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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi
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OZET

GIDA KATKI MADDELERI OLAN SODYUM ASETAT VE SODYUM SULFIT’IN IN VITRO
INSAN PERIFERAL LENFOSITLERINDE GENOTOKSIK ETKILERI

Pimmar ALTUNKAYNAK

Amasya Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Tip Anabilim Dali, Yiiksek Lisans, Haziran/2023
Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Ece Avuloglu YILMAZ

Gidalarin, insanlar i¢in hayati bir ihtiya¢ oldugu kacginilmaz gerceklerden biridir. Fakat
gelisen bilim, teknoloji ve endiistri ile iligkili olarak tiiketiciye sunulan hazir gidalar fazlasiyla
kimyasal madde icermektedir. Giiniimiizde insanlarin daha ¢ok pratik yiyecekler ve hazir gidalar
talep etmesi nedeniyle gida koruyucularimin kullanimi artis géstermistir. Gida katki maddelerinden
olan Sodyum Asetat (SA) ve Sodyum Siilfit (SS) koruyucular sinifinda yer almaktadir. Bu tez
caligmasinda, Sodyum Asetat ve Sodyum Siilfit’in in vitro periferal insan kan lenfositlerinde
kromozomal anormallik (KA) ve mikroniikleus testleri (MN) ile genotoksik etkileri incelenmistir.
Ek olarak, bu iki koruyucu katki maddesinin mitotik indeks (MI) ve niikleer boliinme indeksine
(NBI) etkileri de arastirilmistir. Sodyum Asetat’in 15,63; 31,25; 62,50; 125,00 ve 250,00; pg/mL,
Sodyum Siilfit'in 3,91; 7,81; 15,63; 31,25 ve 62,50 pg/mL olmak {izere bes farkli konsantrasyonun
etkisi degerlendirilmistir. Sonugta Sodyum Asetat 24 saatlik uygulama siiresinde kromozomal
anormallikleri en diisiik konsantrasyon (15,63 ug/mL) hari¢ diger tiim konsantrasyonlarda, 48
saatlik uygulamasinda ise sadece en yiliksek konsantrasyonda (250 pg/mL) anlamli oranda
indiiklemistir. Mikroniikleus frekansim1 ise en yiiksek {i¢ konsantrasyonda onemli derecede
artirmistir. Mitotik indekste diisiise neden olmustur ve bu diislis 24 saatlik muamele siiresinde
15,63; 62,50 ve 250 pg/mL’lik konsantrasyonlarda 6nemli iken, 48 saatlik muamele siiresinde ise
en diisiik iki konsantrasyon hari¢ diger tiim konsantrasyonlarda onemlidir. Sodyum siilfit tiim
uygulama stirelerinde ve tiim konsantrasyonlarda kromozomal anormallikleri ve mikroniikleus
frekansini (mikrontikleus testi i¢in 3,19 pg/mL harig) istatistiksel olarak anlamli derece artirmistir.
Benzer sekilde mitotik indeksi uygulanan tiim siire ve konsantrasyonlarda (24 saatlik uygulamada
3,91 pg/mL hari¢) azaltmistir. Her iki gida koruyucusu da niikleer boliinme indeksinde bir
degisiklige neden olmamistir. Elde edilen veriler 1s18inda Sodyum Asetat ve Sodyum Siilfit’in in
vitro periferal insan kan lenfositlerinde sitotoksik ve genotoksik etkiye sahip olabilecegi sonucuna
ulagilmistir. Bu sonuclarin farklt hiicre gruplart ve in vivo yoOntemlerle desteklenmesi
gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Genotoksisite, Gida katki maddeleri, Kromozomal anormallikler,
Mikroniikleus testi
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ABSTRACT

THE GENOTOXIC EFFECTS OF SODIUM ACETATE AND SODIUM SULFITE, FOOD
ADDITIVES, ON /N VITRO HUMAN PERIPHERAL LYMPHOCYTES

Pimar ALTUNKAYNAK

Amasya University, Institute of Health Sciences
Department of Molecular Medicine, MSc, June/2023
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Ece Avuloglu YILMAZ

It is one of the inevitable facts that food is a vital need for humans. However, ready-to-eat
foods offered to consumers in relation to developing science, technology and industry contain a lot
of chemicals. Today, the use of food preservatives has increased since people demand more
practical foods and ready-to-eat foods. Sodium Acetate (SA) and Sodium Sulphite (SS), which are
food additives, are in the class of preservatives. In this thesis, the genotoxic effects of sodium
acetate and sodium sulphite were investigated by chromosomal aberration (CA) and micronucleus
assays (MN) in peripheral human blood lymphocytes in vitro. In addition, the effects of these two
preservative additives on mitotic index (MI) and nuclear division index (NDI) were also
investigated. The effects of five different concentrations of Sodium Acetate (15.63, 31.25, 62.50,
125.00 and 250.00 pg/mL) and Sodium Sulphite (3.91, 7.81, 15.63, 31.25 and 62.50 pug/mL) were
evaluated. As a result, sodium acetate significantly induced chromosomal aberrations at all
concentrations except the lowest concentration (15.63 pg/mL) at 24-hour treatment and only at the
highest concentration (250 pg/mL) at 48-hour treatment. Micronucleus frequency was significantly
increased at the three highest concentrations. It caused a decrease in mitotic index and this decrease
was significant at concentrations of 15.63, 62.50 and 250 pug/mL at 24 h treatment time, while it
was significant at all concentrations except the two lowest concentrations at 48 h treatment time.
Sodium sulphite significantly increased chromosomal abnormalities and micronucleus frequency
(except 3.19 pg/mL for micronucleus test) at all treatment times and concentrations. Similarly,
mitotic index was decreased at all times and concentrations (except 3.91 ug/mL for 24 h treatment).
Both food preservatives did not cause any change in the nuclear division index. In the light of the
data obtained, it was concluded that Sodium Acetate and Sodium Sulfite may have cytotoxic and
genotoxic effects on peripheral human blood lymphocytes in vitro. These results should be
supported by different cell groups and in vivo methods.

Key Words: Food additives, Genotoxicity, Chromosomal abnormalities, Micronucleus test.



1. GIRIS

Gidalarin, insanlar icin vazgecilemez ve ertelenemez olan hayati ihtiyag oldugu
bilinen ger¢eklerden biridir. Fakat gelisen bilim, teknoloji ve endiistri ile iliskili olarak
tilketime sunulan gidalar birden fazla kimyasal madde icermektedir. Igerdigi kimyasal
maddelerin birgogu besinin dogal bilesenleridir. Bunlar karbonhidrat, protein, yag, vitamin
ve minerallerdir. Ancak gilinlimiizde insanlarin daha cok pratik yiyeceklere ve hazir
gidalara yOnelmesi nedeniyle isletmelerin gida raf Omriinii uzatabilmek amaciyla gida
koruyucularini  kullanimi  artmistir. Besinlerin {iretim ve tiiketim iliskileri, gida
koruyuculariin kullanimini giintimiizdeki yasam kosullar1 i¢in elzem bir hale gelmistir.
Ancak, yapilan aragtirmalar koruyucularin ¢esitli canlilarda genotoksik ve karsinojenik
riskler olusturabilecegini gostermeye basladigindan bu yana, bu konularda yapilan
arastirmalar artis gostermis ve gida katki maddelerinin (GKM) kullanimina da kisitlamalar
getirilmistir [1].

GKM, farkli amaclar i¢in tercih edilen kimyasal maddelerin icerisinde en fazla
dikkat ¢eken gruplarin basinda gelir. GKM, bireyin kendi istegi disinda yasami boyunca
maruz kaldigi maddelerdir. GKM yiizeysel olarak “yiyeceklerin 6zelliklerini istenilen
sekilde etkileyebilmek i¢in kullanilan maddeler” olarak tanimlanmaktadir. Besinlerin
liretim agamasindan tiilketim agamasina kadar olan siirecte tat, koku, lezzet ve goriiniis gibi
yapisal 6zelliklerinin korunmasini saglamak ve artirmak amaciyla kullanilan maddelerdir
[1].

GKM agir1 miktarda veya duyarli olan risk gruplar1 tarafindan tiiketildigi zaman
toksikolojik agidan risk yaratabilmektedir. GKM nin fazla tiikketiminin canlilar i¢in riskli
oldugunu sdyleyebilmek miimkiindiir. Béylece bir GKM’nin giivenilir olup olmadigina
iliskin herhangi olusan bir belirsizlik tiiketici grubunun risk konusunda siiphelerini
artirabilir. Olusturduklar tehlikeler uzun bir donem sonrasinda ortaya ¢ikabilmektedir. Bu
durumda da daha ¢ok kronik hastaliklara sebebiyet vermektedir. Boylece gida sektoriinde
tercih edilecek GKM’nin, kisa vadede veya uzun vadede bedende birikme olasiliginin
ortaya c¢ikaracagi zararlarin goz Oniinde bulundurulup buna gore kullanilmasi gereken
konsantrasyonun ayarlanmas1 gerektigi vurgulanmistir [2].

Toksikoloji stirekli gelisen bir alan olup tip biliminin bir dalidir. Hipokrat dahil
olmak {izere tip tarihinde yer alan tiim Onemli isimler toksikoloji bilimine katki

saglamiglardir. Toksikolojide en ¢ok one ¢ikan hekim ise 16. Yiizyilin 6nemli bilim insani



olan Isvicreli Paracelsus’tur. Paracelsus “Her madde zehirdir. Zehir olmayan madde
yoktur. Zehirle ilact ayiran ise dozdur” deyimiyle modern toksikolojide temel olan doz-
yanit iligkisine dikkatleri ¢eken bilim insan1 olmustur. Toksikoloji bilim dali buglinkii
konumuna ortalama son elli yildaki bilimsel gelismeler sayesinde ulagsmistir [3-4].
Toksikolojinin bir alt dali olan genotoksisite; fiziksel veya kimyasal ajanlar (mutajen ve
kanserojenler) tarafindan genetik materyalde hasar olusumunu kapsayan genel bir terimdir.
Genom veya DNA’nin kopyasiin ¢ikarilmasini saglayan enzimlerle etkilesime giren ve
mutasyona neden olan genotoksik maddelerin DNA’da hasar meydana getirmesi veya bazi
degisimlere sebebiyet vermesi ise genotoksik etki olarak ifade edilmektedir [5].

Genotoksik etkiye sahip ajanlarin neden oldugu cesitli saglik sorunlarinin artigi, bu
ajanlarin belirlenmesini saglayan kisa siireli genotoksisite testlerinin gelismesine sebep
olmustur. Kisa siireli genotoksisite testleri, diinyanin her yerinde gecerliligini kabul
ettirerek, GKM’nin karsinojenik ve genotoksik potansiyellerin tespitinde en ¢ok tercih
edilen testler haline gelmislerdir. Bahsi gecen genotoksisite testleri arasinda en sik
kullanilan testler mikroniikleus (MN) testi, kardes kromatit degisimi (KKD), comet testi ve
kromozomal anormallikleri (KA) testleridir [6].

