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Bu calismanin amaci, unda beyazlatma maddesi olarak kullanilan benzol
peroksit’in genotoksik etkisinin olup olmadigini insan periferal lenfositlerinde in
vitro kardes kromatid degisimi (KKD), kromozom aberasyonu (KA) ve
mikroniikleus (MN) testleri ile aragtirmaktir. Hiicreler 25, 50, 75 ve 100 pg/ml
konsantrasyonlarindaki benzol peroksit ile 24 ve 48 saat muamele edilmistir.

Bu ¢aligmada, benzol peroksit’in genel olarak KKD’yi arttirdigi, ancak bu
artisin sadece en yiiksek konsantrasyondaki (100 pg/ml) benzol peroksit ile 48 saatlik
muamele siiresinde istatistiksel olarak onemli oldugu saptanmistir. Ayrica benzol
peroksit insan periferal lenfositlerinde 24 saatlik muamele siiresinde 75 pg/ml ve 100
pg/ml konsantrasyonlarda, 48 saatlik muamele siiresinde tiim konsantrasyonlarda
anormal hiicre yiizdesini ve hiicre basina diisen kromozom aberasyonu sayisini
(KA/Hiicre) arttirmistir. Bu artis doza baglt bir durum gostermistir. Bunun yaninda
benzol peroksit’in 24 ve 48 saatlik muamele siirelerinde genel olarak hem
replikasyon indeksini (RI) hem de mitotik indeksi (MI) olumsuz yonde etkiledigi,
ancak bu durumun sadece 48 saatlik muamele siiresinde istatistiksel olarak onemli
oldugu belirlenmistir. Ayrica benzol peroksit’in insan periferal lenfositlerinde MN
olusumunu uyardigi, ancak bu artisin, yiiksek iki konsantrasyonda (75 pg/ml ve 100
pg/ml) 48 saatlik muamele siiresinde kontrole gore dnemli oldugu saptanmustir.

Anahtar kelimeler: insan Periferal Lenfositleri, Benzol Peroksit, Kardes Kromatid
Degisimi (KKD), Kromozom Aberasyonu (KA), Mikroniikleus (MN)
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The aim of this study was to investigate the possible genotoxic effects of
benzoyl peroxide, which used as bleaching agent in flour, by determining in vitro
sister chromatid exchange (SCE), chromosome aberration (CA) and micronucleus
(MN) tests in human peripheral lymphocytes. The cells were treated with 25, 50, 75
and 100 pg/ml benzoyl peroxide for 24 h and 48 h treatment periods.

Benzoyl peroxide generally induced SCEs, but this effect was found
significant only at the highest concentration (100 pg/ml) for 48 h treatment period in
the present study. Also benzoyl peroxide increased both percentage of abnormal cells
and number of chromosome aberrations per cell (CAs/Cell) at 75 pg/ml and 100
pg/ml concentrations for 24 h treatment period and at all concentrations for 48 h
treatment period in human peripheral lymphocytes. This increase was dose-
dependently manner. In addition to this, benzoyl peroxide affected negatively both
replication index (RI) and mitotic index (MI). However this effect was found
statistically significant only for 48 h treatment period. Benzoyl peroxide generally
induced micronucleus formation. Besides, this effect was statistically significant at
75 pg/ml and 100 pg/ml concentration for 48 h treatment period when compared
with control.

Key words: Human Peripheral Lymphocytes, Benzoyl Peroxide, Sister Chromatid
Exchange (SCE), Chromosome Aberration (CA), Micronucleus (MN)
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1. GIRIS

(Cagdas teknoloji, insanlara sundugu kolayliklarin yan1 sira, biiyiik bir sorun
olan ¢evre kirliligini de beraberinde getirmekte ve bu biitiin canlilar1 olumsuz yonde
etkilemektedir. Dogadaki tiim canlilar giinlilk yasamda sik sik dogal ya da yapay
kimyasal maddelerle yiiz ylize gelmektedirler. Gidalarda bulunan dogal kimyasallar,
pestisitler, gida katki maddeleri, sa¢ boyalari, kozmetik ve ilag gibi yapay
kimyasallar, sigara dumani, su ve havadaki kirleticiler gibi karmagsik bilesikler

bunlardan birkagidir.

Bu calismada test maddesi olarak kullanilan benzol peroksit (BPO) plastik
endiistrisinde, boya endiistrisinde, gida endiistrisinde, ila¢ endiistrisinde, insaat
endistrisinde, kozmetik sanayide c¢ok yaygin kullanim alanma sahip olan bir
maddedir. Bu nedenle yeryiiziindeki tiim canlilar bir sekilde bu maddeye maruz
kalmaktadirlar. Benzol peroksit alkalin soliisyondaki hidrojen peroksit (hydrogen
peroxide) ile benzol klorid’in (benzoyl chloride) kimyasal reaksiyonu ile kapali
reaktorlerde {iretilmektedir. Bu nedenle {iiretim faaliyetleri sirasinda paketleme
islemlerinde benzol peroksit’le temas oldukga sinirlidir. Benzol peroksitle ilgili diger
endiistri dallarinda calisan insanlar, deri yoluyla veya nefes alip verme yoluyla bu
maddeyle temas etmektedirler. Ancak mesleki maruz kalma olduk¢a smirh
olmaktadir. Insanlar1 benzol peroksit ile kars1 karsiya getiren asil etken, bu maddenin
unlar1 beyazlatmak amaciyla katki maddesi olarak kullanilmasidir. Ekmek
yapiminda, unun bilesimi ve Ozelliklerinden kaynaklanan bazi kusurlar ve
eksiklikleri gidererek kalitenin iyilestirilmesi amaciyla ¢esitli katki maddeleri yaygin
bir bicimde kullanilmaktadir. Una ilave edilen katki maddeleri 6zellik ve gorevlerine

gore su sekilde gruplandirilabilir:
Yiikseltgen Maddeler
Bu grupta yer alan maddeler degirmenlerde yeni ogiitiilmiis unun

karakteristik sarimsi1 rengini beyazlatmak ya da unda daha diizgiin bir protein yapisi

olusturmak amaciyla kullanilirlar.
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a) Un Agartma Maddeleri

Undan yapilan gidalarin 6nemli bir bolimiinde goérmeye aligilan renk
beyazdir. Ancak yeni ¢giitiilmiis bugday, sarims1 bir pigmentasyon igerir. Bu durum
ekmeklerde sarimsi bir renklenmeye yol agmaktadir. Undaki bu renk, genel olarak
karotenoid adi verilen ve yapilar1 birbirine benzeyen bilesiklerden meydana
gelmektedir. Bu grubun en Onemli iiyelerinden birisi asagida molekiiler yapisi
gosterilen ksantofil’dir. Bu ve benzeri yapilar genelde karotenler olarak isimlendirilir
ve provitamin A aktivitesine sahiptirler.

Ancak undaki renklenmeye sebep olan karotenoid pigmentlerinin cogu,
gercek karotenlerden degildir ve buna bagli olarak da vitamin A aktivitesine sahip
degildirler. Bu nedenle, unun beyazlatilmasi esnasinda yapilan islemlerle bu

yapilarin uzaklastirilmasi unun besin degerini azaltmayacaktir.

HiC . OH
HiC CH3 CHy  cHy fj’
RV VA VA VA YL A YA VAN
H A 3 CHy
Esantofil
\SA/J‘W\/\W(\@
~
SN
Beta Karoten

Yukaridaki sekilde goriilen cifte baglar ayn1 zamanda bu molekiillerin
renklerinden sorumludur. Bu c¢ifte baglarla etkilesebilen bir kimyasal madde,
molekiiliin konfigiirasyonunu degistirecek ve bu sayede renk uzaklastirilmis olacaktir
(Duydu, 2005). Bu amagla kullanilan maddeler arasinda aseton peroksit,
azodikarbonamid, benzol peroksit, klor, klor dioksit, nitrojen peroksit (nitrojen
dioksit) ve potasyum bromat yer almaktadir (www.naturalovens.com;

www.bakingbusiness.com; www.ourcivilisation.com).
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b) Un Olgunlastiricilar

Unda en 6nemli protein olan gluten’in yapist ve dzellikleri unun kalitesini
belirlemektedir. Gluten’in  yapisim1  olusturan yiiksek molekiil agirligindaki
proteinlerin ve diisiik molekiill agirhgindaki proteinlerin ayr1 ayr1 birbirleriyle
birlesmelerini saglamak icin diisiik molekiil agirhigindaki proteinlerin kuvvetli bir
yiikseltgen madde ile yiikseltgenerek tutulmalari gerekmektedir. Bdylece yliksek
molekiil agirligindaki proteinler ile diisik molekiil agirligindaki proteinlerin
birbirleriyle birleserek daha diizgiin bir protein yapist olusturmalar1 saglanmaktadir.
Bu yap1 olustugunda un, olgunlagsmis ve istenen Ozellikleri biinyesinde toplamis
bulunmaktadir. Bu amagla kullanilan maddeler arasinda askorbik asit, aseton
peroksit, kalsiyum bromat, kalsiyum iyodat, kalsiyum peroksit ve potasyum iyodat

yer almaktadir (www.naturalovens.com; www.bakingbusiness.com).

Yiizey Aktif Maddeler

Hem hidrofilik hem de hidrofobik 6zellikteki gruplari bir arada bulunduran
ylizey aktif maddeler ekmek yapiminda etki mekanizmalar1 bakimindan hamur
giiclendiriciler ve bayatlamay1 geciktiriciler olarak iki ana grup altinda
incelenebilmektedir.

Gliniimiizde hamur giliglendirici olarak kullanilan baslica yiizey aktif
maddeler mono ve digliseridlerin diasetil tartarik asit esterleri, sodyum steoril
laktilat, sodyum steroil fumarat, kalsiyum steoril laktilat, etoksile mono ve digliserid
(ethoxylated mono and diglycerides), siiksinile monogliserid’lerdir (succinylated
monoglicerides).

Bayatlamay1 geciktirmek amaciyla kullanilan ylizey aktif maddeler arasinda
yag asitlerinin mono ve digliseridleri, gliserol monostearat, sorbitan monostearat,
polisorbat 60, polisorbat 65, polisorbat 80 ve mono propilen glikol yer almaktadir.

Lesitin ise hem hamur giiclendirmek hem de bayatlamay1 geciktirmek
amaciyla kullanilan bir yiizey aktif maddedir (Ozer, 2003; www.naturalovens.com;

www.bakingbusiness.com).
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indirgen Maddeler

Indirgen maddeler unda yer alan protein molekiilleri ararsindaki disiilfit
baglarin1 parcalayarak serbest siilfidril grubu olusturan ve hamurun gelisimini
hizlandirmak amaciyla kullanilan maddelerdir. Bu maddeler arasinda L-sistein, L-
sistein ~ monohidroklorit  ve sodyum  metabisiilfit  yer  almaktadir

(www.ekmekdunyasi.com; www.naturalovens.com; www.bakingbusiness.com).

Koruyucu Maddeler

Koruyucu maddeler, ekmegin kiiflenmesine ve yapisinda degisiklige neden
olan bakterilere karst kullanilan maddelerdir. Bu amagla en fazla kullanilan
kimyasallar kalsiyum propiyonat, sodyum propiyonat ve propiyonik asit’tir. Bunlarin
disinda potasyum sorbat, sodyum benzoat, sodyum diasetat, sorboil palmitat, sorbik
asit ve propil paraben unlara ilave edilen ve koruyucu olarak kullanilan gida katki
maddeleri arasinda yer almaktadir (www.ekmekdunyasi.com;

www.naturalovens.com; www.bakingbusiness.com).

Enzimler

Ekmek yapiminda katki maddesi olarak cesitli enzimler kullaniimakla
birlikte, bunlardan en yaygin olanlar1 a-amilaz, B-amilaz ve amiloglikozidaz
enzimleridir. Ancak 6zellikle son yillarda selliilotik ve lipolitik enzim preparatlar1 da
ekmek katkilar1 arasinda kullanilmaya baslamistir (Ozer, 2003).

Bu c¢alismada test maddesi olarak belirlenen benzol peroksit unlar
beyazlatmak amaciyla en yaygin olarak kullanilan maddedir. Daha 6nce bahsedildigi
gibi unda istenmeyen renklenmeyi gidermek i¢in karotenoidlerin yapisinda
renklenmeye sebep olan c¢ifte baglari ortadan kaldirmak gerekmektedir. Benzol
peroksit bu ¢ifte baglar lizerinde bir oksijen kopriisii meydana getirmekte ve sonugcta
ya bu baglarin kopmasina ya da ¢ifte baglarin tekli baglara doniismesine neden

olmaktadir. Her iki durumda da istenmeyen renklenmeye sebep olan molekiiller
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Ozelliklerini kaybetmis olmaktadir. Bu arada benzol peroksit’in bir kismi bu
reaksiyonu gerceklestirirken benzoik asit’e doniismektedir (Duydu, 2005). Bu
sekilde benzol peroksit ekmek tiikketimi ile tiim insanlar1 etkilemektedir.

Insanlarin viicuduna dogrudan ya da dolayli yoldan giren kimyasallarin
kanserojenik ve genotoksik risklerinin belirlenmesi gerekir. Kimyasal maddelerin
kanserojenik risklerini ortaya ¢ikarmak icin en akile1 yaklasim, deney hayvanlarinda
timor olusumunun uyarilmasidir. Ancak bu testlerin sonuglanmasi uzun zaman
almakta ve maliyetleri yliksek olmaktadir. Bu nedenle arastiricilar kanserojenite
taramalarina esas olabilecek kisa zamanda sonug verebilen ve diisiik maliyetli bir¢cok
kisa zamanli genotoksisite test sistemleri gelistirmislerdir. Bu testler, kimyasal
maddelerin  genotoksik risklerini belirlemeye yoOneliktir. Kisa zamanli test
sistemlerinden en yaygin olarak kullanilanlar; kardes kromatid degisimi (KKD)
(Sister Chromatid Exchange = SCE) ve kromozom aberasyonu (KA) (Chromosomal
Aberration = CA) testleridir. Bu testler, Perry ve Evans (1975) tarafindan mutajen
ve kanserojenlerin KKD ve KA’y1 uyardigmi saptamalarindan sonra mutajen ve
kanserojenlerin belirlenmesinde kullanilmaya baglanmistir. Carrano ve ark. (1978),
mutajen ve kanserojenlerin toksik dozlarin altindaki dozlarda meydana getirdikleri
genetik hasarlarin  kisa zamanda, hassas bir sekilde ve kantitatif olarak
gosterilmesinin KKD ve KA analizi ile miimkiin olabilecegini belirtmislerdir. Ayrica
ayn1 arastiricilar bir maddenin mutasyon meydana getirmesi ile KKD olusumunun
uyarilmasi arasinda lineer bir iliski oldugunu da belirtmiglerdir. Goriildiigii gibi bir
maddenin mutajen ve kanserojen olup olmadiginin belirlenmesi, bu maddenin KKD
ve KA’y1 uyarip uyarmadiginin saptanmasi ile miimkiin olabilmektedir.

Genotoksisitenin belirlenmesinde kullanilan bir baska metod mikroniikleus
(MN) testidir. Mikroniikleus hiicre boliinmesinin anafaz evresinde kromozomlarin
geri kalmasindan ya da asentrik kromozom fragmentlerinden koken aldigi gibi
multipolar anafaz ve telofaz da mikroniikleus olusumuna sebep olmaktadir (Topaktas
ve Renclizogullari, 1995). Rothfuss ve ark. (2000), gogiis kanserinin olusumundan
sorumlu olan gendeki (BRCA1) mutasyonlarin sitogenetik olarak belirlenmesinde
MN testinin giivenilir bir sekilde kullanilabilecegini belirtmiglerdir. Bu ¢alismada

BRCAL1 geni mutasyona ugramis kisilerin lenfositlerinin gamma (y) isinlan ile



1. GIRIS Arzu YAVUZ

1sinlandirilmasindan sonra MN’lu biniikleer hiicre oraninin arttig1 saptanmistir. Uzun
zamandan beri uygulanan sitogenetik bir teknik olan MN testi mitoz boliinme gegiren
tim bitki, hayvan ve insan hiicrelerinde, fiziksel ve kimyasal ajanlarin meydana
getirdigi genotoksik etkilerin belirlenmesinde giivenli olarak kullanilmaktadir.

Benzol peroksit’in genotoksik etkilerini belirlemek amaciyla farkli canlilarda
yapilan bir¢ok kisa siireli genotoksisite ¢alismasi bulunmaktadir. Benzol peroksit ile
ilgili genotoksisite caligmalarindan birisi Epstein ve ark. (1972) tarafindan
yapilmistir. Bu calismada maddenin genotoksik aktiviteye sahip olup olmadigi
intraperitonal (i.p.) enjeksiyon yontemiyle 54 ve 62 mg/kg benzol peroksit alan
ICR/Ha Swiss farelerinde, in vivo dominant letal mutasyon yontemi ile arastirilmis
ve benzol peroksit’in kontrol seviyesinde dominant letal mutasyona sebep oldugu
gosterilmistir. Epstein ve ark.’nin benzol peroksit’in iireme hiicrelerine bir zararinin
olmadigini gosteren bu ¢alismasi ile uygunluk gosteren bir bagka ¢alisma Ishidate ve
ark. (1984) tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada arastiricilar, maksimum 0.2 mg/ml
dozundaki benzol peroksit ile in vitro 24 ve 48 saat muamele edilen Chinese hamster
fibroblast hiicrelerinde kromozomal anormallikleri saptamak {izere deney
diizenlemigler ve metabolik aktivasyonun olmadigi ortamda negatif sonug
bildirmislerdir.

Benzol peroksit’in KKD’yi uyarmada zayif pozitif etkiye sahip oldugunu
gosteren iki ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan birincisinde benzol peroksit’in
Chinese hamster yumurtalik hiicre kiiltiiriinde, karaciger S9 mix varliginda KKD’yi
doza bagl olarak iki kat kadar arttirdig1 saptanmistir. Ancak bu etkinin karaciger S9
mix fraksiyonu yokken gozlenmedigi belirtilmis ve benzol peroksit’in KKD’yi
uyarmada etkisiz oldugu sonucuna varilmistir (Jarventaus ve ark. 1984: Binder ve
ark. 1995°’ten). Diger c¢aligmada ise Chinese hamster V79 hiicrelerinde benzol
peroksit etkisiyle KKD’de kontrole gore yaklasik 1.2 kat kadar kiiclik bir artisin
meydana geldigi bildirilmistir (Swierenga ve ark. 1987: Binder ve ark. 1995’ten).

Baska bir calismada benzol peroksit’in genotoksik etkilerini belirlemek igin
ICR (SPF) farelerine 50, 100, 200 mg/kg benzol peroksit i.p. yoldan verilmis ve

mikrontikleus (MN) olusturmadaki etkileri arastirilmistir. Bu calisma sonucunda
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benzol peroksit’in MN testinde negatif sonug¢ verdigi saptanmistir (National Institue
of Environmental Research (NIER), 2001: SIDnitial Assessment Report, 2002°den).
Benzol peroksit’in mutajenik etkilerini belirlemek igin birgok arastirici
Salmonella/Ames  (Mikrozom) test yontemini  kullanmistir.  Salmonella
typhimurium’un TA1535, TA1537 ve TA1538 suslar1 kullanilarak yapilan bir
calismada fare, sican ve maymunlarin akciger, karaciger ve testislerinden elde edilen
S9 mix’li ortamda veya S9 mix yokken benzol peroksit’in mutajenik etkileri
arastirilmis ve bu maddenin negatif sonu¢ verdigi bildirilmistir (Litton Bionetics,
1975: Binder ve ark. 1995°ten). Benzer sekilde sican karaciger S9 mix’li ortamda
TA98 ve TA100 suslari ile yapilan bir bagka calismada da benzol peroksit’in negatif
sonu¢ verdigi belirtilmistir (Yamaguchi ve Yamashita, 1980: Binder ve ark.
1995’ten). TA97, TA98, TA100, TA1535, TA1537, TA1538 ve reaktif oksijen
tiirlerine hassas TA102 suslar1 kullanilarak yapilan bir baska g¢alismada benzol
peroksit’in etkisiz oldugu bildirilmistir (DeFlora ve ark. 1984: Binder ve ark.
1995°ten). Ishidate ve ark. (1984), yaptiklar1 deneyde benzol peroksit’in TA9S,
TA100, TA1535 ve TA1537 suslarinda (+/-sigan karaciger S9 mix) negatif sonug
verdigini belirlemislerdir. Benzol peroksit’in (0.001, 0.005, 0.01, 0.05 ve 0.1
pg/petri) mutajenik etkilerini belirlemek icin TA97 ve TA102 suslar1 kullanilmis ve
hem metabolik aktivasyonun oldugu hem de olmadig1 ortamda negatif sonug verdigi
ayrica metabolik aktivasyonun olmadigi durumda 0.05 ve 0.1 pg/petri
konsantrasyonlarindaki benzol peroksit’in sitotoksisite olusturdugu belirtilmistir
(Fujita ve Sasaki, 1987: SIDnitial Assessment Report, 2002’den). Benzol peroksit’in
negatif sonu¢ verdigini belirten bu calismalarin yaninda pozitif sonu¢ verdigini
belirten bir caligma Matula ve ark. tarafindan yapilmistir. Bu calismada benzol
peroksit’in sigan karaciger S9 mix’in oldugu ya da olmadigi ortamda TA98, TA100,
TA1535 ve TA102 suslarinda negatif sonug verirken TA97 susunda S9 mix yokken
zay1f mutajenik aktivite gosterdigi bildirilmistir. Bunlarin disinda, bu ¢aligmalarda
emiilsiyon veya lipozom olarak kullanilan ticari bir benzol peroksit losyonunun sigan
karaciger S9 mix yoklugunda TA97 ve TA1537 suslarinda pozitif sonug verdigi
belirtilmistir. Ayrica daha oOnce yapilan ¢alismalarda negatif sonuglarin elde

edilmesinin, aktif oksijen tiirlerini ortadan kaldiran dimethyl sulfoxide’in (DMSO)
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¢Oziicii olarak kullanilmasina bagli oldugu belirtilmistir. (Matula ve ark. 1987:
Binder ve ark. 1995°ten). Ancak U.S. National Toxicology Programme (NTP) adina
yapilan calismada disi Sprague-Dawley si¢anlari ve Syrian hamsterlerinden elde
edilen % 10 ve % 30 karaciger S9 mix’in oldugu ve olmadig1 ortamda TA97, TA9S,
TA100 ve TAI1535 suslarinda DMSO kadar aseton icinde ¢oziinmiis benzol
peroksit’in de negatif sonug verdigi belirtilmistir (Zeiger ve ark. 1988: Binder ve ark.
1995’ten). Daha yakin zamanlarda Dillon ve ark. (1998), cesitli aldehit ve
peroksitlerin mutajenik etkilerini belirlemek amaciyla F334 siganlar1 ve B6C3F1
farelerinin karacigerlerinden hazirlanan S9 mix’in oldugu ve olmadig1 ortamda
TA97, TA100, TA102 ve TA104 suslarimi kullanarak deney diizenlemisler ve bu
kosullar altinda 1-100 pg/petri benzol peroksit’in  mutajenik  olmadigini
belirtmislerdir. S. typhimurium’un TA98, TA100, TA1535 ve TA1537 suslar
kullanilarak yapilan deneylerde, disi Sprague Dawley siganlarindan elde edilen S9
mix’in oldugu ya da olmadig1 ortamda 0.274, 0.74, 2.22, 6.67, 20 ve 60 pg/petri
benzol peroksit’in negatif sonu¢ verdigi bildirilmisticr (NIER, 2001: SIDnitial
Assessment Report, 2002°den). Sultana ve ark. (2004), sigangillere ait deride benzol
peroksit etkisiyle ortaya cikan tiimor gelisimine, oksidatif strese ve mutajeniteye
kars1 13-sis retinoik asit’in etkilerini arastirdiklar1 deneyler sirasinda benzol
peroksit’in S. typhimurium’un TA98 ve TA100 suslarinda (+S9 mix) mutasyonlari
uyardigini belirlemislerdir.

Gortldiigii gibi benzol peroksit’in insan periferal lenfositlerinde genotoksik
etkileri arastirllmamistir. Bu ¢alismanin amaci, benzol peroksit’in genotoksik
etkisinin olup olmadigini insan periferal lenfositlerinde in vitro kardes kromatid
degisimi (KKD), kromozom aberasyonu (KA) ve mikroniikleus (MN) testleri ile

aragtirmaktir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Bu aragtirma ile ilgili olarak, una ilave edilen c¢esitli katki maddeleri ile

yapilan genotoksisite ¢aligsmalari su sekilde 6zetlenebilir:

2.1. Askorbik Asit’le Yapilan Genotoksisite Calismalari

Askorbik asit unlart olgunlagtirmak amaciyla ilave edilen oksidan
maddelerdendir.

Inoue ve ark. (1985), insan lenfositlerinde KKD testi ile nitrososimetidin’in
etkilerini aragtirmislar ve bu maddenin KKD’yi arttirma aktivitesine sahip oldugunu
ve askorbik asit’in bu artig1 etkilemedigini belirlemislerdir. Weitberg ve Weitzman
(1985), Chinese hamster yumurtalik hiicrelerinde oksijen radikalleri iireten enzimatik
sistemin (ksantin oksidaz+hipoksantin) KKD’yi arttirdigin1 belirtmislerdir. Bu
sisteme askorbik asit’in dahil edilmesiyle birlikte baz1 durumlarda (0.1 mM’den daha
az konsantrasyonlarda) KKD olusumunun azalmasi sonucu koruyucu aktivite
gozlenirken bazi durumlarda oksijen radikallerinin olusumunun artmasi sonucunda
KKD’de artis meydana geldigini belirtmislerdir. Krishna ve ark. (1986), askorbik
asit’in farelerin dalak ve kemik iligi hiicrelerinde MMC ve siklofosfamid tarafindan
uyarilan KKD fizerindeki etkilerini aragtirmislardir. Yapilan c¢aligsmalarda askorbik
asit’in KKD’yi arttirmadigini, her iki hiicre tipinde de in vivo/in vitro MMC ve
siklofosfamid araciligi ile artan KKD’yi azalttigin1 saptamislardir. Weitberg (1987),
memeli hiicre kiiltiiriinde askorbik asit tarafindan KKD uyarilmasinin mekanizmasini
arastirmistir. Bu calismada Chinese hamster yumurtalik hiicreleri, oksijen radikalleri
ireten enzimatik sisteme (ksantin oksidaz+hipoksantin) maruz birakildiginda KKD
sayisinda artisin oldugu, 0.1 mM veya daha fazla askorbik asit ilavesinin KKD’yi
daha ¢ok arttirdigi, 100 pl/ml siiperoksit dismutaz ve 220 ul/ml katalaz ilavesinin
ksantin oksidaz, hipoksantin ve askorbik asit tarafindan uyarilan KKD’yi azalttig1
belirtilmistir. Arastirict bu ¢alismalar sonucunda askorbik asit’in oksijen radikalleri
araciligtyla genotoksisite olusturabilecegini belirtmistir. Lialiaris ve ark. (1987),

insan lenfosit kiiltiirtinde 0.02 ve 0.2 mM askorbik asit’in tiyotepa ve L-etionin’in
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uyardig1 KKD’ye kars1 koruyucu etkiye sahip oldugunu ancak 2 mM askorbik asit’in
bu maddeler tarafindan KKD uyarilmasini arttirdigini belirtmislerdir. Ayrica tiyotepa
ve L-etionin araciligiyla hiicre boliinmelerinde gecikmelerin meydana geldigi ve
mitotik indeksin diistiigli; 2 mM askorbik asit’in bu parametreleri olumsuz etkiledigi
ancak diger iki dozun diizenledigi belirtilmis ve biyolojik sistemlerde askorbik asit’in
doza bagli olarak genotoksisiteye sebep olabilecegi veya genotoksisiteyi
Onleyebilecegi sonucuna varilmistir. Vogel ve Spielmann (1989), askorbik asit’in tek
basina ya da siklofosfamid ile kombine durumda genotoksik ve embriyoletal
etkilerini belirlemek i¢in hamile farelerde KKD ve KA testlerini ve sitotoksik etkiyi
belirlemek icin proliferasyon testini kullanmiglardir. Caligmalarda askorbik asit’in
tek basina embriyotoksik, sitotoksik ve genotoksik aktivite gostermedigini
saptamiglardir. Ayrica anormal metafaz olusumunu % 50, KKD’yi % 100 arttiran ve
hiicre proliferasyonunu kuvvetli bir sekilde ortadan kaldiran 10 mg/kg siklofosfamid
ile 25-1.600 mg/kg askorbik asit’in kombine uygulanmalarinin KKD ve hiicre
proliferasyonunu  degistirmedigini ancak anormal metafazlari  azalttigini
saptamiglardir.  Ayrica 200 mg/kg askorbik asit’in 40 mg/kg siklofosfamid ile
birlikte uygulanmasi durumunda da antiklastojen aktivitenin goriildiglinii ve
embriyo letalitesinin ortadan kalkmasina yardimci oldugunu belirlemislerdir. Rivas-
Olmedo ve ark. (1992), mitomisin C’nin (MMC) genotoksik aktivitesine karsi
askorbik asit’in diizenleyici fonksiyonunu in vivo hiicre proliferasyon kinetigi ve
KKD testi ile farelerde arastirmislardir. 2 mg/kg MMC alan farelere 3, 5 ve 7 mg/kg
askorbik asit verilmesi durumunda her ii¢ dozda MMC’nin uyardigt KKD’nin
kuvvetli bir sekilde engellendigi (sirasiyla % 52.30, % 54.61 ve % 70.02)
saptanmustir. Ayrica ¢alismada, MMC ile birlikte uygulanan askorbik asit’in hiicre
proliferasyonunu hafif derecede diislirdigli saptanmistir. Yuan ve Zhang (1992),
Hordeum vulgare’de (arpa) kardes kromatid degisimleri ve kardes kromatid
farklilagsmasi tizerine etki eden faktorleri arastirmislardir. Arastiricilar askorbik asit,
MMC, adriyamisin ve maleik hidrazin gibi maddelerin serbest radikaller tireterek
Hordeum vulgare’de KKD’yi uyardigini bildirmislerdir. Ayrica siilfidril grubu igeren
sistein ve glutatyon gibi maddelerin ad1 gecen maddeler tarafindan uyarilan KKD’yi

