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ALLIUM CEPA L. AMARYLLIDACEAE)’DA
POTASYUM BROMAT’IN
POTANSIYEL TOKSIiK ETKILERININ ARASTIRILMASI

OZET

Cesitli endiistrilerde farkli amaclarla kullanilan katki maddeleri pek ¢ok saglik ve
cevre sorunlarini da beraberinde getirmektedir. Bu sorunlarin ¢6ziimii olduk¢a zaman
alict ve maliyetlidir. Bununla birlikte ikincil sorunlar1 da beraberinde getirmektedir.
Bu nedenle katki maddelerini kullanmadan once yapilacak toksisite testleri 6n plana
cikmakta ve bu testlerle olusabilecek sorunlar on goriilebilmektedir. Bu noktadan
hareketle, bu ¢alismada gida sektoriinde 6zellikle ekmek tiretiminde kullanilan ve
insanlara beslenme yoluyla kontamine olan Potasyum bromat’mn (KBrOs) toksik
etkileri Allium cepa L. model sistemi lizerine test edilmistir. Doza bagh toksik etkiyi
arastirabilmek i¢in 25, 50 ve 100 mg/L dozlarinda KBrOs kullanilmistir. Toksik etki
fizyolojik, sitogenetik, biyokimyasal ve anatomik parametreler kullanilarak
degerlendirilmis ve doza bagl olarak ciddi hasarlar tespit edilmistir. Sitogenetik
parametre olarak test edilen mikronukleus (MN) ve kromozomal anormallik
sikligmm 100 mg/L KBrO; uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla oldukga
yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayrica bu grupta mitotik indeks (MI) yiizdesinin
olduk¢a azaldigi da tespit edilmistir. KBrO; uygulama gruplarinda fragment ve
yapiskan kromozom olusumlar1 en sik rastlanan kromozomal anormallik tiirleridir.
Lipid peroksidasyonu gostergesi olan malondialdehit (MDA) diizeyeninin KBrO;
uygulama dozu arttik¢a arttig1 ve 10 pmol/g FW orani1 ile maksimum diizeye ulastigi
tespit edilmistir. KBrOs; tarafindan indiiklenen lipid peroksidasyonuna karsi
antioksidan enzimlerden katalaz (KAT) ve stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitelerinin
de degistigi saptanmistir. Fizyolojik, sitogenetik ve biyokimyasal degisimlerle
birlikte A. cepa kok hiicrelerinde anatomik degisimlerde saptanmistir. KBrOs;
uygulamasina kars1 6zellikle nekroz, hiicre deformasyonu, yassilasmis hiicre
cekirdegi, korteks hiicrelerinde madde birikimi ve hiicre duvari kalinlasmasi gibi
anatomik degisimler saptanmistir ve bu degisimlerin 100 mg/L KBrOs; dozunda
maksimum diizeye ulastigi tespit edilmistir. Sonu¢ olarak, KBrO; uygulamasmin
Okaryotik model bir canli olan A. cepa hiicrelerinde c¢esitli toksik etkilere ve
anatomik degisimlere neden oldugu ve bu etkilerin doza bagimli olarak degistigi
tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Allium cepa, antioksidan enzim, kromozomal anormallik,
malondialdehit, mikronukleus, potasyum bromat
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INVESTIGATION OF THE POTENTIAL TOXIC EFFECTS
OF POTASSIUM BROMATE
IN ALLIUM CEPA L. (AMARYLLIDACEAE)

SUMMARY

Additives used in various industries for different purposes bring many health and
environmental problems. The solution of these problems is very time-consuming and
costly. However brings with secondary problems. Therefore, the application of
toxicity tests before using the additives and chemicals come to the fore and the
problems that may arise can be predicted with these tests. In this study, the toxic
effects of Potassium bromate (KBrO;) which is used in food sector especially in
bread production and contaminated to humans by nutrition were tested on Allium
cepa L. model system. KBrO; was investigated at doses of 25, 50 and 100 mg/L in
order to investigate the toxic effect and dose relationship. The toxic effect was
evaluated using physiological, cytogenetic, biochemical and anatomical parameters
and serious damages were determined depending on the dose. The frequency of
micronucleus (MN) and chromosomal abnormalities tested as cytogenetic parameters
was found to be significantly higher in 100 mg/LL KBrOs; treated group compared to
the control group. In addition, mitotic index (MI) percentage was significantly
decreased in this group. Fragment and sticky chromosome formation are the most
common types of chromosomal abnormalities in KBrO; application groups. It was
found that malondialdehyde (MDA) level, which is an indicator of lipid peroxidation,
increased with increasing KBrOs application dose and reached maximum level with a
rate of 10 umol/g FW. Catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) activities as
antioxidant enzymes were also found to be altered against KBrOs-induced lipid
peroxidation. Physiological, cytogenetic and biochemical changes as well as
anatomical changes in 4. cepa root tissue were detected. Anatomical changes such as
necrosis, cell deformation, flattened cell nucleus, substance accumulation and cell
wall thickening in cortex cells were determined against KBrOs application, and it
was found that these changes reached maximum levels at 100 mg/L. KBrOs dose. As
a result, it has been found that KBrO; application causes various toxic effects and
anatomical changes in 4. cepa cells which is a eukaryotic model organism and these
effects are dose dependent.