Bu tez ¢aligmasinin amaci, gidalarda sik sik kullanilmasina ragmen genetik etkileri
yoniinden yok denecek kadar az sayida c¢alisma bulunan koruyucu gida katki
maddelerinden Sodyum Asetat (SA) ve Sodyum Siilfit (SS)’in insan periferal lenfosit
kiiltiiriinde kromozom anormallikleri ve mikroniikleus testi ile genotoksik etkilerini
arastirmaktir. Bu aragtirmanin, s6z konusu iki koruyucu GKM’nin kullanimina iliskin
verilen veya verilecek olan izinlerin giincellenip, iiretici ve tiiketici bakimindan
farkindahigin arttirilmasinda biiyiik bir 6neme sahip oldugu, diger yandan da Sodyum
Asetat ve Sodyum Siilfit ile yapilacak daha sonraki arastirmalara temel olacagi

diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Gida Katki Maddelerinin Tanim

Latince dilinde ‘addere’ olan katki kelimesi ‘katmak’ sozciiglinden tiiremistir.
Uluslararas1 Gida Kodeks Komisyonu’nun (Codex Alimentarius Commission-CAC)
raporunda GKM "yalniz basina yiyecek olarak tiiketilmeyen ve gidalarin basit bir bileseni
olmayan, besleyici degeri olsun veya olmasin, imalat, isleme, uygulama, hazirlama,
ambalajlama, paketleme, koruma, tasima ve depo adimlarinda, gidalara teknolojik sebeple
eklenen, bu besinlerin igerisinde ya da yan iirlinlinde dolayli veya dogrudan olarak
gidalarin bileseni haline gelen ya da bunlarin karakteristiklerini degistiren maddelerin
tamami1" seklinde anlatilmistir [7].

Yasamimiza devam edebilmek i¢in en temel ihtiyacimiz beslenmedir. Zamanin hizli
akist icerisinde besin tercihlerimiz de gittikce degismektedir. Tiim diinyada ve iilkemizde
daha pratik, daha kolay tiiketilebilen iirlinlere istek hizla artmaktadir. Bununla birlikte
hazir gida piyasas1 giin gectikge gelisip, iiretim sirketleri tarafindan gida katki maddeleri
daha fazla miktarda kullanilmaktadir. Gida katki maddelerinin bu sekilde kullaniminin
sonucu olarak treticilerin ve tiiketen bireylerin bilingli olmadig1 toplumlarda gida katki
maddeleri insan saglig1 agisindan ciddi genotoksik riskler olusturmaktadir [8]. Gida katki
maddelerinin olusturdugu karsinojenik ve genotoksik riskler genelde uzun vadede ortaya
cikabilmektedir. Bu nedenle viicutta depolanma ihtimalleri g6z onilinde bulundurulmali ve

kullanim konsantrasyonlar1 dikkatle ayarlanmalidir [2].

2.2. Gida Koruyucularinin Kullanim Amaglari

Gida koruyuculari, besinin kalitesini ve lezzetini koruyarak raf omriinli uzatarak
ekonomik kaygilar1 azaltirlar. Besinlere eklenen koruyucu gida katki maddeleri kiif, hava,
mantar, bakteri ve mayalarm sebep oldugu bozulmay: yavaslatir. Istenmeyen koku
olusumunu engellerler. Dogal renk ve aromay1 korumak amaciyla kullanilirlar. Koruyucu
olarak kullanilan antioksidanlar, yiyeceklerin i¢indeki kati1 ve sivi yaglarin bayatlamasini
veya tadindaki degisiklikleri, enzimatik kararmayi engellemek amaciyla ilave edilen
koruyucu maddelerdir [9]. E vitamini (Tokoferoller) ve C vitamini (askorbik asit) gibi
dogal antioksidanlar, gallatlar gibi sentetik antioksidanlar kullanildiklar1 besini havadaki

oksijenin etkilerinden koruyarak sagliga zararli hale gelmesini engellerler [8].



2.3. Gida Katki Maddelerinde Aranan Ozellikler

Bir katki maddesinde aranan nitelikler;

. Var olan bilimsel kanit temelli kullanma derecesi tiiketici sagligi bakimindan

giivenlik riski dogurmayacaksa,

Ekonomi ve teknoloji agisindan yapilabilir bagka metotlarla uygulanamayacak
teknolojik bir ihtiyag var ise,

Kullanimiyla tiiketici bireyi yaniltmiyorsa, gida katki maddelerinin kullanimina

onay verilir [7].

2.4. GKM’nin Giivenli Kullamlmas: i¢in Cahsan Ulusal/Uluslararasi Kuruluslar

l.

Uluslararas1 Gida Kodeks Komisyonu (CAC): Bu kurulus Birlesmis Milletlere
bagl olarak g¢alisir. Bu kurulusun faaliyetleri, diinya capinda besinlerle ilgili
uygulamalarin  saglik acisindan ve teknoloji  bakimindan standardize
edilebilmesidir.

Gida Katkilar1 FAO/WHO Ortak Uzmanlar Komitesi (JECFA): Bu komite, GKM
icin bilimsel verilerin tamamini inceleyip degerlendirmeler yapmaktadir. ADI yani
kabul edilebilir giinliik alim miktar1 degerlerini tespit etmektedir.

Pestisit FAO/WHO Ortak Toplantis1 (JMPR): Besin igeriginde pestisit kalintilarini
degerlendirmeye alan aynmi zamanda besinlerin gilinliikk aliminda insan sagligina
onemli seviyede zarar vermeyecek maksimum pestisit miktarini belirleyen bir
kurulustur.

Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA): Avrupa Birligi’nin (AB) besinlerle ilgili
hijyen, beslenme ve toksikoloji konularindan sorumlu olan komitesidir. Besin
zincirindeki tiim tehlikeyle ilgili iletisimi ve degerlendirmeyi yapmakla
sorumludur.

Birlesik Devletler Gida ve Ilag Dairesi (FDA): GKM’nin giivenli kullanilmasi
amaciyla faaliyet gosteren uluslararast kuruluslarin basinda gelip en uzun tarihe
sahip olan kurumdur. Amerika’ya ait bir ulusal kurulus olmasina ragmen diinya

capinda referans olarak gosterilen bir kurulustur [10-11].



2.5. GKM’nin E kodu ve Etikette Belirtilmesi

Gida katki maddelerinin isimlendirildigi numaralar, Avrupa Birligi (AB)'nin alt
komitesi olan "Scientific Committee on Food (SCF)" tarafindan yapilmaktadir [12].
GKM’nin standartlagtirilmas1 amaciyla Avrupa Birligi tarafindan Europe kelimesinin bas
harfi olan “E” kullanilarak E kodlar1 olusturulmustur. Olusturulan E kodlart GKM
konusunda caligan uluslararast kuruluslarin ortak ¢aligmasi sonucu olugmustur [13]. E ile
baslayip yanina sayilar eklenerek kodlanir [14]. Tiiketicinin sagligi bakimindan Avrupa
Birligi, E kodu bilinen GKM nden tercih edilmesini dncelik verilmesini tavsiye etmektedir.

"E" numara kod listesi ile katki maddesinin ana fonksiyonlarima bagl
siiflandirilmasi su sekilde 6zetlenebilir [15]:

* E100 —199 Renklendirici maddeler

* E200 —299 Koruyucu maddeler

* E300 —399 Antioksidan - Asitlik Diizenleyici maddeler

* E400 —499 Kivam Arttirici — Stabilizatorler — Emiilgator maddeler

+ E500 —599 Asitlik Diizenleyiciler - Topaklanma Onleyici maddeler

* E600 —699 Lezzet(Aroma) Arttirict maddeler

* E700 —799 Antibiyotik maddeler

* E800 —899 Yedek isimler yelpazesi

* E900 —999 Parlatic1 - Gazlar — Tatlandirict maddeleri

* E1000 —1599 Diger Gida Katki Maddesi

E kodu metoduyla GKM'nin kodlanmasi bazi kolayliklar1 beraberinde getirmistir
[16]:

e Bazi GKM’nin kimyasal adi ¢ok uzundur (6rnegin kalsiyum-sodyum etilen-
diamintetraasetat). Boylece bu gibi GKM’nin kiigiik paketli gidalarda etikette
yazilmasi, yazilsa bile okunmasi ¢ok giigtiir. GKM’nden bircogunun kimyasal adi
da tiiketicilerin bir¢ogu i¢in anlam ifade etmemektedir (sorbitan monostearat vb.).
E kodu ile GKM'nin ambalajlara yazilmasi daha kolay hale gelmistir.

e GKM’nden birgogunun birden ¢ok adi veya sinonimi vardir. Ornegin kurkimin,
turmerik, ve safran isimleri ayni renklendiriciye aittir. Karmoisin ve azorubin de
ayn1 durumdadir. Bu nedenle aynt GKM’sini farkli {ireticiler farkli isimlerde

belirtme olasiliklar1 bulunmaktadir. E kodu kullanilmasiyla ayni kod tiim diinyada



ayni anlama gelmekte ve uluslararasi ortak bir iletisim dili olusturmaktadir. Bu

durum piyasada uluslararasi besin ticaretini kolaylastirmaktadir [14].

2.6. GKM’nin Siniflandirilmasi
GKM islevlerine gore 4 alt baglikta toplanabilir.
e Raf Omrii Uzatan Gida Katki Maddeleri
e Duyusal Ozellikleri Farklilastirmak i¢in Kullanilan Gida Katki Maddesi
e Islem Yardimci Gida Katki Maddesi
e Besinin Degerini Fazlalastirmak I¢in Kullanilan Gida Katki Maddesi

2.7. Gida Koruyucular1 (Antimikrobiyal Gida Katki Maddeleri)

Gida koruyuculari, gidalarin raf dmriinii uzatan ve besin degerini koruyan gida katki
maddeleridir. 2013 yilinda ve 28693 numarali Resmi Gazetede yayimi yapilarak tedaviile
giren Tiirk Gida Kodeksi GKM Y 6netmeliginde; ‘‘Besinleri, bakterilerin sebebiyet verdigi
bozukluklara ya da patojen olan mikroorganizmalarin olusumlarina kars1 koruyup gidalarin
raftaki Omiir siiresinin artirilmasini saglayabilen maddeler’’ tanimiyla ifade edilmistir [7].
Tarim uygulamalarindaki farkliliklar, dayaniksiz gidalarin tiiketicinin beslenmesinde
fazlaca bulunmasi, gelisen dagitim sisteminde bakterilerin bulagmasi yani kontaminasyon
ihtimalinin ¢ogalmasi; pratik ve basit besinlere yonelim, gidayr muhafaza yontemlerinin
gelistirilmesini kalic1 hale getirmistir. Gida sektoriinde kullanilan muhafaza tekniklerinin
onde gelenleri baslica 1sitma, dondurma, kurutma ve ismmlamadir. Fakat bu islemlerin
uygulanamadig1 veya eksik kaldigi durumlarda gidalara koruyucu madde katilmasi s6z
konusudur. Gida koruyuculari, gidada bakteri, maya ve kiif gibi mikroorganizmalarin
sebep oldugu bozulmalara engel olarak; gidanin muhafaza siiresini uzatan kimyasal
maddeler olarak ifade edilmistir. Ornegin; sirke, tuz ve seker gegmisten bugiine mikrobiyal
bozulma olusumunu engelleme amaciyla tercih edilmesine karsin bu maddeler gida katki
maddeleri olarak ifade edilememektedir. Mikrobiyal bozulma, farkli tiir bakterilerin
hareketleri sonucu besin giivenilirliginin gittikce azalmasidir. Besinlerin igeriginde
bulunan karbonhidrat, protein, vitamin, mineral ve su gibi bilesenler bakterilerin
gelisebilmesi i¢in uygun bir alan olusturmaktadir. Ayrica gidanin oksidasyon-rediiksiyon
potansiyeli, su aktivesi ile pH degeri de 6nemlidir. Mikrobiyal bozulmadan etkilenen en
onemli gidalar; sebzeler, meyveler, meyve suyu, siit ve siit liriinii, tahil ve tahil {iriinii ile

etlerdir [13].