kismen ya da tamamen engelledigini bildirmiglerdir. Hoda ve Sinha (1993),
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organofosforlu pestisit olan rogor’un genotoksik etkilerini sogan kok hiicrelerinde
mitotik indeks testi, farelerde mayotik indeks ve KA testi ve Drosophila’da letal
mutasyon testi ile arastirmislardir. Calismada bu pestisidin mitotik ve mayotik
inhibisyonlara neden oldugu, klastojenik aktivite gosterdigi ve letal mutasyonlar
uyardig1 saptanmistir. Ayrica bu caligmada askorbik asit’in rogor’un genotoksik
etkilerini diizenleme aktivitesi arastirilmis ve pozitif sonug elde edilmistir. Bobyleva
ve ark. (1993), KA ve KKD testlerini kullanarak askorbik asit’in, molibden’in
genotoksisitesi ilizerindeki etkilerini molibden isletmesinde c¢alisan 5 iscide
arastirmiglar ve askorbik asit’in molibden tarafindan uyarilan kromozom yapi
degisikliklerini azalttigin1 belirlemislerdir. Tyrsina ve ark. (1994), askorbik asit ve
tirevlerinin antimutajenik aktivitelerindeki mekanizmay1 aciklamak amaciyla
diizenledikleri Ames testinde bu maddelerin TA100 susunda N-metil-N’-nitro-N-
nitrosoguanidin’in  (MNNG) uyardigt mutajeniteyi ortadan kaldirdiklarini
belirlemislerdir. Foltinova ve ark. (1994), tek hiicreli flagellat Euglena gracilis’te
askorbik asit, alfa-tokoferol (vit E), klorofillin ve sodyum selenit’in, MNNG ve
furadantin’in genotoksik etkilerini onemli derecede azalttiklarini belirlemisglerdir.
Ayrica bu maddelerin S. typhimurium’un TA97, TA100 ve TA102 suslarinda da
antimutajenik etki gdsterdigi ancak klorofillin’in TA102 susunda etkili olmadigin
belirtmislerdir. Surh ve ark. (1994), 5-sulfoksimetilfurfural’in S. typhimurium’un
TA100 susunda doza bagli olarak mutasyon uyardigini ve ortama eklenen askorbik
asit’in bu mutasyonlar1 O6nemli derecede ortadan kaldirdigini bildirmislerdir.
Anderson ve ark. (1995), bleomisin iizerine askorbik asit ve vit E’nin etkisini
aragtirmak i¢in S. typhimurium bakteriyel mutasyon testi, insan periferal
lenfositlerinde KA testi ve fare kemik iligi hiicrelerinde MN testini kullanmiglardir.
Askorbik asit’in bakteriyel mutasyon testinde koruyucu aktivite gdstermemekle
birlikte insan periferal lenfositlerinde kromozom hasarlarin1 ve fare kemik iligi
hiicrelerinde MN olusumunu ortadan kaldirarak koruyucu aktivite gosterdigini
belirlemiglerdir. Cozzi ve ark. (1997), Chinese hamster yumurtalik hiicre kiiltiiriinde
in vitro hidrojen peroksit ve bleomisin tarafindan uyarilan hasarlara kargi askorbik
asit ve beta-karoten’in etkilerini degerlendirmislerdir. Bu c¢alismada her iki

vitamininde hidrojen peroksit’in uyardigt KKD’yi azalttig1 ancak hidrojen peroksit
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ve bleomisin tarafindan wuyarilan kromozomal anormallikleri arttirdiklar
saptanmigtir. Morales-Ramirez ve ark. (1998), farelerde 100 mg/kg askorbik asit’in
gama 1sinindan O6nce ya da sonra verilmesinin, 0.63 Gy veya 0.45 Gy gama 1sinlar1
tarafindan uyarilan KKD’yi ¢ok fazla azaltmadigini saptamislar ve askorbik asit’in
cok hafif bir radyasyon koruyucu potansiyele sahip oldugunu belirtmislerdir. Gentile
ve ark. (1998), cok genis bir sekilde kanser tedavisinde kullanilan siklofosfamid,
bleomisin, doksorubisin, sisplastin’in mutajenik aktivitelerini askorbik asit,
klorofillin ve catechin gibi maddelerin varliginda ve yoklugunda Ames testi ile
arastirmiglardir. Bu ¢alismalarda askorbik asit’in sisplastin’in genotoksik etkisine
kars1 ¢ok fazla, bleomisin ve doksorubisin’inkine karst daha az etkili oldugunu,
siklofosfamid’inkine karsi ise etkili olmadigin1 saptamislardir. Konopacka ve ark.
(1998), farelerde gama 1sinlarinin klastojenik etkisine karsi askorbik asit, vit E ve
beta-karoten’in diizenleyici fonksiyonunu arastirmiglardir. Calismada klastojenik
aktivitenin belirlenmesi i¢cin MN testi kullanilmis ve vitaminler, 2 Gy gama 1s1n1 ile
1sinlardirmadan hemen sonra veya Once, oral yoldan 5 giin uygulanmistir. Askorbik
asit’in konsantrasyona bagli olarak radyasyonun klastojenik aktivitesini arttirdigi
(400 mg/kg) ya da azalttig1 (50-100 mg/kg) belirlenmistir. Giri ve ark. (1998), Swiss
albino farelerde MN, KA ve sperm basi anormallikleri testleri ile sisplastin’in tek
basima ve askorbik asit ile kombine halde uygulanmasi durumunda ortaya ¢ikan
etkilerini arastirmiglardir. Askorbik asitle birlikte uygulanmalari durumunda
sisplastin’in tek basimna uygulanmasi durumuna gore tiim parametrelerde Onemli
Olclide azalma meydana geldigini saptayan arastiricilar askorbik asit’in sisplastin
tarafindan uyarilan mutajeniteye karsi koruyucu bir rol oynadigini belirtmislerdir.
Edenharder ve ark. (1998), askorbik asit’inde i¢inde yer aldig1 birka¢ vitaminin 3-
amino-1-methyl-5H-pyrido[4,3-b]indole (Trp-P-2) ve siklofosfamid iizerindeki
etkilerini arastirmak amaciyla insan periferal lenfositlerinde KKD testini
kullanmiglardir. Askorbik asit’in hem test maddeleriyle ayn1 anda hem de test
maddelerinden dnce uygulandigini, her iki durumda da Trp-P-2’ye karsi etkisizken
siklofosfamid’in uyardigi KKD’yi arttirdigin1 saptamislardir. Askorbik asit’in test
maddelerinden sonra uygulanmasi durumunda Trp-P-2 tarafindan KKD uyarilmasini

azaltigimi saptamuslardir. Vijayalaxmi ve Venu (1999), fare kemik iliginde
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siklofosfamid, mitomisin C (MMC) ve bleomisin hidroklorit tarafindan uyarilan MN
olusumu iizerine askorbik asit’in etkisini arastirmislardir. Bu ¢alismalarda 10, 30 ve
60 mg/kg askorbik asit’in 50 mg/kg siklofosfamid ve 20 mg/kg bleomisin hidroklorit
ile 24 saatlik muamelede olusturulan MN’a karsi koruyucu aktivite gosterdigi
saptanmistir. Ayrica 4 mg/kg MMC’nin olusturdugu MN’a kars1 askorbik asit’in
koruyucu aktivitesinin sadece en yiiksek dozda ortaya ¢iktig1 belirtilmistir. Lu ve ark.
(1999), fare lenfosit L5178Y ve insan lenfoblastosit WTK1 hiicre hattin1 kullanarak
askorbik asit ve klorofil’in bakir ve sodyum tuzlarinin, MMC tarafindan olusturulan
mutajenitenin  ortadan kaldirilmasindaki etkilerini in  vitro MN testi ile
aragtirmiglardir. Arastiricilar her iki hiicre hattinda da askorbik asit ve klorofil’in
MMC ile MN uyarilmasini arttirmadigini ve askorbik asit’in MMC’den dnce veya
MMC ile es zamanli uygulanmasinin MN olugumunun azaltilmasinda oldukea etkili
oldugunu belirlemislerdir. Cecchi ve Takahashi (1999), sigara icen ve i¢gmeyen
insanlarin lenfosit kiiltiirlinde bleomisin tarafindan DNA hasarlarinin uyarilmasini ve
askorbik asit’in diizenleyici roliinii arastirmiglardir. Bu ¢alismada lenfosit kiiltiiriine
hiicre dongiisiiniin G2 fazinda 20 pg/ml bleomisin ile 100, 200 ve 400 pg/ml
askorbik asit’in es zamanli uygulandig belirtilmistir. Bu caligmalar sonucunda sigara
icen ve igmeyenler arasinda bleomisin tarafindan olusturulan mutajenik etki
yoniinden istatistiksel bakimdan 6nemli bir fark olmadigi saptanmistir. Ayrica
bleomisin ile uyarilan kromozomal anormallik frekansini iizerine askorbik asit’in
onemli bir etkisinin olmadigr da belirtilmistir. Antunes ve Takahashi (1999),
doksorubisin tarafindan uyarilan kromozom anormallikleri {izerine askorbik asit’in
etkilerini aragtirmak {izere insan periferal lenfositlerinde in vitro KA testini
kullanmiglar ve 1.000 pg/ml dozu hari¢ askorbik asit’in klastojen etkiye sahip
olmadigini, 100 ve 200 pg/ml askorbik asit’in doksorubisin ile ayn1 zamanda,
doksorubisinden oOnce veya sonra uygulanmasi durumunda kromozomal
anormallikleri 6nemli 6l¢iide azalttigin1 ve 500 ve 1.000 pg/ml konsantrasyonlarda
ayni koruyucu aktiviteyi gostermedigini ve sitotoksik oldugunu belirlemislerdir.
Cabrera (2000), alt1 mutajen lizerine bes antimutajenin antigenotoksik etkilerini
microscreen prophage-induction testi, Tradescantia (Telgraf ¢igegi) MN testi ve

Ames testi ile aragtirmistir. Arastirict mutajen olarak 2-aminoantrasen, benzopiren,
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2-nitrofloren, toksafen, diklorvos ve nitrofen’i; antimutajen olarak klorofillin, beta-
karoten, vit A, C ve E’yi belirlemistir. Bu ¢alismada microscreen prophage-induction
testinde askorbik asit’in 2-aminoantresen, benzopiren, 2-nitrofloren ve nitrofen’in
etkilerini azalttigini belirlemistir. Alves ve ark. (2000), Penicillium, Aspergillus ve
Byssochlamys’in bazi tiirleri tarafindan iretilen bir mikotoksin olan patulin’in
genotoksik etkisini insan lenfositlerinde MN testi ve Chinese hamster V79
hiicrelerinde KA testi ile arastirmislar ve her iki testte de patulin’in DNA hasarlarini
uyardigint belirlemislerdir. Ayni calismalarda 0.8 pM patulin’in neden oldugu
klastojen etkinin 80 puM askorbik asit tarafindan tamamen ortadan kaldirildig:
belirlenmistir. Fahmy ve Aly (2000), fare kemik iliginde in vivo KKD ve MN
uyarilmas: ve hem somatik hem de iireme hiicrelerinde kromozom aberasyonlari
lizerine kadmiyum klorit’in etkilerini arastirmustir. I.p. yoldan farelere verilen 1.9,
5.7 ve 7.6 mg/kg kadmiyum klorit’in doza bagli olarak MN olusumunu uyardigi,
uygulanan en diisiik dozun KKD olusumunu etkilemedigi ancak diger iki dozun
KKD’yi 6nemli derecede arttirdigi ve yiiksek iki dozda kromozomal anormallik
yilizdesini arttirdigini saptamislardir. Ayrica kullanilan her ii¢ dozunda spermatosit
sayisin1 azalttigr ve 5.7 mg/kg kadmiyum klorit’in uygulamadan 12 giin sonra
spermatositlerde kromozomal anormallik olusturdugu saptanmustir. In  vitro
calismalarda 10, 15 ve 20 pg kadmiyum klorit’in KKD frekansin1 énemli 6l¢iide
arttirdig1, yiiksek iki dozda kromozom anormalliklerini uyardig1 belirlenmistir. 3 ve 6
ng askorbik asit’in kadmiyum klorit tarafindan uyarilan anormal hiicre yiizdesini
onemli derecede azalttig1 saptanmistir. Perminova ve ark. (2001), bakir-nikel stilfit
isletmelerinde calisan is¢ilerde nikel’in genotoksik etkilerini ve askorbik asit’in
diizenleyici roliinii MN testi ile arastirmislar ve 30 glin boyunca giinde 1g askorbik
asit alinmasinin MN sayisin1 6nemli derecede azalttig1 sonucuna varmislardir. Rao ve
ark. (2001), insan lokosit kiiltiirlinde 1.052, 5.262 ve 10.524 uM civa klorit’in
(HgCl,) genotoksik aktivitesi ile 9.734 uM askorbik asit’in diizenleyici roliinii
arastirmiglardir. Arastiricilar civa klorit’in hiicre kinetigini etkilemeden doza bagh
olarak KKD sayisint arttirdigini, kromozomal anormallik tasiyan hiicrelerin
olusumunu 6nemli derecede uyardigini ve askorbik asit’in civa klorit’in mutajenik

aktivitesine kars1 koruyucu potansiyele sahip oldugunu bulmuslardir. Khaidakov ve
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ark. (2001), bir memeli kanserojeni olan 7,12-dimethylbenz[a]anthracene (DMBA)
ile serbest radikal olusturarak DNA hasar1 meydana getiren antitiimor ajan bleomisin
tarafindan uyarilan mutasyon frekansinin artmasinda askorbik asit, Vit E, beta-
karoten gibi antioksidanlar ile selenyum mineralinin etkilerini arastirmiglardir. Bu
caligmalarda disi F344 sicanlarina mutajenlerin uygulanmasindan iki hafta once
antioksidanlarla ayr1 ayr1 ya da kombine halde 6n muamele yapilmis ve ¢aligmalarda
askorbik asit ve vit E’nin HGPRT (Hypoxanthine-Guanine Phosphoribosyl
Transferase = Hipoksantin-Guanin Fosforibozil Transferaz) lokusunda ortaya ¢ikan
mutasyon frekansindaki artis1 en yiliksek oranda ortadan kaldirdigi saptanmistir.
Nefic (2001), insan periferal lenfositlerinde in vitro KA test metodu ile sisplastin’e
kars1 askorbik asit’in koruyucu potansiyelini arastirmistir. Arastirict askorbik asit ile
muamele sonucunda sisplastin ile uyarilan anormal metafaz ve kromozomal
anormallik sayisinda istatistik bakimdan 6nemli derecede azalma meydana geldigini
belirtmistir. Ayrica ¢alismada askorbik asit’in antimutajen etkisinin ortaya
¢ikmasinda konsantrasyonun onemli oldugu ve yiiksek konsantrasyonlarda serbest
radikal tireterek genetik hasara neden oldugu bildirilmistir. Aly ve Donya (2002),
tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan rifampisin’in genotoksik etkilerine karsi askorbik
asit ve vit E’nin etkilerini arastirmiglardir. Farelere oral yoldan verilen 10, 50, 150,
300 mg/kg rifampisin’in kromozom anormalliklerini arttirdigt ancak bu artigin
tedavide kullanilan 10 mg/kg rifampisin’in 30 ardigik giin uygulanmasi durumunda
daha az oldugu; 25, 50 ve 75 mg/kg askorbik asit’in doza bagl olarak rifampisin’in
yaptig1 kromozom anormalliklerini 6nemli derecede azalttig1 belirlenmistir. Ahmad
ve ark. (2002), insan lenfosit kiiltiiriinde hidrokortizon’un KA ve KKD’yi
arttirdigini, askorbik asit ve vitamin E’nin arastirilan parametrelerdeki artisa karsi
koruyucu potansiyele sahip oldugunu belirlemislerdir. Ayrica yapilan ¢aligmalarda
askorbik asit ile Vit E’nin birlikte uygulanmasinin kromozom hasarlarinin
onlenmesinde daha etkili oldugu gosterilmistir. Kaya ve ark. (2002), Drosophila
melanogaster’de wing spot testi ile ¢esitli mutajenlerin genotoksik aktivitelerinin
diizenlenmesinde askorbik asit’in roliinii aragtirmislardir. Arastiricilar kobalt klorit
(CoCly), 4-nitrokinolin ve potasyum dikromat’in (K,Cr,0O;) Drosophila’da somatik

mutasyon ve rekombinasyon testlerinde (SMART) genotoksik aktivite gosterdigini
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ve 25, 75 ve 250 mM askorbik asit’in mutasyon frekansini arttirmadigini
belirtmislerdir. Ayrica arastiricilar askorbik asit ile {i¢ test maddesini kombine
uygulamiglar ve potasyum dikromat’in genotoksik aktivitesini azalttigini, 4-
nitrokinolin’in genotoksisitesini etkilemedigini ve kobalt klorit’in neden oldugu
mutasyon frekansimi arttirdigini belirlemislerdir. Kitano ve ark. (2002), potasyum
sorbat, askorbik asit ve demir tuzlarinin karigiminin mutajenik aktivitesini Ames testi
ile aragtirmiglar, ayr1 ayr1 uygulandiklarinda inaktif olan bu maddelerin birlikte
uygulandiklarinda da S. typhimurium’un TA98 (+/-S9) susunda mutajenitenik etki
gostermediklerini belirlemislerdir. Bununla birlikte ayni arastiricilar bu maddelerin
birlikte uygulanmasi durumunda TA100 susunda S9 mix varken mutasyonlarin
uyarilmadigini buna karsilik S9 mix yokken doza ve uygulama siiresine bagl olarak
mutajenitenin arttigini bildirmislerdir. Egel ve ark. (2002), toksoplazma ve malarya
tedavisinde kullanilan pirimetamin’e karsi askorbik asit’in ve folinik asit’in
aktivitesini arastirmislardir. Insan lenfosit kiiltiiriine 0.025 mg/ml pirimetamin ile 20,
40 ve 80 mM askorbik asit ya da 25, 50 ve 100 mM folinik asit ilave edildigini
bildiren arastiricilar, pirimetamin tarafindan olusturulan aberasyonlarin askorbik asit
ve folinik asit tarafindan doza bagl olarak azaltildigi sonucunu elde etmislerdir.
Konopacka ve ark. (2002), insan lenfositlerinde gama 1sinlar1 tarafindan kromozom
hasarlarinin uyarilmasinda 1-100 pg/ml askorbik asit’in etkisini KA ve Comet testi
ile aragtirmiglardir. Arastiricilar 1sinlandirilmamis hiicrelerde en yiiksek doz olarak
belirlenen 20 pg/ml disindaki dozlarda askorbik asit’in KA frekansini etkilemedigini,
Comet testinde 50 pg/ml konsantrasyonda DNA hasar1 meydana getirdigini
belirlemislerdir. Isinlandirilmis hiicrelerde KA frekansinin askorbik asit varliginda
onemli derecede (% 34) azaldigini, Comet testinde 2 Gy gama radyasyonunun
olusturdugu DNA kiriklarinin  uzaklagtirllmasinin ~ askorbik asit tarafindan
hizlandirildigin1 ve boylece askorbik asit’in DNA tamir islemlerini uyarabilecegini
saptamuglardir. Grey ve Adlercreutz (2003), S. typhimurium’un TA102 susunu
kullanarak ¢esitli oksidanlar tarafindan uyarilan mutajenitenin Onlenmesinde
antioksidanlarin etkisini arastirmiglardir. Bu c¢alismalarda askorbik asit’in hidrojen
peroksit ve t-biitil hidroperoksit tarafindan olusturulan mutajenitenin ortadan

kaldirilmasinda etkili bir ajan oldugu belirtilmistir. Premkumar ve Bowlus (2003),
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demir ile askorbik asit’in bir arada uygulanmalarimin genotoksisite tlizerindeki
etkilerini C3H/He farelerinin kemik iligi hiicrelerinde MN testi ile arastirmislardir.
Uc hafta boyunca 100-300 mg/kg demirle (+/-15 g/kg askorbik asit) beslenen
farelerde yiliksek dozdaki demirin, diisiik dozdaki demire gore MN frekansini
arttirdig1, askorbik asit ilavesinin diisilk demir konsantrasyonlarinda MN olusumunu
etkilememesine ragmen yiiksek konsantrasyonlardaki demir’in uyardigi MN
frekansini azalttigini belirlemis ve askorbik asit’in demir’in klastojenik aktivitesine
kars1 koruyucu oldugu sonucuna varmiglardir. Krishnaja ve Sharma (2003), insan
periferal lenfositlerinde MMC tarafindan uyarilan kromozom hasarlar1 {izerine
askorbik asit’in diizenleyici fonksiyonunu ¢alismislardir. Bu calismada 200 pg/ml
askorbik asit ile 1 veya 2 saatlik 6n muamelenin 0.1 ve 0.2 pg/ml MMC iizerindeki
etkisi KA, KKD ve MN testleri kullanilarak arastirilmistir. Askorbik asit ile 6n
muamelenin MMC tarafindan uyarilan KKD ve MN frekansinin 6énemli derecede
artmasina neden oldugu, KA testinde ise artis meydana getirmedigi saptanmustir.
Robichova ve ark. (2004), HepG2, V79 ve VHI10 olmak iizere ii¢ farkli hiicre
hattinda bir hepatokanserojen olan N-nitrosomorfolin’in klastojenik aktivitesi ve
DNA hasar1 olusturma aktivitesi ile askorbik asit, vit A ve vit E’nin diizenleyici
fonksiyonunu aragtirmislardir. Arastiricilar DNA hasarlari olusturma aktivitesini
belirlemek i¢in Comet testini, klastojenik etkiyi belirlemek i¢in KA testini
kullanmiglar ve N-nitrosomofolin’in doza bagli olarak DNA hasarlarin1 uyardigini,
HepG2 ve V79 hiicrelerinde kromozomal anormallikleri énemli 6l¢iide arttirdigini
saptamislardir. HepG2 hiicrelerinin belirlenen vitaminlerle 6n muamelesi sonucunda
N-nitrosomorfolin tarafindan uyarilan DNA hasarlarinin her {i¢ vitamin tarafindan
onemli derecede azaltildigi halde klastojenik aktivitesinin vit A ve E tarafindan
onemli derecede azaltildig1 ancak vit C tarafindan degistirilmedigi saptanmuistir.
Ahmad ve ark. (2004), hidrokortizon tarafinda uyarilan genotosiditeye kars1 askorbik
asit’inde icinde bulundugu c¢esitli bitkisel ajanlarin etkilerini insan periferal
lenfositlerinde KA, KKD ve replikasyon indeksi (RI) testleri (+/-S9 mix) ile
arastirmiglardir. Calisma sonucunda 60 ve 80 uM askorbik asit’in 24, 48 ve 72
saatlik muamelelerde KKD ve KA’y1 azalttigin1 ve RI’ni arttirdigin1 saptamiglardir.

Geetha ve ark. (2005), quercetin (kersetin) ve askorbik asit ile bunlarin
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kombinasyonlarinin t-biitilhidroperoksit’e karsi antimutajenik etkilerini Ames testi
ile aragtirmiglardir. 0.5-8 nmol kersetin ve 0.1-100 pmol askorbik asit’in
antimutajenik aktiviteye sahip oldugunu belirten arastiricilar 4 ve 8 nmol kersetin ile
500 nmol askorbik asit’in birlikte uygulanmasi durumunda antimutajenik aktivitenin

arttigini bildirmislerdir.

2.2. Azodikarbonamid’le Yapilan Genotoksisite Calismalari

Azodikarbonamid, unlar1 beyazlatmak amaciyla kullanilan maddeler arasinda
yer almaktadir.

Hirakawa ve ark. (2003), p53 tiimor baskilayict geni ile c-Ha-ras
protoonkogeninden elde ettikleri 5’ ucu *?P ile etiketlenmis DNA fragmetlerini
kullanarak semikarbazid’in DNA hasarlar1 olusturma aktivitesini arastirmislar ve
yaptiklar1 deneylerde semikarbazid’in, Cu(II)’m bulundugu ortamda karbomoil
radikalleri ile timin ve sitozin bolgelerinde DNA hasar1 olusturdugunu
belirlemiglerdir. Ayrica arastiricilar azodikarbonamid’in de karbomoil radikalleri
olusturarak DNA’da GGG ve GG siralarinin 5°-G bolgesinde hasar meydana

getirdigini belirtmislerdir.
2.3. Benzol Peroksit

Benzol peroksit, unlardaki istenmeyen renklerin ortadan kaldirilmasi
amaciyla kullanilan maddeler arasinda yer almaktadir. Benzol peroksit’in Slaga ve
ark. (1981) tarafindan fare derisinde bir tiimér promotorii (gelistirici) olarak
belirlenmesinden sonra bu maddenin giivenirligi hakkindaki siipheler artmis ve
bir¢cok genotoksisite-kanserojenite testi ile giivenirligi saptanmaya ¢alisilmstir.

2.3.1. Benzol Peroksit ile Yapilan Diger Genotoksisite Calismalari

Maya D-4 dollerinde gen mutasyon testinde metabolik aktivasyonun oldugu

ve olmadigr ortamlarda benzol peroksit’in negatif sonu¢ verdigi belirlenmistir
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(Litton Bionetics, 1975: Binder ve ark. 1995’ten). Bir baska g¢alismada benzol
peroksit’in E. coli’de DNA hasarlari olusturmada zayif bir aktiviteye sahip oldugu ve
DNA tamir sistemi olanlara gére DNA tamir sisteminden yoksun olan E. coli WP-2
suslarinda daha toksik oldugu bildirilmistir (DeFlora ve ark. 1984: Binder ve ark.
1995°ten). Benzol peroksit’in E. coli SOS (umu) testinde pozitif sonug¢ verdigi
belirtilmistir. Caligmada benzol peroksit’in SOS aktivitesini (beta galaktosidaz
sentezini) kontrole gore arttirdig1 ancak bu etkinin doza bagli olmadig: belirtilmistir
(Matula ve ark. 1987: Binder ve ark. 1995’ten). Eder ve ark.’da (1989), benzol
peroksit’in E. coli PQ37 susunda SOS aktivitesini arttirdigin1 ancak PM21 ve
GC4798 suslarinda bu artisin goriilmedigini belirtmislerdir. E. coli WP-2 uvrA
suslarinda hem S9 mix’in bulundugu hem de bulunmadigr ortamda benzol
peroksit’in mutasyon uyarmadigi bildirilmistir (National Institue of Environmental
Research (NIER), 2001: SIDnitial Assessment Report, 2002’den).

Yapilan baska bir ¢alismada benzol peroksit’in sican hepatosit kiiltiiriinde
zamansiz DNA sentezinde kii¢iik bir artisa neden oldugu belirtilmis ancak deneyde
kullanilan ¢oziiciide de ayni etki gozlendiginden elde edilen sonuglarin biyolojik
olarak 6nemli olmadig1r vurgulanmistir. Ayrica bu ¢alismada T-51-B hiicrelerinde
benzol peroksit’in sitotoksik ve genotoksik etkileri arastirilmis ve benzol peroksit’in
HGPRT gen lokusunda mutasyon olusturmada zayif pozitif etkiye sahip oldugu,
ancak ortaya ¢ikan bu mutajenik yanitin, doza bagli olmadigi; 10 pg/ml ve 50 pg/ml
benzol peroksit’in mutasyon frekansinda istatistiksel olarak dnemli bir artis meydana
getiritrken 20 pg/ml ve 35 pg/ml benzol peroksit’te bu etkinin goriilmedigi
bildirilmistir (Swierenga ve ark. 1987: Binder ve ark. 1995°ten).

Akman ve ark. (1992), mutasyon belirleyici pS189 plazmidinin supF geninde
benzol peroksit’in promutajenik hasarlari uyarma potansiyelini arastirmislardir.
Deney i¢in pS189 plazmidi, Cu(I)’in oldugu veya olmadigi ortamda benzol peroksit
ile muamele edilmis ve daha sonra insan Ad293 hiicrelerine transfekte edilerek
replikasyonu saglanmistir. Deney sonucunda 0.1-1.0 mM benzol peroksit’in plazmid
replikasyonunu engelledigi ve Cu(I) ilavesinin plazmid toksisitesini arttirmadigi
belirlenmistir. Ayrica benzol peroksit’in tek basina ya da 0.1 mM Cu(l) ile birlikte

uygulandiginda spontan mutasyon frekansini doza bagli olarak 100 kattan daha fazla
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arttirdig1 belirlenmistir. Ayni zamanda mutasyonlarin uyarilmasi i¢in Cu’in gerekli
olmadigini, ancak Cu’in hem benzol peroksit araciligiyla mutasyonlarin uyarilmasini
arttirdigt hem de mutasyon olusumu ic¢in gerekli olan benzol peroksit
konsantrasyonunun esik degerini  disiirdiigiinii  belirlemiglerdir. BPO/Cu(l)
araciligtyla uyarilan bu mutasyonlarin metal baglayict EDTA (Etylenediamine
tetraacetic acid) tarafindan engellenirken mannitol ve DMSO gibi hidroksil radikal
yakalayicilar1 ya da indirgenmis glutatyon tarafindan degistirilmedigi belirlenmistir.
supF geninde biiyiik ve kii¢iik delesyonlarin yaninda mutantlarin biiyiik bir kisminin
nokta mutasyonu tasidig belirtilmistir. Arastiricilar, mutasyonlarin siklikla meydana
geldigi bolgelerin, GC baz ¢ifti bolgeleri oldugunu ve bu bélgelerin Cu’in DNA’ya
baglandig1 bolgeler olabilecegini belirtmislerdir. Bu sonuglardan yola ¢ikan
aragtiricilar Cu’in DNA’ya baglanmasinin, benzol peroksit ile promutajenik DNA
hasarlarini aktive edebilecegini belirtmislerdir.

Daha yakin bir zamanda Akman ve ark. (1993), pCMV plazmid gal
DNA’sinda benzol peroksit ve CuCl tarafindan bazlarin modifikasyonunu
arastirmiglardir. Benzol peroksit ve CuCl reaksiyonu ile meydana gelen modifiye
bazlarin yaninda muamelesiz kontrol gruplarinda da spontan olarak olusan baz
modifikasyonlari belirlenmis ve adenin (A) modifikasyonunda 20 kat, guanin (G) ve
sitozin (S) modifikasyonunda yaklasik 4 kat ve timin (T) modifikasyonunda yaklasik
2 kat artigin oldugunu bulmuslardir. Ayrica benzol peroksit/CuCl muameleli plazmid
DNA’sinda baz modifikasyonuyla en yiiksek oranda 8-hidroksiguanin meydana
geldigini de saptamiglardir. Arastiricilar benzol peroksit ve Fe’in baz hasarlarinda
nispeten daha etkisiz ve benzol peroksit’in en biiyiik metaboliti olan benzoik asit’in
ise tamamen etkisiz oldugunu bildirmislerdir. Ayrica arastiricilar hidroksil radikal
yakalayicisi  DMSO’nun, benzol peroksit/CuCl tarafindan uyarilan baz
modifikasyonlarmi % 10-50 oraninda ortadan kaldirdigini belirlemislerdir. Bu
verilerden yola ¢ikan arastiricilar benzol peroksit ve CuCl reaksiyonu sonucu, DNA
baz hasarlarina sebep olan hidroksil radikallerinin veya benzer reaktif tiirlerin
olustugunu ve bunlarin benzol peroksit/CuCl aracilifiyla ortaya ¢ikan mutasyondan

sorumlu olabilecegini belirtmislerdir.
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King ve ark. (1996), memelilerde benzol peroksit araciligiyla mutasyon
olusumunda baz modifikasyonlarinin roliinii aragtirmak i¢in diizenledikleri deneyde
sicangillere ait keratinosit kiiltiirlindeki DNA’da 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-
OHdG) olusumunu belirlemislerdir. Deneyde 10 uM benzol peroksit’in 1-2 saat
icinde 8-OHAG miktarii, kontrole gore 3 kat arttirdigini ve benzol peroksit ile
muameleden sonraki 6 saat i¢inde 8-OHdAG miktarinin sabit kaldigini belirtmislerdir.
Cu baglayict bathocuproine disulfonic acid ile 6n muamele yapilmasinin benzol
peroksit ile olusturulan 8-OHAG miktarmi azalttigimi ancak demir baglayict
desferal’in azaltmadigini belirten arastiricilar benzoik asit’in 8-OHdG olusumunda
etkisiz oldugunu da belirlemislerdir. Sonu¢ olarak arastiricilar sitotoksik olmayan
konsantrasyonlardaki benzol peroksit’in 8-OHdG olusumunda Cu’a bagimli aktivite

gosterdigini bildirmislerdir.