Keywords: Allium cepa, antioxidant enzyme, chromosome abnormality,
malondialdehyde, micronucleus, potassium bromate
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BOLUM 1. GIRIiS

Diinya niifusundaki artig, teknolojideki son gelismeler ve endiistrilerdeki hizlanma
sonucu c¢evre hizla kirlenmekte ve bu ortamda yasayan organizmalar pek c¢ok
kirleticiye maruz kalmaktadir. Cevre kirliligine neden olan kimyasalin tiirii ve yapis1
ne olursa olsun organizmalarda toksik etkilere neden olabilmektedir. Kirleticiler
besin zinciri yolu ile kontaminasyon bolgesinden ¢ok uzaklara tasinabilmekte ve
hatta akiimiilasyon sonucu nesilde nesile de aktarilabilmektedir. Bu denli tehlikeli
sonuglar olusturan kimyasallar kullanilmadan once mutlaka toksisite testleri ile
arastirilmalidir.  Toksisite testleri kimyasallarin sadece organizmalar tizerindeki
etkilerini belirlemek i¢in degil, ayn1 zamanda toksik etki-doz iliskisini, toksik etkinin
gozlenmedigi doz araliklarmmi ve uzun siireli toksik etkiyi belirlemek i¢in de
kullanilmaktadir. Toksik etkiyi asil belirleyen dozdur. Ayrica ilaglarin da tedavi edici
yada zehirleyici etkilerini belirleyen yine dozdur. Bu nedenle toksisite ¢calismalariin

doza bagli olarak gerceklestirilmesi biiyiik onem arz etmektedir [1].

Giintimiizde pek ¢ok sektorde katki maddeleri kullanilmaktadir. Gida sektoriinde
kullanilan katki maddeleri dogrudan beslenme yoluyla kontaminasyona neden
oldugundan biiyiik 6nem arz etmektedir. Tek basmna gida olarak tiiketilemeyen,
hammadde yada yardimci bilesen olarak siniflandirilmayan gidaya dayaniklilik, renk,
tat ve koku gibi nitelik kazandiran bilesenler katki maddeleri olarak
adlandirilmaktadir. Ticari olarak satilan pek cok gidada katki maddelerinin
kullanilmast kagmilmazdir. Et ve et iriinlerinde mikrobiyolojik bozulmanin
onlenmesinde nitrat ve nitritin kullanimi, yag iceren gidalarda oksitlenmeyi dnlemek
icin antioksidanlarin kullanimi bu zorunlu katki maddesi kullanimi1 6rneklerindendir
[2]. Bozulmus gida tiiketerek saglik problemlerine yol agmamak i¢in kullanilan gida
katki maddelerinin dozu da olduk¢a 6nemlidir. Katki maddeleri; besin yoluyla

tikketildiginde canlilarda birikime, Ozellikle karacigerde ekstra yiike ve ¢esitli



hastaliklara neden olabilmektedir. Ornegin; yiiksek miktarda nitrit maruziyetin toksik
etki olusturdugu, kandaki hemoglobin ile birleserek met-hemoglobin olusturdugu
rapor edilmektedir [3]. Kat1 ve sivi yaglarin bozulmasini engellemek amaciyla da
kullanilan, komiir katrani ve petrolden elde edilen antioksidan 6zellikteki BHA ve
BHT katki maddeleri Diinya Saghk Orgiiti (WHO) tarafindan potansiyel
kanserojenler olarak belirlemistir [4]. Bu bakimdan her katki maddesinin bir toksik
etkisi ve canlilarda doza bagl olusturdugu bir cevap vardir. Bu nedenle kullanilan

tim katki maddelerin doza bagl toksisite testleri ile incelenmesi hayati 6nemdedir

[5].



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Gida Katki Maddeleri

Gida katkir maddeleri, gidalara 6zellikle dayaniklilik basta olmak tizere renk, kivam
ve tat vermek amaciyla kullanilmaktadir. Gidanin {iretimi, hazirlanmasi ve
ambalajlanmas1 gibi ¢esitli asamalarda gidaya eklenmektedir. Gida katki maddeleri
yapilarmma gore dogal, yapay ve dogala 6zdes katki maddeleri olmak tizere farkli
sekillerde siniflandirilmaktadir. Diger bir siniflandirma ise kullanim amaclaria gore
yapilmaktadir. Buna gore raf omriinli uzatan antioksidanlar, duyusal kaliteyi
etkileyen emiilgatorler, islem yardimc1 maddesi olarak kullanilan enzimler, besleyici
degeri diizenleyen yapay tatlandiricilar bu gruplardandir. Gida sektoriinde tiriin
cesitliliginin ¢ok olmasi, kullanilan katki maddelerinin tiirlerini de arttirmaktadir.
Gida katki maddelerinin en sik kullanim amaci raf 6mriinii uzatmak, lezzeti arttirmak
ve renk saglamaktir. Bunun disinda tirtinlerde gorselligi arttirict ve sekil kararliligini
saglayict katk1 maddeleri de sik¢a tercih edilmektedir. Firincilik sektoriinde ekmegin
biiyiik hacimli olmasini ve bu hacimde kalmasini saglamak i¢in kullanilan Potasyum

bromat (KBrOs)’da sik kullanilan gida katki maddelerinden biridir [5-7].

2.2. Potasyum Bromat (KBrO3)

KBrOs, suda ¢oziinebilen beyaz kristal toz yapida bir bilesiktir. 166.999 g/mol
molekiiler agirhiga sahip, 3,27 g cm” yogunlukta ve 70 g/L (20 °C’de) suda
cOzlinlirliige sahiptir (Tablo 1.1). Potasyum ve bromat tuzundan olusan bu iyonik
bilesik giiclii bir oksitleyici ajandir. Dogal olusumu olmayan KBrOj; laboratuvar
ortaminda bromun sicak potasyum hidroksit ¢ozeltisinden gegirilmesi ile

tiretilmektedir. Uretiminin yiiksek yogunlukla Arjantin, Brezilya, Cin, Almanya,



Hindistan, Israil, italya, Japonya ve Ispanya’da gerceklestigi bilinmektedir [8,9].
KBrOs laboratuvar reaktifi, oksitleyici ajan ve patlayicilarda kullanilmaktadir.
KBrOs pek cok tilkede 6zellikle Japonya’da balik ezmesinde ve fermente iceceklerin
tretiminde katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Ayrica soguk-dalga sag
losyonlarinda ve kozmetiklerde nétralize edici ajan olarak da kullanimi bilinmektedir
[9,10]. KBrO; siklikla gida katki maddesi olarak gida sektoriinde ozellikle ekmek
tiretiminde kullanilmaktadir. 1980°1i yillarin ortalarina kadar, en etkili yilikseltgen
ozelligi ile bir hamur gelistirici ajan, un i¢in olgunlastirici bir madde ve hamur

diizenleyici olarak kullanilmastir.