Gida koruyucusu olarak kullanilan gida katki maddeleri genelde antimikrobiyal
maddeler seklinde de ifade edilmektedir. Antimikrobiyal yani koruyucu maddeler, gidanin
bilinyesinde yer alan bakterilerin gelismesini 6nleyen maddelerdir. Koruyucu maddeler,
bakterilerin bilylimesini —statik yani durdurucu (bakteriyostatik, fungistatik) ve —sidal yani
oldiiriicti (bakteriyosidal, fungisidal) etki olmak iizere iki farkli sekilde engellemektedirler
[17].

Gida koruyucularinin etki mekanizmalari su sekilde siralanabilir:
1. Mikroorganizmalarin genetik sisteminin etkilenmesi,
e Protein sentezinin inhibisyonu,
e Replikasyon ve transkripsiyonun inhibisyonu,
2. Mikroorganizmalarin hiicre ¢eperine veya membranina etkisi,

3. Mikroorganizmalarin enzimlerinin inhibisyonu [17].

2.7.1. Sodyum asetat (E 262)

Asetik asidin sodyum tuzu formunda olup susuzdur. Sodyum Asetat (SA), asetat ve
sodyum iyonu (Na*) olusturmak iizere suda ayrisir. Sodyum, hiicrenin dis sivisinin ana
katyonudur. Elektrolit ve sivi replasman tedavisinde 6nemli bir degere sahiptir. SA susuz,
normal elektrolit ayarini bozmadan hiicrenin dis sivisinin akut kayiplarinin parenteral
olarak degistirilmesi amaciyla izozmotik soliisyonda bir elektrolit takviyesi olarak da
kullanilir [18].

SA kimyasal olarak suda hemen ¢6ziiniir ve higroskopik toz formundadir. Formiili
CH;COONa seklindedir. Gida koruyucusu olarak kullanilmasinin yani sira 1sitma
yastiklari, endiistri, tampon ¢ozeltiler ve beton imalatinda da kullanilabilen bir maddedir.
Tibbi olarak SA intravendz olarak verildiginde bir elektrolit takviyesi olarak 6nemli bir
yere sahiptir. Asil hiponatremik hastalarin sodyum diizeylerini dengelemek igin
endikedir. Metabolik asidoz ile idrar alkalizasyonunda da tercih edilebilir [18]. SA
bromoetan gibi alkillerle beraber ester olusturmak igin tercih edilebilir. Sezyum tuzlari
reaksiyonunu kataliz eder [19].

Tiirk Gida Kodeksi'ne gore Sodyum Asetat’in kiymadan hazirlanan et karigimlari,
hazir ambalajli ve katki maddeleri veya tuz haricinde diger bilesenlerin eklendigi

hazirlanmis et karisimlarinda kullanimina izin verilmektedir [20].


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/acetic%20acid
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/water
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/element/Sodium
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/water
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/element/Sodium

2.7.2. Sodyum siilfit (E 221)

Formiilii Na,SO; seklindedir. Siilfirik Asit’in sodyum tuzu formundadir. Sodyum
Siilfit; en diisiik agartic1 ve oksitleyici faktorler kadar iyi olan gidalarin bozulmasini ve
renksizlesmesini engelleyen koruyucu gida katki maddesidir. Renksizlesmeyle nitelenen
bakteriyel bozulmayr maskeler. Etin icerisinde kararmayi Onleyebilmesine ragmen et
tiriinlerinin igerisinde kullanimina izin verilmemektedir. Yumurta saris1 igceren lriinler ile
bira, salatalar, karamel ve ekmek gibi besinlerde koruyucu madde olarak kullanilmaktadir
[21].

Sodyum Siilfit, indirgeme 6zelligine sahip beyaz bir kristal veya toz halinde olup,
kokusuzdur. Suda batabilir ve yavasca ¢oziinlir. Gida koruyucu ve indirgeyici ajan olarak
bir role sahiptir. Inorganik bir sodyum ve siilfit tuzudur. Sodyum Siilfit agartma, kiikiirt
giderme ve klor giderme aktiviteleri sergiler. Bu koruyucu gida katki maddesi, gida
enddistrisi tarafindan gida iirlinlerinin taze goriiniimiinii korumaya yardimei olmak igin
kullanilmistir. Ayn1 zamanda, bir¢ok ilacin, etkilerini ve stabilitesini korumaya yardimci

olan bir bilesendir [22].

2.8. Genotoksisite Testleri
Genotoksisite testleri yaklasik 50 yildan beri kullanilmaktadir ve her gegen giin daha

fazla uygulama alan1 bulmaktadir. Insanlar, teknolojinin gelisimiyle beraber giinliik hayatta
veya is hayatinda genotoksik ajanlarin karsinojenik ve mutajenik etkisine maruz
kalmaktadirlar. Cagimizda kimyasal madde tiikketiminin tiim alanlarda hizla ¢ogalmasi
sonucunda bunlarin insan genomunda negatif etkisi olup olmamasinin saptanmasi
fazlastyla onem kazanmistir. Genotoksisite testleri, kimyasal ve fiziksel ajanlarin
kromozom anormalliklerine, mutasyonlara, DNA hasarina neden olup olmadigim
saptayabilmek ve bu ajanlarin etki mekanizmalarini kavrayabilmek amaciyla
yapilmaktadir. Bunun igin farkli in vivo ve in vitro test sistemleri kullanilmaktadir [23].
Genelde tercih edilen genotoksisite testleri su sekilde siralanabilmektedir:

e Mikroniikleus Testi

o Kromozom Anormallikleri (KA) Testi

e Ames Testi

e Kardes Kromatit Degisimi (KKD) Testi

e Comet Testi


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/water

2.8.1. Salmonella/mikrozom mutajenite (AMES) testi

Ames testi, Salmonella/mikrozom mutajenite testi olarak da isimlendirilir. Bu test,
kimyasal maddenin mutajenik ve karsinojenik etkisinin arastirilmasinda uygulanir. Test
degiskenleri acisindan iyi standardize edilmistir. Mutajen ile karsinojen etkisi en iyi bilinen
kimyasallarla gegerliligi en ¢ok uygun goriilen bakteriyel test protokollerinden biridir.
Cabuk sonu¢ vermesi, uygun fiyatli olmast ve uygulanabilirliginin basit olmasi sebebiyle
cok yaygin uygulama alanina sahiptir. Ames testi, S. fyphimurium'un histidin sentezleme
yetenegini mutasyon ile kaybetmis suslarinin, test maddesiyle uygulandiktan sonra ikinci
mutasyon gegirip histidini sentezleme 6zelligini tekrar kazanmasina ve histidinsiz ortamda
tireyebilmesi esasina dayanmaktadir. Histidinsiz ortamda {iireyebilen koloniler sayilip
mutajenitesi belirlenmektedir [6]. DNA ile kimyasallarin etkilesimlerini engelleyerek
karsinojenik etkilerini ve mutajenik etkilerini yok eden antikarsinojenik ile antimutajenik
maddelerin tayininde de sik sik uygulanmaktadir. Ames testi, biyokimya uzmani1 Bruce
Ames araciligiyla 1970 yilinda gelistirilen bir testtir. Bu testte, Escherichia coli mutant

suslar1 da kullanilmaktadir [6].

2.8.2. Comet testi (comet assay)

Son zamanlarda gelisen comet testi yontemi, ¢esitli kimyasal ve fiziksel ajanlarinin
sebep oldugu tek ve cift zincirli DNA kiriklarinin saptanabilmesi amaciyla kullanilan
pratik, hizli, giivenilir ve hassas bir metottur. Single cell gel electrophoresis (comet assay)
metodu olarak da isimlendirilen, birden ¢ok memeli hiicresinde farkli kimyasal ajanlar ile
fiziksel ajanlarin indiikledigi DNA hasar1 ve onarim bozuklugunun tayinini amaclayan
arastirma calismalarinda tercih edilmektedir. DNA kiriklarinin tayini prensibinden
kaynaklanan bu metot, birden ¢ok fiziksel mutajen ile kimyasal mutajenin bilhassa
canlilarda neden oldugu DNA hasarmin tayininde kaullanilmaktadir. Baz1 hastaliklarda
(kanser gibi) artan DNA hasarin1 tespitinde tercih edilen bir biyoizlem metodudur. Diger
taraftan genotoksik maddeleri once etki bolgelerinde degerlendirebilmesi, Okaryotik
hiicrelerin neredeyse tamaminda uygulanabilmesi, diisiik hasar seviyesinin ol¢iilebilmesi,
cok az hiicre 6rnegi gerektirdigi i¢in hizli, pratik, basit ve uygun bir metot olmasi gibi
avantajlarindan dolay1 yaygin bir kullanim ¢ergevesine sahiptir. Bu test, DNA hasarinin

kantitatif olarak saptanmasini saglar [6,24,25].
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2.8.3. Kromozom anormallikleri (KA) testi

Kromozomal anormallik (KA) testi, yapisal kromozom anormallikleri ile sayisal
kromozom anormalliklerini belirler [26]. Genellikle KA testinde, in vitro mitojen ile
uyarilan Cin hamster fibroblast kaynakli (CHO ve CHL) hiicre hatlar1 ve insan periferal
kan lenfositleri kullanilarak yapilan kiiltiirler ¢ok tercih edilmektedir [27]. Bu yontem
kimyasal ajanlarin genotoksisite ¢alismalarinda Ekonomik Kalkimnma ve Isbirligi Orgiitii
(OECD) tarafindan onaylanmis bir yontemdir (Test no:473). Tiim hiicre siklusunda sadece
bir ¢ekirdekte ortalama 5000 adet DNA tek zincir kirig1 oksidanlar tarafindan meydana
getirilmektedir. Olusan DNA tek zincir kiriklarinin sadece ortalama %]1°1 ¢ift zincir
kirigina doniisebilmektedir. Bu ¢ift zincir kiriklar1 onarilamadiginda veya yanlis
onarildiginda hiicre icin ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Bunlar kromozom
anormalliklerine veya genomik kararsizliga sebep olurlar. Cift zincir kiriklarinin en ¢ok
sebep oldugu olusum kromozom anormallikleridir. Kromozom anormalliklerinin olusma
mekanizmas1 tam olarak bilinmemektedir. Giiniimiizde kromozom anormalliklerinin
olusum mekanizmasiyla ilgili iki teori yer almaktadir. Birincisi kirilma ve yeniden
birlesme teorisi, ikincisi ise degis-tokus (exchange) teorisidir. Birinci teoriye gore
kromozomlardaki kiriklar;

e Yeniden birlesebilir ve yeniden orjinal yap1 olusabilir,

e Diger kiriklarla birlesip degis-tokus tipi anormalliklere yol acabilir.
Degis-tokus teorisine gore anormallikler, tek bir DNA ipligindeki ¢ift zincir kiriginin
rekombinasyonel onarimiyla olusabilir [6]. Genellikle DNA replikasyonu sirasinda
kimyasal madde tarafindan indiiklenen ve boylelikle DNA’da olusan hasarin genotoksik
etkiye sebep oldugu saptanmistir. Cevremizde yer alan genotoksik ajanlar kromozomal
mutasyon yolu ile kromozomun yapisinda degisiklige sebep olur. Bu degisiklikler, direkt
olarak (DNA zincir kiriklari, bazlarin hidrolizi, baz hasar1) veya dolayli olarak (DNA
topoizomerazlarinin inhibisyonu, ROS, vb.) kromozom degisikliklerine sebep olurlar [28].
Gergeklestirilen ¢alismalarda, periferal kan lenfositlerinde kromozom anormallikleri
siklig1, genotoksik karsinojenlere maruz kalmanin erken biyolojik etkileri, kanserin
bireysel duyarliligi yansitilarak insanlarda kanser riskiyle ilgili bir iligki oldugu
saptanmistir [29]. Diger bir deyisle, DNA’ya hasar verebilen maddelere maruz kalan
bireyler i¢in kanser riskinin artmasinda gosterge olarak goz oniinde bulundurulur. Olusan

yiiksek kromozom anormallik frekansi sonucu genetik materyalde olusan hasarlar
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onarilamadiginda; kanser, doku hasari, rekombinasyon, mutasyon ve yaslanma gibi

komplike etkiler olusabilir [23].