2.3.2. Benzol Peroksit’in DNA Tek Iplik Kiriklar1 Uzerindeki Etkileri

DNA tek iplik kiriklarinin biyolojik dnemi bilinmemektedir. Ancak yapilan
birka¢ calisma, DNA iplik kiriklariin  genotoksisitede ©Onemli bir rol
oynamayacagini gostermektedir. Buna dair en inandirict veri KA uyarilmasinda
radyasyonun roliinii arastiran ¢alismalardan elde edilmistir. Yapilan caligmalarda
diisiik enerjili radyasyonun, yiiksek miktarda DNA tek iplik kiriklar1 olustururken
KA’y1 uyarmada ¢ok daha az etkili oldugu, bunun aksine yiiksek enerjili
radyasyonun daha az tek iplik kg, daha c¢ok ¢ift iplik kirigr olusturdugu
belirlenmistir (Preston, 1983: Binder ve ark. 1995°ten). Bagka bir calismada Morgan
ve ark. (1985), DNA tek iplik kiriklarinin genellikle ¢ok hizli tamir edildigini ve bu
nedenle anormallik olusturma sansinin azaldigini, hatta tamirde gecikme olsa dahi
anormallik frekansinin artmadigini belirlemislerdir. Ancak yinede DNA tek iplik
kirig1 testi genotoksisitenin belirlenmesinde indikator test olarak kullanilmaktadir.
Benzol peroksit’in DNA tek iplik kiriklariin (DNA single strand breaks=SSB)
olusumunu uyarmadaki etkilerini arastirmak i¢in yapilan bir¢ok deneysel ¢alisma

bulunmaktadir.
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Gensler ve Bowden (1983), JB6 fare epidermal hiicrelerinde 50 uM benzol
peroksit’in sitotoksisiteye neden olmaksizin DNA tek iplik kiriklarini uyardigini
belirlemislerdir. Saladino ve ark. (1985), 56 uM benzol peroksit’in insan bronsiyal
epitel hiicrelerinde biiylimeyi % 50 oraninda ortadan kaldirdigini ve 100 uM benzol
peroksit’in DNA tek iplik kiriklarini uyardigini saptamislardir. Birnboim (1986), in
vitro insan lokositlerinde 50 uM benzol peroksit ile uyarilan DNA iplik kiriklarinin
benzol peroksit’in hiicrelerden yikanarak uzaklastirilmasini takiben 30 dakikalik bir
zaman igerisinde tamir edilmedigini belirlemistir. Ancak ayni kosullar altinda
iyonize radyasyon tarafindan uyarilan DNA iplik kiriklarinin yeteri kadar tamir
edilebildigini belirtmis ve DNA hasarlarinin yavas tamir edilmesinin, timor
ilerlemesinde 6nemli olabilecegi sonucuna varmistir. Ancak Binder ve ark. (1995),
benzol peroksit gibi lipofilik maddelerin, yikanarak hiicrelerden tam olarak
uzaklagtirilamayacagini ve yikanmadan sonra iplik kiriklarindaki artisin devam
etmesinin buna bagli oldugunu belirtmektedirler.

Hartley ve ark. (1985 ve 1987), fare epidermal BALB/c keratinositlerinde
tamamen sitotoksik doz olan 100 pM benzol peroksit’in DNA tek iplik kiriklarini
uyardigini belirtmislerdir. Buna zit olarak kanserojenlerle muamele edilmis deriden
veya papillomlardan tiireyen hiicre hattinin, benzol peroksit tarafindan uyarilan iplik
kiriklarina karsi1 direngli oldugunu belirtmislerdir. Benzer olarak Gabrielson ve ark.
(1990), kiiltiire edilmis A116 insan bronsiyal epitelyum hiicrelerinde DNA tek iplik
kiriklarinin olusumunun benzol peroksit tarafindan uyarildigini ancak insan EKVS
akciger karsinomlu iki hiicre hattinda kiriklarin uyarilmadigini belirtmislerdir.
Hartley ve ark. (1985 ve 1987), normal ve karsinomlu hiicreler arasindaki bu farkin
benzol peroksit’in tlimor ilerletici aktivitesinde temel olabilecegini de belirtmislerdir.
Bir bagka ¢alismada benzol peroksit’in asiri sitotoksik dozlarda T-51-B bronsiyal
epitelyum hiicrelerinde DNA iplik kiriklart meydana getirdigi belirlenmistir
(Swierenga ve ark., 1987: Binder ve ark. 1995’ten).

Benzol peroksit aracilifiyla DNA tek iplik kiriklariin uyarilmasinin altinda
yatan mekanizmay1 aciklayabilmek i¢in ¢esitli arastirmalar yapilmistir. Bu
caligmalarda, 10-1000 uM benzol peroksit’in ®X-174 fajinda DNA tek iplik
kiriklarina sebep oldugu bildirilmistir. Bu sistemde benzol peroksit ile DNA iplik
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kiriklarimin  uyarilmasinin  tamamen Cu'' ilavesine bagli oldugu, diger gecis
metallerinin veya benzoik asit’in bu olayda etkili olmadig1 belirtilmistir. Electron
paramagnetic resonans spectroscopy (EPR) ile bu kosullarda dncelikle benzoloksil
radikallerinin olustugu gosterilmistir. Hiicre oOziitliniin olmadigi ortamda benzol
peroksit’in Cu ile inkiibe edildigi zaman fenil radikalleri ve CO, olusturmadigi
belirlenmistir. Ayrica bu ¢alismalarda benzol peroksit tarafindan faj DNA’sinda tek
iplik kiriklarinin uyarilmasinin metal baglayicilar, glutatyon ve ergothioneine gibi
hidrojen dondrleri ve benzoloksil radikal yakalayicilari tarafindan engellenirken fenil
radikal yakalayicilar, katalaz ve siliperoksit dismutaz gibi antioksidan enzimler ve
mannitol ile benzoik asit gibi hidroksil radikal yakalayicilar tarafindan
engellenmedigi belirlenmistir (Swauger ve ark. 1991; Kensler ve ark. 1991: Binder
ve ark. 1995’ten). Benzol peroksit ile DNA tek iplik kiriklarinin uyarilmasindaki
mekanizmay1 agiklamaya calisan bir bagka calismada 30-300 uM benzol peroksit’in
fare epidermal 308 hiicre hattinda DNA tek iplik kiriklarin1 doza bagli olarak
arttirdigr gosterilmistir (Swauger, 1991: Binder 1995’ten). Faj DNA’s1 ve epidermal
308 hiicrelerinden elde edilen bu verilere dayanarak arastiricilar benzol peroksit ile
DNA iplik kiriklarinin olusumunun uyarilmasinda en biiyiik rolii benzoloksil

radikallerinin {istlendigi sonucuna varmislardir.

2.3.3. Benzol Peroksit’in, Kimyasallar ile Uyarillan Kanserlesmedeki Etkileri

Benzol peroksit ile yapilan c¢aligmalarin 6nemli bir boliimiinii kimyasallar
tarafindan uyarilan kanser olusumundaki roliinii arastiran ¢alismalar olusturmaktadir.
Kimyasallarla kanser olusumunda genellikle iki donem ayirt edilmektedir. Bunlardan
birincisi baglatma (initiation) donemidir. Bu donemde kimyasal etkenin kendisi veya
bu etken prokanserojen ise viicutta ondan olusan reaktif metabolit, hiicrenin DNA
zincirlerinde irreversibl, kalict bir bozukluk yapar. Bu donem kisa zamanda (birkag
dakika, saat veya giin) tamamlanir. Kanser olusumu icin boyle bir etki gereklidir
fakat yeterli degildir. Baslatict etkinin siddeti, ileride kanser olusmasmin sikligini
saptar. Fare derisi lizerinde kanser olusturma seklinde yapilan rutin kimyasallarla

kanser olusum deneylerinde kullanilan baslatict maddeler (initiatér) (primer
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kanserojen) genotoksiktir ve baglatma igslemi i¢in ¢ogunlukla mutasyonlar gereklidir.
Kimyasal maddelerle kanser olusum deneylerinde baslatic1 olarak genellikle 7,12-
dimethylbenz[a]anthracene (DMBA) kullanilmaktadir. DMBA’nin Ha-ras geninin
61. kodonunda A-T ciftinde transversiyon tipi mutasyonlara neden oldugunu birgok
arastiric1 tarafindan bildirilmistir (Bizup ve ark. 1986; Quantanilla ve ark. 1986;
Brown ve ark. 1986; Roop ve ark. 1986; Leder ve ark. 1990; Nelson ve ark. 1992:
Binder ve ark. 1995’ten). Kimyasal maddelerle kanser olusumunda ikinci basamak
gelistirme veya evrim (promotion) donemidir. Bu donemi olusturan etkenler
genellikle sitotoksik maddelerdir. Dokuda hiicre 6liimiine neden olarak onarici hiicre
proliferasyonunu arttirirlar veya kotii huylu potansiyele sahip olan mutant hiicrelerin
gelismesine olanak verirler. Bu donemin tamamlanmasi baglatma doneminin aksine
uzun zaman alir. Aylarca veya yillarca siirebilir ve gelistirici maddenin ortamda
devamli olarak bulunmasini gerektirir. Maddenin uygulanmasina son verilirse
gelisme biter. Yani bu donem baglatmanin tersine reversibl bir olaydir. Fare derisi
tizerinde yapilan deneylerde gelistirici (promotor) (ko-kanserojen) olarak genellikle
12-O-tetradecanoyl phorbol-13-acetate (TPA) kullanilir. Bu madde deriye DMBA
stiriilmesinden sonraki giinlerde, yinelenerek fakat kisa siire uygulanirsa genellikle
iyl huylu timoér olusturmaktadir, kotii huylu timér olusturmasi i¢in uzun siire
uygulanmalidir.

Baglatma/gelistirme deneyleri genel olarak duyarli farelerin derilerinde
papillom olusumuyla sonuc¢lanmaktadir. Bu iyi huylu tiimoérlerin bir kismu gerilerken
bir kismi spontan olarak pullu hiicre karsinomlarina doniismektedir. Fare deri
tiimdrlerinde kétii huylu fenotiplerin artisinin, normal Ha-ras geninin kaybolmasi ile
ortaya ¢ikan aneuploidi ve bazi durumlarda p53 tiimor supresor gen fonksiyonunun
inaktivasyonu ile oldugunu belirtilmektedir (Balmain ve ark. 1992: Binder ve ark
1995°ten). Iyi huylu papillomlarin k&tii huylu karsinomlara doniisiimiiniin, timérlii
derinin kanserojenlerle, bilinen sitotoksik ajanlarla, serbest radikal iireten bilesiklerle
ve iyonize radyasyon ile arttirildig: belirtilmektedir (Roe ve ark. 1972; Hennings ve
ark. 1983; O’ Connel ve ark. 1986; Hennings ve ark. 1986; Jaffe ve ark. 1987,
Hennigns ve ark. 1990: Binder ve ark. 1995’ten). Ko6tii huylu doniisiimleri arttiran bu

maddeler ilerletici (progresor) olarak adlandirilmaktadir (Kayaalp, 1994).
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2.3.3.1. Kanser Olusumunda Benzol Peroksit’in Tiimor Baslatma Aktivitesi

Yapilan deneysel caligmalar benzol peroksit’in baslatict aktivitesinin
olmadigin1 géstermektedir. Bu calismalar su sekilde 6zetlenebilir:

21 disi Swiss fareye 3 hafta boyunca, haftada iki kez aseton i¢inde 9% 0.5’lik
benzol peroksit ve sonra haftada iki kez % 5°lik kroton yag1 vererek yapilan deneyde
67 haftalik deney siiresince tiimor gelismedigi bildirilmistir (Saffioti ve Shubik,
1963: Binder ve ark. 1995°ten). Slaga ve ark. (1981), 30 disi SENCAR fareye
asetondaki konsantrasyonu % 0.5-20 oraninda olacak sekilde bir kez 1, 10, 20 ve 40
mg benzol peroksit muamelesini takiben 52 hafta boyunca haftada iki kez 2 pg TPA
verdiklerinde tiimor insidansinin, yalnizca asetonu takiben TPA ile muamele edilen

kontrol grubundan yiiksek olmadigini belirlemislerdir.

2.3.3.2.Kimyasallar Tarafindan Uyarilan Kanser Olusumunda Benzol

Peroksit’in Tiimor Gelistirme Aktivitesi

Benzol peroksit’in tiimor olusumunu gelistirici (promotor) aktivitesini
belirlemek amaciyla yapilan ¢calismalar sdyle 6zetlenebilir:

Benzol peroksit’in disi  SENCAR farelerinde DMBA ile baglatilan
papillomlar ve pullu hiicre karsinomlari i¢in tiimor gelistirici aktiviteye sahip oldugu
ilk kez Slaga ve ark. (1981) tarafindan bildirilmistir. Odukoya ve Shklar (1984), 16
disi ve erkek Syrian golden hamsterlerin yanak keselerine 10 hafta boyunca haftada 3
kez uygulanan % 0.1 DMBA’1 takiben 6 hafta boyunca haftada 3 kez verilen aseton
icindeki % 40 benzol peroksit’in karsinom gelistirmede etkili oldugunu
belirtmiglerdir. Kurokawa ve ark. (1984), deride kanser olusumunda 6 oksitleyici
maddenin timor gelistirici aktivitesini ve tamamen kanserojenik aktivitesini
belirlemek amaciyla diizenledikleri deneyde disi SENCAR farelerini, test
maddeleriyle DMBA’y1 takiben 51 hafta boyunca veya DMBA verilmeden 51 hafta
muamele etmislerdir. Deney sonucunda benzol peroksit’in tiimor gelistirici
aktivitesine 1ilaveten tamamen kanserojen aktiviteye sahip olabilecegini de

belirlemislerdir. Bir baska calismada 30-40 disi SENCAR fareye DMBA’y1 takiben

25



2. ONCEKI CALISMALAR Arzu YAVUZ

40 hafta boyunca haftada iki kere verilen aseton i¢indeki 20 mg/kg benzol peroksit’in
timor gelistirdigi belirtilmistir (Reiners ve ark. 1984: Kraus ve ark. 1995’ten). Ayni
arastiricilar tarafindan yapilan ¢alismalarda, 30-40 disi C57BL/6 farelerinde tiimor
baslaticis1 olarak DMBA veya benzo(a)pyrene (BaP) kullanildiginda da benzol
peroksit’in tiimor gelistirmede pozitif sonu¢ verdigi belirtilmistir (Reiners ve ark.
1984: Kraus ve ark. 1995’ten). Schweizer ve ark. (1987), yaptiklar1 ¢alismalarda 20
erkek Syrian golden hamsterlerine 10 mg/kg DMBAy1 takiben 1 ml aseton iginde 80
ve 160 mg/kg olmak {iizere iki farkli dozda benzol peroksit’i 16 ay boyunca haftada
tic kez vermisler ve hamster derisinde melanotik tiimoér olusumunda benzol
peroksit’in gelistirici aktiviteye sahip oldugunu belirlemislerdir. Bir baska ¢alismada
DBA/2 farelerinde DMBA’dan sonra uygulanan aseton i¢indeki 10-40 mg benzol
peroksit’in timor gelistirici aktivitesi i¢in pozitif sonug elde edilmistir (DiGiovanni
ve ark. 1992: Kraus ve ark. 1995’ten). Yapilan bir diger ¢alismada aseton igindeki 20
mg/kg benzol peroksit’in hem DMBA hem de MNNG tarafindan baslatilan kanser
olusumunda SENCAR farelerinde tiimor gelistirici aktiviteye sahip oldugu, Swiss
CD-1 farelerinde tiimor baslatict olarak DMBA kullanildiginda pozitif, MNNG
kullanildiginda negatif sonug¢ verdigi ve B6C3F1 farelerinde hem DMBA hem de
MNNG’de negatif etkiye sahip oldugu belirtilmistir (National Toxicology
Programme (NTP), 1994: Kraus ve ark. 1995’ten). Daha yakin bir zamanda Qiu ve
ark. (2000), Syrian golden hamsterlerinde DMBA tarafindan uyarilan kanser
olusumunda benzol peroksit’in timor gelistirici  etkiye sahip oldugunu
gostermislerdir.

Benzol peroksit’in timor gelistirme aktivitesine sahip oldugunu belirten bu
caligmalarin yaninda tiimor gelistirmede negatif etkili oldugunu gdsteren caligmalar
da bulunmaktadir. 16 disi ve 16 erkek Oslo tiiysiiz fareye, UV radyasyonundan 5-30
dakika once % 5 benzol peroksit’e sahip ticari bir formiilasyonun (panoxyl) 60-61
hafta boyunca haftada iki kere uygulanmasinin UV tarafindan olusturulan timor
insidansini arttirmadigi, aksine UV radyasyonu ile uyarilan tiimorlere karsi bir
koruma sagladigi bildirilmistir (Iversen, 1986: Binder ve ark. 1995’ten). Ayni
arastiric1 tarafindan yapilan bir baska calismada 52 hafta, haftada iki kere, UV

radyasyonundan 5-30 dakika sonra uygulanan panoxyl’in UV radyasyonu ile
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olusturulan tiimor yanitini1 etkilemedigi belirtilmistir. Ayrica bu ¢alismalarda DMBA
ile muamele edilmis Oslo tiiysiiz fareleri ile SENCAR farelerinde panoxyl’in etkisi
arastirilmis ve Oslo farelerinde DMBA ’nin kanserojenik etkilerini ¢ok az arttirdigini
ve SENCAR farelerinde koruyucu etkisinin oldugunu bildirmislerdir (Iversen, 1988:
Binder ve ark. 1995°ten). Epstein (1988), 270 mJ/cm” UV-B radyasyonu verilen
tilysiiz Uscd farelerinin 54 hafta boyunca haftada 5 kere % 5 benzol peroksit igeren
ticari bir liriin ile muamelesinin timor yanitina etkisini aragtirmig ve Iversen ile
tutarli olarak negatif sonug bildirmistir. 30 disi Swiss CD-1 fare ile yapilan bir bagka
calismada aseton igindeki 20 mg benzol peroksit’in DMBA ve MNNG
uygulanmasindan sonra tiimor gelistirici aktiviteye sahip olmadigr bildirilmistir. Bu
calismada benzol peroksit ile muamele siiresinin 30 hafta boyunca haftada 2 kez
oldugu bildirilmistir (DiGiovanni ve ark. 1992: Binder ve ark. 1995’ten).

Bu c¢alismalarin disinda insanlarda akne tedavisi i¢in benzol peroksit
kullanimi ile deri kanseri ve kotli huylu melanom olusumu arasinda bir iliskinin
olmadig1 bildirilmistir (Cartwright ve ark. 1988; Hogan ve ark. 1991).

Kawanishi ve ark. (1999), benzol peroksit’in timor gelistirici
fonksiyonundaki mekanizmay1 agiklayabilmek amaciyla insan p53 tiimor baskilayici
geni ile c-ha-ras-1 protoonkogeninden elde edilen “?P isaretli DNA fragmentlerini
kullanarak benzol peroksit’in oksidatif DNA hasar yetenegini arastirmislardir.
Benzol peroksit’in tek iplikli DNA’da tek G bolgelerinde hasar meydana getirmesine
karsilik cift iplikli DNA’da Cu(l) varliginda GG ve GGG siralarindaki 5’-ucu G
bolgesinde hasar olusumlarin1i uyardigini gostermislerdir. Arastiricilar benzol
peroksit/Cu(I)  tarafindan  8-okso-7,8-dihidro-2’-deoksiguanozin  (8-0xodQG)
olusumunun tek iplikli DNA’ya gore ¢ift iplikli DNA’da daha fazla uyarildigini
belirlemiglerdir. Ayrica benzol peroksit’in insan hiicre kiiltiiriinde 8-oxodG miktarini
arttirdigin1 da gostermislerdir. Sonug olarak arastiricilar benzol peroksit ve Cu(l)
reaksiyonu ile olusan benzoloksil radikallerinin, ¢ift iplikli DNA’nin GG ve GGG
siralarindaki  5°-G  bolgesini  oksitledigini,  8-0xodG olusumu ve 5’ ucu G
lezyonlarina neden oldugunu, bu sekilde benzol peroksit’in timor gelistirici

aktivitesiyle iliskili olabilecegini belirtmislerdir.
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2.3.3.3.Kimyasallar Tarafindan Uyarllan Kanser Olusumunda Benzol

Peroksit’in Tiimor ilerletme AKtivitesi

Benzol peroksit’in kotii huylu doniistimleri arttirma aktivitesini aragtiran
bircok c¢alisma bulunmaktadir. Benzol peroksit’in SENCAR farelerinde deri
papillomlarinin pullu hiicre karsinomlarina gelismesini arttirdigir Binder ve ark.’nin
(1995) bildirdigine gore ilk kez Rotstein ve ark. (1986) tarafindan belirlenmistir. Bu
calismada 12 hafta boyunca haftada iki kez uygulanan aseton icindeki 20 mg/kg
benzol peroksit’in DMBA/TPA ile uyarilan papillomlarin, karsinomlara doniigiimiinii
kontrole gore iki kattan daha fazla arttirdigini bildirilmistir (Rotstein ve ark. 1986:
Binder ve ark. 1995’ten). O’Connell ve ark. (1986) tarafindan yapilan ¢alismada
timor tagstyan SENCAR farelerine, 20 mg/kg benzol peroksit’in 21-40 hafta boyunca
tekrarlanan uygulamalarinin iyi huylu papillomlarin pullu hiicre karsinomlarina ve
keratoakanthomlara doniisiimiinii {i¢ kattan daha fazla arttirdig1 belirtilmistir. Athar
ve ark. (1989), SENCAR farelerine DMBA ve TPA uygulanmasi ve SKH-1 tiiysiiz
farelere UV-B uygulanmasi sonucunda papillom gelisiminin oldugunu ve hem
SENCAR hem de SKH-1 farelerine benzol peroksit uygulanmasinin pullu hiicre
karsinomlar1 ve keratoakanthoma gibi koti huylu doniistimleri arttirdigini
gostermislerdir. Bonfil ve ark. (1989), sigangillere ait CH72 pullu karsinomlu hiicre
siralarinin yayilma yeteneginin benzol peroksit tarafindan 5-8 kat arttirildiginm
gostermiglerdir. Bu hiicrelerin benzol peroksit’le birlikte superoksit dismutaz ve
CuSO, gibi serbest radikal yakalayicilar ile muamelesinin hiicrelerin yayilma
potansiyelini 6nemli 6l¢giide azalttigin1 da gosteren arastiricilar karsinomlu hiicrelerin
yayilma yeteneklerinin arttirtlmasinda reaktif oksijen tiirlerinin rol oynayabilecegini

belirlemislerdir.

2.3.3.4.Benzol Peroksit’in Kimyasallarla Kanser Olusumundaki Etkilerinin

Inaktivasyonu

Kimyasal maddelerle kanser olusumunda timor gelistirici (promotor) olarak

kullanilan benzol peroksit’in bu aktivitesini ortadan kaldiran ¢esitli maddelerle
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yapilan calismalar da bulunmaktadir. Suda ve ark. (1986), Syrian hamsterlerinde %
0.1 DMBA’nin baglatict ve % 40 benzol peroksit’in gelistirici olarak kullanildig:
yanak kesesi kanserinde baglatma ve gelistirme basamaklarinin beta-Carotene
tarafindan engellendigini belirlemislerdir. Athar ve ark. (1991), SENCAR
farelerinde DMBA ve SKH-1 farelerinde UV-B’den sonra uygulanan benzol
peroksit, TPA, 2,2 azobis-(2-amidinopropan) ve tert-biitil peroksibenzoat gibi
maddelerin olusturdugu kotii huylu doniisiimlerin, 10 pg all-trans retinoik asit’in bu
maddelerin uygulanmasindan bir saat dnce muamelesiyle ortadan kaldirilabilecegini
gostermislerdir. Duran ve ark. (1993), fare derisinde benzol peroksit uygulanmasinin
papillom, keratoakanthom ve pullu hiicre karsinomlar1 gibi farkli tipte tiimor
gelistirdigini ve superoksit dismutaz bakir(IT)(3,5-diisopropylsalicylate)2’nin benzol
peroksit tarafindan uyarilan timoér gelisimini ve kotli huylu tiimor ilerlemelerini
onemli Ol¢iide ortadan kaldirabilecegini belirtmislerdir. Ayn1 zamanda arastiricilar
benzol peroksit’in uyardigi kanser olusumunda reaktif oksijen tiirlerinin O6nemli
olabilecegini de belirtmiglerdir. Yesil caydan izole edilen 6 mg polifenolik
fraksiyonlarin benzol peroksit ve 4-nitrokinolin-N-oksit’in arttirdigr koti huylu
dontistimleri azalttigini géstermislerdir (Katiyar ve ark. 1993; Mukhtar ve ark. 1994).
Zhao ve ark. (2000), SENCAR farelerinde antioksidan silmarin’in serbest radikaller
olusturan benzol peroksit tarafindan uyarilan timor ilerlemesi, oksidatif stres,
inflamatuvar yanit {izerindeki etkilerini arastirmak amaciyla diizenledikleri deneyde
6 mg silmarin’in tiim parametrelerde doza bagl olarak koruyucu etkiye sahip
oldugunu belirlemislerdir. Saleem ve ark. (2000 ve 2001), farelerde benzol peroksit
muamelesinin, oksidatif stres, ornitin dekarboksilaz aktivitesinin uyarilmas,
kontrolsiiz DNA sentezinin artmasi, mikrozomal lipid peroksidasyonu ve H,0,
liretiminin artmasi, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon S-
transferaz gibi antioksidan enzim miktarnin azalmasi, ['H]-timidin’in DNA’ya
katiliminin artmasi gibi tiimor gelismesiyle ilgili belirteglerin ortaya ¢ikmasina sebep
oldugu belirtmisler ve spearmint (Mentha spicata=Kivircik nane) oziitii (10, 15 ve
20 mg/kg) ve bircok bitkide bulunan lupeol [lup-20(29)-en-3 beta-ol] (0.75 ve 1.5
mg) ile 6n muamelenin, benzol peroksit araciligiyla olusan hasarlara karsi tiim

parametrelerde doza bagli olarak koruyucu aktiviteye sahip oldugunu
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gostermislerdir. Sultana ve ark. (2003), sigangillere ait deride 0.2 ml aseton i¢indeki
20 mg benzol peroksit ve UVB’nin (420 J/m%/s) katalaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon rediiktaz ve glikoz-6-fosfat dehidrojenaz gibi antioksidan enzimlerin,
glutatyon S-transferaz ve kinon rediiktaz gibi faz 2 metabolize enzimlerin
azalmasina, mikrozomal lipid peroksidasyonunun, ksantin oksidaz aktivitesinin,
ornitin dekarboksilaz aktivitesinin ve [°H]- timidin’in DNA’ya katiliminin artmasina
neden oldugunu belirtmislerdir. 0.2 ve 0.4 mg/kg sikloartenol’iin 6n muamelesinin
belirtilen parametrelerin diizenlenmesine neden oldugunu belirleyen arastiricilar
sikloartenol’iin deri kanser olusumunda etkili bir koruyucu ajan oldugu sonucuna
varmiglardir. Sultana ve ark. (2004), fare derisinde benzol peroksit’in tiimor
gelistirme yanit1 lizerine 13-sis retinoik asit’in iyilestirici etkisini arastirmiglar ve
benzol peroksit’in ortaya ¢ikardigi oksidatif stres, lipid peroksidasyonu, antioksidan
enzim aktivitesinin azalmasi, ornitin dekarboksilaz aktivitesinin ve DNA sentezinin
artmasi gibi tiimor belirteglerinin, 13-sis retinoik asit ile dnemli derecede ortadan
kalktigin1 belirlemiglerdir. Ayrica yapilan ¢alismalar sonucunda benzol peroksit’in S.
typhimurium’un S9 mix varliginda TA98 ve TA100 suslarinda mutasyon uyardigi ve
retinoik asit’in bu mutasyonlara karsi da koruyucu potansiyele sahip oldugu
belirtilmistir. Benzer iki ¢alisma yine ayni arastirict grubu tarafindan yapilmis ve
gentisik asit ile Hibiscus rosa sinensis (Cin giilii) 6ziitlerinin Swiss albino farelerde
benzol peroksit ve UV tarafindan ortaya c¢ikan tiimér yanitina karsi etkili bir
koruyucu ajan olduklar1 gosterilmistir (Sharma ve ark. 2004; Sharma ve Sultana,
2004). Mathur ve ark. (2004) tarafindan yapilan ¢alismada Wistar si¢anlarinda 20
giin uygulanan 294 nm UV-B’i takiben bir ay boyunca haftada iki kere verilen 0.2 ml
aseton igindeki 20 mg benzol peroksit’in kotii huylu tiimdr gelisimine neden oldugu
ve Withania somnifera koklerinden izole edilen 1-oxo-Sbeta, 6beta-epoxy-witha-2-
enolide’in (20 mg/kg) benzol peroksit’in bu etkisine kars1 koruyucu aktiviteye sahip

oldugu belirlenmistir.
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2.3.4. Benzol Peroksit’in Hiicreler Aras1 Haberlesmedeki Etkileri

Benzol peroksit’in hiicreler aras1 haberlesmedeki aktivitesini aragtiran birgok
calisma bulunmaktadir. Slaga ve ark. (1981), Chinese hamster V79 hiicrelerinde,
Lawrence ve ark. (1984), insan epidermal keratinositlerinde, hiicreler arasindaki
haberlesmenin benzol peroksit tarafindan engellendigini belirtmislerdir. Ancak
Zeilmaker ve Yamasaki (1986), Chinese hamster V79 hiicrelerinde sitotoksik
olmayan dozlardaki benzol peroksit’in hiicreler arasi haberlesmeyi etkilemedigini
belirtmistir. Bunun iizerine Binder ve ark. (1995), benzol peroksit’in V79
hiicrelerinde metabolik igbirligi tizerindeki etkilerini yeniden arastirmislar ve benzol
peroksit’in hiicreler arast haberlesmeyi engelledigini gdstermislerdir. Farkli
calismalarda farkli sonug¢larin bulunmasini Binder ve ark. (1995) benzol peroksit’in
¢cOziinlirlik simirtyla iligkili olabilecegini belirtmislerdir. Hu ve Cotgreave (1995),
WB-F344 siganlarinin karaciger epitel hiicrelerini kullanarak yaptiklar1 ¢alismada
25-150 uM benzol peroksit’in hiicreler arasi iletisimde zayif fakat doza bagh bir
azalma meydana getirdigini bildirmislerdir. Bir bagka calismada fare primer
keratinositlerinde, kanserojen maddelerle tiimor baglatilmis fare epidermal 3PC
hiicrelerinde ve fare deri karsinomlarindan tiireyen CA3/7 hiicrelerinde benzol
peroksit ile birlikte birka¢ maddenin hiicreler arasi haberlesmedeki etkisi aragtirilmis
ve benzol peroksit tarafindan her {i¢ hiicrede de haberlesmenin engellendigi (primer
keratinosit>3PC>CA3/7) belirlenmistir (Jansen ve Jongen, 1996; Jansen ve ark.
1996). Budunova ve ark. (1996), SENCAR farelerinin epidermisinde c¢esitli
maddelerin hiicre yiizeyi baglant1 proteinlerin (connexin 26, connexin 43 ve
connexin 31.1) ekspresyonu iizerindeki etkilerini aragtirmislar ve 83 pmol benzol
peroksit’in, bu proteinlerin ekspresyonunda degisiklik meydana getirerek hiicreler

arasi haberlesmeyi etkiledigini belirlemislerdir.