Tablo 2.1. KBrO3’iin kimyasal 6zellikleri

Kimyasal formiil KBrO;

Molekiiler agirlik 166,999 g/mol
Renk/Goriintim Beyaz/kristal yada graniil
Erime noktasi 350°C

Kaynama noktasi 370 °C

Yogunluk 3,27 g ecm’

Suda ¢oziintirliik 70 g/L (20 °C’de)

KBrO3 yiiksek sicaklikta ve diisiik pH’da aktivite sergilemektedir ve bu 6zellik
fermantasyonun ileri asamalarinda ve pisirme isleminin basinda etki gostermesini
saglamaktadir. KBrO3 yapisinda bulunan bromat, sisteinin siilfidril gruplar1 arasinda
disiilfit baglar1 olusturarak, protein molekiillerinin yapisini stabilize etmekte ve yakin
protein molekiilleri arasinda bag olusumunu saglamaktadir. Bu yapisal degisim
hamur stabilitesini arttirmakta ve hamurdaki serbest siilfidril gruplarinin miktarmi da
azaltmaktadir. Ayrica bromat un’daki gliiteni okside ederek, gliiten molekiilleri ile
lipitlerin etkilesimlerini azaltmaktadir. Gliittendeki siilfidril gruplarmin okside
edilmesi karbondioksiti hamura hapsetmekte ve ekmegin biiyiik hacimli olmasini
saglamaktadir [10-12]. Gida sektoriinde 6zellikle en yaygm tiiketilen besin olan
ekmekte kullanimi ile de KBrO3’in insanlara kontaminasyonu gerceklesmektedir.

Oksitleyici 6zelligi ve siilfidril gruplar1 tizerine etkileri diistiniildigiinde, KBrO3’iin



canli organizmalar tizerinde de potansiyel etkileri kaginilmazdir. Pek c¢ok canlida
bulunan SOD ve KAT gibi enzimler, glutatyon ve lipoik asit gibi antioksidan
molekiiller ve metalotiyoninler igerdikleri stilfidril grubu nedeni ile KBrO3
tarafindan okside edilmektedir [13]. Bu inhibisyon organizmada ve hiicrelerde ¢esitli
toksik etkilere neden olabilmektedir. Poul ve arkadaslar1 [14] 10 mM KBrO3
uygulamasinin Comet testinde DNA hasar1 frekansini arttirdigini rapor etmislerdir.
Sai ve arkadaslar1 [15] 70 mg/kg KBrO3 uygulamasmin farelerde lipid

peroksidasyonu diizeyini arttirdigini saptamislardir.

Literatiirde bitkilerde KBrO3 etkileri tizerine gergeklestirilmis kapsamli bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Gergeklestirilen calismalarda ise toksik etki genellikle tek bir
parametre ile arastirilmis, multi parametreli bir ¢alisma heniiz gerceklestirilmemistir.
Bu c¢alismada, KBrO3’iin toksik etkileri A. cepa test materyalinde fizyolojik,
sitogenetik, biyokimyasal ve anatomik parametreler yardimi ile arastirilmis ve

literatiire bu konuda yeni bir katk1 saglanmaya c¢aligiimistir.



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deney Materyalleri ve Gruplar

Deney materyalleri olarak A. cepa (2n=16) bulblar1 ve Sigma Aldrich triinii olan
KBrOs (tirtin numarasi: 309087-100 G, CAS numarast: 0007758012) kimyasali
kullanilmistir. Kullanilan KBrO; dozlar1 canlilarda toksik etki olusturan doz

araliklar1 dikkate alinarak belirlenmistir.

Bulblar her grupta 10 adet olacak sekilde 4 gruba ayrilmstir.
Grup I: Kontrol,

Grup II: 25 mg/L KBrOs,

Grup III: 50 mg/L KBrOs,

Grup IV: 100 mg/L KBrOs.

Grup I ¢esme suyu, Grup II-1V ise KBrOs’iin ii¢ farkli dozu ile oda sicakliginda 72

saat siiresince ¢imlendirilmistir.

3.2. Fizyolojik Parametre Ol¢iimleri
Cimlenen bulblarin kok uzunluklar1 radikula olusumu temel almarak milimetrik
cetvel, agirliklar1 deneysel periyot Ooncesi ve sonrasi hassas terazi ile Olgiilmiistiir.

Cimlenme yiizdeleri ise Esitlik 1 yardimiyla tespit edilmistir [16].

Cimlenme (%) = ¢imlenen bulb sayis1/ toplam bulb sayis1 x 100 (D)

3.3. Ml Yiizdesi, Kromozomal Hasar ve MN Sayilarinin Belirlenmesi

1 cm uzunlugunda kesilen kok uglary, 4 °C’de 2 saat fiksasyona tabii tutulmus (3
hacim C,HsOH: 1 hacim CH3;COOH), 15 dk %96’lik C,HsOH’da yikanmus, 60 °C’de
17 dk IN HCI’de hidrolize edilmis, 30 dk %45°’lik CH;COOH’da bekletilmis, 24
saat aseto-karmin ile boyanmis, %45°lik CH;COOH’da ezilmis ve sitogenetik



analizler i¢in IRMECO IM-450 TI arastirma mikroskobunda incelenerek, x500
biiytitmede fotograflandirilmistir [17].
MN tespitinde, Fenech ve arkadaslar1 [18] tarafindan belirlenen kriterler temel
almmustir:

e MN cap1, nukleus capmin 1/3’i kadar olmalidir,

e MN sekil bakimmdan oval veya yuvarlak olmalidir,

e MN zari, nukleus zarindan net bir sekilde ayirt edilebilmelidir.