2.8.4. Kardes kromatit degisimi (KKD) testi

Kardes kromatit degisimi (KKD), kromozomun yapisinda farklilik yaratmadan,
kardes kromatitlerin homolog lokuslarinin arasinda DNA segmentlerinin simetrik degisimi
protokoliine dayanan bir metottur [6]. Kardes kromatit degisimi testinde, DNA kiriklarini
goriinilir yapabilmek i¢in hiicre kiiltiiriine timin analogu gibi davranan Bromodeoksiiiridin
(BrdU) maddesi tercih edilir. BrdU ile hiicre siklusu esnasinda kardes kromatitlerin arasina
girip homolog kromozomdaki DNA parcalarinin karsilikli degisimi goriiniir hale
getirilmektedir. KKD testi ¢esitli kimyasal ve fiziksel ajanlarin karsinojenik ve mutajenik
etkilerini belirlemek amaciyla deneysel ¢caligmalarda indikator test olarak kullanilir. KKD
testi, kromozomlarda olusan yapisal degisimi incelemek yoOniiyle de fazlaca Onem

tagimaktadir [6].

2.8.5. Mikroniikleus (MN) testi

Mikroniikleuslar (MN) hiicrenin mitoz boliinmesi esnasinda meydana gelen, ana
cekirdege dahil olmayan, asentrik kromozom fragmentlerinden veya biitlin bir
kromozomdan koken alip olusmaktadir [30]. Mikroniikleus testi, mitozla ¢ogalabilen
nerdeyse biitlin memeli hiicre gesitleri lizerinde in vivo ve in vitro seklinde uygulanabilir
olmasi nedeniyle genotoksikoloji ¢aligmalarinda ¢ok kullanilan bir test halini almistir [31].
MN testinin in vitro uygulamasinda, uygun olan ortamlarda inkiibasyona birakilan hiicre
kiiltiirlerine, i1lk mitozdan 6nce in vitro da ortalama 44. saatinde sitokalasin-B(Cyt-B)
maddesi eklenmektedir. Cyt-B sitokinezi inhibe eder. Hiicre siklusunu tamamlayan ¢ift
niikleuslu olan biniikleat hiicrelerin olusumunu gerceklestirmektedir. Inkiibasyonun sona
ermesinin sonucunda kiiltiirler protokollere uygun sekilde preparasyona tabi tutulur. Daha
sonra preparatlarda mikroniikleus barindiran biniikleat hiicrelerin oran1 hesaplanmaktadir
[6]. Mikroniikleus testi, sitogenetik hasarin tespit edilmesinde kromozom anormalligine
oranla daha basit uygulanmasi, ¢ok sayida hiicrenin taranmasi ve sonuclarin analiz
edilmesinin kolaylig1 agisindan avantajlidir [32].

Mikroniikleus (MN) testi, glinlimiizde en ¢ok tercih edilen genotoksisite testlerinden
biridir. MN yontemi andjenik veya klastojenik etkilerin tespit edilmesinde hizli ve

giivenilir yontem olarak kabul edilmektedir. Bu sebeple insanlarin genotoksik kimyasallara
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maruziyetinin belirlenmesinde sik sik tercih edilmektedir [33]. Kimyasal ajanlarin
genotoksisitesinin aragtirildigr ¢aligmalar ile epidemiyolojik calismalarda insan periferal
kan lenfositlerinde mikroniikleus frekansinin artis gosterdigi ve kanser insidansiyla
arasinda Onemli bir iliski oldugu gozlenmektedir. MN olusum mekanizmasina; ig
ipliklerinin inhibisyonu ve apoptozis gibi diger etkenler de yol acgabilmektedir [34-35].
MN’ler tim bir kromozomdan veya asentrik bir kromozom fragmentinden
kaynaklanabilmektedir. Tiim kromozomun asil ¢ekirdekten ayri kalmasinin sebebi ise
anafaz evresi esnasinda mitotik ig ipliklerine baglanamayip geri kalmasi veya kardes
cekirdeklerin diizglin bir sekilde ayrilamamasidir. Tiim kromozom veya geri kalan
fragment bir zarla c¢evrilip MN haline getirilir. Asentrik kromozom fragmentleri,
kimyasallar tarafindan indiiklenen DNA zincir kiriklarinin onariminda olusan hatalardan
ya da yanlis onarilmasindan kaynaklanabilir [36]. Kimyasallarin DNA hasarina neden olan
mekanizmalart:

e DNA zincir kiriklarinin onarimini inhibe etmek,

e DNA’daki fosfodiester bagini kirmak,

e Capraz baglar olusturmak veya

e DNA eklentilerinden kaynaklanan replikasyon hatalarina sebep olmaktir.
Tim bunlar asentrik fragmentlerin olusumuna neden olabilir [37]. MN geri kalan tiim bir
kromozomdan olusuyor ise kimyasallar sentromer ya da diger mitotik mekanizmalarda
hasarlara sebep olabilir. Kimyasal tarafindan indiiklenmis olan DNA zincir kiriklarinin
yanlis onarimi disentrik kromozoma ya da mitozda iki homolog ¢ekirdek arasinda olusan
niikleoplazmik koprii olusumuna yol acabilir. Niikleoplazmik kopriiler daha sonra kirilip
ve ‘DNA kingi-flizyon-koprii olusumu’ tekrarlayan dongiisiinii baslatip kromozom

kararsizligina sebep olabilir [37].

2.9. Koruyucu Gida Katki Maddeleriyle Yapilmis Genotoksisite Calismalari

Bu caligmada genotoksik etkileri degerlendirilen Sodyum Asetat’in ve Sodyum
Siilfit’in genotoksisitesinin incelendigi bazi ¢alismalar mevcuttur.

Yapilan bir calismada, Sodyum Asetat’in genotoksik etkisini belirleyebilmek
amaciyla yetiskin erkek Sprague Dawley ratlarinda (120-150 gram) comet testi
uygulanmustir. /n vitro sartlarda izole edilmis lenfositler Sodyum Asetat’in 50, 100 ve 200
mM konsantrasyonlariyla 1 saat inkiibe edilmistir. Sonugta DNA hasar yiizdesi

konsantrasyona bagl artis gostermistir. Ek olarak ayn1 hiicrelerle ve konsansatrasyonlarda
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MTT ve LDH yo6ntemiyle Sodyum Asetat’in sitotoksisitesi de incelenmistir. Sonugta hiicre
canliligi azalmig, LDH salinimi da konsantrasyona bagli artmistir. Sodyum Asetat’in
incelenen konsantrasyonlarda sitotoksik ve genotoksik oldugu gozlenmistir [38].

Farkli bir calismada Sodyum Siilfit’in genotoksik etkisini belirleyebilmek i¢in
Drosophila melanogaster’de SMART ve comet testleri uygulanmistir. Bunun i¢in yabanil
bir sus ve letal bir mutasyon tasiyan sus (wtsMT#!) kullanilmistir. 100 mM sodyum siilfit
verilen Drosophila melanogaster suslarinda mutasyon ve tiimorigenez indiiklenmis, comet
testinde de DNA hasarinin kontrole kiyasla anlamli oranda arttig1 gozlenmistir. Elde edilen
bulgulara gore Sodyum Siilfit’in bu organizmada genotoksik etkili olabilecegi yorumu
yapilmistir [39].

Koruyucu gida katki maddelerinden Sodyum Asetat ve Sodyum Siilfit’in insan
periferal kan lenfositlerinde olast genotoksik etkilerini kromozomal anormallik ve

mikroniikleus testleri ile inceleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gere¢
Bu c¢alismada GKM’nin koruyucular sinifindan olan Sodyum Asetat (SA) ve

Sodyum Siilfit (SS)’in in vitro insan periferal kan lenfositlerinde genotoksik ve sitotoksik
etkileri incelenmistir. Bu amagla saglikli iki kadin dondrden periferik kan saglanmstir.
Calismaya dahil edilen donorlerde tercih edilen 6zellikler;

e Herhangi bir saglik problemi bulunmamak,

e Ilag, sigara ve alkol tiilketmemek,

e Genotoksik ajanlara (minimum 3 ay) maruziyet dykiisii bulunmamak ve

e 22-27 yas aralifinda olmaktir.

Bu calisma, Amasya Universitesi Etik Kurulu’nun 03.06.2021-87 sayili izni ile
gergeklestirilmistir.

3.1.1. Test geregleri

Sodyum Asetat (SA)

Kimyasal adlandirilmasi: Sodyum Asetat susuz (Sodium Acetate anyhydrous)
Molekiil agirligr: 82,03 g/mol

Molekiil formiilii: CH;COONa

CAS No: 127-09-3 (Sigma-Aldrich)

Saflik: > 0,99

Yapisal Formiilii: Sekil 3.1.’de verilmistir [40].

0
w-‘/ Na +

O

Sekil 1.1. Sodyum Asetat’in yapisal formiilii [40]
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Sodyum Siilfit (SS)

Kimyasal adlandirilmasi: Sodyum Siilfit susuz (Sodium Sulfite anyhydrous)
Molekiil agirligi: 126,04 g/mol

Molekiil formiilii: Na,SO;

CAS No: 7757-83-7

Saflik: > 0,98

Yapisal Formiilii: Sekil 3.2.’de verilmistir [41].

0 0
MNa + Ma +

I
0

Sekil 3.2. Sodyum Siilfit’in yapisal formiilii [41]

Calismada kullanilan diger kimyasallar:
Mitomisin C (CAS No: 200-008-6), sitokalasin B (CAS No: 14930-96-2),
bromodeoksiiiridin (CAS No: 59-14-3), NaCl (CAS No: 7647-14-5) Sigma-Aldrich’den

alinmustir.

