim).

2.5.1. Istatistiksel Degerlendirme

Absorbans degerlerinin belirlenmesi ile hiicre canliligi belirlendi ve Excel’de %
metanol konsantrasyona (x ekseni) karsilik gelen absorbans degerlerine (y-ekseni) ait

sigmoidal grafik elde edilerek 1Cso (inhibitor konsantrasyon 50) degeri belirlendi.
2.6. Genotoksik Etkilerin Belirlenmesi: Comet Testinin Yapihisi

Hiicreleri agara alma: T75 flaskta ¢ogalan hiicreler TC-20 sayim cihazinda sayildi
Uygun konsantrasyonda (200.000/2 ml DMEM) 6’11 kuyucuklu plakalara ekildi. inkiibatorde
1 giin boyunca g¢ogalmalari igin bekletildi ve testin 3. giiniinde hiicreler, sitotoksisite testinde
belirlenen metanol degerlerine 2 saat; pozitif kontrol olarak secilen H,O,’e ise 30 dakika
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olmak iizere maruz birakildi. Hiicreler plakalardan tripsinlenerek tiiplere aktarildi. Her bir
ornege ait lamda yaklasik 20000 hiicre olacak sekilde hesaplama yapilarak bir eppendorfta
100 pl hiicre siispansiyonu ile 200 ul LMA (37°C’de) karigtirildiktan sonra énceden NMA ile
bir ylizleri kaplanmis ve kurutulmus lamlara yayildi. Daha sonra agarlar donmadan tizerine
lamel kapatildi. Daha sonra altinda buz kaliplar1 bulunan metal bir satih tizerinde bekletilerek

agarin tamamen donmasi saglandu.

Lizing islemi: Agarin igerisine hiicrelerin gomiilerek hazirlanan lamlar, deney giinii
taze hazirlanip buzdolabinda bekletilen bir sale igerisindeki soguk lizing c¢ozeltisine
daldirilarak karanlikta 1 saat boyunca +4°C’de bekletildi. Bekleme siiresinin sonunda lamlar
lizing ¢ozeltisinden ¢ikarilarak agarla kaplanan yiizeyleri iiste gelecek sekilde elektroforez

tankinin igerisine dizildi.

Alkali pH’da elektroforez asamasi: Comet testine uygun 6zel koyu renkli malzemeden
yapilan elektroforez tanki pH>13 olarak ayarlanan soguk elektroforez tampon ¢ézeltisi ile tank
igin hesaplanan miktarda dolduruldu. Lamlar dizilecek ve ardindan 6nce akim uygulamaksizin
20 dakika bu tampon ¢ozeltisi igerisinde bekletildi ve daha sonrada, 20 dakika boyunca 25 V

altinda ve 300 mA akim uygulamasiyla elektroforez asamasi gergeklestirilmis oldu.

Notralizasyon asamasi: Toplam 40 dakikalik alkali uygulamas: ve elektroforez
asamasindan sonra lamlar elektroforez tankindan ¢ikarilip salelere dizildi. Sale igerisindeki
lamlar once distile su ile 5 dakika, notralizasyon ¢ozeltisi ile 15 dakika ve ardindan tekrardan

distile su ile 5 dakika seklinde yikandi.

Fiksasyon: Hiicreleri lamlara fikse etmek amaciyla sirasiyla %50, %70 ve %99 alkol
ile 5’er dakika siirelerle bekletilen lamlar okuma yapilincaya kadar oda sicakliginda lam

kutusu igerisinde saklandi.

Boyama ve mikroskopta degerlendirme: Lamlarin tizerine 60 ul etidium bromiir
¢ozeltisi ilavesi yapildi ve tizeri lamel kapatildi. En az 10 dakika bekleme siiresinden sonra
mikroskop altinda okuma islemi gerceklestirildi. Her lam igin toplam 100’er hiicre sayilacak
ve fluoresan mikroskopunda degerlendirildi. “Comet assay IV” programi kullanilarak hiicreler

isaretlendi ve hiicre sayimi yapildi.