2.4. Klor ve Klor Dioksit’le Yapilan Genotoksisite Calismalari

Klor ve klor dioksit unlari beyazlatmak amaciyla kullanilan kimyasallar

arasinda yer almaktadir.
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Ishidate ve ark. (1984), Salmonella/mikrozom testi ve Chinese hamster
fibroblast hiicrelerinde in vitro KA testi ile 190 sentetik ve 52 dogal gida katki
maddesinin mutajenik etkilerini arastirmislar ve klor dioksit’in sadece Ames testinde
pozitif etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir. Meier ve ark. (1985), klor (hipoklorit
ve hipoklorik asit), monokloramin, klordioksit, sodyum klorit ve sodyum klorat’in
genotoksik etkilerini CD-1 farelerinin kemik iliginde in vivo MN ve KA testi ve
B6C3F1 farelerinde sperm basi anormalliklerini uyarma testi ile arastirmiglar ve 4-8
mg/kg olacak sekilde agiz yoluyla verilen klor’un sperm basi anormalliklerini 6nemli
Olclide arttirdigin1 belirlemislerdir. Douglas ve ark. (1986), Kanada’da Great gol
bolgesindeki alt1 belediyeye ait klorlanmis su Orneklerinin mutajenik etkilerini
Salmonella testi ve Chinese hamster yumurtalik hiicrelerinde KKD ve MN testlerini
kullanarak arastirmiglardir. Klorlanmis su 6rneklerinin hem Salmonella testinde hem
de KKD ve MN testlerinde pozitif sonu¢ verdigini belirlemislerdir. Tan ve ark.
(1987), klor dioksit ile sistein, triptofan, tirozin, histidin, hidroksiprolin, prolin
aminoasitlerinin ve L-glisil-L-triptofan, L-triptofilglisin ve L-aspertil-L-fenilalanin
metil ester (aspartam) dipeptidlerin TA98 ve TA100 suslarindaki (+/- sigan karaciger
S9) mutajenik aktivitelerini calismislar ve 3 peptid ile hidroksiprolin ve tirozin amino
asitlerinin pozitif etkiye sahip oldugunu belirlemislerdir. Hayashi ve ark. (1988),
farelere i.p. enjeksiyon yontemiyle verilen klor dioksit’in MN olusumunu uyardigini
belirlemiglerdir. Owusu-Yaw ve ark. (1991), 70 mM sulu klor veya klor dioksit ile
10 mM triptofanin mutajenik aktivitelerini belirlemek i¢in S. typhimurium’un TA100
ve TA98 suslarimi kullanmislardir. Hem bu testte hem de Chinese hamster
yumurtalik hiicrelerinde KKD testinde sigan karaciger S9 mix yoklugunda pozitif
sonu¢ belirlemislerdir. Yapilan analizler sonucunda, bu maddelerin reaksiyonu
sonucunda olduk¢a mutajenik aktiviteye sahip olan 1,1,3-trikloropropan,l,1,3,3-
tetrakloropropan ve diklorokinolin’in olustugunu belirlemislerdir. Wrisberg ve Van
der Gaag (1992), kagit fabrikalarinda beyazlastirici olarak klor kullanildigini
belirtmisler ve bu islem sirasinda agiga ¢ikarak sulara karisan atik maddelerle diger
atik maddelerin genotoksik etkilerini Mytilus edulis midyelerinde MN testi ve
Nothobranchius rachowi baliklarinda KKD testi ile arastirmiglar ve pozitif sonug

belirlemislerdir. Arastiricilar ortaya ¢ikan genotoksisitede klorla muamele edilmeyen
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maddelerin de etkili oldugunu belirtmislerdir. Sipi ve ark. (1997), Chinese hamster
yumurtalik hiicrelerinde in vitro KKD testinde esit oranda klor/klor dioksit
karisiminin 4 saatlik muamelede doza bagli olarak kardes kromatid degisimlerinin
artisin1 uyardigini belirlemiglerdir. Arastiricilar, KKD olusumunda kontrole gore en
fazla 1.6 kat artis belirlemislerdir. Ayrica klor/klor dioksit karisimi ile 4 ve 20 saatlik
muamele siirelerinde kromatid tipi kromozom aberasyonlarinda sirasiyla 15.5 kat ve
20.5 kat artis meydana geldigini belirlemislerdir. 9:1 oraninda hazirlanan klor/klor
dioksit karigimi ile 20 saat muamelede kromatid tipi aberasyonlarin 40.5 kat arttigi
ve kromozom aberasyonlarindaki artisin 4 saatlik muamelede de gozlendigi
belirtilmistir. Arastiricilar sigan karaciger S9 mix kullanilmasimin genotoksik etkiyi
azalttigin1 da belirlemiglerdir. Liu ve ark. (1999), klor ile muameleli su 6rnekleri,
muamelesiz su Ornekleri ve Cin’deki Chao gol bolgesinden topladiklar1 su
orneklerinin mutajenik etkilerini Salmonella testi, Chinese hamster akciger
hiicrelerinde KKD testi ve glimiis sazani’nin periferal eritrositlerinde MN testi ile
arastirmiglardir. Calismalarin sonunda klorla muamele edilmis su 6rneklerinin hem
Salmonella testinde hem de KKD ve MN testlerinde pozitif sonu¢ verdigini
belirlemislerdir. Kim ve ark. (1999), Salmo salar (Atlantik som balig1) ve
Epinephulus morio’yu 20 veya 200 ppm klor veya klor dioksit eriyigi ile 5 dakika
muamele ettikten sonra baliklardan elde ettikleri Oziitlerin ve test maddesinin
mutajenik etkilerini Ames testi ile arastirmiglardir. Calismalar sonucunda muameleli
baliklardan alinmis 6ziitiin veya klor dioksit’li test maddesinin mutajenik aktivite
gostermedigini belirtmiglerdir. Ayrica bu ¢alismada 200 ppm klorun TA100 susunda
zay1f mutajenik aktiviteye sahip oldugu da belirtilmistir.  Feretti ve ark. (2003),
bitkilerde in vivo kisa siireli mutajenite test yontemlerini kullanarak nétral ve asit
pH’da sodyum hipoklorit (NaClO), klor dioksit (ClO,) ve perasetik asit’in (CHs)-
CO-COOH) genotoksik etkilerini arastirmiglardir. ClO; ile muamele edilmis su
orneklerinin Tradescantia polen hiicrelerinde MN testinde asit pH’da pozitif sonug
verdigini belirten arastiricilar ayrica Allium cepa kok hiicrelerinde KA testinde
NaClO muameleli su 6rneklerinin asit pH’da, C10, muameleli 6rneklerin ise pH 7°de
genotoksik etki gosterdigini belirlemislerdir. Guzzella ve ark. (2004), suyun

dezenfeksiyonu icin kullanilan NaClO, ClO, ve perasetik asit’in mutajenik etkilerini
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S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarinda Ames testi, Escherichia coli’de SOS
testi, Vibrio fischeri’de microtox ve mutatox testi ve Saccharomyces cerevisiae
diploid D7 doéliinde gen mutasyonlari, nokta mutasyonlart ve mitokondriyal DNA
mutasyonlart testleri ile arastirmiglar ve NaClO ve ClO, verilen suyun
genotoksisitesinin arttigini, CH3)-CO-COOH ’in ise herhangi bir etki gostermedigini
belirlemiglerdir. Buschini ve ark. (2004), insan l6kositlerinde Comet testi ve S.
cerevisiae D7 doliinde gen mutasyonlari, nokta mutasyonlar1 ve mitokondriyal DNA
mutasyonlart testlerini kullanarak NaClO, ClO, ve perasetik asit’in etkilerini
arastirmiglar ve her ii¢ dezenfektaninda insan l6kositlerinde zayif genotoksik etkiye
sahip oldugunu ve ClO, i¢in etkili en diisik dozun 0.2 ppm oldugunu
belirlemislerdir. Arastiricilar S. cerevisiae’de yaptiklar1 ¢alismalarda bu maddelerin,
suyun dezenfeksiyonu i¢in kullanilan konsantrasyondan 5-10 kat yiiksek
konsantrasyonlarda genotoksik oldugunu belirtmislerdir. Sutiakova ve ark. (2004),
igme sularindaki klor’un kromozom hasarlar1 olusturmadaki aktivitesini belirlemek
amaciyla disi koyunlarin periferal lenfositlerinde KA ve MN testlerini kullanmiglar
ve hem anormal hiicre frekansinin hem de MN frekansinin kontrole gore dnemli
derecede arttigini belirlemislerdir. Racz ve ark. (2004), dezenfeksiyon i¢in klor’la
muamele edilmis su ile muamelesiz su 6rneklerinin insan periferal lenfositlerinde
apoptotik indeksi nasil etkilediklerini belirlemek amaciyla diizenledikleri deneylerde
100 pl/ml konsantrasyonda dezenfekte edilmis suyun lenfosit kiiltiiriinde apoptozu
onemli oOlgiide uyardigim1 belirtmislerdir. Monarca ve ark. (2005), sularin
dezenfeksiyonu igin kullanilan sodyum hipoklorit, klor dioksit ve perasetik asit’in
genotoksik etkilerini Allium cepa (sogan) kok hiicrelerinde kromozom aberasyonu
testi, Vicia faba (bakla) kok hiicrelerinde MN testi ve Tradescantia polen
hiicrelerinde MN testini kullanarak aragtirmislar; 1-2 mg/l NaClO ve CIO; ile 0.5-2
mg/l perasetik asit’in Vicia faba MN testinde nétral pH’da, 0.1-0.5 mg/l NaClO,
ClO; ve perasetik asit’in, asit pH’da pozitif sonu¢ verdigini belirlemislerdir. Ayrica
bu c¢alisgmada CIlO;’nin kullanilan konsantrasyonlarin ¢ogunda Tradescantia MN

testinde pozitif sonug verdigi de belirtilmistir.

34



2. ONCEKI CALISMALAR Arzu YAVUZ

2.5. Lesitin’le Yapilan Genotoksisite Calismalari

Lesitin, unlarda hem hamuru giliglendirmek hem de bayatlamay1 geciktirmek
amaciyla kullanilan ylizey aktif maddeler arasinda yer almaktadir.

Minnunni ve ark. (1992), askorbik asit, alfa-tokoferol ve lesitinden olusan
antioksidan vitamin karigiminin ve biberiye bitkisine ait 6ziitlerdeki karnosik asit ile
karnosol’un S. typhimurium’un TA102 susunda giiclii antimutajenik etki gosterdigini
ve tert-biitil-hidroperoksit ve hidrojen peroksit tarafindan ortaya ¢ikarilan oksijen

radikallerinin olusturdugu mutajeniteyi ortadan kaldirdigini belirtmislerdir.

2.6. L-Sistein’le Yapilan Genotoksisite Calismalari

L-sistein hamur gelisimini hizlandirmak amaciyla kullanilan indirgen
maddelerdendir.

Stich ve ark. (1978), indirgenmis maddelerin, sistein’in, sisteamin’in,
glutatayon’un, askorbik asit’in ve hidrojen peroksit’in toksik olmayan dozlarda
Cu™nin bulundugu ve bulunmadigi ortamda Ames testinde mutasyon frekansini
Oonemli Olclide arttirmadigint ancak memeli hiicre kiiltiirinde KA frekansim
arttirdigimi ve DNA tamir sentezinde tetikleyici oldugunu bildirmislerdir. Speit ve
ark. (1980), Chinese hanster V79 hiicrelerinde serbest radikaller olusturan
hidroksilamin, hidrazin ve tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan izoniazid’in KKD
olusumlarini uyardigini ve sistein gibi siilfidril grubuna sahip bir bilesikle es zamanl
muamelenin hidrazin ve izoniazid tarafindan meydana getirilen KKD artigini
azaltigimmi belirlemislerdir. Gebhart ve Kappauf (1980), kromozomlarda hasar
meydana getiren trenimon ve 8-hidroksikinolin siilfat tarafindan uyarilan KKD
lizerine L-sistein, beta-aminoetilizotiyouranyum ve d,l-homosisteintiyolakton’un
etkilerini insan lenfosit kiiltiirlinde arastirmislar ve bu maddelerin klastojen etkiyi
azaltmalarina ragmen hi¢ birinin KKD oranmi 6nemli derecede etkilemedigini
belirlemiglerdir. Ray-Chaudhuri ve ark. (1982), tliimor gelistirici TPA, fenobarbiton
ve sakkarin’in KKD iizerindeki etkilerini arastirmislar ve TPA’nin Chinese hamster

yumurtalik ve V79 hiicrelerinde KKD’de kiiciik ama onemli bir artis meydana
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getirdigini ve bu artisin L-sistein ilavesi ile azaldigini belirlemislerdir. Cooray ve ark.
(1982), insan lenfositlerinde patulin ve patulin-sistein karisiminin DNA sentezi
tizerindeki etkilerini hiicresel DNA’ya *H-timidin katilim ile belirlemeye caligmiglar
ve patulin’in *H-timidin’in DNA’ya girisini engellerken patulin-sistein karigiminin
uyardigimi saptamiglardir. Ayrica KKD’nin patulin etkisiyle O6nemli derecede
arttigini, sistein’in bu etkiyi giiclendirdigini belirlemislerdir. Speit ve ark. (1984),
bleomisin, hidrojen peroksit, kisa dalga boylu UV 1sin1 ve uzun dalga boylu UV
1sininin etkilerini V79 hiicrelerinde KA ve KKD testleri ile arastirmislardir. Yapilan
caligmalarda bleomisin’in sadece kromozomal anormallikleri uyarirken hidrojen
peroksit ile her iki UV 1smminin hem KA hem de KKD’yi uyardigini saptanmustir.
Ayrica bu caligmalarda sistein’in tiim muamelelerde tek iplik kiriklarma bagh
kromozom anormalliklerinin frekansini azalttigi, bleomisin ve hidrojen peroksit’in
neden oldugu KKD’yi etkilemezken UV 1sminin uyardigt KKD’yi hafif derecede
azalttigi bildirilmistir. Inoue ve ark. (1985), insan lenfosit kiiltiiriinde
nitrososimetidin’in KKD’yi arttirdigin1 ve bu artigin sistein tarafindan engellendigini
saptamiglardir. Shah ve Mittal (1987), HeLa hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin ¢esitli
evrelerinde farkli dozlardaki gama 1sinlarinin  KKD iizerindeki etkilerini
arastirmislardir. Bu ¢alisma sonucunda gama 1sinlarinin en ¢ok hiicre dongiisiiniin S
fazinda KKD uyardigi ve L-sistein’in tek basina uygulandiginda kendiliginden
olusan KKD’yi ¢ok hafif bir sekilde arttirmasina ragmen gama isinlarindan dnce
verilen L-sistein’in gama 1sinlarinin uyardigi KKD’yi azalttig1 ve bu etkinin en fazla
hiicre dongiisiiniin G1 fazinda goriildiigii saptanmistir. Ayrica gama 1sinlarinin doza
bagl olarak mitoz boliinmelerin gerceklesmesini geciktirdigini ve L-sistein’in hiicre
dongiisiindeki gecikmeleri azalttigini saptamislardir. Glatt (1989), S. typhimurium’un
cesitli suslarint kullanarak (+S9) glutatyon, sistein ve gesitli aktif oksijen tiirlerinin
aktivitelerini aragtirmiglardir. Bu calismalarda sistein ve glutatyonun nicelik ve
nitelik bakimindan genellikle benzer bir mutajenik aktivite gosterdigi, mutant
sayisinin TA97 susunda TA100’e gore 3-4 kat daha fazla oldugu, mutajenik
aktivitenin TA92, TA102 ve TA104 suslarinda gozlenirken TA1535 ve TA1537
suslarinda goriilmedigi belirlenmistir. Ghaskadbi ve Vaidya (1991), farelerde

kolkisin’in mikroniikleuslu polikromatik eritrosit (PE) frekansini ve normokromatik
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eritrositlerin polikromatik eritrositlere oranini (NE/PE) arttirdigini, kolkisin’le ayni
zamanda uygulanan sistein’in gozlenen degisiklikleri etkilemezken kolkisin’den bir
saat 6nce i.p. yoldan verilen sistein’in NE/PE oranin1 baskilarken mikroniikleuslu PE
oranini etkilemedigini ve kolkisin ile sistein’in 37 °C’de 1 saat on inkiibasyonunun
kolkisinin etkisini 6nemli derecede azalttigini belirlemislerdir. Tayama ve Nakagawa
(1991), CHO-K1 hiicrelerinde o-fenilfenol ve onun metabolitleri olan
fenilhidrokinon ve fenilbenzokinon’un genotoksik aktiviteleri ilizerine sistein ve
indirgenmis glutatyon’un etkilerinin aragtirtlmasinda KA ve KKD testlerini
kullanmiglardir. O-fenilfenol, fenilhidrokinon (100 pg/ml) ve fenilbenzokinon (50
ug/ml) ile 3 saatlik muamelede uyarilan sitogenetik ve sitotoksik etkilerin S9 mix
varliginda sistein ve indirgenmis glutatyon (3-10 mM) tarafindan engellendigi
belirlenmistir. Ayrica yapilan ¢alismalarda siilfidril gruplar tastyan bu iki maddenin
S9 mix olmadigr zaman o-fenilfenol tarafindan ortaya ¢ikarilan sitotoksik ve
sitogenetik etkileri engellemedigi aksine siddetlendirdigi ve S9 mix bulunmayan
kiiltiirde 25 pg/ml fenilhidrokinon ve 5 pg/ml fenilbenzokinon’un sitotoksik etki
gosterdigi ve sistein ile indirgenmis glutatyonun bu toksisiteyi engelledigi
belirtilmistir. Sai ve ark. (1992), erkek F344 sicanlarina i.p. yoldan verilen 60 mg/kg
potasyum bromat’in MN frekansim arttirdigimi - ve  potasyum  bromat
uygulanmasindan 30 dakika once ya da sonra 800 mg/kg glutatyon veya 400 mg/kg
sistein’in i.p. yoldan verilmesinin MN uyarilmasin1 6nemli derecede engelledigini
belirlemiglerdir. Yamashita ve ark. (1995), Chinese hamster akciger hiicrelerinde N-
nitrosopirolidin veya N-nitrosodietilamin ile UV tarafindan kromozomal
anormalliklerin uyarildigini ve bu anormalliklerin siliperoksit dismutaz, glutatyon ve

L-sistein tarafindan engellendigini belirlemiglerdir.
2.7. L-Sistein Monohidroklorit’le Yapilan Genotoksisite Calismalari
L-sistein monohidroklorit unlara ilave edilen indirgen maddelerdendir.

Ishidate ve ark. (1984), Chinese hamster fibroblast hiicrelerinde in vitro KA

testi ve Ames testini kullanarak L-sistein monohidroklorit’inde iginde yer aldigi
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bircok maddenin genotoksik aktivitelerini arastirmislar ve bu maddenin hem KA

hem de Ames testinde pozitif sonug verdigini belirlemislerdir.

2.8. Nitrojen Peroksit (Nitrojen Dioksit)’le Yapilan Genotoksisite Calismalar:

Nitrojen peroksit unlar1 beyazlatmak amaciyla kullanilan maddeler arasinda
yer almaktadir.

Inoue ve ark. (1981), alkiliireaz bulunan ya da bulunmayan ortamda NO;’nin
Drosophila’da erkek tiireme hiicrelerinde letal mutasyon meydana getirip
getirmedigini eseme bagl resesif letal mutasyon testi (sex-linked recessive lethal
test) ile aragtirmiglardir. Metiliire, etiliire ve NO,’nin ayr1 ayr1 uygulandiklarinda
mutasyon frekansin1 6nemli derecede arttirmadigini ancak iki giin boyunca 0.1 M
etiliire ve 0.1 M metiliire verilmesinden sonra 3 saat 150-280 ppm NO,’ye maruz
birakilan yetiskin sineklerde mutasyon frekansinin Onemli oOlgiide arttigini
belirlemiglerdir. Tsuda ve ark. (1981), nitrojen dioksit gazinin kromozom morfolojisi
tizerindeki etkilerini Chinese hamster V79-H3 hiicrelerinde arastirmislardir. 0, 5, 10,
20, 50 ve 100 ppm NO; ile 10 dakika muamele edilen Chinese hamster hiicrelerinde
KKD ve KA’da doza bagh olarak artis belirlemislerdir. Isomura ve ark. (1984),
sicanlardan elde edilen primer akciger hiicrelerinde nitrojen oksitlerin (NO ve NO,)
KA tizerindeki etkilerini arastirmiglardir. Arastiricilar bu calismada siganlarin 3 saat
boyunca 8-27 ppm konsantrasyonlarindaki nitrojen oksit gazlarina maruz
birakildigint ve NO’in sadece en yliksek konsantrasyonda (27 ppm) mutasyon
uyardigini, NO>’nin ise 8 ve 27 ppm konsantrasyonlarda kromozom anormalliklerini
kontrole gore 2.5-11.6 kat arttirdigini saptamiglardir. Shiraishi ve Bandow (1985),
NO; ile propilen’in fotokimyasal reaksiyonu ile ortaya ¢ikan {irlinlerin genotoksik
etkilerini Chinese hamster V79 hiicrelerinde KKD testi ile arastirmislar ve 2 saatlik
muamelede kontrole gore 2-3 kat artig belirlemislerdir. Ayrica bu ¢alismada NO; ile
ozonun (O3) etkisi arastirilmis ve bu durumda da KKD’nin arttig1 fakat bu etkinin
NO;+propilen iiriinlerine gére daha az oldugu belirlenmistir. Shiraishi ve ark. (1986),
NO, ile toluen’in fotokimyasal reaksiyon iiriinlerinin etkilerini arastirmak ig¢in

Chinese hamster V79 hiicrelerinde KKD testini kullanmislardir ve pozitif sonug elde
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etmislerdir. Kosaka ve ark. (1985), NO, nin umuC-lacZ flizyon plazmidini tagiyan S.
typhimurium’da umuC ekspresyonunu uyardigini belirlemiglerdir. NO, gazi bu
calismada bakteri siispansiyonuna 10, 30 ve 90 pl/l konsantrasyonlarda 30 dakika
uygulanmistir. Ayrica NO gazinin umuC ekspresyonunu uyarmadigi bu c¢aligmalar
sirasinda saptanmistir. Kosaka ve ark. (1986), NO, gazinin sitotoksisitesini, umuC ve
recA proteinlerinin sentezini uyarmasini ve mutajenik aktivitesini, farkli kapasitede
DNA tamiri yapabilen Escherichia coli suslarinda ¢alismiglardir. 90 ve 180 ul/l NO,
gazinin E. coli bakterilerini 6ldiirdiigiinii ve recA mutantlarinin en hassas; lexA
mutantlarinin orta derecede hassas ve uvrA mutantlar ile yabani tipin ¢ok daha az
hassas olduklarimi belirlemislerdir. 90 pl/l NO;’nin 30 dakika uygulanmasi
durumunda yabani tipte umuC ve recA gen ekspresyonunun arttigini fakat recA ve
lexA mutantlarinda uyarilmadigini  belirlemislerdir. Ayrica yapilan diger
caligmalarda NO; nin WP2 suslarinda mutasyonlara sebep oldugunu belirtmislerdir.
Kosaka ve ark. (1987), NO’in S. typhimurium ve E. coli K-12 suslarinda SOS
testinde pozitif sonu¢ verdigini ve E. coli WP2’de mutajenik oldugunu
belirtmislerdir. Kanoh ve ark. (1987), farelere i.p. yoldan 800 mg/kg oraninda piren
uygulamasindan 6nce 3 giin 20 ppm NO; uygulamiglar ve piren uygulanmasindan
sonra 24 saat daha NO, verilen farelerden elde ettikleri idrar 6ziitlerindeki metabolik
tirlinlerin mutajenik etkilerini S. typhimurium’un TA98 suslarin1 kullanarak Ames
testi ile arastirmiglardir ve 3-hidroksi-1-nitropiren, 6-hidroksi-1-nitropiren, 8-
hidroksi-1-nitropiren ve 1-hidroksipiren’in mutajen oldugunu bildirmislerdir.
Victorin ve Stahlberg (1988), S. typhimurium’un TA100 susunda % 0.5-20 vinil
klorit, eten, propen, 1,3-biitadien, 1-200 ppm etilen oksit, 0.5-20 ppm NO,, 0.1-3.5
ppm ozonun mutajenik aktivitelerini arastirmiglardir. Aragtiricilar bu gazlari hizlar
250, 500 veya 1.000 ml/dakika olacak sekilde 6 veya 7 saat uygulamis ve vinil klorit,
etilen oksit ve NO;’in mutajenik oldugunu belirlemislerdir. Bu sistemde eten, propen
ve 1,3-biitadien’in mutajenik olmadigin1 ozonun ise bakteriyotoksik oldugunu ancak
toksik olmayan dozlarda mutajenik aktivite gostermedigini belirlemislerdir. Victorin
ve ark. (1990), Drosophila’da somatik mutasyon ve rekombinasyon testlerini ve fare
kemik iliginde MN testini kullanarak 1,3-biitidien ve NO;’in fotokimyasal

karisiminin genotoksik aktivitesini aragtirmislardir. Yapilan ¢alismalarda biitidien’in
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tek basmna Drosophila’da mutajenik aktivite gostermedigi ancak 23 saatlik
muamelede 10 ppm biitidien’in farelerde MN uyardig: belirlenmistir. NO;’in ise her
iki test sisteminde de genotoksik aktiviteye sahip olmadigi saptanmistir. Bu iki
maddenin fotokimyasal reaksiyon iriinlerinin ise Drosophila’da mutajenik aktivite
gostermedigi ve fare kemik iliginde ise genotoksik olmadigi belirlenmistir. Victorin
ve Stahlberg (1991), S. typhimurium’un TA100 susunda klorinlenmis alken ile
NOy’in fotokimyasal reaksiyonu sonucunda olusan {iriinlerin etkisini arastirmislardir.
Bu calismada UV ile 1sinlandirma 40 dakika ve muamele ise 20 saat yapilmistir.
Kloroeten, 1,1-dikloroeten ve tetra kloroeten hafif derecede, monokloroeten (vinil
klorit) ise yiiksek derecede mutajenik bulunmustur. Bunun yaninda 1,2-dikloroeten
ve trikloroeten’in mutajen olmadig1 saptanmistir. Yadav ve Seth (1998), NO, ve NO
gazlarimin karigiminin genotoksik aktivitesini aragtirmak i¢in 50 pg/ml (NO,+NO)
iceren havay1 soluyan 45 kisi ile 1770.5 mg/m’® (NO,+NO) iceren atmosfere maruz
kalan 45 altin kuyumcusunun lenfositlerinde mitotik indeks (MI), KA, KKD ve
satellit assosiasyonunu (SAs) arastirmiglardir. Bu c¢alismada tiim parametrelerin
kontrole gore énemli dlgiide arttigini belirlemislerdir: Ik grupta yer alan kisilerde
MI 9.57, ikinci grupta yer alan kisilerde 5.01; benzer sekilde KA tasiyan hiicrelerin
orani ilk grupta 3.48, ikinci grupta 0.711; KKD sayist birinci grupta 10.56, ikinci
grupta 7.02 ve SAs sayist birinci grupta 25.97, ikinci grupta 12.84 olarak
belirlenmigtir. Ayrica bir D grubu kromozom ile bir G grubu kromozom arasindaki
satellit asssosiasyonun (DG tip) iic D grubu kromozom arasinda olusan satellit
assosiasyonundan (D tip) daha fazla oldugunu belirlemisler ve NO, ve NO gaz

karisiminin insanlar i¢in genotoksik oldugu sonucuna varmiglardir.