3.2. Yontem

Koruyucular grubunda olan Sodyum Asetat ile Sodyum Siilfit’in genotoksik etkileri
kiiltiire edilmis insan periferal lenfositlerinde farkli iki genotoksisite testi kullanilarak
belirlenmistir. Bu testler, Kromozom Anormallikleri (KA) testi ile Mikroniikleus (MN)
testidir. Ek olarak bu kimyasallarin mitotik indeks (MI) ve niikleer boliinme indeksine

(NDI) olan etkileri de degerlendirilmistir.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=Na2SO3
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Arastirmada kullanilacak olan konsantrasyonlarin belirlenmesi:

JECFA tarafindan ve Tiirk Gida Kodeksi’ne gore SA ve SS’in ADI degeri (ADI Not
Specified) saptanmamistir. Bundan dolay1 insanda tercih edilen miktarlar belli degildir.
Gergeklestirilen bu arastirmada, uygulanan iki testte tercih edilen konsantrasyonlarin
belirlenebilmesinde bu maddelerin literatiirde olan LDsy dozu referans edinilmistir (Tablo
3.1). S6z konusu dozlardan yararlanarak bu aragtirmada tercih edilecek konsantrasyonlarin
belirlenebilmesi i¢cin 6n ¢alismalar gergeklestirilmistir. SA’nin 3,91; 7,81; 15,63; 31,25;
62,50; 125,00; 250,00 ve 500,00 pg/mL’lik konsantrasyonlar1 denenip bunlarin sonucuna
gore 15,63; 31,25; 62,50; 125,00 ve 250,00 pg/mL’lik konsantrasyonlar: tercih edilmistir.
SS’in 6n calismalarinda denenen tiim konsantrasyonlar 3,91; 7,81; 15,63; 31,25; 62,5;
125,00 ve 250,00 pg/mL olup bunlardan 3,91; 7,81; 15,63; 31,25 ve 62,50 pg/mL’lik
konsantrasyonlar1 tercih edilmistir. On ¢alismalarda, kullanilacak konsantrasyonlarin
belirlenmesi i¢in mitotik indeks degerleri tespit edilmistir. Mitotik indeks (MI)
kimyasallarin sitotoksik ve sitostatik aktivitelerinin tiimoral ve normal deney modellerinde
degerlendirilebilmesi i¢in yararli bir biyolojik belirtectir ve mitoz gegiren hiicrelerin

oranini Olger [6].

Tablo 3.1. Sodyum Asetat ve Sodyum Siilfitin LDsy degeri [42-43]

Gida Katki Canl Tiird Uygulama Sekli LDs Degeri Kaynaklar
Maddeleri
Sodyum Asetat Fare Oral 3530 mg/kg Sigma-Aldrich,
Sodyum Asetat Tavsan Dermal 10000 mg/kg Sigma-Aldrich,
Sodyum Siilfit Rat Oral 2610 mg/kg Sigma-Aldrich,




17

3.2.1. Kiiltiire edilen insan periferal lenfositlerinde kromozomal anormallik (KA) testi

Bu c¢alismada kullanilan kromozomal anormallik (KA) testi Evans’in (1984)
metodunda birtakim degisiklikler yapilarak uygulanmistir [44]. Saglikli dondrlerden alinan
ve heparinize edilen kan 6rnekleri, tiiplerde bulunan 2,5 mL Lymphoplus besiyerine 0,2
mL oraninda olacak sekilde eklenmistir. Daha sonra bu tiipler sicakligi 37°C’de olan etiive
alinip ve burada 72 saat siiresince inkiibe edilmistir. Kiiltiiriin baglangicindan 24. ve 48.
saatin bitiminde Sodyum Asetat ve Sodyum Siilfit’in yukarida verilen konsantrasyonlar1
hiicrelere uygulanmigtir. Buna ek olarak distile (saf) su negatif kontrol olarak, 0,20
ug/mL’lik MMC (Mitomisin-C)’de pozitif kontrol olarak calismaya dahil edilmistir.
Lenfosit kiiltliriiniin 70. saatinde tiim tiipler 10 pg/mL kolkisin ¢ozeltisiyle 6n isleme tabi
tutulmustur. 72. saatin bitisinde tiipler 1100 rpm devirde 10 dakika siireyle santrifiij
edilmistir. Daha sonra tiiplerden silipernatant1 attiktan sonra kalan kisima KCI (0,075 M)
cozeltisinden 5,0 mL eklenmistir. KCI ¢ozeltisiyle tiipler 37°C ’de 20 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Ardindan 1100 rpm devirde 10 dakika santrifiij yapilip siipernatant atilmistir.
Daha sonra vorteksle 3:1 metanol:asetik asitten olusan soguk fiksatif yavas yavas
damlatilarak eklenmistir. Kiiltiir tiipleri 45 dakika +4°C sicaklikta bu karisimla birlikte
bekletilmistir. Kiiltiir tiipleri 1100 rpm devirde 10 dakika santrifiij edilip siipernatantlari
atilmistir. Ardindan fiksasyon islemi iki kez daha tekrarlanmistir. Kiiltiir tiiplerinden
slipernatant atildiktan sonra tiiplerin diplerinde kalan hiicreleri pipetaj islemi yaparak
homojen bir karistm haline getirilmistir. Homojenize edilmis siispansiyonlar deney
baslamadan daha 6ncesinde temizlenip -20°C ’de muhafaza edilen soguk lamlarin iizerine
damlatilip isimlendirilmistir. Hazirlanan preparatlarin tamami 24 saat boyunca oda

sicakliginda kurumaya birakilmistir.

Preparatlarin boyanmast:

Oda sicakliginda kurumaya birakilmis preparatlar, mitotik indeks ve kromozom
anormalliklerinin degerlendirilebilmesi i¢in direkt Giemsa boyasi (% 5 Giemsa boyasi, pH
=6,8) ile boyama islemine tabi tutulmustur. Distile saf su serisinde 3 asamada sudan
gecirilen lamlar, dik konuma yakin bir sekilde dizilerek oda sicakliginda kurumaya
birakilmistir. Kuruduguna emin olunan preparatlarin iizerine entellan damlatilarak
lamelleri yapistirilmis bdylece preparatlar daimi hale alinarak mikroskobik incelemeye

hazir hale getirilmistir.
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Kromozomal anormalliklerin ve mitotik indeks bulgularinin saptanmasi:

Mitotik indeksin (MI) saptanmasi igin, tiim konsantrasyonlarda sayillmaya hazir olan
preparatlardan bir donérde 2000 hiicre olmak iizere iki dondrde toplam 4000 hiicre
incelenmistir. MI belirlenirken béliinebilen hiicre sayisinin tiim hiicre sayisina (4000) orani
yiizdelik cinsinden hesaplanmustir.

KA’nin degerlendirilmesinde ise her konsantrasyon i¢in kromozomlari iyice dagilmis
toplam 400 metafaz (her dondrde 200 metafaz olmak sartiyla) degerlendirilmistir.
Degerlendirilen tiim hiicre sayisinin i¢cinde anormal hiicre yiizdesi ile hiicre bagina diisen

kromozomal anormalliklerinin sayis1 belirlenmistir.

3.2.2. Kiiltiire edilen insan periferal lenfositlerinde mikroniikleus (MN) testi
Mikroniikleus (MN) testinin uygulamasinda Fenech (2000)’in metodu birtakim
degisiklikler yapilarak kullanilmistir [45]. Her iki dondrden de alinan kan ornekleri
pithtilasmay1 engelleyebilmek amaciyla heparinize edilmistir. Periferal insan kan
lenfositlerinin kiiltiire edilebilmesi amactyla Lymphoplus besiyeri bulunan kiiltiir tiiplerine
0,2 mL kan ekimi yapilmistir. Tiim kiiltiir tlipleri sicakligt 37 °C olan etiivde 72 saat
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Kiiltiire alinan hiicreler Sodyum Asetat’in 15,63;
31,25; 62,50; 125,00; 250,00 pg/mL ve Sodyum Siilfit’in 3,91; 7,81; 15,63; 31,25; 62,50
ng/mL’lik konsanrasyonlariyla 48 saat muamele edilmistir. Ek olarak negatif kontrol (saf
distile su) ve pozitif kontrol (MMC, 0,20 ng/mL) her deney setine eklenmistir. Sitokinezi
engelleyebilmek i¢in kullanilan Sitokalasin B (Cyt B)’den 7 pg/mL olacak sekilde tiim
kiiltiir tliplerine kiiltiirtin 44. Saatinde ekim yapilmistir. 72 saat bitiminde kiiltiir
sonlandirilmis ve hemen 1000 rpm devirde 10 dakika santrifiij yapilip, daha sonra
slipernatant atilmistir. Kiiltiir tiiplerine sirasiyla +4°C bekleyen soguk KCI (0,075 M)
solisyonundan 5,0 mL eklenerek kiiltiir tiipleri +4°C’de 5 dakika bekletilmistir. Daha
sonra kiiltiir tiipleri tekrar 10 dakika santriflij yapilip ardindan tekrar slipernatant1 atilmastir.
Gergeklesen islemlerin ardindan 3:1 oraninda metanol:asetik asit karigimi ile fiksasyonu
yapilip, kiiltiir tiipleri +4°C’de 15 dakika boyunca bekletilmistir. Yapilan fiksasyon islemi
2 kez tekrarlandiktan sonra +4°C’de 10 dakika boyunca tekrar bekletilmistir ve son
fiksatife formaldehit ¢ozeltisi ilave edilmistir. Ardindan 1000 rpm devirde santrifiij yapilip
kiiltlir tiiplerindeki siipernatantlar uzaklastirtlmistir. Kiiltiir tiiplerinin dibinde kalan

hiicreler pipetaj islemiyle homojenize edilmistir. Bu homojenize edilmis siispansiyon daha
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onceden temizlenmis -20 °C’de bekletilen soguk lamlarin {izerine damlatilip
isimlendirilmistir. Tamamlanan preparasyonun ardindan lamlar 24 saat boyunca oda

sicakliginda kurumaya birakilmistir.

Preparatlarin boyanmasi:

MN testi i¢in hazirlanan preparatlar %5 Giemsa boyasiyla (pH=6,8) 15 dk boyunca
boyanmistir. 3 asamali distile suda sirasiyla fazla boyadan arindirilan preparatlar, oda
sicakliginda kurutulmustur. Ardindan entellanla kullanimi sonsuzlastirilmistir. Kurumaya

birakilan preparatlar hazir hale gelince mikroskopta incelemeye alinmistir.

Mikroniikleus (MN) ve niikleer boliinme indeksi (NBI) bulgularinin saptanmasi:

MN belirlenmesinde ¢ekirdek boliinmesini tamamlamis ancak sitoplazmik boliinmesi
Sitokalasin-B(Cyt B) ile engellenen biniikleat hiicreler incelenir. Iki saglikli donére ait tiim
preparatlardan 2000’er tane (toplam 4000 tane) ¢ift ¢cekirdekli hiicre incelenmistir. Yapilan
arastirmada MN iceren hiicreler 1 MN, 2 MN ve 3 MN icerenler olmak iizere sayilip,
[IX(IMN)+2x(2MN)+3x(3MN+4MN)]/N (N degerlendirilen tiim hiicre sayis1) formiilii
kullanilarak hiicrenin basina diisen mikroniikleus sayisi (MN/hiicre) saptanmistir.

NBI saptanirken tiim konsantrasyonlardan her dondrden 1000’er adet olmak iizere
2000 hiicre incelenmistir. Hiicreler 1 ¢ekirdekli (1N), 2 ¢ekirdekli (2N), 3 ¢ekirdekli (3N)
ve 4 cekirdekli (4N) seklinde sayilmis ve NBI [Ix(IN)+2x(2N)+3x(3N+4N)]/n (n

incelenmis olan tiim hiicre sayis1) sayisal formiiliinden faydalanilarak saptanmstir.