26



Sekil 2.2. Comet testinde kullanilan cihazlar; elektroforez cihazi (sol), fluoresan mikroskop (sag)

2.6.1. Istatistiksel Degerlendirme

Istatiksel degerlendirmeler, SPSS programi (SPSS Windows Release 23,0)
kullanilarak yapildi. MTT test sonuglarindan elde edilen veriler, IC50 degerleri student t-test

kullanilarak degerlendirilmistir.

Yapilan Comet testi sonuglarinin degerlendirilmesinde, her bir numune igin belirlenen
tim 100 sayima ait DNA kuyruk yogunlugu (Tail Intensity) degerleri kontrol ve test
kimyasallar1 gruplar1 olarak kullanildi. Tiim testlerden elde edilecek olan sonuglarda
istatistiksel anlamlilik One-Way ANOVA testi ile test edilmistir. Istatistiksel anlamlilik sinir1

p<0,05 olarak alinmustir.
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3. BULGULAR

3.1. Metanol Maruziyeti ile Sitotoksisite, MTT Testi Sonuglari

Cin Hamster Akciger fibroblast hiicre (V79) hattina, farkli metanol konsantrasyonlari
uygulanmigtir. Tez galismamiz igin belirlenen % metanol degerlerine (%0,1, %0,25, %0,5,
%1, %2,5, %5, %10, %25) maruz birakilan V79 hiicre hatt1 24 saatlik maruziyet siiresinin
ardindan 0,5 mg/mL MTT ilave edilerek 2 saat boyunca 37°C %5 CO; inkiibatoriinde
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda tiim kuyucuklardaki MTT aspire
edilerek olusan formazan kristalleri DMSO ile ¢oziildi. Olusan rengin siddeti mikroplaka
okuyucuda 540 nm’de 6l¢iildii.

Sonuglarin  degerlendirilmesinde ¢ift plaka c¢alisildi. Absorbans degerlerinin
olglilmesinden sonra Excel’de % metanol konsantrasyona (x ekseni) karsilik gelen absorbans
degerlerine (y-ekseni) ait sigmoidal grafik elde edilerek 1Cso (inhibitér konsantrasyonso) degeri
belirlendi. Her bir plakaya ait ortalama 6l¢tim degerleri Cizelge 3.1°de buna ait grafik ise Sekil
3.1’de gosterilmistir. Excel’de % metanol konsantrasyona (X ekseni) karsilik gelen absorbans
degerlerine (y-ekseni) ait sigmoidal grafik elde edilerek belirlenen 1Cso degeri Sekil 3.2°de
gosterilmistir ve buna gore 1Cso degeri %2,5 ila %5 arasinda bir deger olarak belirlenmistir.

Bu deger ise metanoliin %5 konsantrasyon degerine daha yakindir.

Cizelge 3.1. % Metanol konsantrasyon degerlerine karsilik gelen ortalama hiicre canlilik verileri

Absorbans | KONtro | o1 | 00095 | 0405 %1 %2,5 %5 %10 | %25
Degerleri I

1.0LCUM 100 119,5283 | 87,87263 | 94,96546 | 103,2121 | 69,84356 | 9,207496 | 0,309696 | 0,0357

2.0LCUM 100 90,55104 | 79,98633 | 94,48404 | 81,11556 | 72,70331 | 8,366689 | -0,69316 | 1,03485

ORT':LAM 100 105,0397 | 83,92948 | 94,72475 | 92,16383 ALY SNV VN KN RN VRSK YA)

Cizelge 3.1’e gore %2,5 metanol konsantrasyonunda hiicre canliligi 1C3 degerine

ulasirken, %5 ve sonrasindaki konsantrasyonlarda hiicre canliliginda 6nemli bir diisiis
yasanmustir. ICso degeri ise Excel Ofis Programi’nda elde edilen grafige gére metanoliin %2,5
ila %5 konsantrasyon degerlerine karsilik gelmektedir. Buna gore tezimizde bir sonraki
asamada DNA hasarmin belirlenmesinde %2,5 metanol konsantrasyonunun altindaki

degerlerin kullanilmasi planlanmstir.
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Sekil 3.1. % Metanol konsantrasyon degerlerine karsilik gelen % canlilik degerleri. Kontrol grubu:
DMEM besiyeri ortaminda bulunan ve hi¢bir kimyasala maruz kalmamis V79 hiicre hattt
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Sekil 3.2. % Metanol konsantrasyon degerlerine karsilik gelen % canlilik degerleri. 1Cso degeri
metanoliin %2,5 ila %5 konsantrasyon degerine karsilik gelmektedir.
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%Metanol, 24 saat (V79)