2.9. Potasyum Bromat

2.9.1. Potasyum Bromat’la Yapilan Genotoksisite Calismalari

Potasyum bromat oksidan &zelliginden dolayr unu beyazlatmak amaciyla

kullanilmaktadir.
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Ishidate ve ark. (1984), Chinese hamster fibroblast hiicrelerinde in vitro KA
ve Ames testlerini kullanarak toplam 242 yapay ve dogal gida katki maddesinin
genotoksik etkilerini aragtirmislar ve potasyum bromat’in her iki testte de pozitif
sonu¢ verdigini belirtmislerdir. Hayashi ve ark. (1988), 47 kimyasal maddenin
genotoksik etkisini farelerde MN testi ile aragtirmislar ve hem intraperitonal (i.p.)
yoldan hem de oral yoldan verilen potasyum bromat’in MN olusumunu uyardigini
belirlemiglerdir. Fujie ve ark. (1988), sican kemik iliginde i.p. enjeksiyon ile verilen
potasyum bromat’in KA’y1 hizli bir sekilde arttirdigini, 12 saat i¢inde maximum
seviyeye ulagsan aberasyonlarin 24 saat i¢inde azaldiginmi belirlemislerdir. Ayrica bu
calismada hem i.p. hem de agiz yoluyla verilen potasyum bromat’in doza bagimh
aktivite gosterdigi belirlenmistir. Nakajima ve ark. (1989), MS/Ae ve CD-1 erkek
farelerde potasyum bromat’in i.p. veya oral gavaj (p.o) yoluyla verilmesinin MN
olusumuna etkisini arastirmiglar ve 18.8, 37.5, 75 ve 150 mg/kg potasyum bromat’in
i.p. yoldan; 37.5, 75, 150, 300 mg/kg potasyum bromat’in p.o. yoldan verilmesi
durumunda her iki fare dolinde de doza bagl olarak MN olusumunu uyardigini
belirlemiglerdir. Calismada MS/Ae farelerinde potasyum bromat’in i.p. veya p.o.
yoldan uygulanmasinin MN olusumunda bir fark meydana getirmezken CD-1
farelerinde i.p. yoldan verilen potasyum bromat’mm MN olusumunu daha fazla
uyardigr belirlenmistir. Benzer bir ¢alisma Hayashi ve ark. (1989), tarafindan
yapilmistir. Bu ¢alismada MS/Ae ve CD-1 farelerinde potasyum bromat’inda i¢inde
yer aldigi 17 kimyasalin i.p. veya p.o. yoldan verilmesinin MN olusumu tizerindeki
etkileri arastirllmis ve her iki fare irkinda da her iki yoldan verilen potasyum
bromat’in MN olusumunu uyardig: belirlenmistir. Sai ve ark. (1991), i.p. yoldan 70
mg/kg potasyum bromat alan erkek F344 sicanlarinda 6, 24, 48, 72 ve 96 saat i¢cinde
bobreklerde 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHAG) miktari, lipid peroksidasyonu,
glutatyon miktar1 ve organ agirhigindaki degisimleri belirlemislerdir. Bu ¢alismada
potasyum bromat’in bobreklerde 24 saat i¢inde 8-OHdG miktarint 6nemli derecede
arttirdigr ve bundan sonra 8-OHdG miktarmin yavas yavas azaldigi belirlenmistir.
Ayrica lipid peroksidasyonunun 6 saat icinde dnemli dlclide arttig1 ve bu artigin 48
saat devam ettigi, glutatyon miktarinin 6-72 saatlerde 6nemli derecede arttig1 ve

organ agirligindaki degisimin 8-OHdG miktarindaki degisimle benzer oldugu
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belirlenmistir. Awogi ve ark. (1992), CD-1 farelerine i.p. yoldan verilen potasyum
bromat (KBrOs;) ve potasyum kromat’in (K,CrOs4) MN olusturmadaki etkilerini
arastirmiglar ve her iki maddenin de pozitif sonu¢ verdigini gdstermislerdir. Sai ve
ark. (1992), F344 siganlarinda i.p. yoldan verilen 60 mg/kg potasyum bromat’in 32
saat sonra MN frekansini arttirdigini ve potasyum bromat’tan 30 dakika 6nce ya da
sonra verilen 800 mg/kg glutatyonun ya da 400 mg/kg sistein’in MN olusumunu
onemli 6l¢iide ortadan kaldirdigini gdstermiglerdir. Ayni ¢alismalarda giinliik 200
mg/kg askorbik asit’in 5 giin boyunca intragastrik (i.g.) yoldan verilmesinin de
potasyum bromat tarafindan MN olusumunun uyarilmasina karsi koruyucu etki
gosterdigi belirtilmigtir. Cho ve ark. (1993), i.p. yoldan Sprague-Dawley si¢anlarina
verilen ¢esitli maddelerin 48 saatte bobrek ve karacigerde oksidatif DNA hasari
olusturmadaki aktiviteleri karsilastirmiglar ve yiiksek basingli sivi kromatografisi
(HPLC) analizleri ile potasyum bromat’in karacigere gore bobrekte ¢ok daha fazla
oranda  8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) olusturdugunu belirlemislerdir.
McLaren ve ark. (1994), gen ekspresyonunun diizenlenmesi, DNA replikasyonu ve
DNA tamiri i¢in Onemli olan c¢ekirdek proteinlerinin translasyon sonrasi
modifikasyonlarindan birisi olan poli-ADP ribozilasyonunun ve DNA ¢ift iplik
kiriklarinin uyarilmasinda c¢esitli bobrek kanserojenlerinin etkilerini erkek Wistar
sicanlarinda aragtirmiglar ve potasyum bromat’in her iki parametreyi de uyardigin
belirlemiglerdir. Sai ve ark. (1994), 2 ve 5 mM potasyum bromat’in bdbrek
tiibiillerde 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) ve perokside edilmis arakhidonik
asit miktarim arttirdigini belirlemislerdir. Suzuki ve ark. (1995), etil metanosiilfonat,
etil etanosiilfonat, N-etil-N-nitrosoiire, vinkristin siilfonat, kolkisin ve potasyum
bromat’in (KBrOs) ikili kombinasyonlar halinde uygulandiklarinda farelerde MN
olusumunu nasil etkilediklerini arastirmiglar ve potasyum bromat ile etil
metanostilfonat’in sinerjit etki gostermedigini belirlemislerdir. Giri ve ark. (1999),
potasyum bromat’in bobrek ornitin dekarboksilaz aktivitesini doza bagli olarak
kontrole (tuz ¢ozeltisi) birka¢ kat arttirdigimi, *H-timidinin DNA’ya katilimini
arttirdigini, bobrekteki glutatyon ve glutatyon rediiktaz aktivitesini zamana bagh
olarak sirastyla kontrole gore % 60 ve % 40 oraninda azalttigini, kandaki tlire ve

serum kreatin miktarini arttirdigini belirlemisler ve potasyum bromat’in oksidanlar
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olusturarak oksidatif hasar meydana getirdigi sonucuna varmislardir. Speit ve ark.
(1999), potasyum bromat ve potasyum siiperoksit’in Chinese hamster V79
hiicrelerinde ¢esitli testlerle genotoksik potansiyelini arastirmiglar ve her iki
maddenin de Comet testinde DNA kiriklarini arttirdigini, kromozomal anormallikleri
ve sitotoksisiteyi uyardigini belirlemislerdir. Ayrica HPLC analizlerinde potasyum
bromat ile muameleden sonra 8-oksodeoksiguanozin miktarinda 6nemli Olciide
artisin meydana geldigini belirtmiglerdir. Yine bu ¢aligmalarda potasyum bromat’in
HGPRT lokusunda gen mutasyonlarint uyardigi, yiiksek oranda delesyon meydana
getirdigi de belirtilmistir. Cadenas ve Barja (1999), siganlara verilen potasyum
bromat’in 8-okso-7,8-dihidro-2’-deoksioyguanozin miktarint % 100°den daha fazla
oranda arttirarak oksidatif DNA hasar1 meydana getirdigini ve antioksidan
resveratrol’un bu artis1 tamamen melatonin, vitamin E ve alfa-fenil-N-tert-biitil
nitron’un kismen ortadan kaldirdigini belirtmislerdir. Robbiano ve ark. (1999),
potasyum bromat, fenasetin, 1,4-diklorobenzen ve nitrilotriasetik asit’in sigan ve
insan bobrek hiicre kiiltiirinde MN olusumu ve DNA hasarlarinin uyarilmasi
tizerindeki etkilerini arastirdiklar1 deneylerde 0.56-1.8 mM konsantrasyonlarindaki
potasyum bromat’in hem insan hem de sigan bdbrek hiicre kiiltiirinde MN
frekansimni, Comet testinde DNA kiriklarint doza bagli olarak arttirdigini
belirlemiglerdir. Ayrica potasyum bromat’in DNA’da hasar meydana getirme
potansiyelinin sigcanlarda, insan bobrek hiicrelerine gore daha fazla oldugu halde MN
olusumunu uyarmadaki potansiyelinin hem insanlarda hem de sigcanlarda ayni oldugu
da bu calismalar sirasinda belirlenmistir. O’Donoghue ve ark. (1999), 12.5-100
mg/kg potasyum bromat’in i.p. olarak uygulanmasinin farelerde MN olusumunu
uyardigini belirtmigler ve potasyum bromat uygulanmasindan énce 6 giin boyunca
besinlerine eklenen % 0.8 oranindaki hidrokinon ile beslenen farelerde MN
olusumunun % 36 oraninda azaldigini belirlemislerdir. Ayrica farelere oral yoldan 50
mg/kg hidrokinon verilmesinden 20 dakika sonra 50 mg/kg potasyum bromat
uygulanmasinin MN olusumunu azalttigt da belirlenmistir. Parsons ve Chipman
(2000), sigir timiis DNA’s1 ile KBrOst+glutatyon veya KBrOs;+N-asetilsistein’in
birlikte inkiibe edilmesi durumunda 8-oksodeoksiguanozin konsantrasyonunda

istatistiksel bakimdan 6nemli bir artisin meydana geldigini belirlemislerdir. Ayrica
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diger indirgen bilesikler ve siilfiir tasiyan bilesikler ile KBrO;’in kombine
uygulanmast durumunda DNA oksidasyonunda Onemli bir artisin meydana
gelmedigini belirlemislerdir. Bunlar1 disinda KBrO;’1n insan beyaz kan hiicrelerinde
(5 mM) ve sigan bobrek epitelyum hiicrelerinde (NRK-52E) (1.5 mM) DNA iplik
kiriklarim1 uyardigin1 belirlemislerdir. Crosby ve ark. (2000), F344 sicanlarinda
mezotelyum, bobrek ve tiroid bezinde kanserojen aktivite gosteren ve oksidatif stres
meydana getiren potasyum bromat’in mezotelyum hiicrelerinde 4 ve 12 saatlik
muamelelerde gen ekspresyonu iizerindeki etkilerini in vitro kosullarda
arastirmiglardir. Muamele edilen sigan peritonal mezotelyum hiicrelerinde apoptosis,
mitotik duraklama ve oksidatif stres ile ilgili genlerin ekspresyonunda degismelerin
oldugu cDNA ile belirlenmistir. Buna gore oksidatif stres yanit genlerinin (HO-1,
QR, HSP70, GADD45, GADD153, p21 (WAF1/CIP16), GST’s, GAPDH, TPX ve
GPX-1(0) genleri); transkripsiyon regiilator genlerinin (c-jun, c-fos, jun B, c-myc ve
IkappaB); protein tamir bilesenleri genlerinin (Rdelta, RC10-II, C3, RC-7, HR6B
ubiquitin-katilma enzimi ve ubiquitin); DNA tamir bilesenleri genlerinin ( PCNA,
msh2 ve O-6 metilguanin DNA metiltransferaz); lipid peroksit kesme enzim
genlerinin (PLA2) ve apoptogenik bilesen genlerinin (TNFalfa, iNOS1 ve FasL)
ekspresyonunda artis meydana geldigini belirlemislerdir. Ayrica arastiricilar
antiapoptotik (bcl-2), proapoptotik (bax alfa, bad ve bok) ve hiicre dongiisii kontrol
elementlerine ait genlerin (cyclins) ekspresyonunda azalma meydana geldigini
belirlemislerdir. Hiicre dongiisiine girmeyi engelleyen Cyclin G ve pl4ink4b
genlerinin ekspresyonunun arttirdigi da belirlenmistir. Ayrica hiicre membranindaki
tasima sisteminde, membran reseptorlerinde, yag asidi biyosentezinde ve tamir
bilesenlerinde degisiklik meydana geldigi belirlenmistir. Yapilan c¢alismalar
sonucunda F344 sicanlarina KBrO; uygulanmasi ile DNA tamir mekanizmasinda
eksiklik, biiyiime kontroliinde diizensizlik, oksidatif stres ve tamir genlerinin
transkripsiyonal aktivasyonu gibi nedenlerle kanser olusumunun meydana
gelebilecegi belirtilmistir. Plewa ve ark. (2002), Chinese hamster yumurtalik (CHO)
ASS52 hiicrelerinde igme sularinin dezenfeksiyon yan iirlinlerinin sitotoksik ve
genotoksik etkilerini arastirmiglar ve buradan elde ettikleri sonuglar1 S.

typhimurium’da mutajenite testinden elde ettikleri sonuglar ile karsilagtirmislardir.

44



2. ONCEKI CALISMALAR Arzu YAVUZ

Bu ¢alismada maddelerin kronik sitotoksisitelerine gore siralanmasi bromoasetik asit
>3-kloro-4-(biklorometil)-5-hidroksi-2[ SH]-furaron>dibromoasetik asit>kloroasetik
asit>potasyum bromat (KBrO;)>tribromoasetik asit>etilmetanosiilfonat (pozitif
kontrol)>dikloroasetik asit>trikloroasetik asit seklinde belirlenmistir. Bu maddelerin
SCGE testinde (single-cell gel electrophoresis, Comet testi) DNA iplik kiriklari
olusturma  potansiyellerine gore siralamisin1i  bromoasetik  asit>3-kloro-4-
(biklorometil)-5-hidroksi-2[SH]-furaron >kloroasetik asit>dibromoasetik
asit>tribromoasetik asit>etilmetanosiilfonat>KBrO; seklinde belirlemislerdir. Burada
bromoasetik asit’in KBrOs’e gore 400 kat daha genotoksik oldugu belirtilmistir.
Salmonella testinde belirlenen bakteriyel hiicre sitotoksisitesi ile CHO hiicrelerinde
korelasyonun olmadigimi belirten arastiricilar CHO hiicrelerinde sitotoksisite ve
genotoksisite ¢aligmalara ait sonuglarin 6nemli derecede korelasyon gosterdigini
bildirmislerdir. Harrington-Brock ve ark. (2003), fare L5178Y/Tk(+/-)-3.7.2C
lenfosit hiicrelerinde potasyum bromat (KBrO;) ve sodyum bromat’in (NaBrO;)
timidin kinaz (Tk) genindeki mutajenik etkilerini arastirmislardir. Bu ¢alismada 0.6
mM potasyum bromat’in ¢ok diisiik sitotoksisiteyle 3 mM potasyum bromat’in
yluksek sitotoksisiteyle Tk genindeki mutasyon frekansini arttirdigini belirlemislerdir.
Poul ve ark. (2004), potasyum iyodat’in genotoksik etkilerini degerlendirmek
amactyla diizenledikleri Chinese hamster yumurtalik hiicrelerinde in vitro MN testi
ve Comet testinde etki karsilastirmak amaciyla kullandiklar1 potasyum bromat’in
hem DNA hasarlarint hem de mikrontikleuslu hiicrelerin frekansini arttirdigini ve
potasyum bromat tarafindan uyarilan DNA hasarlarinin muameleden sonra 24 saatte
tamamlanmadigin1 ve devam ettigini belirlemislerdir. Umemura ve ark. (2004), bes
disi F344 sicanina i.g. yoldan 300 mg/kg ve i.p. yoldan verilen 80 mg/kg potasyum
bromat ile 48 saatlik muamelenin ardindan oOldiiriilen farelerde bdbrekteki
tiyobarbitiirik  asit reaktif maddeleri ve 8-oksodeoksiguanozin miktarini
belirlemiglerdir. Her iki uygulama seklinin de bu maddelerin miktarin1 6nemli
derecede arttirdigin1 saptamiglardir. Bir bagka deneyde 5 erkek ve disi F344 sicanina
4 hafta boyunca igme suyunda 0, 15, 30, 60, 125, 250 ve 500 ppm potasyum bromat
verilmistir. Bu uygulamada tiyobarbiitirik asit reaktif maddelerinin miktarinda hem

ertkek hem de disi sicanlarda bir yiikselme olmazken 8-oksodeoksiguanozin
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miktarinda 250 ppm ve daha yliksek konsantrasyonlarda her iki esemde artis
meydana geldigi bildirilmistir. Ayrica proksimal tiipte BrdUrd ile etiketlenme
oraninin erkek siganlarda 30 ppm ve iizeri; disi sicanlarda 250 ppm ve {lizeri
konsantrasyonlarda onemli 6lgiide arttig1 belirlenmistir. McDorman ve ark. (2005),
igme sularinin dezenfeksiyon yan firiinlerinin erkek Long-Evans sicanlarinda 8-
oksoguanozin  olusturma  potansiyellerini  arastirmiglar ve  kanserojenik
konsantrasyondaki (0.4 g/ml) potasyum bromat’in bobreklerde 8-oksoguanozin

olusumunu arttirdigini belirlemislerdir.

2.9.2. Potasyum Bromat’la Yapilan Kanserojenite Calismalari

Potasyum bromat’in kimyasal maddelerle kanser uyarilmasindaki roliinii
aragtiran bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalar su sekilde 6zetlenebilir:

Kurokawa ve ark. (1983), F344 sicanlarinda distile su i¢inde 250 ve 500 ppm
potasyum bromat’in kanserojenik etkisini aragtirmiglardir. Bu ¢aligmalarda 500 ppm
potasyum bromat’in erkek sicanlarda viicut agirligindaki artis1 belirgin bir bigimde
azalttig1 belirlenmistir. Erkek ve disi farelerde hem 250 hem de 500 ppm potasyum
bromat’in kontrole gore olduk¢a yiiksek oranda bobrek hiicre tiimorlerine,
peritonyumda mezotelioma (hizli gelisen kotii huylu tiimor) olusumuna neden oldugu
belirtilmistir. Kurokawa ve ark. (1984), SENCAR farelerinde ¢esitli kimyasallarin
kimyasal maddelerle kanser olusumunda tiimor gelistirici aktiviteye sahip olup
olmadiklarini arastirmak amaciyla bu maddeleri, DMBA ile baslatildiktan sonra 51
hafta boyunca haftada iki kez ve tamamen kanserojenik aktiviteye sahip olup
olmadiklarin1 arastirmak amaciyla bu maddeleri 51 hafta tek baslarina
uygulamiglardir. Bu ¢alismalarda potasyum bromat’in hem tiimdr gelistirci hem de
tamamen kanserojen aktiviteye sahip oldugunu belirlemislerdir. Kurokawa ve ark.
(1986), potasyum bromat, sodyum hipoklorit ve sodyum klorit’in in vivo kanser
olusturmadaki etkilerini F344 sicanlar1 ve B6C3F1 farelerinde arastirmislardir.
Arastiricilar bu calismada siganlara 110 hafta uygulanan 250 veya 500 ppm
potasyum bromat’in kanserojenik potansiyele sahip oldugunu, ancak disi si¢anlara 78

hafta uygulanan 500 veya 1000 ppm potasyum bromat’in kanserojen aktiviteden
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yoksun oldugunu belirlemislerdir. Kurokawa ve ark. (1987), erkek F344 sicanlarinda
bobreklerde tiimor olusumu icin potastyum bromat ile minimum uyarma siiresini ve
minimum muamele siiresini arastirmiglardir. Diizenlenen birinci deneyde gruplara
ayrilan sicanlar 500 ppm potasyum bromat ile 13, 26, 39, 52 ve 104 hafta muamele
edilmis ve stlire bitiminde hemen oldiiriilmiislerdir. Bu deneyde bobrek hiicrelerinde
adenoma olusumu (lenf bezlerinin sismesi) en erken 26 haftada belirlenmistir.
Bobreklerde adenoma ve adenokarsinoma (salgi bezlerine ait epitelyumda kotii
huylu tiimor), peritonyumda mezotelioma, tiroid bezinde folikiiler hiicre tiimdrleri
olusumunun 104 hafta potasyum bromat uygulanmasi ile 6nemli derecede arttigini
belirlemislerdir. Diger deneyde ise gruplara ayrilan sicanlara 13, 26, 39 veya 52 hafta
potasyum bromat uygulamislar ve bundan sonra 104. haftaya kadar distile su
vermisglerdir. Bu ¢alismalardan elde edilen sonuglar1 104 hafta boyunca potasyum
bromat alan si¢anlarla kiyaslamiglar ve adenoma ve adenokarsinoma olusumunun her
iki grupta yaklasik olarak ayni oldugunu belirlemislerdir. Bu ¢aligmalar sonucunda
bobrek adenoma i¢in minimum uyarma siiresinin 26 hafta, minimum muamele
stiresinin ve dozunun 13 hafta, 4 g/kg oldugunu belirlemislerdir. Kurokawa ve ark.
(1990), potasyum bromat ile muamele edilmis unlardan yapilan ekmeklerle
beslenmenin yan etkilerinin olmamasina ragmen bu maddenin siganlarda
kanserojenik aktiviteye sahip oldugunu, oral yoldan verildiginde hem insanlarda hem
de deney hayvanlarinda nefrotoksik oldugunu, peritonyumda mezotelioma ve tiroid
bezi ile bobrek hiicrelerinde tiimor olusturdugunu belirtmislerdir. Ayrica siganlarda
ve daha az olmakla beraber fare ve hamsterlerde bobreklerde tiimor olusumunda hem
baslatict hem gelistirici hem de tamamen kanserojenik etkiye sahip oldugunu
belirtmislerdir. Bunun disinda potasyum bromat’in mikrobiyal test sistemlerinde
zay1f mutajenik aktivite gosterirken in vivo ve in vitro ¢alismalarda kromozomal
anormallikleri giiclii bir sekilde uyardigimi belirtmislerdir. Ayrica potasyum
bromat’in irettigi aktif oksijen tilirlerinin 06zellikle sigan bdbreginde 8-
hidroksideoksiguanozin iiretimine neden olarak toksik ve kanserojenik etki ortaya
cikardigint belirtmislerdir. Kurata ve ark. (1992), erkek F344/NCr sig¢anlarini
kullanarak potasyum bromat’in bobreklerde timdér olusumunda baslatict dozunu

arastirmislar ve 6 haftalik sicanlara i.g. yoldan verilen 300 mg/kg potasyum bromat’
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takiben 4000 ppm barbital sodyum’u timor gelistirici ajan olarak vermislerdir.
KBrOs+barbital sodyum ve sadece barbital sodyum alan sicanlarda nefropati
gozlenirken sadece KBrOs; alanlarda nefropati goriilmedigini belirlemislerdir. Bu
calisma sonucunda hayvanlara verilen 300 mg/kg potasyum bromat’in timor
baslatma aktivitesi i¢in yeterli olmadig1 sonucuna varmislardir. DeAngelo ve ark.
(1998), erkek B6C3F1 fareleri ve F344/N siganlarinda potasyum bromat’in kronik ve
kanserojenik toksisitesini aragtirmak amaciyla diizenledikleri deneylerde farelere 100
hafta boyunca 0, 0.08, 0.4 ve 0.8 g/l ve siganlara 0, 0.02, 0.1, 0.2 ve 0.4 g/l potasyum
bromat’t igme sulariyla birlikte vermislerdir. Erkek farelerde potasyum bromat’in
bobrek kanserojeni oldugu, sicanlarda bobrek, tiroid ve mezotelyum kanseri
olusturdugunu bildirmislerdir. Arastiricilar kemirgenlerde en az 0.02 g/l potasyum
bromat’in su i¢inde verilmesinin kanserojen etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir.
Wolf ve ark. (1998), potasyum bromat’in sicanlarda bobrek, tiroid ve mezotelyum
kanserine ve erkek farelerde bobrek kanserine sebep oldugunu belirterek Fischer 344
(F344) sicanlarinda potasyum bromat tarafindan tiimor uyarilmasinin zaman ve
konsantrasyonla olan iligkisini belirlemek amaciyla deney diizenlemisler ve 0, 0.02,
0.1, 0.2 ve 0.4 g/l konsantrasyonundaki potasyum bromat’1 F344 siganlarinin igme
sularina ilave ederek 12, 26, 52, 78, 100 hafta boyunca muamele etmislerdir. Bobrek
hiicre tlimorleri ile mezotelioma tiimdrlerinin yiiksek dozda 52 haftada, tiroid
timorlerinin 26 haftada 0.1 ve 0.2 g/l potasyum bromat alan gruplarda ortaya
ciktigint belirlemislerdir. Khan ve Sultana (2004), i.p. olarak verilen 125 mg/kg
potasyum bromat’in Wistar sicanlarinda bobrek glutatyon igeriginin, glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediiktaz, katalaz, glikoz-6-fosfat dehidrojenaz gibi
bobreklerdeki antioksidan enzim aktivitesinin ve glutatyon-S-trasferaz ve kinon
rediiktaz gibi faz 2 metabolize enzim aktivitesinin azalmasina; ksantin oksidaz, lipid
peroksidasyonu, gama-glutamil transpeptidaz ve hidrojen peroksit {iretiminin
artmasina neden oldugunu belirlemislerdir. Ayrica potasyum bromat’in kanda iire
seviyesi ile serum kreatin miktarii ve ornitin dekarboksilaz aktivitesi ile *H-
timidin’in bobrek DNA’sina girisi gibi tiimor gelistirici aktiviteye ait belirteg
parametreleri arttirdigini belirlemislerdir. Wistar siganlarma oral yoldan verilen 5

mg/kg soya izoflavon’un KBrOj; aracilifiyla ortaya ¢ikan oksidatif stres, toksisite ve
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hiicre proliferasyon cevabini iyilestirdigini saptamislardir. Khan ve ark. (2003 ve
2004), yaptiklar1 c¢alismalarda da potasyum bromat’in yukarida sozii edilen
parametreleri ayni sekilde etkileyerek oksidatif strese neden oldugunu, timor
gelistirici aktivite gosterdigini ve toksisite meydana getirdigini belirtmisler, 10 ve 20
mg/kg kumarin ile 50 ve 100 mg/kg Nigella sativa (¢6rek otu) 6ziitlerinin bu etkilere

kars1 koruyucu aktiviteye sahip oldugunu saptamislardir.

2.10. Potasyum Iyodat’la Yapilan Genotoksisite Calismalari

Potasyum iyodat oksitleyici 6zelligi sayesinde undaki gluten proteinlerin daha
diizgiin bir yapiya kavusmasmi saglamak amaciyla kullanilan un olgunlastirici
kimyasallar arasinda yer almaktadir.

Parsons ve Chipman (2000), potasyum bromat’in genetik toksisitesini
aragtirdiklar1 ¢aligmalarda sigir timiis DNA’sinda potasyum iyodat’in 8-oxodG
olusturmadigini yani oksidatif DNA hasarlarini uyarmadigini belirtmislerdir. Poul ve
ark. (2004), potasyum iyodat’in genotoksik etkilerini arastirmak ve bu etkiyi
potasyum bromat ve potasyum klorat ile karsilastirmak icin CHO hiicrelerinde MN
testi ile Comet testini kullanmislardir. Arastiricilar yaptiklar ¢calismalarda 10 mM’e
kadar potasyum iyodat’in Comet testinde DNA hasar1 olusturmadigini ve bu sonucun
MN testi ile tutarli oldugunu saptamiglardir. Ayrica bu ¢alismalarda Comet testinde
10 mM’e kadar potasyum klorat, potasyum iyodit, potasyum bromit ve potasyum
klorit’inde negatif sonu¢ verdigi ancak potasyum bromat ile pozitif sonug¢ elde

edildigi bildirilmistir.

2.11. Potasyum Sorbat’la Yapilan Genotoksisite Calismalar:

Potasyum sorbat ekmekte antimikrobiyal madde olarak kullanilmaktadir.

Abe ve Sasaki (1977), 33 ¢esit kimyasal maddenin genotoksik etkilerini
Chinese hamster hiicre kiiltiirinde KKD ve KA testleri ile arastirmiglar ve potasyum
sorbat ve sodyum benzoat’in sadece ¢ok yiiksek dozlarda KA ve KKD’yi uyardigini

belirlemislerdir. Hasegawa ve ark. (1984), sorbik asit ve onun potasyum ve sodyum
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tuzlarmin etkilerini Chinese hamster V79 hiicrelerinde gen mutasyonu, KKD ve KA
testleri ile aragtirmislar ve sodyum sorbat’in KA ve KKD’yi 6nemli derecede
uyardigint ve doza bagl olarak 6-tiyoguanin direnglilik genindeki mutasyonlari
arttirdigin1  saptamiglardir. Ancak bu etkinin pozitif kontrol olarak kullanilan
MNNG’den ¢ok daha az oldugunu belirlemislerdir. Sorbik asit ve potasyum sorbat’in
ise sadece yliksek konsantrasyonlarda KA uyardigini, KKD artisinin kontrole gore
1.2 kat oldugunu ve 6-tiyoguanin direnglilik genindeki mutasyonlari uyarmadigini
belirlemiglerdir. Munzner ve ark. (1990), potasyum sorbat ve sodyum sorbat’in
genotoksik etkilerini Ames testi, Chinese hamster yumurtalik hiicrelerinde KA, KKD
ve HGPRT testi, Chinese hamster ve fare kemik iligi hiicrelerinde MN testi ile
arastirmiglar ve her iki kimyasalin in vitro testlerde bir genotoksisite géstermedigini,
in vivo testlerde ise bu katki maddelerinin taze hazirlanmis eriyiklerinin higbir
klastojenik etki gostermemesine ragmen bekletilmis sodyum sorbat eriyiginin KA ve
MN uyardigin1 fakat KKD’yi etkilemedigini bildirmislerdir. Schlatter ve ark. (1992),
sodyum sorbat, potasyum sorbat ve sodyum sorbat’in oksidasyon iiriinii olan 4,5-
epoksi-2-hekzenoik asit’in genotoksik aktivitesini V79 Chinese hamster hiicrelerinde
ve Drosophila melanogaster somatik hiicrelerinde arastirmiglardir. Drosophila’da
sadece oksidasyon iiriinlinlin zayif genotoksik etki gosterdigini, V79 hiicrelerinde
taze hazirlanmis sodyum sorbat’in en yiiksek konsantrasyonda (2.5 mg/ml), 24
saatlik muamelede mitozu durdurarak sitotoksik etki gosterdigini ve bu etkinin
donigimlii  oldugunu, potasyum sorbat’in (2.5 mg/ml) ise etkisiz oldugunu
belirlemislerdir. Jung ve ark. (1992), yaptiklar1 ¢alismalarda farelere oral yoldan
verilen 500 mg/kg sorbik asit’in MN ve KKD uyarmadigini, insan A549 hiicrelerinde
kontrolsiiz DNA sentez testinde DNA tamirini uyarmadigini, i.p. yoldan siganlara
verilen 400-1200 mg/kg potasyum sorbat’in karaciger hiicrelerinden elde edilen
DNA profilini degistirmedigini, 1-100 pg/ml potasyum sorbat’in DNA tek iplik
kiriklarint uyarmadigint (+/-S9 mix) belirlemisler ve sorbik asit ile potasyum
sorbat’in in vivo ve in vitro genotoksik olmadigini belirtmislerdir. Kitano ve ark.
(2002), potasyum sorbat, askorbik asit ve demir tuzlarinin tek baslarina
uygulandiklarinda Ames testinde negatif sonu¢ verdigini belirlemislerdir.

Aragtiricilar bu maddelerin birlikte uygulanmasi durumunda S. typhimurium’un
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TA98 (+/-S9 mix) susunda mutasyon uyarmadiklarini, TA100 susunda ise S9 mix
varken mutajenik aktivite gdstermemelerine ragmen S9 mix yokken doza ve zamana

bagli olarak mutajenik etki gosterdiklerini belirlemislerdir.

2.12. Propiyonik Asit’le Yapilan Genotoksisite Calismalari

Genis bir pH aralifinda etkin olan propiyonik asit, kiif ve rop* etkeni
bakterilerin gelisimini kontrol altina almak amaciyla kullanilmaktadir.