MI ise Esitlik 2 yardimiyla hesaplanmistir.

MI=mitoza giren hiicre sayis1 / toplam hiicre sayis1 x 100 (2)

3.4. Anatomik Incelemeler

Distile suda yikanan kok uclarindan enine kesitleri alinmis, metilen mavisi ile
boyanmis, IRMECO IM-450 TI arastrma mikroskobunda incelenerek, x500
biiytitmede fotograflandirilmistir.

3.5. Biyokimyasal Olciimler

3.5.1. Lipid peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu, Unyayar ve arkadaslarmnm [19] onerdigi metodun revize
edilmesiyle, MDA diizeyi olgiilerek tespit edilmistir. Tiim gruplardan 0,5 g olacak
sekilde kok uclar1 kesilmis ve %5’lik trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisinden 1 ml
eklenerek, homojenize edilmistir. Homojenatlar yeni tiiplere aktarilmis, 24 °C’de
12,000 g’de 10 dk santriflij islemine tabii tutulmustur. %20’lik TCA ¢ozeltisinde,
esit hacimlerde %0,5’lik tiyobarbitiirik asit (TBA) ve siipernatan yeni bir tiipe
aktarilarak, 96 °C’de 30 dk inkiibe edilmistir. Siirenin sonunda, tiipler buz banyosuna
yerlestirilmis ve 10,000 g’de 5 dk santrifiij edilmislerdir. Siipernatanin absorban
degeri 532 nm’de dlgiilerek, MDA diizeyi pM g™ FW olarak gosterilmistir.

3.5.2. Enzim tayini
Enzim ekstraksiyonu 4 °C’de gergeklestirilmistir. 0,5 g taze kok ucu toplanmis,

distile H,O ile yikanmis, 5 mL soguk NaH,PO4 tamponunda (50 mM, pH 7.8)



homojenize edilmis, 20 dk siiresince 10,500 g’de santrifiij edilmis ve siipernatant

enzim analiz islemlerine kadar 4 °C’de muhafaza edilmistir [20].

3.5.2.1. SOD aktivite tayini

SOD enzim aktivitesi Beauchamp ve Fridovich [21] tarafindan onerilen metoda gore
belirlenmistir. 1,5 mL 0,05 M NaH,PO4 tamponu (pH 7.8), 0,3 mL 130 mM
CsH;1NO;S, 0,3 mL 750 uM nitroblue tetrazolium kloriir (NBT), 0,3 mL 0,1 mM
EDTA-Na;, 0,3 mL 20 uM C;7H,0N4Og, 0,01 mL enzim ekstresi, 0,01 mL %4 (w/v)
¢Oziinmez polivinilpirolidon (PVPP) ve 0,28 mL de-iyonize sudan olusan reaksiyon
cozeltisi hazirlanmistir. Reaksiyon 10 dk siiresince iki adet 15 W floresan lamba
altina tiiplerin yerlestirilmesiyle baslatilmis ve 10 dk siiresince tiiplerin karanlikta
bekletilmesiyle sonlandirilmistir. Absorbans 560 nm’de okunmus ve SOD aktivitesi

ise U mg'1 FW olarak gosterilmistir [20].

3.5.2.2. KAT aktivite tayini

KAT enzim aktivitesi Beers ve Sizer [22] tarafindan Onerilen metoda gore
belirlenmistir. KAT aktivitesi, 0,3 mL 0, 1 M H,0O,, 1,0 mL distile H,O ve 1,5 mL
200 mM NaH,PO4 tamponu (pH 7.8) igeren 2,8 mL reaksiyon ¢o6zeltisinde, oda
sicakliginda UV-VIS spektrofotometre yardimiyla 6l¢iilmiistiir. Reaksiyon, 0,2 mL
enzim ekstraktr ilavesi ile baslatilmis, KAT aktivitesi H,O; tiiketiminin bir sonucu
olarak, 240 nm’de absorbanstaki diisiis takip edilerek 6l¢ctilmiis ve OD240 nm min. g'1

olarak ifade edilmistir [20].

3.6. Istatistiksel Analiz

Istatiksel analizler “IBM SPSS Statistics 22” bilgisayar paket programimndan
yararlanilarak gerceklestirilmistir. Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak
gosterilmis, ortalamalar arasindaki istatistiksel dnem One-way ANOVA ve Duncan
testi ile belirlenmis ve elde edilen p degeri 0.05 kiiclik oldugunda istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir.