3.2.3. istatistiksel analizler
Bu calismada,

e Mikroniikleus testinin degerlendirilmesi,

e Kromozom anormalligi testinde uygulanan kontrol konsantrasyonlar1 ve uygulama
konsantrasyonlar1 gruplarindan ulagilan hiicre bagina diisen kromozomal anormallik
ve anormal hiicre frekansinin sonuglarinin degerlendirilmesi ile Mi ve NBI
bulgular z testiyle incelenmistir.

e Diger taraftan kontrol konsantrasyonlarina goére onemli degiskenlik gdsteren
uygulama gruplar i¢in ise konsantrasyon-etki iliskisini ortaya koyabilmek icin

SPSS 22.0 bilgisayar paket programiyla regresyon analizi yapilmstir.
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4. BULGULAR

4.1. Sodyum Asetat (SA) Uygulamasi

4.1.1. Kromozom anormallikleri (KA) testi sonuclari

Sodyum Asetat’in in vitro sartlarda insan periferal kan lenfositleriyle yapilan 24 ile
48 saatlik uygulama siiresinde gergeklestirilen kromozom anormallikleri testinde bes ¢esit
yapisal kromozom anormalligi gézlenmistir. Bu anormalliklerin goriilme siklig1 sirayla
kardes kromatitlerde birlesme (%30,63), kromatit kirigi (%20,0), kromozom kirig1
(%19,37), fragment (%19,37) ve kromatit degisimi (%9,38)’dir. Sayisal kromozom
anormalliklerinden ise poliploidi (% 1,25) gbzlenmistir.

Yapilan incelemeler sonucunda, Sodyum Asetat’in hiicre basina diisen anormallik ile
anormal hiicre frekansin1 uygulama siirelerinin tamaminda kontrole gore konsantrasyona
bagli olarak arttig1 saptanmistir (24 saatlik uygulamada anormal hiicre yiizdesi ve hiicre
basina diisen anormallik sayisi i¢in r=0,96, 48 saatlik uygulamada anormal hiicre ylizdesi
i¢cin ve hiicre basina diisen anormallik sayis1 i¢in r=0,85). Gergeklesen bu artisin 24 saatlik
uygulamasinda en yiiksek dort konsantrasyonda (31,25; 62,50; 125,00 ve 250,00 ug/mL),
48 saatlik uygulamasinda ise en yiiksek konsantrasyonda (250,00 pg/mL) anlamli oldugu
gbzlenmistir (Tablo 4.1.; Sekil 4.1.; Sekil 4.2.).
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Tablo 4.1. Sodyum Asetat uygulamasiyla periferal insan kan lenfositlerinde olusan
kromozomal anormallikler ve frekanslari

Test maddesi Uygulama Anormallikler
Anormal hiicre KA/Hiicre
Sire  Konsantrasyon +SH(%) +SH
(saat) (ng/mL) Yapisal Sayisal
ktk kzk kkb ds ktd f p
Kontrol 24 0,00 1 - 1 - - - 0,75+0,43 0,0075 +£0,0043
MMC 24 0,20 7 8 16 3 1 7 1 10,75+1,55 0,1075+0,0155
SA 24 15,63 2 1 2 - -3 - 2,00+ 0,70 0,0200 + 0,0070
31,25 3 3 9 - 1 1 - 4,25+1,01** 0,0425+0,0101**
62,50 4 4 6 - -6 1 5,25+ 1,12** 0,0525 £ 0,0112%*
125,00 8 3 7 - - 3 - 525+ 1,12*%*  0,0525 £ 0,0112%**
250,00 5 7 4 - 2 9 - 6,75 £ 1,25%** 0,0675 £ 0,0125%**
Kontrol 48 0,00 - 3 1 - - 3 - 1,75+ 0,66 0,0175 £ 0,0066
MMC 48 0,20 3 9 0w 5 2 12 1 13,00£1,68 0,1300 £ 0,0168
SA 48 15,63 2 5 3 - - 1 - 2,75+0,82 0,0275 £ 0,0082
31,25 - - 2 - 4 4 1 2,75+0,82 0,0275 £ 0,0082
62,50 2 1 1 - 2 | 1,75 £ 0,66 0,0175 +0,0066
125,00 1 7 6 - 1 - - 3,75+0,95 0,0375 £ 0,0095
250,00 5 - 9 - 5 3 - 5,50 £ 1,14**  0,0550 £ 0,0114%*
Kromozomal
anormallik 20,00 19,37 30,63 0,0 9,38 19,37 1,25
yiizdesi

kzk:kromozom kirigi, ktk:kromatit kirigi, kkb:kardes kromatitlerde birlesme, ktd: kromatit degisimi, ds:disentrik

kromozom, p:poliploidi, f: fragment.

** Kontrole gore P < 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
*** Kontrole gore P < 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
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Anormal Hiicre (%)

14,00 7
12,00 -
10,00 A
8,00
skeksk
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4,00 -
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0,00 - . T o o
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Konsantrasyonlar (pg/mL) B 24 saat
48 saat

** Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
*** Kontrole gére P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.1. SA uygulamasinin periferal insan kan lenfositlerindeki anormal hiicre yiizdesi

uzerine etkisi
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Konsantrasyonlar (pg/mL)
B8 24 saat

** Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi) 48 saat
*#% Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.2. Sodyum asetat uygulamasinin periferal insan kan lenfositlerinde hiicre basina
diisen anormallik frekansi lizerine etkisi

4.1.2. Mitotik indeks (MI) sonuclar

SA’nin MI iizerinde 24 ve 48 saatlik uygulama siirelerindeki etkileri Tablo 4.2.’de

verilmigtir. Mitotik indeks 24 saatlik uygulamanin 15,63; 62,50 ve 250,00 pg/mL’lik

konsantrasyonlarinda kontrole kiyasla 6nemli oranda diismiistiir. 48 saatlik uygulamanin

ise en yiiksek ii¢ konsantrasyonunda (62,50; 125,00 ve 250,00 pg/mL) anlamli azalis

saptanmigtir (Tablo 4.2.; Sekil 4.3). Fakat bu azalisin 24 saatlik muamelede

konsantrasyonla iliskisi olduk¢a zayif (r=-0,59) iken, 48 saatlik muamelede (r=-0,36) ise

konsantrasyonla iligkisi yoktur.
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Tablo 4.2. SA uygulamasinin periferal insan kan lenfositlerinde mitotik indeks frekanslari

uzerine etkisi

Test maddesi Uygulama
Mi + SH
Stire  Konsantrasyon
(saat) (ng/mL)
Kontrol 24 0,00 3,70 £ 0,298
MMC 24 0,20 1,65+ 0,201
SA 24 15,63 2,88 +0,264*
31,25 3,080,273
62,50 2,40 £ 0,242%**
125,00 2,98 + 0,269
250,00 2,65 +0,254*
Kontrol 48 0,00 4,65 +0,333
MMC 48 0,20 2,38 + 0,241
SA 48 15,63 4,38 +£0,323
31,25 4,20+0,317
62,50 3,48 +£0,290*
125,00 3,15+ 0,276%***
250,00 3,00 +£ 0,270***

* Kontrole gore p < 0,05 diizeyinde anlaml1 (z testi)
ik K ontrole gore p < 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

@'s

skskok
skskok

skoksk

‘)Q

M 24 saat
48 saat

Konsantrasyonlar (ng/mL)

* Kontrole gore p < 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
**% Kontrole gore p < 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.3. Sodyum Asetat uygulamasinda periferal insan kan lenfositlerindeki mitotik
indeks sonuglar1
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4.1.3 Mikroniikleus testi sonuclari

SA ile 48 saatlik muamele sonucu insan lenfosit hiicre kiiltiirde mikroniikleus tastyan
biniikleer hiicre yiizdesi degerinde artis saptanmistir. Burada saptanan artigin istatistiksel
olarak anlamli diizeyde (15,63 pg/mL ve 31,25 pg/mL konsantrasyonlar: hari¢) ve
konsantrasyona bagli oldugu gézlenmistir (r=0,98) (Tablo 4.3; Sekil 4.4). SA uygulamast
sonucu her bir uygulama grubundan dondr bagina 2000 biniikleat hiicre (toplam 4000)
analiz edilmistir Analizlerde yalnizca bir mikroniikleuslu biniikleatlarla karsilagiimistir. Bu

calismada SA’nm niikleer boliinme indeksi (NBI) degerini etkilemedigi gézlenmistir.

Tablo 4.3. SA uygulamasinin periferal insan kan lenfositlerinde MN ve NBI iizerinde

etkisi
Test maddesi Uygulama

Sayilan biniikleat MN + SH Niikleer Boliinme
Stire  Konsantrasyon hiicre say1st Indeksi (NBI) + SH

(saat) (ng/mL)
Kontrol 48 0,00 4000 0,100 + 0,050 1,725+ 0,412
MMC 48 0,20 4000 1,075+ 0,163 1,287 +£ 0,356
SA 48 15,63 4000 0,175 + 0,066 1,655+ 0,403
31,25 4000 0,200 + 0,071 1,640 + 0,402
62,50 4000 0,325 + 0,090* 1,598 + 0,397
125,00 4000 0,525 £ 0,114%** 1,368 + 0,367
250,00 4000 0,550 £ 0,117*** 1,324 + 0,361

* Kontrole gore p < 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
*#* Kontrole gore p < 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
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Kontrol MMC 15,63 31,25 62,50 125,00 250,00
Konsantrasyonlar (ng/mL)
B MN

* Kontrole gore p < 0,05 diizeyinde anlaml1 (z testi)
**% Kontrole gore p < 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.4. Sodyum Asetat’in insan periferal kan lenfositlerinde mikroniikleus frekansi
iizerine etkisi

4.2. Sodyum Siilfit (SS) Uygulamasi

4.2.1. Kromozom anormallikleri (KA) testi sonuclari

Periferal insan kan lenfositleriyle Sodyum Siilfit’in 24 ve 48 saatlik uygulamasi
sonucunda tiim konsantrasyonlarda gozlenen anomallik ¢esitleri, anormal hiicre
frekansiyla, hiicre basina diisen anormalliklerin oranlar standart hatalariyla beraber Tablo
4.4.’te verilmistir. Sodyum Siilfit kardes kromatitlerde birlesme (%30,80), kromatit
degisimi (23,20), kromatit kirgr (%17,60), kromozom kirig1 (%10,00), disentrik
kromozom (%35,60), fragment (%12,40) ve poliploidi (%0,40) gibi ¢esitli anormalliklere
sebep olmustur. Bunlardan en ¢ok gozleneni kardes kromatitlerde birlesme olup ve en az
gozlenen anormallik poliploididir.