Sekil 3.3. 96 kuyuculuk plakada 24 saatlik % metanol maruziyetinin V79 hiicre hattindaki hiicre canlilik
goruntiisii (MTT)

3.2. Metanol Maruziyeti ile Elde Edilen Comet Testi Sonuclar:

Fluoresan mikroskop altinda rastgale 100’er hiicre tek bir arastirmaci tarafindan
okunmustur. Comet Assay IV programi ile elde edilen sonuglar ortalama kuyruk yogunlugu
(Mean Tail Intensity) degerleri + standart hata (SEM: Standart Sapma/vn; n=100) seklinde
verilmistir. Metanole ait tiim konsantrasyon degerleri i¢in ¢ift lam ¢alisilmustir. Pozitif kontrol
olarak 50 uM H;0: segilmistir. DNA hasarinin belirlenmesi igin metanol konsantrasyonlari
sitotoksisite verilerinden yola ¢ikarak %0,1, %0,25, %0,5 ve %1 olarak belirlenmistir. Bu
konsantrasyon degerlerine ait ortalama kuyruk yogunlugu + SEM verileri Cizelge 3.2°de

gOsterilmistir.
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Cizelge 3.2. %Metanol maruziyetinin V79 hiicre hattinda ortalama kuyruk yogunlugu (n=100) = SEM.
*p<0,05; kontrol grubu ile karsilastirildiginda (Repeated measures One-Way ANOVA)

Ortalama Kuyruk Yogunlugu = SEM

Kontrol 5,516 £ 0,78
Pozitif Kontrol 18,36 +1,91*
% 0,1 9,44+ 1,10
% 0,25 10,63 £1,05
% 0,5 11,24 £ 1,09 *
% 1 16,36 + 1,56 *
25
*
00
. |
[ 15 *
S
00
2 10 I I I
X
S
> 5 I
5
b4
© 0
(_Eu Pozitif KONTROL 0,1 0,25 0,5 1
g Kontrol
o
% Metanol

Sekil 3.4. V79 hiicre hattinda %metanol maruziyetinin neden oldugu DNA hasarinin ortalama kuyruk
yogunlugu (n=100) = SEM grafigi. *p<0,05; kontrol grubu ile karsilastirildiginda (One-Way ANOVA).
Pozitif kontrol: 50 uM H,0,, 30 dakika

% Metanol maruziyetinin V79 hiicre hattinda neden oldugu DNA hasar1 ortalama
kuyruk yogunlugu (n=100) + SEM Cizelge 3.2 ve Sekil 3.4’de verilmistir. Tez ¢alismamizdan
elde ettigimiz bu verilere gore %0,5 ve %1 metanoliin neden oldugu DNA hasar1 kontrol

grubuna gore istatiksel olarak anlamli ¢ikmistir (p<0,05).

31



Sekil 3.5. %0,5 metanoliin V79 hiicre hattinda olusturdugu DNA hasar1 (Comet Assay IV Programi)
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4. TARTISMA

Gilinlik hayatta; taze meyve ve sebzeler, aspartam igeren endiistriyel gidalar, meyve
sular1, fermente i¢ecekler Ve tiitiin dumani, insanlar igin 6énemli birer metanole maruz kalma
kaynaklaridir. Metanole isyerlerinde mesleki olarak da maruz kalmak miimkiindiir (vernik
tiretimi,boya tiretimi, antifriz tiretimi, yapistir1 iiretimi vb.). Metanoliin sahte alkollii icki
tiretiminde de yasa dis1 olarak kullanilabilmesi de insanlar i¢in en 6nemli maruz kalma
kaynaklarindan biridir. Bu orneklere dayanarak insanlarin metanole yaygin olarak maruz