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

KBrOs’tin 4. cepa test materyali lizerinde fizyolojik, sitogenetik, biyokimyasal ve
anatomik olarak ¢esitli toksik etkilere neden oldugu saptanmistir. KBrOs; etkisi ile 4.
cepa’da gozlenen fizyolojik degisimler Tablo 4.1°de verilmistir. KBrO; uygulanan
gruplarda birbiri ile iliskili olan ¢imlenme yiizdesi, kok uzamasi ve agirlik artisi
parametrelerinde istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) azalmalar belirlenmistir. Kok
bliylimesi ile baslayan ¢imlenme olay1r sonrasinda tohumlarda agirlik artis:
gozlenmektedir. Bu basamaklardan birinde anormallik olusumu dogal olarak diger
siirecleri de etkilemektedir. 4. cepa’da kok uzunlugunun KBrO; uygulama dozuna
bagl olarak azaldig1 gozlenmistir. Kontrol grubunda 72 saatlik ¢imlenme sonrasinda
8,50+1,59 cm kok uzunlugu belirlenirken Grup 1V’de kok uzunlugu 2,30+1,16cm
olarak bulunmustur. Kisaca 100 mg/L. KBrO3; uygulamasimin kék uzunlugunu kontrol
grubuna kiyasla yaklasik 3,7 kat azalttigi ve bu azalisin istatiksel olarak anlamli
(p<0.05) oldugu belirlenmistir. K6k uzamasinda goriilen bu anormallik ¢imlenme
fizyolojisinde de gozlenmis, KBrO; uygulama dozuna bagli olarak c¢imlenme
yiizdelerinde azalma belirlenmistir. Kontrol grubunda %93 oraninda bir ¢imlenme
belirlenirken, bu oranin Grup II, Grup III ve Grup IV’de srasiyla 1,20, 1,75 ve 2,16
kat azaldig1 tespit edilmistir. Cimlenme olay1 siiresince kok biiylimesi ve c¢esitli
stirgtinlerin gelisimi bitkide agirlik artisina yol ag¢maktadir. Kontrol grubunda
cimlenmede ve kok uzamasinda olagan dongii ger¢eklesmis ve bu durum agirhik
artisna  yol a¢gmistir. Ortalama 4,00+0,30 g agwhgma sahip A. cepa bulblar
¢imlenme sonrasinda 6,09 g’lik bir artisla 10,09+1,29 agirligina ulasmistir. KBrO;
uygulamasi ile kok uzamasi ve ¢imlenme oraninda gézlenen azalma agirlik artisina
da yansimistir. 100 mg/L KBrO; uygulanan bulblarda sadece 0,94 g’lik agirlik artisi
saptanmis ve kontrol grubuna kiyasla yaklasik %85°lik bir azalma belirlenmistir.
Fizyolojik parametrelerde gozlenen bu degisimler KBrO;’nin hiicrelerdeki toksik
etkilerine isaret etmektedir. Hiicrelerdeki toksik etki Ozellikle bromat tarafindan
indiiklenen oksidatif hasara baglidir. Bromat, dogrudan veya dolayl olarak hiicre i¢i

indirgeyicilerle reaksiyona girerek aktif oksijen tiirlerinin olusumuna neden



olmaktadir [23]. Bir hiicrede olusan serbest radikaller ve oksidatif stres niikleik asit,
protein ve lipitleri iceren bir veya daha fazla biyomolekiile zarar vererek, hiicrenin
olagan dongiisiinii bozmaktadir. Ozellikle hiicre proliferasyonu ve hiicre
farklilasmasinda meydana gelen gecikme ve bozulmalar ¢imlenme gibi pek c¢ok
fizyolojik basamaklar1 inhibe etmektedir. Bu ¢alismada KBrOs; uygulanan gruplarda
fizyolojik parametrelerde gézlenen azalma bromat’in toksik etkileri ile agiklanabilir.
Literatiirde de benzer sekilde KBrO; uygulamasinin hiicrelerde ve organizmalarda
cesitli toksik etkilerinden bahsedilmektedir. KBrOs; uygulanan hiicrelerde c¢esitli
molekiillerin oksidasyonu, hiicre proliferasyonunda degisimler ve buna bagh toksik
etkiler pek ¢ok arastirici tarafindan rapor edilmistir [9, 24]. Benzer bir ¢calismada, 38
mg/kg bw KBrO; uygulamasmin canlilarda agirlik kazaniminda 6nemli azalmalara

neden oldugu belirtilmistir [25].

Tablo 4.1. Allium cepa’da KBrO3’tin secilen fizyolojik parametrelere etkisi

Cimlenme Kok uzunlugu Son agirhk Agirhk
Gruplar (%) (cm) (€] kazanmim
Grup I 93 8,50+1,59* 10,09+1,29° +6,0(9g)
Grup II 77 7,00+1,10° 8,20+1,52° +4,15
Grup 111 53 4,5040,92° 6,80+1,05° +2,80
Grup IV 43 2,30+1,16° 5,00+1,37 +0,94

*Grup I: Kontrol, Grup II: 25 mg/L KBrO;, Grup III: 50 mg/L KBrOs;, Grup IV: 100 mg/L KBrO;.
p p g p g p g

Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gésterildi (n=10). Ayn siitiin igerisinde farkli harfler®®

ile gosterilen ortalamalar istatistiksel agidan 6nemlidir (p<0.05).

KBrOs; uygulamasmin A. cepa kok ucu hiicrelerinde indiikledigi sitogenetik
degisimler Tablo 4.2°de verilmistir. Kontrol grubu hiicrelerinde birka¢ yapiskan
kromozom, vagrant kromozom, kromatinin esit olmayan dagilimi ve c-mitoz disinda
herhangi bir kromozomal anormallik gozlenmemistir. Bu anormallikler oldukga
diisiik diizeydedir ve istatiksel olarak anlamli degildir (p>0.05). KBrOs; uygulama
dozunun artmasi ile birlikte kromozomal anormallik olusumlarinin siklig1 da artmis
en fazla anormallik 100 mg/L KBrO; uygulanan grupta elde edilmistir. Kromozomal
anormallik tipleri arasinda en sik rastlanan fragment ve yapiskan kromozom