SS periferal insan lenfosit kiiltliriine 24 saatlik ve 48 saatlik muamelesi sonucunda
anormal hiicre yiizdesi ve hiicre basina diisen anormallik frekansinda tiim uygulama
stirelerinde ve konsantrasyonlarinda istatistiki olarak kontrole kiyasla onemli bir artiga
neden olmustur (Tablo 4.4.; Sekil 4.5; Sekil 4.6). S6z konusu bu artislar konsantrasyona
baglidir (Anormal hiicre yiizdesi ve hiicre basina diisen anormallik i¢in 24 saat r=0,82, 48

saat r=0,88).
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Tablo 4.4. Sodyum Siilfit uygulamasiyla periferal insan kan lenfositlerinde meydana gelen
kromozom anormallikleri ve frekanslari

Test maddesi Uygulama Anormallikler
Anormal hiicre KA/Hiicre
Sire  Konsantrasyon +SH(%) +SH
(saat) (ng/mL) Yapisal Sayisal
ktk kzk kkb ds ktd f p
Kontrol 24 0,00 - - 2 - - 1 - 0,75+£0,43  0,0075 +0,0043
MMC 24 0,20 6 2 5 2 3 16 1 8,75+ 1,41 0,0875 +0,0141
SS 24 391 8 - 4 1 -2 - 3,75+ 0,95%* 0,0375 + 0,0095**
7,81 5 2 6 - - 1 - 3,50+ 0,92** 0,0350 + 0,0092**
15,63 - 1 10 2 2 3 - 4,50 £+ 1,04*** 0,0450 + 0,0104***
31,25 - 6 2 1 4 6 1 5,00 £ 1,09%** 0,0500 + 0,0109%**
62,50 6 3 5 - 2 3 - 4,75 £ 1,06%** 0,0475 + 0,0106***
Kontrol 48 0,00 4 1 3 - -2 - 2,50+0,78  0,0250 + 0,0078
MMC 48 0,20 3 3 34 - - 23 1 16,00£1,83  0,1600+0,0199
SS 48 3,91 4 - 5 312 I - 6,25+ 1,21** 0,0625 +0,0121**
7,81 6 3 6 2 7 6 - 7,50 £ 1,32** 0,0750 + 0,0132**
15,63 9 15 3 s 2 - 8,50 £ 1,39*** 0,0850 + 0,0139%**
31,25 6 4 10 1 9 3 - 8,25 £ 1,38*%** 0,0825 + 0,0138%**
62,50 - 6 14 1 17 4 - 10,50 + 1,53*** 0,1050 + 0,0153***
Kromozomal
anormallik 17,60 10,00 30,80 5,6 23,2 124 0,4
yiizdesi

kzk:kromozom kirig1, ktk:kromatit kirnigi, kkb:kardes kromatitlerde birlesme, ktd: kromatit degisimi, ds:disentrik
kromozom, p:poliploidi, f:fragment,

** Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)

*** Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlaml1 (z testi)



28

18,00 7

16,00 -

14,00 A

12,00 - sk
—
X
10,00 -
g *kk ok
= 8,00 e
m ’
] sk
< 4
g 6,00 sk dokok
R skskok
s 4.00 - *k k%
< )

2,00
0,00 T T T T T T T T T 1
> O DO S > O D O A
& r\)? (\OP 5‘9 \(} qj? ~ nﬁ’ /\Eio cyb \:\’ q;)
@Q @@ N ) o @Q @@ N ) [
Konsantrasyonlar (ng/mL) B 04 saat
** Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi) 48 saat
*** Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.5. Sodyum Siilfit uygulamasinin periferal insan kan lenfositlerindeki anormal hiicre
yiizdesi lizerine etkisi
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** Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
*#* Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.6. Sodyum Siilfit uygulamasinin periferal insan kan lenfositlerindeki hiicre basina
diisen anormallik frekansi tizerinde etkisi

4.2.2. Mitotik indeks (M) testi sonuclari

Sodyum Siilfit’in MI iizerinde 24 saat ve 48 saat uygulama siirelerindeki etkisi Tablo
4.5.’te gosterilmistir. SS’in tlim uygulama siirelerinde ve konsantrasyonlarinda (24 saatlik
uygulamada 3,91 pg/mL'lik konsantrasyon hari¢) MI’i kontrole kiyasla anlamli derecede
diisiirdiigii saptanmustir (Tablo 4.5; Sekil 4.7). Bu disiisler 24 saatlik muamelede dozla
iliskili olmayip (r=-0,39), 48 saatlik muamelede ise konsantrasyonla iligkisi zayiftir (r=-

0,60).
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Tablo 4.5. Sodyum Siilfit uygulamasinin insan periferal insan kan lenfositlerinde mitotik
indeks frekansi tizerinde etkisi

Test maddesi Uygulama
Mi + SH
Stire  Konsantrasyon
(saat) (ug/mL)
Kontrol 24 0,00 3,25 +0,280
MMC 24 0,20 1,45 +0,189
SS 24 391 2,83 +0,262
7,81 2,48 +0,245*
15,63 2,28 +£0,235%*
31,25 2,18 £0,230%*
62,50 1,88 +0,214%***
Kontrol 48 0,00 4,95+ 0,343
MMC 48 0,20 2,35+0,239
SS 48 391 3,73 £0,299**
7,81 3,53 £0,291**
15,63 3,33 £0,283***
31,25 3,60 + 0,294**
62,50 3,33 £0,283***
* Kontrole gore p < 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
**Kontrole gore p < 0,01 diizeyinde anlaml (z testi)
***Kontrole gore p < 0,001 diizeyinde anlaml: (z testi)
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Konsantrasyonlar (ug/mL) B8 24 saat
48 saat

*Kontrole gore p < 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
**Kontrole gore p < 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
***Kontrole gore p < 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.7. Sodyum Siilfit uygulamasiyla periferal insan kan lenfositlerindeki mitotik indeks
bulgular1
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4.2.3. Mikroniikleus testi sonuclari

Sodyum Siilfit’in 48 saatlik uygulamasinda kiiltiirde MN tasiyan biniikleer hiicre
ylizdesinde artis saptanmistir. Olusan artis kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde (3,91 pg/mL konsantrasyonu hari¢) ve konsantrasyona bagli olarak
gerceklesmistir (r=0,85) (Tablo 4.6; Sekil 4.8). Yapilan incelemelerde yalnizca bir MN
iceren biniikleat hiicreler gozlenmistir. Ek olarak SS’in niikleer boliinme indeksini

etkilemedigi belirlenmistir.

Tablo 4.6. SS uygulamasinin insan periferal lenfositleriyle MN ve NBI tizerindeki etkisi

Test maddesi Uygulama

Sayilan biniikleat MN =+ SH Niikleer Boliinme
Stire  Konsantrasyon hiicre say1st Indeksi (NBI) + SH

(saat) (ug/mL)
Kontrol 48 0,00 4000 0,075 + 0,043 1,401 £ 0,372
MMC 48 0,20 4000 0,875+ 0,147 1,413 +0,373
SS 48 3,91 4000 0,225+ 0,074 1,460 + 0,379
7,81 4000 0,325 + 0,090** 1,435+ 0,376
15,63 4000 0,475 +0,108*** 1,479 + 0,382
31,25 4000 0,525 +0,114*** 1,500 + 0,384
62,50 4000 0,400 + 0,099** 1,379 + 0,369

** Kontrole gore p < 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
*** Kontrole gore p < 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
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Sekil 4.8. SS’in periferal insan kan lenfositlerindeki mikroniikleus iizerine etkisi
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5. TARTISMA

Cagimizin en 6nemli konusu besin gilivenligini saglayabilmektir. Besin giivenligini
saglayabilmek, besin iiretiminde artisa gecgilmesi ve iiretilecek olan yiyeceklerde kayiplarin
Oniine gecilmesi, yiyeceklerin fazlaca oldugu zamandan daha az bulundugu zamana
gidalarin  kalitesinin korunarak saklanabilmesi ve raflardaki Omriinii uzatabilmesi
bakimindan 6nem arz etmektedir. Boylece gida katki maddelerinin (GKM) kullanimi giin
gectikce artmaktadir [46]. Gida katki maddelerinin yasalara gore uygun kullanimi ise
fireticinin, tiiketicinin ve devletin is birligi halinde miimkiin olabilmektedir. Ureticiler oto
kontrole, iiretilen gidanin kalitesine, iiretim seviyelerindeyken ve gidalar satisa
¢ikarilmadan dnce kontrol edilmesine énem vermelidirler. Ozellikle iiretici ve tiiketici gida
katki maddeleri hususunda daha ¢ok bilince kavusturulmalidir [46].

Giliniimiizde yasamin gerekliligi olarak gida katki maddelerinden kendimizi
soyutlamamiz imkansizdir. Dikkat edilmesi gereken husus, gida katki maddelerinin
yasalara uygun bir sekilde kullanilmasi gereken miktarda uygulanmasini saglayip olusacak
tehlikeyi olabildigince minimize etmektir [47]. Biitin GKM’nin iiretim safhasindan
tiketim safthasina kadar biitiin atilan adimlarda tilkemizde Tirk Gida Kodeksi tarafindan
hazirlanan tiiziik ve yonetmeliklere uyum saglanmali; boylece tiiketim i¢in saglikli besinler
tiretilmelidir.

Yapilan aragtirmalarin genelinde, giiniimiizde kullanim miktarlar1 zamanla daha da
artan farkli farkli kimyasal ajanlarin ¢ok az kullanilan degerlerinin bile teratojenik,
karsinojenik ve mutajenik olabilecegi ger¢egi ortaya konmaktadir [46]. Bu sebeple, s6z
konusu etkilere sahip olma potansiyeli tastyan fiziksel ve kimyasal ajanlarin insanlarin
genomu i¢in genotoksik, mutajenik ve karsinojenik etkiye sahip olup olmadiklarinin ortaya
koyulmasi énem arz etmektedir. Mutajenite testlerinde ¢ikan pozitif sonuglar genotoksik
olan birden fazla maddenin beraberinde karsinojenik de oldugunu ortaya koymaktadir [46].

Mutajenlerin olusturdugu genetik hasarin seviyesinin tespiti ve insan sagliginin
tizerinde etkileri bakterilerin, ¢esitli memeli hiicrelerinin, bitkilerin veya Drosophila’nin
tercih edildigi farkl test sistemleriyle degerlendirilebilmektedir. Bunlarin igerisinde en ¢cok
tercih edilen insan periferal kan lenfositleridir. Insan periferal kan lenfositlerinde siklikla
tercih edilen genotoksisite testleri ise kromozomal anormallikler ve mikroniikleus

testleridir [47-49].
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Bu tez ¢alismasmin amaci, GKM’nin siklikla tercih edilmesi ve bazi maddelerin
toksik etkiyle beraber karsinojenik etki gostermesi sebebiyle, giiniimiizde siirekli maruz
birakildigimiz ve bundan once periferal insan kan lenfositlerinde genotoksisiteleriyle ilgili
herhangi bir arastirma yapilmayan Sodyum Asetat ve Sodyum Siilfit’in in vitro sartlarda
genotoksik etkilerini KA ve MN testleri ile arastirmaktir.

Bu calismada genotoksik etkileri degerlendirilen GKM’den biri olan SA, 24 saatlik
uygulamada 31,25; 62,50; 125,00 ve 250,00 pg/mL konsantrasyonlarinda ve 48 saatlik
uygulamada 250,00 pg/mL konsantrasyonunda kromozom anormallikleri frekansini
kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli oranda artirmigtir. SA insan periferal kan
lenfositlerinde bes g¢esit kromozom anormalliginin goriilmesini tetiklemistir. Bu
kromozomal anormalliklerinden fazlaca rastlanan kardes kromatitlerde birlesmedir. Bu
calismada kullanilan diger GKM olan Sodyum Siilfit ise, 24 saatlik ve 48 saatlik
muamelede ve biitlin konsantrasyonlarda anormallik frekansinda kontrole kiyasla
istatistiksel olarak anlamli artisa neden olmustur. Kromozom anormalliklerinden en ¢ok
yine kardes kromatitlerde birlesme saptanmustir.