kalabildikleri goriilmektedir

Metanol insanlarda orta ila yiiksek diizeyde toksik etki gosterebilme potansiyeline
sahiptir ve toksik etkilerini iki ana baslik altinda toplamak miimkiindiir. Birincisi, metanol,
santral sinir sistemi (SSS) iizerindeki depresan etkisi nedeniyle dliimciil olabilir. ikincisi ise,
metanoliin alkol dehidrogenaz enzimi vasitasiyla formaldehide sonrasinda da formaldehid
dehidrogenaz enzimi vasitasiyla formik asite metabolize olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu

metabolizma esnasinda ortaya ¢ikan her iki metabolit de son derece toksiktir.

Ancak tez c¢alismamizda metanoliin metabolitlerinin toksik (ya da genotoksk)
etkilerinin incelenmesi hedeflenmemistir. Metanoliin kendisinden kaynaklanan genotoksik ve
sitotoksik etkilere ait verilerin diinya literatiiriinde yetersiz olmasi nedeniyle sadece metanoliin
genotoksik etki potansiyelinin olup olmadigimin belirlenmesi hedeflenmistir. Literatiirdeki
calismalarin 6nemli bir boliimii metanoliin genotoksik, mutajenik ve kanserojenik olmadigi
yoniindedir. Ancak genotoksik olup olmadig ile ilgili ¢alismalar oldukga celigkili ve bu

nedenle de tartismalidir.

Yapilan ¢aligmalarin incelenmesi neticesinde, metanol, yapilan in vivo ve in vitro
testlerde mutajenik bir bilesik olarak simiflandirilmamaktadir. Elde edilen veriler, genetik

materyale zarar vermedigini gosterdigi yoniindedir.

Metanol, Salmonella typhimurium suslar1 TA98, TA100, TA1535, TA1537 ve
TA1538'de ve Escherichia coli susu WP2uvrA'da bir dizi Ames testinde mutajenite agisindan
negatif sonuglar vermistir (NEDO, 1987; Simmon vd., 1977).

In vivo testlerde, 1,050 veya 5,200 mg/m3 metanol miktarina inhalasyon yoluyla

maruz birakilan farelerde, kirmizi kan hiicrelerindeki mikroniikleus sikliginda veya kardes

33



kromozom degisimlerinde (SCE'ler), kromozomal anormalliklerde veya akcigerdeki
mikroniikleuslarda herhangi bir artig goriilmemistir (Campbell vd., 1991).

Ekzojen kaynaklardan olusan DNA katim iiriinlerini (addact) 6lgmek igin tasarlanan
bir ¢alismada metanol, 5 giin boyunca 500 veya 2,000 mg/kg/giin dozlarinda siganlara oral
olarak uygulanmigtir. Uygulanan dozun artmasiyla birlikte tiim dokularda artan sayida DNA

katim tirtinleri gézlenmistir (Lu vd., 2012).

Yakin zamanda EFSA’nin yapmis oldugu degerlendirmelerde, bu ve benzeri
caligmalardan higbir sonu¢ ¢ikarilamayacagi, yontemlerin saglam olmadigi, DNA
eklentilerinin, organ ve dokularin metanole maruz kalinmasinin biyolojik belirtegleri
oldugunu ancak mutajenik etkinin dogrudan gostergeleri olmadigini belirtmistir. Bu agidan,

bu konuda yapilacak yeni ¢alismalara ihtiya¢ oldugunu vurgulamistir (EFSA, 2013).

In vitro test sistemleri ile yaymlanan genotoksisite testlerinde metanol ile ¢ogunlukla
negatif sonuglar elde edilmistir. Baz1 ¢alismalarda goriilen pozitif sonuglar genotoksisitenin

kanit1 olarak yorumlanmamis ve tartismalara neden olmustur (EFSA, 2013).

Escherichia coli WP67 ve CM871'in bulundugu ve metabolik aktivasyonu olmayan
bakteriyel test sistemlerinde metanol ile zayif pozitif sonuglar elde edilmistir. Bulgularin
safsizliklardan kaynaklandigi diistiniildiigiinden, yazarlar metanolii belirsiz veya siipheli bir

mutajen olarak siniflandirmislardir (De Flora vd., 1984).