olusumlaridir. Bunu sirasi1 ile vagrant kromozom, kromatinin esit olmayan dagilima,
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ters kutuplasma, nukleus hasar1 ve c-mitoz izlemistir (Sekil 4.1). Benzer toksik etki
MN olusumunda da gozlenmis ve KBrO; uygulama dozunun 25 mg/L’den 100
mg/L’ye arttirilmasi ile MN sikliginin da arttigi ve sayilan toplam 1.000 hiicrede
50,004£7,18 oraninda MN olusumu goézlenmistir. KBrO; uygulamasi ile olusan
kromozomal anormallik ve MN olusumlar1 hiicre proliferasyonunda anormalliklere
neden olmus ve bu hipotez MI oranlarindaki azalma ile kanitlanmistir. Kontrol
grubunda boliinen hiicre sayist 900,00+£22,00 iken, 100 mg/L KBrOs; uygulanan
grupta bu deger 500,00+£21,12 olarak belirlenmistir. Kisaca MI oran1 100 mg/L
KBrOj; uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla 1,8 kat azalmis ve %9’dan %5’e
gerilemistir. KBrOs; uygulamasinin 4. cepa kok ucu hiicrelerinde olusturdugu
sitogenetik hasarlar KBrO;’tin potansiyel toksisitesinden kaynaklanmaktadir.
KBrOs’tin oksidatif DNA hasarina yol a¢tig1 ve 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdAG)
olusumuna neden oldugu bilinmektedir. DNA’da olusan oksidatif hasar poliniikleotid
zincirindeki baz ve seker yapilarinda hasara, zincir kiriklarma ve ¢apraz baghh DNA -
protein komplekslerinin olusumuna neden olmaktadir [26]. DNA’daki bazlar arasinda
guanin oksidasyona en ac¢ik olandir ve oksidatif hasar durumunda DNA
modifikasyonlar1 arasinda en sik rastlanan iiriin 8-OHdG’dir. Bazlarda olusan bu tiir
yapisal degisimler yanlis eslesmelere, abazik bolgerin olusumuna, tek zincir
kirikliklarina ve stabil olamayan DNA yapisina yol agmaktadir [27]. Tim bu
anormallikler fragment gibi ¢esitli tipte kromozomal anormallik ve MN olusumlari
ile hiicre dongiisiinde aksamalara neden olmaktadir. Tim hiicresel aktivite genetik
kontrol altindadir ve genomik hasarm mitoz boliinmeyi ve dogal olarak MI oranlarini
da etkilemesi de muhtemeldir. DNA’daki yapisal hasarlar hiicre boliinmesinin kontrol
noktalarinda durmasina, tamir mekanizmasmin c¢alismasina ve mitotik dongiide
gecikmelere yol agmaktadir. Tamir edilemeyecek durumda olan hiicrelerde ise
kontrollii 6liim siireci baslamaktadir. Tiim bu anormallikler MI oranlarinda
azalmalara yol agmaktadir. KBrOs uygulamasi ile MI’da goriilen azalma, 8-OHdG
olusumuna bagli olarak DNA yapisinda hasar ve bu hasara bagli olarak mitozun
gecikmesi ile acgiklanabilir. Bu calismada KBrO; uygulamasi ile elde edilen
sitogenetik degisimler literatiirdeki bulgular ile ortiismektedir. Lee ve arkadaslari
[28] KBrO; uygulamasmin DNA’da oksidatif hasara neden oldugunu, 8-OHdG

olusumunu indiikleyerek tiimér olusumunu tetikledigini rapor etmislerdir. Romnick
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ve arkadaslar1 [29] 50, 75 and 100 ppm KBrO; uygulamasinin 4. cepa meristematik
hiicrelerinde doza bagh olarak MN olusumuna neden oldugunu ve bu olusumlar1

KBrO;j tarafindan indiiklenen oksidatif hasardan kaynaklandigini bildirmislerdir.

Tablo 4.2. KBrOs tarafindan tegvik edilen sitogenetik hasarlar

Hasar tipi Grup I Grup II Grup IIT Grup IV
FRG 0,00-+0,00° 18,00+4,00° 32,00+4,94° 60,00+7,13*
YK 0,10+0,32¢ 15,00+4,50° 28,00+5,46" 50,00+6,94°
VK 0,10+0,32¢ 10,00+3,71° 20,00+4,57° 38,00+5,54°
KED 0,20+0,42¢ 6,00+2,21° 15,00:4,00° 27,00+5,62°
TK 0,00+0,00° 5,00+2,26° 10,00+2,83° 20,00+4,00°
NH 0,00+0,00° 3,50+1,43° 8,00+2,94° 15,00+4,06°
CM 0,20+0,42¢ 1,50+0,71° 4,101,66" 9,20+2,86°
MN 0,00+0,00° 15,00+4,32° 28,00+5,40° 50,00+7,18°
MI (%) 900,00+22,00° 820,504+23,75° 705,00+17,14° 500,004+21,12¢
(9,00) (8,20) (7,05) (5,00)

*Grup I: Kontrol, Grup II: 25 mg/L KBrO;, Grup III: 50 mg/L KBrOs, Grup 1V: 100 mg/L KBrOs;,
Veriler ortalama =+ standart sapma (SD) olarak gosterildi (n=10). MN i¢in her bir grupta 1,000 hiicre,
kromozomal hasarlar i¢in her bir gruptaki her bir kok ucunda 100, toplamda 1,000 hiicre, MI i¢in ise
her bir gruptaki her bir kok ucunda 1,000, toplamda 10,000 hiicre analiz edildi. Ayni satir igerisinde
farkli harfler™® ile gosterilen ortalamalar istatistiksel agidan énemlidir (p<0.05). FRG: fragment, YK:
yapigkan kromozom, VK: vagrant kromozom, KED: kromatinin esit olmayan dagilimi, TK: ters
kutuplagma, NH: nukleus hasari, CM: c-mitoz, MN: mikronukleus, MI: mitotik indeks.
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Sekil 4.1. KBrO; tarafindan tesvik edilen kromozomal hasarlar
(a: MN, b: fragment, c: yapiskan kromozom, d: vagrant kromozom, e: kromatinin esit olmayan dagilimi, f:

ters kutuplasma, g: nukleus hasari, h: c-mitoz)