Basler ve ark. (1987), gida katki maddesi olan propiyonik asit’in mutajenik
aktivitesini E. coli DNA tamir testi ve SOS testi, Salmonella/Mikrozom testi, in vitro
KKD testi ve in vivo MN testi ile arastirmiglar ve E. coli DNA tamir testi digindaki
testlerde negatif sonuglarin elde edildigini bildirmislerdir. Surjan (1989), Drosophila
melanogaster’de 16 kimyasal maddenin mutajenik aktivitesini arastirmis ve 2-2(2,4-
diklorofenoksi) propiyonik asit’in Drosophila’da mitotik rekombinasyonlara neden
oldugunu belirlemistir. Sipi ve ark. (1992), i¢lerinde propiyonik asit’inde bulundugu
10 maddenin mutajenik aktivitelerini belirlemek i¢in insan lenfositlerinda in vitro
KKD testini kullanmislar ve 2.5 mM konsantrasyondaki propiyonik asit’in kardes
kromatid degisimlerinde artis meydana getirdigini belirlemislerdir. Philipose ve ark.
(1997), ibupropen, ketopropen ve naproksen olarak bilinen {i¢ propiyonik asit
tiirevinin mutajenik aktivitelerini TA97, TA100 ve TA102 suslarinda Ames testiyle
ve fare kemik iliginde in vivo KKD testiyle arastirmiglardir. Arastiricilar anti-
inflamatuar ila¢ olarak kullanilan ii¢ ilacinda Ames testinde mutajenik etki
gostermedigi, in vivo KKD testinde ise zayif genotoksik aktivite gosterdikleri

belirlemislerdir.

*Rop, sporlarmin 1siya direngli olmasi nedeniyle Bacillus mesentericus
bakterisinin gelismesi sonucunda ortaya ¢ikan, undaki nisasta ve proteinin hidrolizi
ile ekmegin i¢ kismindaki proteinlerin ve nisastalarin birbirinden ayrilmasi
sonucunda olusan, ekmek pargalandigi zaman, yapiskan, yumusak bir maddenin
berrak ip-benzeri lifler halinde disar1 ¢ikmasi ile belirlenen bir hastaliktir. Yapiskan
materyal, nisastaya enzimlerin etkileri sonucu ortaya ¢ikan bazi basit sekerler ve gam
olusumunun bir sonucu olup ekmekte ortaya c¢ikan tipik koku da proteinlerin
parcalanmasi nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir. Bacillus mesentericus disinda Bacillus
subtilis, B. licheniformis, B. megaterium, B. pumilus ve B. cereus bakterileri de
ekmekte rop olusumuna neden olabilmektedir.
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2.13. Sodyum Benzoat’la Yapilan Genotoksisite Calismalar:

Abe ve Sasaki (1977), iclerinde ekmekte koruyucu olarak kullanilan sodyum
benzoat’inda yer aldigt 33 kimyasalin mutajenik etkilerini Chinese hamster
hiicrelerinde KKD ve KA testleri ile arastirmiglar ve bu maddenin yiiksek dozlarda
KA ve KKD uyardigint belirtmislerdir. Ishidate ve Odashima (1977), Chinese
hamster hiicrelerinde 134 bilesigin mutajenik aktivitelerini in vitro KA testi ile
arastirmislar ve sodyum benzoat’in pozitif sonu¢ verdigini bildirmiglerdir. Njagi ve
Gopalan (1982), sodyum siilfit ve sodyum benzoat’in Vicia faba kok hiicrelerinde
doza bagli olarak mitotik indeksi diisiirdiigiinii, anafazda koprii olusumunu
uyardigini, interfaz niikleusunda kromatin erezyonuna neden oldugunu ve 23-46
saatte kromozom konfigiirasyonunda ve mitotik indekste diizelmelerin meydana
geldigini, bu iyilesmelerin kromozom kopriilerinde ve mikroniikleus olusumlarinda
da gorildigint belirlemiglerdir. Kassie ve ark. (1999), benzil izotiyosiyanat’in in
vitro testlerde (E. coli DNA tamir testi, insan HepG2 hiicrelerinde MN testi,
gasrointestinal hiicrelerde ve hepatositlerde Comet testinde (SCGE=single cell gel
electrophoresis) doza bagli olarak genotoksik aktivite gosterdigi kemirgenlerle
yapilan in vivo ¢alismalarda daha az etkili oldugunu, farelerde yiiksek dozlarda (90-
270 mg/kg) cesitli organlarda orta derecede genotoksisite olusturdugu, sicanlarda
SCGE testinde DNA kiriklarimin 220 mg/kg dozunda goriildiigiinii belirtmisler ve
benzil izotiyosiyanat tarafindan olusturulan reaktif tiyobarbitiirik asit’in HepG2
hiicrelerinde olusturdugu DNA hasarinin alfa-tokoferol, askorbik asit, sodyum

benzoat ve beta-karoten tarafindan ortadan kaldirildigini bildirmislerdir.

2.14. Sodyum Metabisiilfit’le Yapilan Genotoksisite Calismalar:

Gidalarda genellikle antimikrobiyal madde olarak kullanilan sodyum
metabisiilfit unlarda daha ¢ok indirgen madde olarak tercih edilen ve hamurun hizl
bir sekilde gelismesini saglayan maddeler arasinda yer almaktadir.

Renciizogullar1 ve ark. (2001a), sodyum metabisiilfit’in Allium cepa’da

mitozdaki anormallikleri arttirdigini ve mitotik indeksi diistirdiiglinii saptamislardir.
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Renciizogullar1 ve ark. (2001b), sodyum metabisiilfit’in mutajenik aktivitesini insan
lenfositlerinde KA ve KKD testleri ile arastirmislar ve bu maddenin kullanilan tiim
dozlarda (75, 150, 300 pg/ml) hem 24 hem de 48 saatte KKD ve KA’y1 attirdigini,
150 ve 300 pg/ml konsantrasyonlarinda 24 ve 48 saatlik muamelelerde mitotik

indeks (M) ve replikasyon indeksini (RI) azalttigini belirlemislerdir.

2.15. Sorbik Asit’le Yapilan Genotoksisite Calismalari

Sorbik asit unlara ilave edilen antimikrobiyal maddeler arasinda yer
almaktadir.

Namiki ve ark. (1980), sorbik asit ve sodyum nitrit’in aktivitesini Ames ve
rekombinasyon testleri ile arastirmiglar ve en yiiksek mutajenitenin pH 3.5-4.2
arasinda oldugunu belirtmislerdir. Hasegawa ve ark. (1984), sorbik asit ve onun
sodyum ve potasyum tuzlarinin genotoksik etkilerini Chinese hamster V79
hiicrelerinde KKD, KA ve gen mutasyon testleri ile arastirmislar ve sorbik asit’in ¢ok
yiiksek dozlarda KA uyardigimi ve KKD’de kontrole gore 1.2 oraninda bir artig
meydana getirdigini ve 6-tiyoguanin direnglilik geninde mutasyon olusturmadigini
bildirmislerdir. Banerjee ve Giri (1986), 30 giin boyunca farelere oral yoldan tek
basina ya da sodyum nitrit ile birlikte verilen sorbik asit’in genotoksik etkilerini
aragtirmislar ve 15 mg/kg sorbik asit’in mitotik indeksi arttirdigin1 ve kromozom
hasarlar1 olusturmadigini saptamislardir. Mukherjee ve ark. (1988), fare kemik iligi
hiicrelerinde sodyum nitrit ve sorbik asit’in ayr1 ayr1 ya da bir arada uygulanmalari
durumunda ortaya ¢ilan genotoksik aktiviteyi in vivo KKD ve MN testleri ile
arastirmislardir. Arastiricilar KKD testinde sorbik asit’in yiiksek konsantrasyonlarda,
soydum nitrit’in kullanilan tim dozlarda kontrole gore KKD’yi arttirdigini, 1:1
oranda birlikte uygulanmalarinin goriilen etkiyi arttirdigini belirlemislerdir. MN
testinde ise sorbik asit’in en yliksek dozda (150 mg/kg), sodyum nitrit’in ise tiim
dozlarda mikroniikleus olusumunu arttirdigin1 ve kombine uygulandiklarinda sinerjit
aktivite gosterdigini belirlemislerdir. Walker (1990), sorbik asit ve onun tuzlarinin
akut ve kronik toksisite, kanserojenite, iireme ve teratojenite testlerinin yapilmis

oldugunu, memelilerde ¢ok az diizeyde toksisite meydana getirdigini, kanserojen
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aktiviteden yoksun oldugunu, in vitro ve in vivo ¢alismalarda mutajen ve klastojen
aktivite gostermedigini belirtmistir. Jung ve ark. (1992), yaptiklar1 ¢aligmalarda
farelere oral yoldan verilen sorbik asit’in MN ve KKD uyarmadigini, in vivo insan
A549 hiicrelerinde kontrolsiiz DNA sentez testinde DNA tamirini uyarmadigini
saptamiglar ve sorbik asit’in in vivo ve in vitro genotoksik aktivite géstermedigini
belirtmislerdir. Schiffman ve Schlatter (1992), sorbik asit, potasyum sorbat ve
sodyum sorbat’in genotoksik potansiyellerini Syrian hamster embriyo (SHE)
fibroblast hiicrelerinde in vitro MN testi ve SHE hiicre transformasyon testi ile
arastirmiglar ve sorbik asit, potasyum sorbat ve sodyum sorbat’in her iki sistemde de
genotoksik aktivite gdstermedigini ancak bekletilmis sodyum sorbat eriyiginin her iki
sistemde de pozitif sonu¢ verdigini belirlemislerdir. Ferrand ve ark. (2000a, b, ¢ ve
d) sorbik asit ve onun tuzlar1 olan potasyum sorbat ve sodyum sorbat’in gidalara
koruyucu madde olarak ilave edildigini ve sorbik asit’in gidalarin islenmesi sirasinda
meydana gelebilecek siklik tiirevlerinin ¢esitli amin gruplari ile reaksiyona girerek
mutajenite olusturabilecegini belirtmislerdir Bu dogrultuda HeLa hiicreleri ve
plazmid DNA’s1 ile yaptiklart genotoksisite calismalarda, Ames testinde ve SOS
testinde olusan {irtinlerden hi¢ birinin mutajenik aktiviteye sahip olmadigini

belirtmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu c¢aligmada materyal olarak saglikli ve sigara igmeyen ayni yaslarda iki
bayan (24 ve 25 yaslarinda) ve iki erkekten (25 yaslarinda) alinan periferik kan ve

test maddesi olarak benzol peroksit kullanilmistir.

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Deney Ekipmanlar

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

3.1.1.1. Benzol Peroksit

3.1.1.1.(1). Benzol Peroksit’in Kullanim Alanlari

Benzol peroksit, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Birlesmis Milletler Gida ve
Tarim Tesgkilati1 (FAO) tarafindan bir¢ok iilkede kullanilmasina izin verilen gida
katki maddelerinden birisidir (Food and Agriculture Organization/World Health
Organization Expert Committee on Food Additives, 2001). Benzol peroksit’in gida
katki maddesi olarak kullanim alanlarindan en 6nemlisi un ve peynir gibi yiyecekleri
beyazlatmak amaciyla kullanilmasidir. Kati graniiller seklinde, ¢esitli safliklarda
tretilen benzol peroksit un beyazlatict olarak genellikle % 22 saflikta
kullanilmaktadir. Unlarin daha beyaz ve kaliteli goriinebilmesi i¢in kullanilan benzol
peroksit miktarin1 belirlemek i¢in Saiz ve ark. (2001) tarafindan bir calisma
diizenlenmistir. Bu c¢alismada degirmenlerde ogiitilen unlarin, icerdikleri
karotenoidlerden dolay1 soluk sar1 renkli oldugu ve serbest radikaller olusturan
benzol peroksit’in undaki karotenoidlerin oksitlenmesini saglayarak daha az renkli
bilesiklerin ortaya ¢ikmasina neden oldugu belirtilmektedir. Arastiricilar beyazlatma
islemine baslamak i¢in unlara 150 ppm benzol peroksit ilave edildigini, HPLC

metodu ile incelemeler sonucunda beyazlatma ajani ile temastan dokuz giin sonra
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benzol peroksit’in son konsantrasyonunun 11 ppm olarak belirlendigini ve sonradan
belirlenemeyen seviyelere ulastigini belirtmislerdir.

Ayrica benzol peroksit, Assiago peyniri, Gorgonzola peyniri, Parmesan ve
Reggiano peyniri, Swiss ve Emmentaler peyniri, Provolone peyniri ve Romano
peyniri gibi bazi peynir tiirlerinin renginin acgilmasi igslemlerinde de kullanilmaktadir.
Benzol peroksit’in bu amacla kullanimina Amerika ve Kanada’da izin verilmektedir
(Duydu, 2005).

Bunlarin disinda benzol peroksit bakteri iliremesini engelleyici aktiviteye
sahiptir. Cove ve Holland (1983), yaptiklar1 deneysel caligmalar sonucunda benzol
peroksit’in Propionibacterium acnes, Staphylococcus capitis, Stap. epidermidis,
Stap. hominis, Prop. avidum, Prop. granulosum ve Pityrosporum ovale
bakterilerinde tiremeyi durdurucu (germisidal) aktiviteye sahip oldugunu
belirlemislerdir. Bu nedenle benzol peroksit akneye neden olan P. acnes bakterisini
yok etmek amaciyla 40 yili askin siiredir kullanilmaktadir. Benzol peroksit bu
amagla pek cok kremde, losyonda ve jelde ya tek basina ya da retinoids,
clindamycin, eritromycin gibi ajanlarla kombine olarak kullanilmaktadir.

Bencini  (1994), benzol peroksit’in ameliyath  bolgelerdeki yara
enfeksiyonlarinin 6nlenmesinde ucuz ve etkili bir ajan olarak kullanilabilecegini
belirtmistir.

Benzol peroksit plastik endiistrisinde polimerizasyon baslaticis1 olarak da
kullanim alani bulmaktadir. Bu sekilde benzol peroksit kullanimi daha ¢ok plastik,
silikon, fiberglas, stropor ve yapistirici liretiminde goriilmektedir. Ayrica disgilikte
kullanilan dental methyl methacrylate (yapistirici) yapiminda benzol peroksit’ten
yararlanilmaktadir. Plastik endiistrisinde genellikle % 75 safliktaki benzol peroksit
kullanilmaktadir (SIDnitial Assessment Report, 2002).

Bunlarin disinda benzol peroksit, Danimarka, isve¢ ve Norveg gibi iilkelerde
tekstil endiistrisinde, boya endiistrisinde, insaat malzemelerinde, kozmetik iiriinlerde

kullanim alan1 bulmaktadir (SIDnitial Assessment Report, 2002).
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3.1.1.1.(2).Benzol  Peroksit’in  Kimyasal Parcalanmas1 ve Biyolojik

Metabolizmasi

Yapilan calismalar benzol peroksit’in serbest radikal olusturan bir madde
oldugunu gostermistir. Benzol peroksit’in UV 15181 ve sicaklik etkisiyle ya da
elektron bombardimani ile parcalanarak benzoloksil radikalleri ve benzoik asit
olusturdugu gosterilmistir (Sekil 3.1 a) (Swain ve ark. 1958; Janzen ve ark. 1972:
Binder ve ark. 1995°ten).

Yapilan caligmalarda neonatal fare keratinositlerinde benzol peroksit
radyoaktif olarak isaretlenmis (['*C-carbonyl]- benzol peroksit) ve olusturdugu
metabolitler belirlenmistir. Arastiricilar Cu™’in elektron donorii olarak kullanildig
bu reaksiyonlarda benzol peroksit’in benzoloksil radikallerine dontigebildigini, bu
metabolitinde ya H ayrilmasi ile benzoik asit’e ya da dekarboksilasyon ile fenil
radikalleri ve CO;’e doniistiigiinii gdstermislerdir (Sekil 3.1 b) (Kensler ve ark. 1988;
Swauger, 1991: Binder ve ark. 1995°ten).

1 e
O 00l

Benzoyl peroxide

% le-+ H+ \i-+ 2H*
(0]
]

O ) (o] o
Ll 1" L1
—O- C-0O- C-OH C-OH
2©) Q + © Q)
Benzoyloxyl Benzoyloxyl Benzoic Benzoic
Radical Radical Acid Acid

a

Sekil 3.1. Benzol Peroksit’in Kimyasal Olarak Parcalanmasi ve Biyolojik
Metabolizmasi. a. Kimyasal Pargalanma, b. Biyolojik Pargalanma
(Kensler ve ark. 1988; Swauger, 1991: Binder ve ark. 1995°ten)
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3.1.1.1.(3). Benzol Peroksit’in Viicuda Giris Yolari

Benzol peroksit ti¢ yolla viicuda girmektedir:

1) Agiz yoluyla

2) Solunum yoluyla

3) Akne tedavisinde kullanilmasiyla deri yoluyla.

Hem insanlarda hem de hayvanlarda benzol peroksit’in derideki
gozeneklerden keratin tabakaya (stratum korneum tabakasi) gectigi ve hizli bir
sekilde benzoik asit’e doniistiigli gosterilmistir. Ayrica calismalarda bu metabolitin
benzoat seklinde derideki kan damarlarindan emilerek kan dolasimina girdigi ve
bobrekler yoluyla atildigi da saptanmistir (Nacht ve ark. 1981; Yeung ve ark. 1983;
Seubert ve ark. 1984; Morsches ve Holzmann, 1982).

3.1.1.1.(4). Benzol Peroksit’in Canlhlara Etkisi

Soluk alip verme yoluyla % 78 saflikta 24.3 mg/ml benzol peroksit’e 4 saat
maruz kalan erkek sicanlarda gozlerde kisilma, tiikiiriik salgilama, nefes darligi,
gbzlerin yasarmasi, kizariklik, solunum oraninda ve motor aktivitelerde hizlanip
yavaglama gibi degisimlerin goézlendigi belirtilmistir (Wazeter ve ark. 1973:
SIDnitial Assessment Report, 2002’den).

Farkli arastiricilar tarafindan tavsanlarda, farelerde ve kobaylarda yapilan
calismalarda benzol peroksit’in deride irritasyonlara neden oldugu belirtilmistir.
Tavsanlarda yapilan calismalarda % 70’lik benzol peroksit’in uygulanmasindan
sonra 5 dakika i¢inde yikanmasi sonucu gozlerde irritasyonlara neden olmadig: fakat
yikanarak uzaklastirilmamasi durumunda 24 saat sonra gozlerde de irritasyonlar
olusturabilecegi belirtilmektedir. Yapilan bu ¢alismalar sonucunda benzol peroksit’in
hafif irritant etkiye sahip oldugu belirtilmistir (SIDnitial Assessment Report, 2002).

Benzol peroksit’in tireme/gelisme iizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla
yapilan calismalarda, gavaj yontemiyle 29 giin boyunca 1,000 mg/kg benzol

peroksit’in tekrarlanan uygulamalarinin disi farelerde c¢ok biiylik degisimler
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olusturmazken erkek farelerde testis ve epididimis agirliginda azalmalara neden
oldugu belirtilmistir (SIDnitial Assessment Report, 2002).

Tedavi amaciyla veya ilgili endiistri dallarinda ¢aligma sonucunda benzol
peroksit’e maruz kalan insanlarda da bu maddenin allerjik etkiye sahip oldugu
belirtilmistir. Daha ¢ok firincilar ve disciler arasinda goriilen bu allerjik
reaksiyonlarin % 5-10 arasinda benzol peroksit iceren akne ilaclarina karsi da

gelisebilecegi bildirilmistir (SIDnitial Assessment Report, 2002).

3.1.1.1.(5). Benzol Peroksit’in Ozellikleri (Merck)
Benzol peroksit serbest radikaller olusturan giiglii bir oksitleyici ajandir.
Kimyasal adi: Benzoyl peroxide

Kapal formiilii: C;4H;004 yahut (CsHsCO),0,
Acik Formiilii:

Molekiil agirhgi: 242.24 g/mol

Yogunlugu: 1.33 g/cm’ (25 °C)

Kaynama noktasi: 105 °C’nin tstiinde patlayicidir.
Erime noktasi: 104-106 °C

CAS No: 94-36-0

Merck Cat No: 8.01641.0100

3.1.1.2. Mitomycin C (MMC) (Kyowa)

Mitomycin C, bu ¢alismada pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
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Kimyasal adi: Mitomycin C
Kapal formiilii: C;5sHsN4O5

Acik Formiilii:
H O 0
oM OAN,H
CH3 N G,«CHSH
0 I
I\\J“H

Molekiil agirhgi: 334.327 g/mol
Erime noktasi: 360 °C
CAS No: 50-07-7

3.1.1.3. Dimethyl Sulfoxide (DMSO) (Sigma)
DMSO, bu ¢alismada benzol peroksit’in eriticisi olarak kullanilmistir.

Kimyasal adi: Dimethyl Sulfoxide (DMSO)
Kapah formiilii: C,HsSO yahut (CH3),SO
Acik Formiilii:

0

e
CH3 CH3

Molekiil agirhgi: 78.13
Yogunlugu: 1.1 g/cm’
Kaynama noktasi: 189 °C
Erime noktasi: 18.4-190 °C
Saflik diizeyi: >99.9

CAS NO: 67-68-5

Sigma No: 8418
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3.1.1.4. Kromozom Medyumu

Biochrom firmasinin {iirettigi Chromosome Medium B (Cat. No. F 5023),
hiicre kiiltiirii yapmak i¢in kullanilmigtir. Chromosom Medium B’nin her litresinde

asagidaki bilesikler belirtilen miktarlarda bulunmaktadir:

MEM JOKLIK with

Non essential Amino Acids..........ccoeveieiiiiiiiiinnn. 850 ml
Heparin........oooiiiii 25.000 E
Penicillin G, Sodium Salt.......................oo 75.000 E
Streptomycin Sulphate.................oooiiiiii 50 mg
Phytohemagglutinin L.....................cone . 2.5mg

Bu medyum her tiipte 2.5 ml olacak sekilde steril sartlarda paylastirilmis ve bu

sekilde kullanilmistir. Kiiltiir tiipleri steril olarak temin edilmistir.

3.1.1.5. Kolkisin (Sigma)

Kolkisin (Colchcine), preparatlarin hazirlanmasinda mitotik zehir olarak
kullanilmistir. Kolkisin eriyigi steril saf su igerisinde hazirlanmis ve kromozom
medyumunun her mililitresinde 0.06 pg olacak sekilde (0.06 pg/ml) 2.5 ml’lik

kromozom medyumuna ilave edilmistir. Kolkisine ait 6zelikler asagida verilmistir:

Kimyasal adi: Colchisine
Kapah formiilii: Cy;H»sNOg
Molekiil agirhigr: 399.4

Etil asetat icerigi: % 3.4
Kloroform igerigi: <% 0.1

Sigma No: C-9754
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3.1.1.6. Hipotonik Eriyik

% 0.4’liikk KCI1 (Merck) hipotonik eriyik olarak kullanilmistir. Eriyik bidistile
su igerisinde stok halinde hazirlanip agzi kapali cam kap igerisinde buzdolabinda
saklanmistir. Her preparasyondan yaklagik bir saat once yeterli miktarda hipotonik

eriyik alinmis, 37 °C’deki inkiibatorde 1sitilip kullanilmustir.

3.1.1.7. Fiksatif

KKD ve KA deneylerinde 1 hacim asetik asit’ in 3 hacim metanol ile
karistirilmasi sonucu hazirlanan fiksatif kullanilmistir.

MN deneyleri i¢in birinci fiksatif, 5 hacim metanol:1 hacim glasiyal asetik
asit ve 6 hacim % 0.9 NaCl karistirilarak hazirlanmistir. Diger iki fiksatif ise 1 hacim
glasiyal asetik asit ve 5 hacim metanol’lin karistirilmasiyla hazirlanmistir. Fiksatifler,
her preparasyonda kullanilmadan iki saat Once hazirlanarak buzdolabinda

saklanmistir.

3.1.1.8. 5’-Bromo-2’-deoxyuridine (BrdUrd) (Sigma)

BrdUrd kardes kromatidlerin farkli boyanmasini belirleyebilmek amaciyla
kullanilmigtir. BrdUrd eriyigi steril saf su igerisinde hazirlanmistir. Bu eriyikten 50
ul alinarak kiiltiir tiiplerine ilave edildiginde kiiltiir, son konsantrasyonu 10 pg/ml

olacak sekilde BrdUrd i¢cermistir.

Kimyasal adi: 5’-Bromo-2’-deoxyuridine
Kapah formiilii: CoH;;BrN,Os

Molekiil agirhgi: 307.10 g/mol

Erime noktasi: 191-194 °C

CAS No: 59-14-3

Sigma No: B 5002
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3.1.1.9. Sorensen Tamponu (Sorensen Buffer)

Bu eriyik, Sorensen Tampon A ve Sorensen Tampon B olmak iizere iki stok
¢Ozelti halinde hazirlanmistir ve bu ¢ozeltiler ¢aligmanin amacina uygun olarak

birbirleriyle degisik miktarlarda karistirilarak kullanilmistir.

Hazirlamis1

Sorensen Tampon A: 11.34 gr KH,PO4 250 ml saf su igerisinde eritilmistir
(pH=4.8)

Sorensen Tampon B:14.83 gr Na,HPO4.12H,O 250 ml saf su igerisinde
eritilmistir (pH=9.3)

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

Giemsa boyasi1 hazirlanmasinda da kullanilmistir.

3.1.1.10. Standart Saline Citrate (SSC) Eriyigi

11.05 gr tri sodyum sitrat (C¢HsNa3;O;. 2H,0) tartilarak bir miktar saf su
icerisinde eritilmistir. Daha sonra 21.9 gr NaCl tartilarak yine saf su icerisinde ancak
ayr1 bir kapta eritilmistir. iki eriyik, bir siseye dokiilerek iyice karistirilmis ve iizerine
500 ml oluncaya kadar saf su ilave edilmistir. Hazirlanan bu stok eriyik 5 x SSC’dir
ve bu eriyik buzdolabinda saklanmistir. KKD’yi incelemek i¢in deney yapilirken bu
stoktan 20 ml alinarak iizeri 100 ml oluncaya kadar saf su ile tamamlanmis ve elde

edilen 1 x SSC eriyigi kullanilmustir.
3.1.1.11. Giemsa (Merck)
Giemsa boyast Merck firmasindan (Cat. No. 9204) temin edilmis olup,

deneylerimizde Sorensen tamponu i¢inde hazirlanmis % 5°lik boya eriyigi

kromozomlar1 ve MN testinde niikleuslar1 boyamak icin kullanilmistir.
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3.1.1.12. Entellan (Merck)

Hazirlanan preparatlar1 daimi hale getirmek amaciyla lam ile lameli birbirine

yapistirmak i¢in kullanilan yapigkan sividir (Cat. No. 7961).

3.1.1.13. Nitrik Asit (HNO3)

Lamlar1 temizlemek amaciyla 1IN HNO; ¢ozeltisi kullanilmistir. Plastik sisede

saklanarak her defasinda tekrar tekrar kullanilmistir.

3.1.1.14. Cytochalasin B (Sigma)

Mikroniikleus (MN) testinde, hiicre boliinmesi sirasinda  sitokinezi

engellemek ve iki niikleuslu hiicreler olusturmak amactyla kullanilmistir.

Kimyasal adi: Cytochalasin B
Kapah formiilii: C,oH37NOs
Acik Formiilii:

Molekiil agirhigi: 479.61 g/mol
Erime noktasi: 218-223 °C
Kaynama noktasi: 218-223 °C
Saflik diizeyi: %98

CAS No: 14930-96-2

Sigma No: C-6762
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3.1.2. Kullamlan Deney Ekipmanlar:

3.1.2.1 Hassas Terazi

Hava akimlarina karsi 6zel cam paravanlarla korunan ve 0.0001 gr
hassasiyetindeki GEC AVERY marka terazi kimyasallarin tartilmasinda

kullanilmistir.

3.1.2.2. Santrifiij

Calismalarda rotor ¢ap1 18 cm, 4000 rpm’e kadar yiikselebilen devir hizi, 99
dakikalik zaman ayarlayict ve 28 tiip kapasiteli HETTICH UNIVERSAL marka

santrifiij kullanilmistir.

3.1.2.3. Mikroskop

Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan MICROS AUSTRIA marka

151k mikroskobu preparatlari incelemek i¢in kullanilmistir.

3.1.2.4. inkiibator

Hiicre Kkiiltiiriiniin yapilmasinda ve baz1 eriyiklerin 37 °C’ye kadar

1sitilmasinda DEDEOGLU marka 0 °C -100 °C ayarlanabilir inkiibatér kullanilmgtir.

3.2. Lamlarin Temizlenmesi

Kiiltlir siiresinin bitiminden iki giin Once etiketli olan lamlar dik saleye
dizilmis ve sale, lamlarin {izeri iyice oOrtiilecek sekilde 1 N HNO; ¢ozeltisi ile
doldurulmustur. Salenin agz1 kapatilarak 24 saat bekletilmistir. Bu siirenin sonunda
lamlar, yarim saat boyunca akan ¢esme suyunda iyice yikanmistir. 3-4 defa saf sudan

gecirildikten sonra sale saf su ile doldurularak buzdolabinda saklanmustir.
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3.3. Sterilizasyon

3.3.1. BrdUrd Eriyiginin Sterilizasyonu

BrdUrd eriyigi steril bir erlen i¢cinde bulunan ve steril olan saf su i¢inde 5°-
bromo-2’-deoxyuridine maddesinin eritilmesiyle hazirlanmistir. Bu eriyik ispirto
ocag1 ve Flow kabini sayesinde saglanan steril sartlarda por ¢ap1 0.2 um olan bakteri
filtresinden (Sartorius, membran filtre) gecirilerek steril edilmistir. Sonra agz1 vida
kapakli steril kiiltiir tliplerine konan bu eriyik, etrafi siyah bant ile kapatilarak

buzdolabinda saklanmistir.

3.3.2. Saf Suyun Sterilizasyonu

Temiz bir erlene saf su doldurularak erlenin agzi pamukla iyice kapatilmistir.
Sterilizasyon esnasinda otoklavdaki buhardan pamugun islanmamasi i¢in iizeri
aliminyum kagidi ile ortilmustiir. Erlendeki saf su otoklavda 1.2 atm. buhar

basincinda ve 120 °C’de 15 dakika steril edilmistir.

3.4. Kardes Kromatid Degisimini (KKD) (Sister Chromatid Exchange= SCE) ve
Kromozom Anormalliklerini (KA) (Chromosomal Aberration=CA)
Saptamak Amaciyla Hiicre Kiltiriniin Yapilmasi, Preparatlarin

Hazirlanmasi ve Boyanmasi

3.4.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Saglikli ve sigara igmeyen iki bayan (24 ve 25 yaslarinda) ve iki erkekten (25
yasinda) alinan 1/10 oraninda heparinize edilmis periferik kan 6rneklerinden 6 damla
(0.2 ml) steril sartlarda 2.5 ml’lik kromozom medyumuna ekilmistir (Renciizogullar
ve Topaktas, 1991). Yine steril sartlarda daha onceden hazirladigimiz BrdUrd

eriyiginden her tlipe son konsantrasyonu 10 pg BrdUrd/ml olacak sekilde ilave
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edilerek iyice karistirilmis ve hiicre kiiltiirii inkiibatérde 37+1 °C’de 72 saat boyunca
inkiibe edilmistir.