E. coli SA500'de ileri mutasyona yonelik bir testte, %23'in iizerindeki metanol
konsantrasyonlari sitotoksik bulunmus ve hiicrelerin hayatta kalma oraninin %40'n altina

diistiigii belirtilmistir (Hayes vd., 1990).

In vitro calismalarda, Aspergillus nidulans mantarinda, metabolik aktivasyonun
olmadig bir testte, sitotoksik araliktaki metanol konsantrasyonlarinin andploidiyi tetikledigi
gosterilmistir (Crebelli vd., 1989). %50 biiyiime inhibisyonuna neden olan ve test edilen en
yiiksek metanol konsantrasyonunda, ek bir metabolik sistem olmadan Cin hamsteri akciger
hiicrelerinde kardes kromatid degisimi (SCE) testinde pozitif sonuglar elde edilmistir. Buna
karsilik standart konsantrasyonda (2,5 mg/ml) S9 karisimi olan ve olmayan fare lenfoma
hiicreleriyle yapilan bir testte negatif sonuglar elde edilmistir. Bununla birlikte, daha yiiksek
bir S9 karisim1 konsantrasyonu (7,5 mg/ml) kullanildiginda mutantlarda doza bagli bir artis
elde edilmistir (NEDO, 1987).
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2010 yilinda ABD Cevre Koruma Ajansi (EPA), Soffritti ve arkadaglar1 (Soffritti vd.,
2010) tarafindan yiiriitiilen siganlar iizerindeki aspartam kaynakli metanol maruziyetinin
kronik toksisitesi ve kanserojenik etkilerinin arastirildigi ¢alismada verilerin tekrar
arastirilmasini istemistir. EFSA, arastirmay1 yiriiten European Ramazzini Foundation
(ERF)’ 1in sonuglarinin tutarsiz oldugunu belirtmis ve Soffiritti ve arkadaslari tarafindan
yiriitiilen galismanin gegerliligni desteklememistir (EFSA, 2013). Hayvan galismalarindan
metanoliin kanserojen oldugunu 6ne siiren higbir kamit bulunmamakla birlikte, metanoliin
kemirgenler ve insanlar arasindaki metabolizmasindaki biiyiik farkliliklar nedeniyle uygun bir
hayvan modelinin bulunmadig1 kabul edilmektedir. Saf metanoliin insanlarda 6ldiiriicii dozu
343 mg/kg iken; oral yol ile maruziyette korliige neden olan dozu ise 114 mg/kg’dur.
Sicanlarda ise akut oral metanol maruziyetinin LDso degeri ise 1187-2769 mg/kg’dur.
Metanole akut olarak maruz kalmis bir bireyde, 500 mg/L kan metanol seviyesi zehirlenmis
kisilerde hemodiyalize baslama kriteridir. Belirtilen kan metanol seviyesine yetiskin bir birey
0,4 ml/kg metanole oral yol ile maruz kaldiginda erisebilmektedir (Kavet ve Nauss, 1990) 0,4
ml/kg metanol ise yaklasik olarak 316,4 mg/kg’a karsilik gelmektedir (dmetanoi=0,791 g/ml).
Bu deger LDso degeri 1187-2769 mg/kg olan sigan grubuna uygulandiginda beklenildigi iizere
insanlarda goriilen etkiyi gostermeyecektir. Bu durum tiirler arasi farkliligi ortaya koymakla
birlikte hayvan deneylerinde yapilan ¢alismalarin insanlara ekstrapolasyonunda bir sorun

olarak ortaya ¢ikmaktadir.

EFSA bu baglamda, Hollanda Is Giivenligi Uzman Komitesi 'nin (DECOS),
metanoliin kanserojenik potansiyeli agisindan siniflandirilamayacagi sonucuna vardigini
yayinlamistir. Ayn1 zamanda EFSA, giivenilir in vivo ve in vitro verilerin metanoliin
genotoksik oldugunu géstermedigi sonucuna varmistir. Bu agidan bu konuda yapilacak yeni

calismalara ihtiya¢ oldugunu vurgulamigtir (EFSA, 2013).
Yukarida da gorildiigi gibi literatiirde yer alan sonuglar metanoliin genotoksik olup
olmadig1 konusunda kesin bir yargiya varmakta zorlanmaktadir. Bu a¢idan konu ile ilgili yeni

veriler bu konunun aydinlatilmasinda fayda saglayacaktir.