KBrOs; uygulamasmin lipid peroksidasyonu gostergesi olan MDA diizeyi ve
antioksidan enzim aktiviteleri {izerine etkileri Sekil 4.2°de verilmistir. Kontrol
grubunda 2 pmol/g MDA diizeyi bulunurken, KBrOs; uygulama dozu ile birlikte
MDA diizeyinin arttig1 belirlenmistir. 100 mg/L KBrOs uygulanan grupta MDA
dizeyinin kontrol grubuna kiyasla 5 kat artarak 10 pmol/g diizeyine ulastigi
gozlenmistir. Hiicrelerde olusan oksidatif strese karsi antioksidan enzimler aktive
olmaktadir. KBrO; uygulamasinin MDA diizeyini arttrmasi oksidatif stres
olusumuna isaret etmektedir ve antioksidan enzimlerin bu strese karsi cevap
olusturmasi beklenmektedir. SOD ve KAT aktiviteleri incelendiginde KBrOs;
uygulamasina karsi enzim indiiksiyonu cevabmin olustugu goézlenmistir. Kontrol
grubunda SOD ve KAT aktiviteleri sirasiyla 130 u/mg ve 0,86 OD240nm/min.g
olarak tespit edilmis, 25-50 mg/L KBrO; uygulamasinin bu aktiviteleri arttirdigi
belirlenmistir. 50 mg/L KBrO; uygulanan grupta SOD ve KAT aktiviteleri sirastyla
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250 u/mg ve 3,0 OD240nm/min.g olarak bulunmustur. 100 mg/L KBrO; uygulanan
grupta antioksidan enzim aktivitelerinde azalma gozlenmis, fakat aktivitenin kontrol
grubuna gore hala yiiksek oldugu tespit edilmistir. Hiicrelerde dis etkenler ya da i¢
denge sonucunda serbest radikaller olusabilmektedir. Bu radikaller hiicrelerde
oksidatif hasara neden olmaktadir ve hiicrede bu hasara karsi antioksidan sistem
devreye girmekte ve oksidatif hasara karsi koruyucu rol tistlenmektedir. Hiicrelerde
antioksidan-oksidan dengenin bozulmasi pek ¢ok anormalligi de beraberinde
getirmektedir. KBrOs’iin lipid peroksidasyonuna neden oldugu ve oksidatif strese yol
actig1 bilinmektedir. Lipid peroksidasyonu, lipidleri ve lipid igeren diger molekiilleri
Ozellikle hiicre zarimi etkileyen oksidatif hasardir. Hiicresel membran lipidleri en
onemli oksidatif stres substratlarindandir ve hiicre zarlarindaki doymamais yag asitleri
serbest radikaller tarafindan perokside edilir ve MDA gibi ara iiriinler ortaya ¢ikar
[30, 31]. MDA lipit peroksidasyonunun son urtiniidiir ve varlig1 oksidatif stres
olusumuna ve lipit peroksidasyonuna isaret etmektedir. Mutajenik bir iiriin olarak
bilinen MDA’nin yag asitleriyle birleserek hiicre zarinda ¢esitli hasarlara yol agtig1
bilinmektedir. Hiicrelerde oksidatif hasarin yarattigi etkiler antioksidan enzimler
tarafindan notralize edilmektedir. SOD ve KAT oksidatif stres varliginda
indiiklendigi bilinen iki antioksidan enzimdir. Bu enzimler radikal tirtinleri notralize
ederek hiicreyi korumaktadir. Bu c¢alismada da, KBrO; uygulamasi ile MDA
diizeyinde gozlenen artis oksidatif hasara isaret etmektedir. Ahmad ve arkadaslari
[32] 5SmM KBrOs; uygulanan eritrosit hiicrelerinde MDA diizeyinin kontrol grubuna
kiyasla 6,7 kat arttigimi ve bu artisin oksidatif hasar ile iliskili oldugunu rapor
etmiglerdir. Bu ¢alismada, 25 ve 50 mg/L KBrO; uygulanan koék ucu hiicrelerinde
SOD ve KAT aktivitelerinde artis gozlenmis ve bu artis oksidatif strese karsi olusan
cevap olarak degerlendirilmistir. 100 mg/L KBrOs; uygulanan grupta ise MDA
diizeyindeki artisa ragmen, artan SOD ve KAT aktivitelerinde azalma gozlenmis ve
bu azalma hiicrenin tolere edemedigi oksidatif stresin enzimatik yapida olusturdugu
muhtemel bozulma ile iliskilendirilmistir. Benzer sekilde, Dalle-Donne ve
arkadaslar1 [33] oksidatif stresin protein yapidaki enzimlerin oksidasyonuna, amino
asitlerde parcalanmaya, protein-protein c¢apraz baglarinin olusumuna ve sonucta

enzimatik fonksiyon kaybina neden oldugunu bildirmislerdir.
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Sekil 4.2. KBrO;’tiin MDA diizeleri ile SOD ve KAT enzim aktivitelerine etkisi
[Grup I: Kontrol, Grup II: 25 mg/L KBrOs, Grup III: 50 mg/L KBrOs, Grup I'V: 100 mg/L KBrO;. Her