Benzol peroksit’in etkisini incelemek amaciyla kiiltiir bitiminden 24 ve 48
saat Oonce 25, 50, 75, 100 ug/ml benzol peroksit kiiltlir tiiplerine ilave edilmistir.
Ayrica her deneyin bir kontrolii, DMSO ilave edilmis bir eritici kontrolii ve MMC
ilave edilmis pozitif kontrolii vardir. Eritici kontrolde, kiiltiir tiipiine 20 ul DMSO
konmustur. Pozitif kontrolde, kiiltiir tiipline MMC son konsantrasyonu 0.25 pg/ml
olacak sekilde ilave edilmistir.

Kiiltiir sliresinin bitiminden 2 saat once (kiiltiiriin 70. saatinde) her tiipe
hazirlanan kolkisin eriyiginden 50 pl (0.06 pg/ml) ilave edilmis ve tiipler hafifce
sallanarak karistirilmistir.

Kiiltiir siiresinin sonunda (72. saatin bitiminde) kiiltiir tiipleri 1200 rpm’de 15
dk. santrifiij edilmis ve siipernatant atilmistir. Dipte kalan ve hiicreleri igeren 0.5-0.7
ml’lik sivi iyice karigtirildiktan sonra tiiplere, etiivde 37 °C’ye kadar isitilan
hipotonik eriyik ilave edilmistir. Bu eriyigin ilavesi damla damla ve karistirilarak
yapilmistir ve hiicre siispansiyonu pipetaj yapilarak homojen hale getirilmistir. Aksi
halde hiicrelerde  kiimelesme olmakta ve amaca uygun preparatlar
hazirlanamamaktadir. Her tiipe 5 ml hipotonik eriyik ilave edildikten sonra agzi
kapatilan tiipler inkiibatore konmustur. Hiicreler 37 °C de 15 dk. boyunca hipotonik
eriyik ile muamele edilmistir. Siirenin sonunda tiipler 1200 rpm’de 15 dk. santrifiij
edilmis ve santrifiij sonunda siipernatant atilmustir.

Daha sonra hipotonik eriyik ilavesinde oldugu gibi yavas yavas ve
karigtirarak her tlipe 5 ml olacak sekilde soguk fiksatif ilave edilmistir. Oda
sicakliginda 20 dk. fiksatif ile muamele edilen hiicreler 1200 rpm’ de 15 dk. santrifiij
edilmis ve silipernatant atildiktan sonra tiiplere tekrar fiksatif ilave edilmistir. Bu
islem ii¢ kere tekrarlanmistir. Ugiincii kez fiksatifle muamelenin sonunda tiipte kalan
stvinin tamamen berraklastigi goriilmiistiir. Son santrifiijden sonra dipte 0.5-0.7 ml
sv1 kalacak sekilde siipernatant atilmig ve preparat yapma islemine gegilmistir.

Tiipiin dibinde kalan hiicreler pasteur pipeti ile karistirilarak homojen hale
getirilmistir. Pasteur pipetine 4-5 damla olacak sekilde hiicre siispansiyonundan

cekilmistir. Ozel olarak hazirlanmis diizenege tutturulan pasteur pipetinden daha
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Oonce temizlenmis ve saf su igerisinde buzdolabinda saklanan lamin iizerine 75 cm
yiikseklikten farkli alanlara birer damla olmak {izere hiicre siispansiyonu
damlatilarak hiicrelerin ve dolayisiyla kromozomlarin lam iizerine yayilmasi
saglanmigtir. Hiicre slispansiyonunun lamlara dagitilmasi esnasinda damlalarin iist
iste diismemesine dikkat edilmistir.

Bu sekilde hazirlanan preparatlar kurumak iizere 24 saat oda sicakliginda

bekletilmistir.

3.4.2. Preparatlarin Boyanmasi ve Daimi Preparatlarin Hazirlanmasi

Bir kromozoma ait kardes kromatidlerin farklt boyanmasini (Sister Chromatid
Differentiation = SCD) saglamak amaciyla Speit (1984), Speit ve Haupter’in (1985)
gelistirdikleri metod modifiye edilerek kullanilmistir. Bu amagla bir giinlik
preparatlar 151nlama kabina konarak iizeri bir film seklinde Sorensen tamponu ile
ortiillecek sekilde kapatilmistir. Isinlama eriyigi 5 ml Sorensen Tampon A, 5 ml
Sorensen Tampon B alinip bu karigimin destile su ile 100 ml’ye tamamlanmasiyla
hazirlanmistir (pH=6.8). Isinlama eriyiginin az ya da fazla olmasmin kardes
kromatidler arasindaki kontrast farkin1 6nemli derecede etkiledigi goriilmiistir.

Bu sekilde ince bir tabaka halinde 1sinlama eriyigi ile Ortiilen preparatlar,
karanlikta 15 cm yiikseklikten 30 W’lik 254 nm dalga boyunda 151k yayabilen tek
ultraviole lambasi ile 30 dk. isinlandirilmigtir.

Isinlama bittikten sonra preparatlar 1 x SSC eriyigi i¢erisinde 58-60 °C’de 60
dk. inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresi bitmeden 15 dk. 6nce % 5’lik Giemsa boya eriyigi

hazirlanmstir.

% 5’lik Giemsa boyasinin hazirlanmasi: 5 ml tampon A, 5 ml tampon B ve
5 ml Giemsa karistirilarak iizerine 100 ml oluncaya kadar saf su ilave edilmistir
(pH=6.72). Sonra bu boya dik bir sale igerisine filtre kdgidi yardimiyla siiziilmiistiir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda preparatlar 1 x SSC eriyiginden almarak

dogrudan boya igerisine konmus ve yaklasik olarak 20 dk. boya igerisinde
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bekletilmistir (Kardes kromatidler arasindaki en iyi kontrast farki bu siirenin sonunda
elde edilmistir). Bu siirenin sonunda preparatlar boyadan cikarilmis ve ii¢ ayri
kaptaki saf sudan gecirilerek preparatlarin iizerindeki fazla boyanin akmasi
saglanmistir. Bundan sonra preparatlar dik vaziyette kurumaya birakilmistir.
Boyanmis preparatlar kuruduktan sonra entellan ile kapatilarak daimi hale

getirilmigtir.

3.5. Daimi Preparatlarda Mikroskobik inceleme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar MICROS AUSTRIA marka 11k
mikroskobunda immersiyon objektifi ile incelenmistir (10 x 100 = 1000 biiyiitmede).
Bu incelemeler sirasinda kardes kromatid degisimi sayisi (KKD) ve kromozomal
anormallikler belirlenmistir. Ayni preparatlarda birinci, ikinci ve {iglincli mitoz
boliinmeyi gegiren hiicrelerin sayisi ve toplam hiicre igerisinde mitoz boliinmeyi
geciren hiicrelerin sayist saptanmistir. Bu incelemeler sonucunda proliferasyon

indeksi (PI) ve mitotik indeks (MI) saptanmustir.

3.5.1.KKD Sayisinin ve Replikasyon indeksinin (RI) (Proliferasyon Indeksi =
PI) Saptanmasi

3.5.1.1. KKD Sayisinin Saptanmasi

KKD sayisi, her kisinin kan kiiltiiriine ait preparatlardan iyi dagilmis ve ikinci
mitozu geciren 25 hiicrede (dort kisiden toplam 100 hiicre) saptanmistir. KKD sayisi
bir kromozomun ag¢ik boyanmis kromatidindeki koyu boyanmis pargalarin veya koyu
boyanmis kromatidindeki acik boyanmis pargalarin sayilmasiyla belirlenmistir.
Ortadan bir parca degisimi olmus ise bu iki KKD olarak degerlendirilmistir (Sekil
3.2.a). Ugtan par¢a degisimi olmus ise bu da bir KKD olarak sayilmistir (Sekil
3.2.b). Ancak bu incelemeler esnasinda kromatidlerin primer bogum bdlgelerinden
donlim yapip yapmadiklarina dikkat etmek gerekir. Bu durumda kromozomlarda

KKD yoktur (Sekil 3.2.c).
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Sekil 3.2. Kardes Kromatid Degisiminin Oldugu ve Olmadigi Durumun Sematik
Olarak Gosterilmesi (Topaktas ve Speit, 1990)

3.5.1.2. Replikasyon indeksinin (RI) (Proliferasyon Indeksi = PI) Saptanmasi

Benzol peroksit’in  DNA replikasyonu {izerindeki etkilerini arastirmak
amactyla RI bulunmustur. Her kisinin kan Kkiiltiiriinden yapilan preparatlardan
tesadiifi secilmis 100 hiicrenin incelenmesiyle RI belirlenmistir. Bu incelemeler
sirasinda gozlenen birinci, ikinci ve liglincii mitoz bolinmeyi geciren hiicreler
sayillmistir. Bu verilerden yola c¢ikilarak her bir kisinin kan kiiltiiriindeki RI su
sekilde hesaplanmustir:

I1x(MI)+2x(M2)+ 3x(M3)
RI=

100
M1: Birinci mitozu gegiren hiicrelerin sayist
M2: Ikinci mitozu gegiren hiicrelerin sayis

M3: Ugiincii mitozu gegiren hiicrelerin sayis1

Birinci, ikinci ve tigiincii metafaz plaklari su sekilde ayirt edilmistir (Topaktas
ve Speit. 1990):

BrdUrd, deoxytimidin (dT) ve deoxyuridin (dU) birbirlerinin anologu olan
bilesiklerdir. BrdUrd, dT ve dU arasindaki tek fark tasidiklari heterosiklik benzen

halkasindaki besinci C atomuna baglanan gruplarin farkli olmasindan
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kaynaklanmaktadir. Besinci C atomuna baglanan grup dT°de CH3, BrdUrd’de Br ve
dU’de H atomudur (Sekil 3.3).

(9] 0 0]
] i I
CH H
HN/j 3 I_]N/jﬁr HN/j[
J’\ /zk -#I\
0 "N o’ "N o N
HO—CH, HO—CH, HO—CH,
N 0 0
OH OH OH
Deoxytimidin (dT) Bromodeoxyuridin (BrdUrd) Deoxyuridin (dU)

Sekil 3.3. Deoxytimidin (dT), Bromodeoxyuridin (BrdUrd) ve Deoxyuridin (dU)’in
Kimyasal Yapilar.

BrdUrd, DNA’nin yapisinda bulunan timin bazlarinin anologu oldugundan
kiiltiir ortamina BrdUrd eklendiginde hiicreler DNA’larin1 replike ettikleri esnada
(birinci S fazinda) yeni sentezlenen poliniikleotid ipligi i¢ine timinin yerine ortamda
bulunan BrdUrd gegecektir. Bdoyle hiicrelerin kromozomlar1 boyandiginda bir
kromozomun her iki kromatidi de (dT/BrdUrd : dT/BrdUrd) homojen koyu renkte
boyanacaktir. Bu hiicreler birinci mitoz bdliinmeyi geciren hiicrelerdir (Sekil 3.4 A
ve Sekil 3.5). Birinci mitoz bolinmeyi gegiren hiicrelerden meydana gelen yavru
hiicreler tekrar S fazina girdiginde (BrdUrd’ li ortamda ikinci S fazi) timin igeren
poliniikleotid ipligine komplementer olarak sentezlenen yeni DNA ipliginde BrdUrd
yer alacaktir. Bu iki poliniikleotid ipligi bir kromozomun koyu boyanan kromatidini
(dT/BrdUrd) olusturacaktir. BrdUrd igeren iplige komplementer olarak sentezlenen
yeni iplige de BrdUrd girecektir ve bir kromatidi olusturan iki poliniikleotid ipligi de
BrdUrd igereceginden (BrdUrd/BrdUrd) bu kromatid, ayni kromozomun agik
boyanan kromatidini olusturacaktir. Iste bu hiicrenin metafaz devresinde
kromozomlar boyandiginda tiim kromozomlarin kromatidlerinden birisi koyu digeri
acik renkte boyanacaktir (dT/BrdUrd : BrdUrd/BrdUrd). Bunlarda ikinci mitoz
boliinmeyi gegiren hiicrelerdir (Sekil 3.4 B ve Sekil 3.6). Bu hiicreler tekrar S fazina
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girdiginde (BrdUrd’li ortamda iiglincii S fazi) ikinci mitozda agik boyanan
kromatidden tiim poliniikleotid ipliklerine BrdUrd girmis olan bir kromozom
meydana gelecektir ve bu kromozomun her iki kromatidi de acik boyanacaktir
(BrdUrd/BrdUrd:BrdUrd/BrdUrd). Ikinci mitozda koyu boyanan kromatidden ise, bir
kromatidin her iki ipligi BrdUrd’li ve diger kromatidinin bir ipligi BrdUrd’li diger
ipligi timinli olan bir kromozom olusacaktir. Bu kromozomda boyandiginda bir
kromatidi  koyu  renkte, diger  kromatidi  ac¢ik  renkte  olacaktir
(dT/BrdUrd:BrdUrd/BrdUrd). Iste boyle hiicrenin metafaz devresinde preparat
yapildiginda bazi1 kromozomlarin her iki kromatidi agik renkte, bazi kromozomlarin
bir kromatidi acik diger kromatidi koyu renkte boyanacaktir. Bu hiicreler de tigiincii
mitoz béliinmeyi gegiren hiicrelerdir (Sekil 3.4 C ve Sekil 3.7). Iste bu sekilde
birinci, ikinci ve liclincli mitoz boliinmeyi gegiren hiicreler ayirt edilmis, 100 hiicre
icinde bu hiicrelerin sayis1 saptanmis ve elde edilen veriler kullanilarak yukaridaki

formiile gére RI hesaplanmistir.
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Sekil 3.4. BrdUrd’nin DNA yapisina Girmesi ile Birinci, kinci ve Ugiincii Mitoz
Bolinmeyi Gegiren Hiicrelerin Ayt Edilmesinin  Sematik Olarak
Aciklanmasi (During, 1985: Topaktas ve Speit, 1990’dan)
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Sekil 3.5. Birinci Mitoz Boliinmeyi Gegiren Hiicrelerin Metafaz Kromozomlari
(x 1000).

10 pm

Sekil 3.6. ikinci Mitoz Boliinmeyi Gegiren Hiicrelerin Metafaz Kromozomlari
(x 1000).
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10 um

Sekil 3.7. Uciincii Mitoz Béliinmeyi Gegiren Hiicrelerin Metafaz Kromozomlari
(x1000).

3.5.2. Kromozom Anormallikleri (KA) ve Mitotik indeksin (MI) Saptanmasi

3.5.2.1. Kromozom Yap1 ve Say1 Anormalliklerinin Saptanmasi

Her bir kisiden hazirlanan preparatlardan iyi dagilmig kromozomlara sahip
toplam 100 hiicre (dort kisiden toplam 400 hiicre) KA’y1 saptamak amaciyla
incelenmistir. Bu hiicrelerde gozlenen yapi ve say1 anormallikleri kaydedilmistir.
Incelenen bu 100 hiicre i¢inde anormallik tasiyan hiicrelerin yiizdesi ile toplam KA
sayist hesaplanmistir. Toplam KA sayist incelenen hiicre sayisina bdliinerek hiicre
basina diisen KA sayis1 (KA/Hiicre) saptanmistir.

Bu calismada gap’lar anormallik olarak degerlendirilmemistir. Gap’lar ile
kromatid ve kromozom tipi kiriklar1 arasindaki farklar, Preston’un (1987)
bildirdigine gére Kauderer ve ark.’na (1991) uygun olarak su sekilde ayirt edilmistir:

Gap’larda, kromatidin birinde (kromatid tipi gap) veya kromatidin her

ikisinde (kromozom tipi gap) gorillen boyanmamis bdlge bir kromatidin
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genisliginden daha azdir. Kiriklarda bir kromatiddeki (kromatid tipi kirik) veya her
iki kromatiddeki (kromozom tipi kirik) boyanmamis bolge bir kromatidin
genigliginden daha fazladir. Iste bu olgiilere gore gap ve kromatid kiriklari

birbirinden ayirt edilmistir.

3.5.2.2. Mitotik Indeksin (MI) Saptanmasi

Benzol peroksit’in mitoz boliinme iizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla
MI saptanmustir. MI’1 saptamak amaciyla her bir kisiye ait preparatlarda toplam 3 bin
hiicre incelenmis ve bunlar arasinda mitoz boliinme geciren hiicrelerin sayisi
kaydedilmistir. 3 bin hiicre i¢inde mitoz geciren hiicrelerin orani yiizde cinsinden

hesaplanarak MI saptanmustir.

3.6. Mikroniikleus (MN) Olusumunu Saptamak Amaciyla Hiicre Kiiltiiriiniin

Yapilmasi, Preparatlarin Hazirlanmasi ve Boyanmasi

3.6.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

In vitro mikronukleus testinde Rothfuss ve ark. (2000)’nin gelistirdikleri
yontem modifiye edilerek kullanilmistir. Bu ydnteme gore, saglikli insanlardan
alinan periferik kanin 0.2 ml’si, 2.5 ml kromozom medyumuna ekilerek 37 °C’de 68
saat inkiibe edilmistir. 25, 50, 75 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarindaki benzol
peroksit, kiiltiir ortamina, kiiltlirlin baslangicindan 20 ve 44 saat sonra ilave
edilmistir. Ayrica her deneyin bir kontroli, bir eritici kontrolii ve bir pozitif kontrolii
vardir. Inkiibasyonun baslangicindan 44 saat sonra her tiipe konsantrasyonu 8 pg/ml
olacak sekilde Cytochalasin-B maddesi ilave edilmistir. Inkiibasyonun sonunda,
kiiltiir tiipleri 1200 rpm’de 15 dk. santrifiij edilerek siipernatant atilmis ve hiicreler
hipotonik soliisyonla (% 0.4 KC1) 37 °C’de 10 dakika muamele edilmistir. Hipotonik
soliisyon, KKD ve KA deneylerinde oldugu gibi yavas yavas ve pipetaj yapilarak
ilave edilmistir. Hipotonik eriyik ile muamelenin ardindan 1200 rpm’de 15 dk.

santrifiij yapilmis ve siipernatant atilarak birinci fiksatif ile muamele edilmistir. Bu
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fiksatif 5 hacim metanol:1 hacim glasiyal asetik asit ve ikisinin toplam miktar1 kadar
% 0.9 NaCl karistirilarak hazirlanmistir (5 hacim metanol:1 hacim glasiyal asetik
asit:6 hacim % 0.9 NaCl). Birinci fiksatif ile oda sicakiginda 20 dakika muameleden
sonra 1200 rpm’de 15 dk. daha santrifiijlenen tiiplere iki kez metanol/glasiyal asetik
asit (5:1) ilavesi yapilarak 20 dakika oda sicakliginda fiksatif muamelesi yapilmstir.
Sonra santriflij yapilarak siipernatant atilmis ve kiiltiir tiiplerinin dibinde toplanmus
olan hiicreler resiispanse edilmistir. Daha sonra, hiicre siispansiyonu soguk ve temiz

lamlar iizerine 10 cm yiikseklikten damlatilarak preparatlar hazirlanmistir.

3.6.2. Preparatlarin Boyanmasi

Hazirlanan preparatlar bir giin sonra Sorensen tamponunda hazirlanmis %
5’lik Giemsa boyasi ile 15 dk. boyanmis ve 3 ayr1 kapta bulunan saf sudan
gecirilerek kurumaya birakilmistir. Kuruma isleminden sonra preparatlar entellan ile

kapatilarak incelemeye hazir hale getirilmistir.

3.7. Mikroniikleus Preparatlarinda Mikroskobik Inceleme

Hazirlanan daimi preparatlar MICROS AUSTRIA marka 151k mikroskobunda
10x40=400 biiylitmede incelenmistir.

3.7.1. Mikroniikleus Sayisinin Saptanmasi

Mikroniikleus sayisim1 saptamak amaciyla her bir kisiye ait daimi
preparatlarda her kisinin, her muamele grubu ve kontrollerinde iki niikleusa sahip
(bintikleer) toplam 1000 hiicre (Sekil 3.8) incelenerek mikrontikleuslu hiicreler ve
mikroniikleus tasiyan hiicrelerdeki mikroniikleus sayisi kaydedilmistir. 1000 hiicre

icinde mikrontikleuslu hiicre orani yilizde cinsinden hesaplanmustir.
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Sekil 3.8. Sitoplazma Béliinmesinin Engellenmesi Sonucunda Olusan Iki Niikleuslu
Hiicre (x 1000).

3.8. Mikroskopta Fotograf Cekme

Fotograf ¢ekme islemi OLYMPUS marka mikroskopta 1000 biiyilitmede
yapilmistir. Birinci, ikinci ve {igiincii mitozu geciren hiicrelerin, preparatlarda
rastlanan bazi ilging kromozom anormalliklerinin ve mikroniikleuslu biniikleer
hiicrelerin fotograflar1 ¢ekilmistir. Fotograf ¢ekiminde Kodak marka 100 ASA’lik
renkli film kullanilmustir.

3.9. Istatistik Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Mikroskobik inceleme sonucunda elde edilen KKD, KA, MI, RI ve MN
olusumlar1 i¢in Once her bir grubun ortalamalar1 arasindaki farkin 6nemli olup
olmadig1 tek yonlii varyans analiz metodu ile saptanmis, farkin 6nemli oldugu
gruplarda t-testi ile muameleli gruplardan elde edilen sonuglar kontrolleri ile
(kontrol, eritici kontrol ve pozitif kontrol) karsilagtirilmistir. Doz-etki iliskisini
belirlemek amaciyla regresyon denklemi ve korelasyon katsayisi (r) bulunmus ve

regresyon dogrusu ¢izilmistir.
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Ayrica mikroskobik incelemeler sonucunda elde edilen degerler cizelge ve

grafik halinde verilmistir.

79



4. BULGULAR

4.1. Benzol Peroksit’in Kardes Kromatid Degisimi (KKD) Uzerindeki Etkileri

Benzol peroksit, 24 saatlik muamele siiresinde kullanilan tiim
konsantrasyonlarda KKD’yi genel olarak hem kontrol hem de eritici kontrole gore
arttirmistir (Cizelge 4.1). Ancak KKD’de goriilen bu artis, kontrol ve eritici kontrole
gore istatistiksel olarak dnemli bulunmamustir (Cizelge 4.1). Muameleli kiltiirlerdeki
KKD sayis1 pozitif kontrolden 6nemli derecede diisiiktiir (Cizelge 4.1).

48 saatlik muamelelerde benzol peroksit KKD’yi genel olarak kontrol ve
eritici kontrole nazaran arttirmis, ancak bu artig sadece en yliksek konsantrasyonda
(100 pg/ml) kontrole gére dnemli bulunmustur (Cizelge 4.1). Muameleli kiiltiirlerde
KKD sayisi1 pozitif kontroldekinden daha diisiik bulunmustur (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Degisik Dozlarda Benzol Peroksit ile 24 ve 48 Saat Muamele Edilmis
Olan Insan Periferal Lenfositlerinde Ortalama KKD Sayisi.

. Muamele Siiresi | Konsantrasyon Min-Max ..
Test Maddesi (saat) (ug/ml) KKD KKD/Hiicre+SH
Kontrol -- -- 2-21 7.99 £0.33
DMSO (eritici kontrol) 24 20 pl 2-15 7.92 £0.69
MMC (pozitif kontrol) 24 0.25 25-92 55.67+4.21
BPO 24 25 1-18 8.49+0.82 ¢4
BPO 24 50 2-23 8.46+0.74 c4
BPO 24 75 3-23 8.89+0.58 c5
BPO 24 100 3-15 9.22 +0.50 c;
DMSO (eritici kontrol) 48 20 pl 2-17 8.14+£0.73
MMC (pozitif kontrol) 48 0.25 62 - 137 95.38 +4.13
BPO 48 25 2-20 10.26 £1.20 c3
BPO 48 50 2-26 11.12+£1.01 ¢3
BPO 48 75 2-21 10.81 +1.28 ¢;
BPO 48 100* 2-23 11.93 £ 1.20 ajcy

1)*: Yiiksek toksisite nedeniyle KKD i¢in 77 hiicre incelenmistir.
2)a: Kontrol ile; b: Eritici kontrol ile; c: Pozitif kontrol ile karsilastirmada fark 6nemlidir.
alblcl: P <0.05 32b2C2: P <0.01 a3b3c3: P <0.001
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4.2. Benzol Peroksit’in Kromozom Aberasyonlarinin (KA) Olusumu Uzerindeki

Etkileri

Benzol peroksit ile 24 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
kromozom aberasyonlu hiicre oraninin son iki yiiksek konsantrasyonda (75 pg/ml,
100 pg/ml) kontrol ve eritici kontrole gore Onemli derecede yiiksek oldugu
saptanmistir (Cizelge 4.2). 24 saatlik muamele siiresinde benzol peroksit kromozom
aberasyonlarin1 doza bagl olarak arttirmistir (Sekil 4.1). 75 pg/ml ve 100 pg/ml
konsantrasyondaki benzol peroksit ile 24 saat muamele edilen kiiltiirlerde hiicre
basina diisen anormallik sayis1 (KA/Hiicre) hem kontrol hem de eritici kontrolden
yiiksek bulunmustur. KA/Hiicre’deki artis doza bagli bir durum gdstermistir (Sekil
4.2). 24 saatlik muamele siiresinde benzol peroksit KA’y1 pozitif kontrol kadar
uyarmamistir (Cizelge 4.2).

Benzol peroksit ile 48 saat muamele edilen kiiltiirlerde tiim konsantrasyonlarda
anormal hiicre yiizdesi ve KA/Hiicre hem kontroldekinden hem de eritici
kontroldekinden yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.2). Yani benzol peroksit 48 saatlik
muamele siiresinde KA’y1 tiim konsantrasyonlarda uyarmistir. Bu uyarma pozitif
kontrol kadar olmamistir (Cizelge 4.2). 48 saatlik muamele siiresinde anormal hiicre
oranindaki artis doza bagli bir durum gostermistir (Sekil 4.3). Bu muamele siiresinde
hiicre basina diisen kromozom aberasyonu sayist da (KA/Hiicre) doza bagl olarak
artmistir (Sekil 4.4).

Benzol peroksit insan periferal lenfositlerinde kromatid kirnigi (Sekil 4.5; Sekil
4.6; Sekil 4.7; Sekil 4.8; Sekil 4.9; Sekil 4.18), kromozom kirig1 (Sekil 4.10; Sekil
4.14; Sekil 4.16; Sekil 4.18), fragment (Sekil 4.11), kardes kromatid birlesmesi
(Sekil 4.12), disentrik kromozom (Sekil 4.13), translokasyon (Sekil 4.14 ve Sekil
4.15), kromatid degisimi (Sekil 4.16), poliploidi (Sekil 4.17) ve endoreduplikasyon

(Sekil 4.18) gibi kromozom aberasyonlarina neden olmustur.
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Cizelge 4.2. Degisik Dozlarda Benzol Peroksit ile 24 ve 48 Saat Muamele Edilmis Olan Insan Periferal Lenfositlerinde Kromozom

Anormallik Cesitleri, Anormal Hiicre Orani, KA/Hiicre.

Muamele

Anormallikler *

Anormal Hiicre

. KA/Hiicre+SH
s (V)
Test Maddesi Sire | Kons. | . B F KKB DS T KD +SH (%)
(saat) | (ug/ml)
Kontrol -- -- 18 6 2 1 - - 1 6.50+0.64 0.07+0.00
DMSO (¢bziicii kontrol) 24 20 pl 18 - 1 2 - 1 - 6.00+0.40 0.06+0.00
MMC (pozitif kontrol) 24 0.25 |200 115 | 15 7 1 - 140 57.7545.66 0.94+0.14
BPO 24 25 17 6 5 1 1 - 2 7.504£1.04 ¢4 0.08+0.00 c5
BPO 24 50 22 11 2 1 - 1 - 9.00+0.81b;c; 0.09+0.00 byc;
BPO 24 75 30 2 3 1 - - 10.00+0.40 abyc; 0.10+0.00 asb,c;
BPO 24 100** 30 6 2 7 1 1 1 12.75+ 1.49 a\b;c; 0.13+0.01 a;b;c;
DMSO (¢bziicii kontrol) 48 20pul | 20 3 3 2 - - 1 7.00+0.70 0.07+0.00
MMC (pozitif kontrol) 48 0.25 | 264 6 69 3 5 2 | 115 75.25+6.21 1.79+0.33
BPO 48 25 28 2 5 4 2 - 2 9.75+0.47 azb,c; 0.10+0.00 asb;c;
BPO 48 50 35 7 5 - - 3 - 11.75+0.85 azb;c; 0.1240.00 asb,c;
BPO 48 75 35 7 4 4 4 - 12.25+1.65 a;bcs 0.14+0.01 asb,c;
BPO 48 100*** | 44 8 3 1 1 1 - 16.50+0.50 asbscs 0.18+0.00 asbsc;
1)* : B’:Kromatid Kirgs; B’’: Kromozom Kirigy; F: Fragment; KKB: Kardes Kromatidlerin Birlesmesi; DS: Disentrik kromozom;

T: Translokasyon;
: Yiiksek toksisite nedeniyle 357 hiicre incelenebilmistir.

2)%*

KD: Kromatid Degisimi;

P: Poliploidi;

3)*** . Yiiksek toksisite nedeniyle 310 hiicre incelenebilmistir.

4)a: Kontrol ile;
alb1C1: P <0.05

b: Eritici Kontrol ile;

a2b2c2: P <0.01

a3b3c3: P <0.001
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14+
|
12
10 .
S 8-
% o)
4- y =0.067x + 5.625
r=0.978*
2 |
o+ ¢
25 50 75 100
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.1. Farkli Dozlarda Benzol Peroksit ile 24 Saat Muamele Edilmis Insan
Periferal Lenfositlerinde AH’nin Doza Bagli Olarak Artisint Gdsteren
Regresyon Dogrusu ve Korelasyon Katsayisi.

*:P<0.05
0.14
[ |
0.121
0.1 =
D
S 0.08 n
< 0.061
S y = 0.0006x + 0.06
0.041 r = 0.956*
0.021
0 * * . .
25 50 75 100
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.2. Farkli Dozlarda Benzol Peroksit ile 24 Saat Muamele Edilmis Insan
Periferal Lenfositlerinde KA/Hiicre Oraninin Doza Bagli Olarak Artisini
Gosteren Regresyon Dogrusu ve Korelasyon Katsayisi.
*:P<0.05
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Sekil 4.3. Farkli Dozlarda Benzol Peroksit ile 48 Saat Muamele Edilmis Insan
Periferal Lenfositlerinde AH’nin Doza Bagli Olarak Artisint Gdsteren

Regresyon Dogrusu ve Korelasyon Katsayisi.
*:P<0.05
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Sekil 4.4. Farkli Dozlarda Benzol Peroksit ile 48 Saat Muamele Edilmis Insan
Periferal Lenfositlerinde KA/Hiicre Oraninin Doza Bagli Olarak Artisini

Gosteren Regresyon Dogrusu ve Korelasyon Katsayisi.
*: P <0.05
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Sekil 4.5. Kromatid Kirigi (B”) (100 ug/ml benzol peroksit, 24 saatlik muamele, )
(x1000).