Sitotoksisite terimi, hiicrelerin yapisal islevlerinde meydana gelen hasar olarak

tanimlanmaktadir (Helgason ve Miller, 2005).

Sitotoksisite, kimyasal bir maddenin dozuna ve maruz kalma siiresine bagl olarak

degisiklik gostermektedir. Yapilan deneyler esnasinda, biyolojik, kimyasal veya fiziksel
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maruziyetler sonrasinda hiicrelerin canli olup olmadiklart 6nemli bir basamak olup,
caligmalarin sonunda canli ve 6li hiicre durumunu belirlemek biiylik 6nem tasimaktadir
(Nicholson, 2020). Bir kimyasal maddenin, sitotoksik olup olmadigin1 anlamak amaciyla

sitotoksisite ¢alismalar1 yapilmaktadir.

Sitotoksisite testleri ile hiicrelerdeki yasamsal faaliyetlerdeki meydana gelen
degisikliklerle beraber hiicrelerdeki hasar durumu ve derecesi belirlenir (Tuncer ve Demirci,
2011). Ayrica bu testlerle beraber, bir kimyasalin toksik etkilerinin degerlendirilmesi de
yapilmaktadir (Tokur ve Aksoy, 2017).

Hiicre temelli sitotoksisite testleri, hem caligmalardaki kolaylik hem de in vivo
testlerle olan sonug¢ uyumlulugundan dolay1 hayvan deneylerine alternatif olarak gelistirilmis

ve toksikolojik deneylerde siklikla kullanilmaktadir.

Kimyasallarin hiicrelerdeki ve dokulardaki toksik etki mekanizmalari, sitotoksisite
degerlendirmesinde 6nemlidir (Putnam vd., 2002). Sitotoksitite test analizlerinde yaygin
olarak kullanmilan MTT analiz yontemi, hiicre olimiint tetikleyen, mitokondriyal
membranlarinda meydana gelen hasar nedeniyle test edilen hiicrelerin sitotoksik potansiyelini
degerlendirmek ve canlilgmmi olgmek amaciyla kullanilan testlerden biridir (Assuncao
Guimaraes vd., 2004). Tez galismamiz i¢in belirlenen % metanol degerlerine (%0,1, %0,25,
%0,5, %1, %2,5, %5, %10, %25) maruz birakilan V79 hiicre hatt1 {izerinde elde ettigimiz
verilerde, %2,5 metanol konsantrasyonunda hiicre canliligi 1Cs degerine ulasirken, %5 ve
sonrasindaki konsantrasyonlarda hiicre canliliginda onemli bir diisiis yasanmistir. Bu
baglanmda %2,5, %5, %10 ve %25 lik metanol konsantrasyon degerlerinde gergeklestirilen
MTT testinde elde ettigimiz bu verilere gore, V79 hiicre hatti iizerinde sitotoksik etki

gozlemlenmistir.

Buna gore tezimizde bir sonraki asamada DNA hasarinin belirlenmesinde %2,5

metanol konsantrasyonunun altindaki degerlerin kullanilmasi planlanmistir.

Tiim canli organizmalarda varolan, genetik bilginin nesilden nesile aktarilmasini
saglayan DNA, Kkolay zarar gorebilen bir molekiil olmasindan kaynakli yapisinda siirekli
olarak hasar olusmaktadir. DNA da meydana gelen hasar, onarim sistemleri tarafindan
onarilmaktadir. Organizmalarin DNA hasari, DNA tamir mekanizmalarinin isleyisi, hiicre

dongiisiiniin durdurulmasi ve programlanmis hiicre 6limii olan apoptozis siirecinin yaganmasi
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seklinde siralanmaktadir Ancak, hasarin ¢ok fazla oldugu veya onarim sistemlerinin yetersiz
kaldigi durumlarda ise kanser basta olmak iizere ¢esitli hastalik durumlari ortaya ¢ikmaktadir
(Ames ve Shigenaga, 1992; Baynton ve Fuchs, 2000; Chatterjee ve Walker, 2017).