histogram ondalik bir ortalamadir. Cubuklarin tizerindeki dikey ¢izgiler standart sapmay1 gosterir].
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Sitogenetik ve fizyolojik parametrelerde olumsuz etkilere neden olan ve oksidatif
strese sebep olan KBrOs; uygulamasi kok ucu hiicrelerinde anatomik yapida da
degisimlere neden olmustur. KBrOs; uygulamasi ile 4. cepa kok ucu hiicrelerinde
gozlenen anatomik degisimler Sekil 4.3°de verilmistir. 4. cepa kok ucu meristematik
hiicrelerinde go6zlenen anatomik degisimlerden biri korteks hiicrelerinde madde
birikimidir. Nekroz, epidermis hiicre deformasyonu, korteks hiicre ¢eperinde
kalinlasma ve yassilasmis hiicre ¢ekirdegi ise diger degisimlerdir. Anatomik
degisimlerin gorilme sikliginm KBrO; uygulama dozunun artik¢a arttigi
belirlenmistir. Maksimum anatomik degisimler 100 mg/L. KBrOs uygulanan grupta
gozlenmistir. Kok epidermis tabakasi hiicrelerinde gozlenen anatomik degisimler
hiicre zarinin karakteristik yapisindaki bozulmalarla iliskilidir. Kok anatomisinde,
epidermis dokusu KBrO;’e maruz kalan ilk dokudur ve anatomik degisimler burada
baslamaktadir. Kok dokusunda, epidermis tabakasimi gecen kimyasal maddeler
kortekse ulasir. Korteks hiicrelerinde madde birikimi ve KBrO; uygulamasindan
sonra hiicre duvarmin kalinlasmasi gibi anatomik degisiklikler toksisiteye karsi
gelistirilen tepkilerdir. Bu anatomik degisiklikler toksik ajanlara karsi bir bariyer
gorevi gormekte ve merkezi silindire olan akis1 azaltmaktadir [34, 35]. Epidermis
hiicrelerinde KBrOs tarafindan indiiklenen oksidatif stres ve lipid peroksidasyonu ile
Ozellikle zar yapismma zarar vermekte ve hiicrede sekil degisikligi ka¢milmaz
olmaktadir. Hiicre ¢ekirdeginin yassilasmasi da diger bir anatomik degisimdir ve
KBrOs uygulamasinin fizyolojik, biyokimyasal ve sitolojik etkileri sonucu hiicre i¢i
basincindaki muhtemel degisim hiicresel yapilara uygulanan baskiy1 da degistirmekte
ve sekil degisikligine yol agabilmektedir. Hiicre ¢ekirdegi tipik olarak oval veya
elipsoidaldir. Ancak, fiziksel veya ¢evresel degisikliklere cevap olarak degisiklige
ugrayabilir [36, 37]. Nikleer sekil ve hacimdeki degisiklikler, niikleer protein
konsantrasyonunu, DNA heliks yapis1 ve hacmi ile de iliskilidir. Hiicre
cekirdegindeki bu dengenin bozulmasi hiicre ¢ekirdeginin seklinde degisimlere yol
acabilir. KBrO; uygulamasi ile hiicre ¢ekirdeginin seklindeki degisim pek cok
mekanizma ile iligkilidir. Literatiirde de A. cepa kok anatomisinde toksik ajanlara
kars1 belirgin olmayan iletim doku, yassilagsmis hiicre ¢ekirdegi, hiicre deformasyonu

gibi pek ¢ok anatomik varyasyonlarin olustugu rapor edilmektedir [38, 39].
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Sekil 4.3. KBrO; tarafindan tesvik edilen anatomik degisimler

[a: korteks hiicrelerinde bazi maddelerin birikimi, b: epidermis hiicre hasar1 (beyaz
ok), nekroz (siyah ok), c: korteks hiicre duvarinda kalinlasma, d: hiicre ¢ekirdeginin

olagan goriiniimii (oval), e: yassilasmis hiicre ¢ekirdegi
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BOLUM 5. SONUC VE ONERILER

Teknolojinin gelismesiyle birlikte hem ¢evre hem de canli organizmalar pek c¢ok
kirleticiye maruz kalabilmektedir. Farkli sektorlerde tiretimi arttirmak, raf omriini
uzatmak, kaliteyi ve gorselligi arttirmak admma pek c¢ok katki maddeleri
kullanilmaktadir. KBrO; gida sektoriinde 6zellikle ekmek tiretiminde kullanilan bir
katk1 maddesidir ve ekmek tiiketimi yoluyla canlilara kontamine olabilmektedir. Bu
nedenle, canlilarin zaruri olarak kontamine oldugu tiim bilesikler detayli toksisite
testleri ile arastirilmalidir. Kimyasal ve kimyasallarin kullanildigi endiistri
cesitliliginin ¢ok olmasi, bu ¢alismalar1 kaginilmaz ve yetersiz kilmaktadir.
Literatiirde KBrOs tizerine yapilmis ¢alismalar bulunmakla birlikte bu calismalar
heniiz istenilen diizeyde degildir ve canlilar {izerindeki etkileri tam olarak
aydmlatilamamistir. Bu calisma, literatiirdeki bu boslugun doldurulmasina katki
saglayacak ve daha ileri ¢calismalar i¢in rehber olacaktir. KBrO;’iin 6karyotik model
bir materyal olan 4. cepa’da fizyolojik, biyokimyasal, sitogenetik ve anatomik
acidan cesitli toksik etkilere neden oldugu belirlenmistir. Ozellikle test edilen
hiicrelerde MDA diizeyindeki artis KBrOs’iin oksidatif hasara neden oldugunun
kanitidir. Antioksidan enzim analizleri ile hiicrenin bu toksik etkiyi nétralize edip,
edemedigi incelenmis, 25 ve 50 mg/LL KBrOs; konsantrasyonun hiicrelerde
antioksidan sistemi aktive ettigi belirlenmistir. Hiicre bu derisimler de kendi savunma
mekanizmasini hareket ge¢irmis fakat 100 mg/L KBrO; dozunda ise antioksidan
sistemde de bozulmalarin oldugu tespit edilmistir. Bu bulgu, toksisite ¢alismalarinda
toksik etkinin ve buna karsi gelistirilen cevabin doza bagli olarak incelenmesi
gerekliligini ortaya koymustur. Sonug olarak, endiistrilerde 6zellikle gida sektoriinde
kullanilan katki maddelerinin canlilar tizerindeki etkileri detayli olarak arastirilmali,
toksik etkisi bulunan kimyasallarin kullanimindan kag¢inilmalidir. Kullanim1 zaruri
olan kimyasallarm ise toksik etki gostermeyen ya da organizmalarin toksik etkisini
notralize edebilecegi dozlar kullanilmalidir. Tiim bu dnlemler alindiginda ve dikkatle

uygulandiginda canli hayatin siirdiiriilebilirligi ve yasam kalitesi artmis olacaktir.
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