10 pm

Sekil 4.6. Kromatid Kirig1 (B’) (75 pg/ml benzol peroksit, 48 saatlik muamele, 9)
(x1000).
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Sekil 4.7. Kromatid Kirigi (B’) (50 pg/ml benzol peroksit, 48 saatlik muamele, 9)
(x1000).

10 pm

Sekil 4.8. Kromatid Kirig1 (B”) (25 pg/ml benzol peroksit, 48 saatlik muamele, )
(x1000).
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10 pm

Sekil 4.9. Kromatid Kirig1 (B’) (50 pug/ml benzol peroksit, 48 saatlik muamele, &)
(x1000).

10 pm

Sekil 4.10.Kromozom Kirig1 (B’*) (25 pg/ml benzol peroksit, 24 saatlik muamele,d)
(x1000).
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10 pm

Sekil 4.11. Fragment (F) (25 pg/ml benzol peroksit, 24 saatlik muamele, 3') (x1000).

10 pm

Sekil 4.12. Kardes Kromatid Birlesmesi (KKB) (25 pg/ml benzol peroksit, 48 saatlik
muamele, &) (x1000).
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10 pm

Sekil 4.13. Disentrik Kromozom (DS) (75 pg/ml benzol peroksit, 24 saatlik
muamele, @) (x1000).
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10 pm

Sekil 4.14. Translokasyon (T) (a) ve Kromozom Kirig1 (B’’) (b) (50 pg/ml benzol
peroksit, 48 saatlik muamele, &) (x1000).

Sekil 4.15. Translokasyon (T) (50 pg/ml benzol peroksit, 24 saatlik muamele, 3
(x1000).
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10 pm

Sekil 4.16. Quadriradyal Sekilde Kromatid Degisimi (KD) (¢) ve Kromozom Kirig1
(B”) (b) (25 pg/ml benzol peroksit, 48 saatlik muamele, &) (x1000).

91



4. BULGULAR Arzu YAVUZ

10 pm

Sekil 4.17. Poliploidi (P) (25 pg/ml benzol peroksit, 24 saatlik muamele, 3) (x1000).

92



4. BULGULAR Arzu YAVUZ

Sekil 4.18. Endoreduplikasyon (E); Kromozom Kirig1 (b) ve Kromatid Kirig1 (d) (50
pg/ml benzol peroksit, 48 saatlik muamele, 3 (x1000).

4.3. Benzol Peroksit’in DNA Replikasyonu ve Mitoz Bélinme Uzerindeki
Etkileri

Benzol peroksit’in DNA replikasyonu iizerindeki etkisi replikasyon indeksinin
(RI) saptanmastyla, mitoz bdliinme {iizerindeki etkisi de mitotik indeksin (MI)
saptanmastyla belirlenmistir.

Benzol peroksit ile 24 saat muamele edilen kiiltiirlerde RI kontrol ve eritici
kontroldekine gore genel olarak diisiik bulunmus, fakat aradaki fark istatistiksel
olarak Onemli bulunmamistir (Cizelge 4.3). Benzol peroksit ile 48 saat muamele

edilen kiiltiirlerde RI, kontrol ve eritici kontrole goére Onemli derecede diisiik
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bulunmustur (Cizelge 4.3). Hem 24 hem de 48 saatlik muamele siiresinde RI’de doza
bagh bir diislis kaydedilmistir (Sekil 4.19; Sekil 4.20).

24 saat benzol peroksit ile muamele edilen kiiltiirlerde MI kontrol ve eritici
kontroldekine nazaran genel olarak diisiik bulunmustur. Ancak aradaki fark
istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir (Cizelge 4.3). Benzol peroksit ile 48 saatlik
muamelede ise M1, son iki yliksek konsantrasyonda (75 pg/ml, 100 pg/ml) kontrol ve
eritici kontrole nazaran énemli derecede diisiik bulunmustur (Cizelge 4.3). Gerek 24
saatte gerckse 48 saatte MI’deki diisiis doza bagli durum gostermistir (Sekil 4.21;
Sekil 4.22).

Cizelge 4.3. Degisik Dozlarda Benzol Peroksit ile 24 ve 48 Saat Muamele Edilmis
Olan Insan Periferal Lenfositlerinde Replikasyon Indeksi (RI) ve
Mitotik Indeks (MI).

Muamele
Test Maddesi Siire | Kons. | M; | M, | M; RItSH MI+SH
(saat) |(ug/ml)
Kontrol -- -- 42 | 113 | 245 2.51+£0.09 6.35+0.91
DMSO (¢ozicii kontrol) 24 | 20ul | 27 | 90 | 283 2.64+0.04 5.62+0.59
MMC (pozitif kontrol) | 24 025 | 45 | 164 | 191 2.37+0.06 4.59+0.17
BPO 24 25 36 | 91 | 275 2.60+0.04 ¢, 5.45+0.52
BPO 24 50 50 | 118 | 233 2.47+0.13 4.77+0.72
BPO 24 75 61 |142 | 197 2.31+0.17 4.46+0.68
BPO 24 100 | 113 | 138 | 149 2.07+0.26 3.56+0.89
DMSO (¢oziicii kontrol) 48 20l | 52 | 98 | 250 2.50+0.07 5.26+0.62
MMC (pozitif kontrol) | 48 0.25 | 184 (202 | 14 1.57+0.06 2.64+0.62
BPO 48 25 83 | 177 | 140 | 2.15+0.09 a;b;c, 4.51+0.46 a;c,
BPO 48 50 | 103 | 202 | 95 1.98+0.05 ab;c, 3.90+0.64 a;
BPO 48 75 140 | 190 | 70 1.83+0.06 a,b,c; 3.12+0.50 a,b;
BPO 48 100 | 189 | 172 | 39 1.62+0.09 a,b, 1.84+0.51 a,b,

a: Kontrol ile; b: Eritici Kontrol ile; c: Pozitif Kontrol ile karsilagtirmada fark 6nemlidir.
azszzl P <0.01

alb|C|: P <0.05
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Sekil 4.19.Farkli Dozlarda Benzol Peroksit ile 24 Saat Muamele Edilmis Insan
Periferal Lenfositlerinde RI’nin Doza Bagli Olarak Azalmasini Gosteren
Regresyon Dogrusu ve Korelasyon Katsayisi.

*:P<0.01
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Sekil 4.20.Farkli Dozlarda Benzol Peroksit ile 48 Saat Muamele Edilmis Insan
Periferal Lenfositlerinde RI’nin Doza Bagli Olarak Azalmasini Gosteren

Regresyon Dogrusu ve Korelasyon Katsayisi.
*:P<0.01
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Sekil 4.21. Farkli Dozlarda Benzol Peroksit ile 24 Saat Muamele Edilmis insan
Periferal Lenfositlerinde MI’in Doza Bagli Olarak Azalmasin1 Gosteren
Regresyon Dogrusu ve Korelasyon Katsayist.
*:P<0.05
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Sekil 4.22. Farkli Dozlarda Benzol Peroksit ile 48 Saat Muamele Edilmis Insan
Periferal Lenfositlerinde MI’in Doza Bagli Olarak Azalmasini Gosteren

Regresyon Dogrusu ve Korelasyon Katsayisi.
*:P<0.05

96



4. BULGULAR Arzu YAVUZ

4.4. Benzol Peroksit’in Mikroniikleus (MN) Olusumlar1 Uzerindeki Etkileri

24 saat benzol peroksit ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
MN’lu hiicre oran1 kontrol ve eritici kontrole nazaran yiiksek bulunmustur, ancak bu
artis istatistiksel olarak 6nemli degildir (Cizelge 4.4). Fakat bu muamele siiresinde
MN’lu hiicre oranindaki artig doza bagl bir durum gostermektedir (Sekil 4.23).

Benzol peroksit ile 48 saat muamele edilmis kiiltiirlerde ise 75 pg/ml
konsantrasyonda MN’lu hiicre oraninin sadece kontrole nazaran 6nemli derecede
arttigr bulunmustur. 100 pg/ml konsantrasyonundaki benzol peroksit ise MN’lu
hiicre oranin1 hem kontrol hem de eritici kontrole goére énemli derecede arttirmistir
(Cizelge 4.4). Muameleli kiiltiirlerdeki MN’lu hiicre oranindaki artis pozitif
kontroldeki kadar olmamustir (Cizelge 4.4).

Iki niikleuslu hiicrelerde rastlanan mikroniikleuslar degisik biiyiikliiktedir

(Sekil 4.24; Sekil 4.25; Sekil 4.26).

Cizelge 4.4. Degisik Dozlarda Benzol Peroksit ile 24 ve 48 Saat Muamele Edilmis
Olan Insan Periferal Lenfositlerinde MN’lu iki Niikleuslu Hiicre

Yiizdesi.
Test maddesi Muamele siiresi Konsantrasyon | Mikroniikleuslu hiicre yiizdesi
(saat) (pg/ml) (MN=+SH)
Kontrol -- - 0.59+0.14
DMSO (eritici kontrol) 24 20 pl 0.80+0.10
MMC (pozitif kontrol) 24 0.25 6.50 +£0.82
BPO 24 25 0.89 +0.13 ¢;
BPO 24 50 1.04+0.16 ¢,
BPO 24 75 1.13£0.19 ¢;
BPO 24 100 1.27+0.21 ¢3
DMSO (eritici kontrol) 48 20 pl 0.65+0.12
MMC (pozitif kontrol) 48 0.25 43.62 +7.60
BPO 48 25 1.08 £ 0.22 ¢;3
BPO 48 50 1.28 £0.24 ¢,
BPO 48 75 1.54+0.29 ajc;
BPO 48 100 2.51 +£0.29 a,b,cs

a: Kontrol ile; b: Eritici Kontrol ile; c: Pozitif Kontrol ile karsilagtirmada fark dnemlidir.

alblclz P <0.05

aszCQI P <0.01
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1.4+
1.2-
1 -
0.8
206
0.4 y = 0.004x + 0.775
' r = 0.996*
0.2
0 . . . .
25 50 75 100
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.23. Farkli Dozlarda Benzol Peroksit ile 24 Saat Muamele Edilmis insan
Periferal Lenfositlerinde MN’lu Hiicre Oraninin Doza Bagli Olarak

Artigin1 Gosteren Regresyon Dogrusu ve Korelasyon Katsayisi.
*:P<0.01

10 pm

Sekil 4.24. Mikroniikleus tastyan iki niikleuslu hiicre (50 pg/ml benzol peroksit, 48
saatlik muamele, 9) (x1000).
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10 pm

Sekil 4.25. Biiyiik bir mikroniikleusa sahip iki niikleuslu hiicre (100 pg/ml benzol
peroksit, 48 saatlik muamele, &) (x1000).

10 pm

Sekil 4.26. Mikroniikleus tasiyan iki niikleuslu hiicre (50 pg/ml benzol peroksit, 48
saatlik muamele, 9) (x1000).

99



5. TARTISMA Arzu YAVUZ

5. TARTISMA

Bu calisma ilag¢ endiistrisinde receteli ya da recetesiz akne ilact olarak veya
gida endiistrisinde unlar1 beyazlatmak amaciyla kullanilan ve bu sekilde tiim
insanlar etkileyen benzol peroksit’in genotoksik etkiye sahip olup olmadigini insan
periferal lenfositlerinde kromozom aberasyonu (KA), kardes kromatid degisimi
(KKD) ve mikroniikleus (MN) testleri ile arastirmak amaciyla yapilmistir. Bu
calismada, insan periferal lenfositleri in vitro olarak 25, 50, 75 ve 100 pg/ml
konsantrasyonlarindaki benzol peroksit ile 24 ve 48 saat muamele edilmis ve

calismadan elde edilen sonuclar diger arastiricilarin sonuglariyla karsilastirilmistir.

5.1. Benzol Peroksit’in Kardes Kromatid Degisimleri (KKD) ve Kromozom
Aberasyonlar1 (KA) Uzerindeki Etkileri

KKD ve KA testleri, kimyasal maddelerin genotoksik risklerinin
belirlenmesinde kullanilan en hassas indikator testler arasinda yer almaktadir (Perry
ve ark. 1975; Carrano ve ark. 1978). Bu ¢alismada benzol peroksit’in KKD’de genel
olarak artis meydana getirdigi ancak bu artisin sadece en yiiksek doz (100 pg/ml) ile
48 saatlik muamele siiresinde kontrole gére 6nemli oldugu bulunmustur. Yapilan bir
baska c¢aligmada, benzol peroksit’in Chinese hamster yumurtalik hiicre kiiltliriinde
metabolik aktivasyonun oldugu durumda KKD’yi yaklasik iki kat kadar arttirdigi
ancak metabolik aktivasyonun olmadigi ortamda KKD’de artis meydana getirmedigi
bildirilmistir (Jarventaus ve ark. 1984: Binder ve ark. 1995°ten). Benzol peroksit’in
KKD iizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla yapilan bir bagka c¢alismada da
Chinese hamster V79 hiicrelerinde benzol peroksit’in KKD’de kontrole gore 1.2 kat
kadar kiiciik bir artisa neden oldugu bildirilmistir (Swierenga ve ark. 1987: Binder ve
ark. 1995’ten). Goriildiigii gibi bizim calismamizda bulunan sonuclar, benzol
peroksit’in KKD iizerindeki etkilerini aragtirmak amaciyla farkli canlilarda yapilan
diger iki ¢aligmadan elde edilen sonuglar1 desteklemektedir.

Yaptigimiz ¢alismada benzol peroksit’in insan periferal lenfositlerinde diisiik

konsantrasyonlarda (25 ve 50 pg/ml) 24 saatlik muamele siiresinde kromozom
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aberasyonlarin1 uyarmadig1 ancak yiliksek konsantrasyonlarda (75 ve 100 pg/ml)
kromozomal anormallikleri arttirdigi saptanmustir. 48 saatlik muamele siiresinde
benzol peroksit’in tiim konsantrasyonlarda kontrole nazaran KA’yr arttirdigi
saptanmigtir. Ayrica bu muamele siiresinde KA’daki artisin doza bagli oldugu
belirlenmistir. Benzol peroksit’in KA iizerindeki etkisini arastiran bir baska ¢alisma
Ishidate ve ark. (1984) tarafindan yapilmistir. Bu calismada Chinese hamster
fibroblast hiicre kiiltiiriinde maksimum 0.2 mg/ml benzol peroksit’in kromozomal
anormallikleri arttirmadig1 saptanmistir. Bizim ¢alismamizin sonuglari bu ¢alismadan
elde edilen sonuglarla uyusmamaktadir. Bunun sebebi olarak ¢aligmalarda kullanilan
hiicre hattinin birbirlerinden farkli olmasi sdylenebilir. Ayrica baska arastiricilarda
unlarda beyazlatma maddesi olarak kullanilan diger kimyasallarla yaptiklar
caligmalarin bazilarinda KA ve KKD’nin arttigim1 bazilarinda ise artmadigini
belirlemislerdir. Ornegin Tsuda ve ark. (1981), nitrojen dioksit’in (NO,) kromozom
morfolojisi tizerindeki etkilerini 0, 5, 10, 20, 50 ve 100 ppm NO; ile 10 dakika
muamele edilen Chinese hamster V79-H3 hiicrelerinde KKD ve KA testleri ile
arastirmiglar, KKD ve KA’da doza bagh artis oldugunu belirlemislerdir. Ishidate ve
ark. (1984), Salmonella/mikrozom testi ve Chinese hamster fibroblast hiicrelerinde in
vitro KA testi ile 190 sentetik ve 52 dogal gida katki maddesinin mutajenik etkilerini
arastirmislar ve 0.15 mg/ml klor dioksit’in KA testinde negatif sonug¢ verdigini ancak
0.4 mg/petri klor dioksit’in Ames testinde pozitif etkiye sahip oldugunu
belirtmiglerdir. Ayrica bu arastiricilar unlarda beyazlatma maddesi olarak kullanilan
potasyum bromat’t da test maddesi olarak belirlemisler ve 0.25 mg/kg potasyum
bromat’in KA testinde, 3.0 mg/petri potasyum bromat’inda Ames testinde pozitif
sonu¢ verdigini belirtmislerdir. Fujie ve ark. (1988), sican kemik iliginde i.p.
enjeksiyon ile verilen potasyum bromat’in doza bagli olarak KA’y1 arttirdigini
belirlemislerdir. Yadav ve Seth (1998), NO, ve NO gazlarinin karigiminin
genotoksik etkisini insan lenfositlerinde MI, KA, KKD ve satellit assosiasyonunu
(SAs) testleriyle arastirmiglar ve ¢aligmada tiim parametrelerin kontrole gore dnemli
Olciide arttigini belirlemislerdir. Sutiakova ve ark. (2004), icme sularindaki klor’un

kromozom hasarlar1  olusturmadaki aktivitesini disi koyunlarin  periferal
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lenfositlerinde KA ve MN testleri ile arastirmislar ve hem anormal hiicre frekansinin
hem de MN frekansinin kontrole gére dnemli derecede arttigini belirlemislerdir.
Benzol peroksit’in mutajenik aktivitesini belirlemek amaciyla yapilan Ames
test c¢aligmalarinda da birbirlerinden farkli sonuglar bildirilmistir. Salmonella
typhimurium’un TA1535, TA1537 ve TA1538 suslar1 kullanilarak yapilan bir
calismada (+/-S9 mix) benzol peroksit’in mutajenik etkileri arastirilmis ve bu
maddenin negatif sonu¢ verdigi bildirilmistir (Litton Bionetics, 1975: Binder ve ark.
1995°ten). Benzer sekilde TA98 ve TA100 suslari ile yapilan bir baska ¢alismada
(+S9 mix) benzol peroksit’in negatif sonu¢ verdigi belirtilmistir (Yamaguchi ve
Yamashita, 1980: Binder ve ark. 1995’ten). TA97, TA98, TA100, TA1535,
TA1537, TA1538 ve reaktif oksijen tiirlerine hassas TA102 suslarmi kullanilarak
yapilan deneylerde benzol peroksit’in etkisiz oldugunu bildirilmistir (DeFlora ve ark.
1984: Binder ve ark. 1995°ten). Ishidate ve ark. (1984), 5.0 mg/petri benzol
peroksit’in S. typhimurium’un TA98, TA100, TA1535 ve TAI1537 suslarinda
mutajenik aktiviteden yoksun oldugunu belirlemislerdir. Bir bagka ¢alismada 0.001,
0.005, 0.01, 0.05 ve 0.1 pg/petri benzol peroksit’in mutajenik etkilerini belirlemek
icin TA97 ve TA102 suslart kullanilmis ve negatif sonu¢ (+/-S9 mix) bildirilmistir.
(Fujita ve Sasaki, 1987: SIDnitial Assessment Report, 2002’den). Diger bir
calismada benzol peroksit’in TA97, TA98, TA100 ve TA1535 suslarinda negatif
sonu¢ verdigi belirtilmistir (Zeiger ve ark. 1988: Binder ve ark. 1995’ten). Daha
yakin zamanlarda Dillon ve ark. (1998) tarafindan diizenlenen deneylerde 1-100
ug/petri benzol peroksit’in TA97, TA100, TA102 ve TA104 suslarinda negatif sonug
verdigi belirlenmistir. TA98, TA100, TA1535 ve TA1537 suslar1 kullanilarak
yapilan deneylerde (+/-S9 mix), 0.274, 0.74, 2.22, 6.67, 20 ve 60 pg/petri benzol
peroksit’in negatif sonu¢ verdigi bildirilmistir (National Institue of Environmental
Research (NIER), 2001: SIDnitial Assessment Report, 2002°den). Ancak bu
calismalarin yani sira benzol peroksit’in Ames testinde pozitif sonu¢ verdigini
belirten ¢aligmalar da bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan birisinde benzol peroksit’in
TA98, TA100, TA1535 ve TA102 suslarinda (+/-S9 mix) negatif sonug¢ verirken
TA97 susunda S9 mix yokken zayif mutajenik aktivite gosterdigi bildirilmistir.

Bunlarin disinda, bu ¢alismalarda emiilsiyon veya lipozom olarak kullanilan ticari bir
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benzol peroksit losyonunun TA97 ve TA1537 suslarinda (-S9 mix) pozitif sonug
verdigi belirtilmistir (Matula ve ark. 1987: Binder ve ark. 1995°ten). Benzer sekilde
Sultana ve ark. (2004), yaptiklar1 ¢alismalarda benzol peroksit’in TA98 ve TA100
(+S9 mix) suslarinda pozitif sonu¢ verdigini ve 13-sis retinoik asit’in bu etkileri
ortadan kaldirdigini belirlemislerdir.

Gorildigi gibi gerek bizim gerekse bagka arastiricilarin sonuglarindan
anlasildig1 gibi benzol peroksit’in genotoksisitesini belirlemek amaciyla yapilan
testlerden farkli sonuglar alinmistir. Bu konuda kesin yargiya varabilmek i¢in in vivo
aberasyon testleri ile benzol peroksit’in genotoksik olup olmadiginin arastirilmasi
gerekir.

Bizim yaptigimiz calismada benzol peroksit’in daha ¢ok kromatid ve
kromozom kiriklarina sebep oldugu saptanmistir. Daha Once yapilan birgok
calismada da benzol peroksit’in serbest radikaller iireterek DNA tek iplik kiriklarina
neden oldugu belirtilmistir (Gensler ve Bowden, 1983; Saladino ve ark. 1985;
Birnboim, 1986; Hartley ve ark. 1985 ve 1987; Swierenga ve ark. 1987: Binder ve
ark. 1995’ten; Swauger ve ark. 1991; Kensler ve ark. 1991: Binder ve ark. 1995’ten).
Hazlewood ve Davies (1996), benzol peroksit’in benzoloksil ve fenil radikalleri
olusturdugunu, bu radikallerin niikleobazlarla, sekerlerle, niikleositlerle,
niikleotidlerle, DNA ve RNA ile reaksiyona girdigini belirlemislerdir. Ayrica
DNA’nin seker-fosfat omurgasindan H aywrarak iplik kiriklar1 olusturmada
benzoloksil radikallerinin fenil radikallerine gore daha etkili oldugunu da
belirlemislerdir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak benzol peroksit’in iirettigi benzoloksil
ve fenil radikalleri araciligiyla DNA molekiiliiniin seker-fosfat omurgasindaki
fosfodiester bagini kopardigi sdylenebilir. Bu DNA hasar1 sonucunda da kromatid ve

kromozom kiriklarina meydana gelmektedir.

5.2. Benzol Peroksit’in DNA Replikasyonu ve Mitoz Béliinme Uzerindeki
Etkileri

Bu c¢alismada benzol peroksit’in insan periferal lenfositlerinde DNA

replikasyonu iizerindeki etkisi replikasyon indeksinin (RI) (Proliferasyon
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indeksi=PI), mitoz boliinme tlizerindeki etkisi ise mitotik indeksin (MI) saptanmasi
yoluyla belirlenmistir. Bizim ¢alismamizda benzol peroksit’in 24 saatlik muamelede
RI ve MI'i etkilemedigi saptanmistir. Ancak 48 saatlik muamele siiresinde benzol
peroksit’in RI ve MI’te kontrole nazaran 6nemli derecede diisiise neden oldugu
belirlenmistir. 48 saatlik muamele siiresinde RI ve MI’te gézlenen bu azalma doza
bagli bir durum gdstermistir. Saladino ve ark. (1985), ¢esitli aldehit ve peroksitlerin
insan bronsiyal epitel hiicrelerinde biiyiime ve farklilagsma {izerindeki etkilerini
aragtirmiglar ve benzol peroksit’in mitojenik olmadigini, 0.065 mM benzol
peroksit’in biliylimeyi kontrole goére % 50 oraninda ortadan kaldirdigini
belirlemiglerdir. Babich ve ark. (1996), benzol peroksit’in sitotoksisitesini insan
keratinosit RHEK-1 hiicre hattinda arastirmiglar ve 0.15 mM benzol peroksit ile 1
saatlik muamelenin geri doniisiimsiiz sitotoksisite olusturdugunu, 0.06 mM benzol
peroksit ile 7 giinlik muamelede biiytime kinetiginin engellendigini belirlemislerdir.

Bu sonuglardan benzol peroksit’in DNA replikasyonunu olumsuz yonde etkiledigini
ve ayrica mitoz boliinmeyi olumsuz etkileyerek hiicre boliinmesini baski altina

aldigin1 soyleyebiliriz.

5.3. Benzol Peroksit’in Mikroniikleus (MN) Olusumlar1 Uzerindeki Etkileri

Yaptigimiz ¢alismada benzol peroksit’in insan periferal lenfositlerinde MN
olusumunu sadece yiiksek iki konsantrasyonda (75 pg/ml ve 100 pg/ml) 48 saatlik
muamele siiresinde arttirdigi, diger konsantrasyon ve muamele siirelerinde ortaya
cikan artisin 6nemli olmadigr bulunmustur. Bununla tutarli olarak 2000 yilinda
yapilan bir ¢calismada 50, 100, 200 mg/kg benzol peroksit’in ICR (SPF) farelerine i.p.
yoldan verilmesinin MN olusumunu uyarmadigi bulunmustur (NIER, 2001: SIDnitial
Assessment Report, 2002’den). Bu sonucglar da bizim sonuglarimizi destekler
yondedir. Ayrica benzol peroksit gibi unlarda beyazlatma maddesi olarak kullanilan
kimyasal maddelerle yapilan ¢aligmalarin bir¢ogunda bu maddelerin MN olusumunu
uyardigi bildirilmistir. Ornegin Hayashi ve ark. (1988), 47 kimyasal maddenin
genotoksik etkisini farelerde MN testi ile arastirmislar ve farelere i.p. enjeksiyon

yontemiyle verilen klor dioksit’in MN olusumunu uyardigini, ayrica hem i.p. yoldan
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hem de oral yoldan verilen potasyum bromat’in MN olusumunu uyardigini
belirlemiglerdir. Nakajima ve ark. (1989), MS/Ae ve CD-1 erkek farelerde 18.8,
37.5, 75 ve 150 mg/kg potasyum bromat’in i.p. veya 37.5, 75, 150, 300 mg/kg oral
gavaj (p.o) yoluyla verilmesinin her iki fare doliinde de doza bagli olarak MN
olusumunu uyardigini belirlemislerdir. Hayashi ve ark. (1989) tarafindan yapilan bir
baska calismada MS/Ae ve CD-1 farelerinde potasyum bromat’inda iginde yer aldig1
17 kimyasalin i.p. veya p.o. yoldan verilmesinin MN olusumu {izerindeki etkileri
arastirilmis ve her iki fare irkinda da her iki yoldan verilen potasyum bromat’in MN
olusumunu uyardigi belirlenmistir. Sai ve ark. (1992), F344 sicanlarinda i.p. yoldan
verilen 60 mg/kg potasyum bromat’in 32 saat sonra MN frekansini arttirdigini
belirlemiglerdir. Robbiano ve ark. (1999), sican ve insan bdbrek hiicre kiiltliriinde
MN olugumu ve DNA hasarlarinin uyarilmasi lizerinde ¢esitli maddelerin etkilerini
arastirdiklar1 deneylerde 0.56-1.8 mM konsantrasyonlarindaki potasyum bromat’in
hem insan hem de sican bobrek hiicre kiiltiirinde MN frekansini, Comet testinde
DNA kiriklarint doza bagl olarak arttirdigini belirlemislerdir. Liu ve ark. (1999),
klor ile muameleli su 6rneklerinin mutajenik etkilerini Ames testi, Chinese hamster
akciger hiicrelerinde KKD testi ve glimiis sazani’nin periferal eritrositlerinde MN
testi ile arastirmislardir. Calismalarin sonunda klorla muamele edilmis su
orneklerinin hem Ames testinde hem de KKD ve MN testlerinde pozitif sonug

verdigini belirlemislerdir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz ¢calismada benzol peroksit’in insan periferal lenfositlerinde sadece
en yiiksek konsantrasyonda (100 pg/ml) 48 saatlik muamelede KKD’yi arttirdigi
belirlenmistir.

Ayrica bu calismada benzol peroksit ile muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde 24 saatlik muamele siliresinde 75 pg/ml ve 100 pg/ml
konsantrasyonlarda, 48 saatlik muamele siiresinde tiim konsantrasyonlarda
kromozom aberasyonlarint hem kontrol hem de eritici kontrole gore arttirdigi
belirlenmistir. KA’da gdzlenen bu artis doza baglidir.

Bu caligsmalarda benzol peroksit’in 24 ve 48 saatlik muamele siirelerinde hem
RI hem de MI’in diigmesine neden oldugu ancak bu azalmanin 48 saatlik muamelede
kontrole gore dnemli oldugu belirlenmistir.

Ayrica yapilan ¢aligmalarda benzol peroksit’in insan periferal lenfositlerinde
sadece yiiksek iki konsantrasyonda (75 pg/ml ve 100 pg/ml) 48 saatlik muamelede
MN olusumunu uyardigi belirlenmistir.

Benzol peroksit 6zellikle akne tedavisi i¢in kullanildigindan benzol peroksit
iceren iriinlerle tedavi goren hastalarda yapilan epidemiyolojik calismalarda deri
kanseri ile benzol peroksit kullanimi arasinda bir iliskinin olmadig1 belirlenmistir
(Cartwright ve ark. 1988; Hogan ve ark. 1991). Bununla birlikte yapilan bir¢cok
kanserojenite ¢aligmasinda benzol peroksit’in deney hayvanlarinda kimyasal
maddelerle kanser olusumunda tamamen kanserojen ya da kanser baglatici aktiviteye
sahip olmamakla birlikte tiimor gelistirici ve ilerletici potansiyelinin oldugu
gosterilmistir (Slaga ve ark. 1981; Odukoya ve Shklar, 1984; Kurokawa ve ark.
1984; Reiners ve ark. 1984: Kraus ve ark. 1995’ten; O’Connell ve ark. 1986;
Schweizer ve ark. 1987; DiGiovanni ve ark. 1992: Kraus ve ark. 1995’ten; NTP,
1994: Kraus ve ark. 1995’ten; Qiu ve ark. 2000).

Bunlarin diginda benzol peroksit’in serbest radikaller iireterek DNA iplik
kiriklarint uyardigini gosteren bir¢ok calisma bulunmaktadir (Gensler ve Bowden,

1983; Saladino ve ark. 1985; Birnboim, 1986; Hartley ve ark. 1985 ve 1987,
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Swierenga ve ark. 1987: Binder ve ark. 1995’ten; Swauger ve ark. 1991; Kensler ve
ark. 1991: Binder ve ark. 1995°ten).

Ayrica yapilan bircok ¢alismada benzol peroksit’in hiicreler arasi
haberlesmeyi engelledigi bulunmustur (Slaga ve ark. 1981; Lawrence ve ark. 1984;
Binder ve ark. 1995; Hu ve Cotgreave, 1995; Jansen ve Jongen, 1996; Jansen ve ark.
1996; Budunova ve ark. 1996).

Yapilan ¢alismalar bir biitiin olarak degerlendirildiginde benzol peroksit’in
genotoksik ve kanserojenik bir risk tasiyabilecegi soylenebilir. Ancak benzol
peroksit’in genotoksisitesi hakkinda kesin sonuca ulasmak igin in vivo genotoksidite

testleri ile ilave ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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