DNA’nin yap1 Ve bitinligini etkileyen degisiklikler pek ¢ok faktorden
kaynaklanmaktadir. Bu faktorler DNA’da, tek ve/veya cift zincir kiriklart ve DNA-protein
capraz bag olusmasi gibi hasar durumlarmi meydana getirmektedir (Martin, 2008).
Genotoksik test yontemlerinden Comet testi, DNA hasarini ve onarimini belirlemek amaciyla
pek cok hiicre tipinde hem in-vivo hem de in-vitro olarak uygulanabilen, hizli, hassas, tayini
kolay olan ve diger yontemlere kiyasla daha ucuzdur bir yontemdir (Collins, 2004). Kantitatif
olarak DNA hasarinin tespit edildigi comet testi pH farkliliklarina gore alkali ya da nétral
ortamlarda yapilabilmektedir. N6tral pH ortaminda yapilan comet testi, ¢ift zincir kiriklarini
belirlemede avantaj saglarken,alkali pH’da yapilan comet testi ise hem ¢ift zincir kiriklarinin
hem de tek zincir kiriklarini, oksidatif baz hasarini, oynak alkali bolgeleri, DNA-DNA ¢apraz
bag olsumunu, DNA-protein ya da DNA-kimyasal c¢apraz baglanmalarimi belirlemede
kullanilir (Ustiindag vd., 2014). Tez ¢alismamizda DNA hasarinin belirlenmesi icin metanol
konsantrasyonlari, sitotoksisite verilerinden yola ¢ikarak %0,1, %0,25, %0,5 ve %1 olarak
belirlendi. Genotoksisite igin belirlenen bu konsantrasyonlar V79 hiicre hatti iizerine
uygulandi1 ve comet testi yontemi ile hasar tespiti yapildi. Bu baglanmda %0,5 ve %1 lik
metanol konsantrasyon degerlerinde gergeklestirilen comet testinde elde ettigimiz bu verilere

gore, oksidatif DNA hasari1 gozlemlenmistir.

Metanoliin akut maruziyetinin degerlendirildigi ¢alismalar yaygin iken, kronik olarak
metanol maruziyetinin neden oldugu sonuglart aydinlatan c¢alismalara da ihtiyag
duyulmaktadir. Yapilan bir ¢alismada 57 yasindaki bir kadin hastanenin acil servisine
ilerleyici dispne, yiiksek anyon aciklig: ile karakterize bir metabolik asidoz tablosu ve
metabolik ensefalopati bulgulari ile bagvurmustur. Hastaya uygulanan acil hemodiyaliz
sonras1 bireyde her iki goziinde de gorme kaybi ortaya cikmistir. Ilk olarak hastanin bulgulari
ve laboratuvar sonuglar1 klinisyenleri akut metanol zehirlenmesinden siiphelendirmistir.
Ancak hastanin kasinti sikayeti nedeniyle internet tizerinden satin aldig1 ve 1 yili asan bir
stiredir kullandig1 renksiz siv1 igerisinde yapilan kimyasal analizler sonucunda %95, oraninda
metanol tespit edilimistir. Bu ¢alisma sadece akut metanol maruziyetinin degil, kronik metanol
maruziyetinin de degerlendirilmesi gerektiginin dnemini vurgulamaktadir (Mojica vd., 2020).
Metanoliin inhalasyon, dermal gibi oral yol disindaki maruziyet yollar1 da 6zellikle gérme

kaybiin hasara ugramasi agisindan 6nem tasimaktadir. Retrospektif bir ¢alismada is yeri
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kaynakli kronik metanol maruziyetinin sonuglari degerlendirilmistir. Elde edilen bulgulara
gore inhalasyon yolu ile kronik metanol maruziyetinin optik sinirlerde 6nemli hasara neden
olabilecegi vurgulanmistir (Ma vd., 2019) 2002 yilinda kronik metanol maruziyeti ile ilgili
yapilan baska bir ¢alismada, laboratuvar ortaminda metanol buharina uzun siire maruz kalan
bir arastirmacida kronik metanol maruziyetinin neden oldugu gecikmis norotoksik etkinin
gozlemlendigi belirtilmistir (Finkelstein ve Vardi, 2002). Kronik metanol maruziyetinin
Alzheimer hastalig ile iligkisinin aydinlatildigi bir ¢alismada, 6 haftalik siire boyunca farelere
kontrol grubu (su) ve %2 ve %3,8 metanol ¢ozeltileri verilmistir. Arastirmanin sonunda
immiinohistokimyasal analizler farelerin beyninde Alzheimer gelisiminden sorumlu olan tau
proteinlerinin fosforilasyonunda ve beynin hipokampiis bdlgesindeki noronlarda apoptik
belirteclerde artis gézlenmistir. Arastirma in vitro bulgularla desteklenmis ve 6zellikle
metanoliin metaboliti olan formaldehitin tau proteinlerindeki artis1 indiikledigi belirtlilmistir
(Yang vd., 2014). Bizim de tez calismamizda elde ettigimiz veriler in vitro bulgulara
dayanmakta olup, metanoliin hem akut hem de kronik toksisitesinin degerlendirildigi
calismalar i¢in bir referans olma 6zelligi tasimaktadir. Metanoliin toksisitesi degerlendirilirken
sadece akut nedenler g6z oniinde bulundurulmamalidir. Metanole mesleki anlamda maruz
kalan isciler, laboratuvar calisanlari, belirli gidalarla diisiik miktarlarda metanole maruz kalan
ve bu gidalar1 uzun siire tiiketen insanlarda olusabilecek etkileri gozlemlemek agisindan
tezimizde de hedefledigimiz gibi metanoliin toksisitesinin degerlendirildigi daha fazla ve daha

kapsamli galismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

38



5. SONUC VE ONERILER

Tez galismamizda hedefledigimiz sekilde, V79 hiicre hatt1 lizerinde, metanoliin farkli
konsatrasyon degerlerinde, hem sitotoksik hem de genotoksik etkileri (Comet testi) MTT ve

comet testleri kullanilarak aragtirilmistir.
Bu tez gcalismamizda yapilan MTT ve Comet test sonuglari asagida verilmistir.

1. Cin Hamster Akciger fibroblast hiicre (V79) hattina, farkli metanol
konsantrasyonlar1 uygulanmistir. Tez calismamiz igin belirlenen % metanol
degerlerine (%0,1, %0,25, %0,5, %1, %2,5, %5, %10, %25) maruz birakilan V79
hiicre hattinda, %2,5 metanol konsantrasyonunda hiicre canliligi 1C3 degerine
ulagirken, %2,5-5 konsantrasyonlarinda maruziyette 1Cso degerine ulagilmustir.

%b5 ve sonrasindaki konsantrasyonlarda hiicrelerin 61diigi bulunmustur.

2. Genotoksik etkinin belirlenmesinde kullandigimiz Comet testinde pozitif kontrol
olarak 50 uM H;0; secilmistir ve DNA hasarinin belirlenmesi i¢in metanol
konsantrasyonlar1 sitotoksisite verilerinden yola ¢ikarak, %0,1, %0,25, %0,5 ve
%1 olarak belirlenmistir. Uyguladigimiz 4 farkli konsantrasyon degerlerinde,
calismamizdan elde ettigimiz verilere gore, 30 dakikalik %0,5 ve %1 metanol
konsantrasyonunun neden oldugu DNA hasarinin kontrol grubuna gore istatiksel

olarak anlamli bir sekilde artmis oldugu bulunmustur.

Tezimizden elde ettigimiz bulgular dogrultusunda, direkt metanol maruziyetinin %2,5
ile %25 araliginda sitotoksik etkilerinin oldugu, %0,5 ve %1 konsantrasyon degerlerinde ise
genotoksik etkilerinin oldugu soylenebilir. Bu dogrultuda tezimiz tartismali olan metanoliin

genotoksik etkisi konusunda uluslararasi literature katki saglayacaktir.
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