Kromozomal anormallik testi, yapisal kromozom aberasyonlar1 ile anormal
kromozom seperasyonundan dolayr meydana gelen normal kromozom sayisindaki
degisiklikleri yani andploidi ve poliploidiyi tanimlayarak kromozomda olusan hasarin ve
genomdaki kararsizligin biyogostergesi olarak kullanilir. [50]. Kromozom anormallikleri,
kendiliginden veya kimyasal uygulamalarin bir sonucu olarak meydana gelebilmektedir.
Kromozomal anormalliklerinden olan yapisal kromozom anormallikleri direkt DNA’nin
kirilmasindan, hasarli  DNA kalibinin replikasyonundan veya DNA sentezinin
inhibisyonundan kaynaklanabilir [51]. Sayisal kromozom anormallikleri de andjen
uygulamanin bir sonucu olarak meydana gelebilir [52]. Hiicre siklusunun GO/G1 evreleri
boyunca genotoksik ajana maruz kalan hiicrelerde, kromozom kirilmasini ve fragmentlerin
tekrardan diizenlenmesini takiben genellikle homolog olmayan u¢ birlesmesi sebebiyle
kromozomal anormallikler saptanir [53]. Bu c¢alismada kromozom anormalliklerden en
fazla kardes kromatitlerde Dbirlesme saptanmis olmasi, GKM’nin yiiksek
konsantrasyonlarda ve uzun siirede klastojenik etkili olabilecegi seklinde yorumlanabilir.

Kardes kromatitlerde birlesme (sister union), aktarilmayan tipteki mutasyondur.
Aragtirmacilara gore kromozomlarin {lizerindeki kirilmalar rastgele bir yerde olmazlar.
Kromozomlardaki baz1 bolgelerin kirilmaya karsi olan duyarliliklar1 farkli bolgelere oranla

daha ¢oktur. Genelde kromozomlar tek kromatit seklinde bulunduklarindan metabolik



35

evrede ¢ok daha kolay kirilirlar. Eger tekrardan bir yapisma olmazsa ortaya c¢ikan
sentromerli parcalar ile sentromeri olmayan parcgalar mitoz ilerlerken uzunlamasina yarilir.
Ardindan her biri iki kromatit olusturur. Bu iki kromatidin kirik ucglar1 birbiriyle
birlesebilir. Bu durum kardes kromatitlerde birlesme olarak tanimlanir [54]. SA ve SS
uygulamalar1 sonucunda olusan diger anormallikler ise kromatit degisimi, kromozom
kirigi, disentrik kromozom ve fragmenttir.

Kromatit degisimi, homolog olmayan kromozomlarin arasinda meydana gelen tipik
triradyal ya da quadriradyal degisimlerdir [55]. Kromozom kirig1, bir kromozomun her iki
kromatitinde birden kirik olmasi durumu olup, herhangi bir dis etken olmadan
kendiliginden veya mutajenik etki sonucu olusabildigi gibi; kimyasal maddeler de bu
duruma neden olmaktadir [56]. Disentrik kromozom, iki kromozomun uglarinda olusan
kiriklarin, sentromeri bulunan kisimlarinin = kirilmis uglardan birlesmesidir [57].
Fragmentlerin ise kromozom veya kromatitlerde olusan kirilmalar ile genelde terminal
delesyonlar sonucunda olustugu bilinmektedir [58].

In vivo kosullar ile in vitro sartlarda, kimyasal sebeplere bagli olarak olusan en
onemli hiicresel yanit, hiicre déngiisiiniin gecikmesi veya dongiiniin engellenmesidir. M,
sitotoksitenin gostergesi olarak kabul edilmis Onemli parametre testlerden biridir.
Sitotoksik seviye ise Mi’deki azalmayla saptanabilir [59-61]. MI’nin degerinin azalmasinin
nedeni olarak hiicrelerin mitoza girebilmesini saglayan G2 asamasinin engellenmesi veya
ATP seviyesindeki azalma One siiriilmektedir. Enerji iiretim merkezinde olusan
bozukluktan da kaynaklandigi tahmin edilmektedir. MI degerindeki diisiisiin farkli
sebepleri arasinda DNA sentezinin engellenmesi veya ig olusumundan sorumlu olan
enzimlerin baskilanmas1 da gosterilebilir [62-64]. Bu ¢alismada gézlenen MI frekansindaki
distisler, bu GKM’nin hiicre proliferasyonu i¢in gerekli enzimler ile proteinlerin
engellemesinden kaynaklanabilir.

Calismada kullanilan diger mutajenite testi periferal insan kan lenfositlerinde son
zamanlarda siklikla tercih edilen mikroniikleus testidir. SA ve SS uygulamasiyla MN
barindiran binukleat hiicrelerin frekansi da artmistir. Bu artislar Sodyum Asetat
uygulamasinda 62,50; 125,00 ve 250,00 pg/mL konsantrasyonlarinda istatiksel olarak
anlamli seviyede ger¢eklesmistir. Sodyum Siilfit uygulamasinda 7,81; 15,63; 31,25 ve
62,50 pg/mL konsantrasyonlarinda istatiksel olarak anlamli seviyede gerceklesmistir.
Diger taraftan bu iki gida koruyucularinin NBI iizerinde herhangi bir etki etmedigi

saptanmuistir.
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Farkli ajanlarin hiicrelerde meydana getirdigi yapisal kromozom anormallikleri ve
sayisal kromozom anormalliklerinin indirekt gostergesi olarak belirlenen, basitce
uygulamasi yapilabilen in vitro MN testiyle organizmayi etkileyebilen ajanlarin genotoksik
etkilerinin belirlenebilmesi i¢in yapilabilen her tiirlii tarama ¢aligmalarinda giiven ile tercih
edilebilecek mutajenite testlerinden biridir [46]. Mikroniikleus teknigi, periferal insan kan
lenfositlerinde ve kemik iliginde kimyasal ajanlarin genotoksik potansiyelini belirlemede
yaygin olarak kullanilan yontemlerdendir. Teknikte sonuca kisa zamanda ulasilmasi, basit
olmasi ve DNA hasar1 konusunda ¢ogunlukla giivenilir bilgi vermesi bu teknigi
vazgecilmez hale getirmistir [36]. Mikroniikleus testi genetik hasarin tespitinde, kanser
riskinin belirlenmesinde ve ila¢ sanayisinde siklikla tercih edilmektedir. Mikroniikleus
olusumunun temelinde DNA hasar1 bulunmaktadir. Organizmanin gesitli klastojenik,
mutajenik ajan ve karsinojenik ajanlara maruz birakilmasi sonucunda DNA’da hasar ortaya
cikmaktadir. MN’ler hiicre siklusu sirasinda asentrik kromozom fragmentleri veya tiim bir
kromozom kaybini gosterir. Bdylece mikroniikleus testiyle kromozom kayiplari
saptanmakta olup; klastojenik ve andjenik etkiler belirlenebilmektedir [65]. Gliniimiizde
kanser takip programlarinda ve kanser 6nleme programinda biyobelirte¢ olarak siklikla
tercih edilmektedir [66].

Sodyum Asetat ve Sodyum Siilfit ile yapilmis farkli genotoksisite g¢aligmalari
mevcuttur. Yapilan bir ¢calismaya gore, Sodyum Asetat’in genotoksik ve sitotoksik etkisi
yetigkin erkek Sprague—Dawley ratlarinin lenfositlerinde comet, MTT ve LDH (laktat
dehidrogenaz) testleriyle incelenmistir. Sodyum Asetat lenfositlere 50, 100 ve 200 mM
konsantrasyonlarda uygulanmistir. Comet testi sonuglarina gore Sodyum Asetatin
konsantrasyona bagli olarak kuyruk uzunlugu, yogunlugu ve momentini arttirdigi
gozlenmistir. Ayrica MTT testinde hem hiicre canliigi hem de ¢ogalmasinda
konsantrasyona bagli diisiis tespit edilmis olup, LDH saliniminda da konsantrasyona bagh
bir artis rapor edilmistir. Tim sonuglara bakilarak Sodyum Asetat’in incelenen
konsantrasyonlarinda sitotoksik ve genotoksik oldugu saptanmistir [38]. Bu tez
caligmasinda insan lenfositlerinde Sodyum Asetat’in hem genotoksik hem de sitotoksik
etki gostermesi de bu sonuglar1 destekler niteliktedir.

Sodyum Siilfit’in genotoksik etkisi Drosophila melanogaster’de SMART ve comet
testiyle incelenmistir. Bu ¢alismada bir yabanil tip ve bir wtsMT#! (letal bir allel) alleli
tastyan sus olmak tizere iki farkli Drosophila susu kullanilmistir. Deney grubundaki

hayvanlara 100 mM Sodyum Siilfit verilmis SMART testi sonuglarina gore negatif
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kontrole kiyasla yiiksek diizeyde somatik mutasyonla, timor indiiksiyonu ve siklig1 tespit
edilmistir. Comet testi bulgularina gore ise DNA hasarinda da 6nemli artis gozlenmis,
kuyruk uzunlugu, yogunlugu ve momenti istatistiksel olarak anlamli oranda
indiiklenmigtir. Elde edilen bulgulara gére Sodyum Siilfit’in genotoksik etkili oldugu,
sonuclarin DNA bozulmast ve zincir kirilmalarinin agik bir gdstergesi oldugu
vurgulanmistir [39]. Benzer sekilde, bu tez ¢alismasinda Sodyum Siilfit’in insan periferal
lenfositlerinde gosterdigi genotoksik ve sitotoksik etki, yukarida anlatilan g¢alismanin
sonugclari ile uygunluk gostermektedir.

Koruyucu gida katki maddelerinden Sodyum Asetat ve Sodyum Siilfit’in insan
periferal kan lenfositlerinde olas1 genotoksik etkilerini inceleyen bir ¢aligma
bulunmamaktadir. Diger yandan farkli koruyucu gida katki maddelerinin degisik hiicre
gruplarinda genotoksisitesinin incelendigi caligmalar mevcuttur.

Sitrik Asit, Askorbik Asit ve Sodyum Sitrat’in insan lenfosit hiicrelerinde 50, 150,
300 ve 600 ug/mL’lik konsantrasyonlarinin potansiyel genotoksik etkileri comet testiyle
belirlenmistir. Elde edilen bulgulara gore, denenen konsantrasyonlarda Askorbik Asit’in
herhangi bir DNA hasarina sebep olmadigr gbézlenmistir. Sodyum Sitrat, 300 ve 600
ng/mL’lik konsantrasyonlarinda DNA hasarinda kontrole gore sinirli artis gostermistir.
Sitrik Asit ise en yiiksek konsantrasyonda oldukc¢a yiiksek DNA hasarina sebep olmustur.
Sitrik Asit’in ayn1 oranda uygulanan Askorbik Asit ve Sodyum Sitrat konsantrasyonlari ile
karsilastirildiginda da en yiliksek DNA hasarina neden oldugu saptanmistir. Diger
konsantrasyon gruplarinda ise DNA hasarinda anlamli bir degisiklik saptanmamustir. Sitrik
Asit ve Sodyum Sitrat’in yiiksek konsantrasyonlarinda DNA hasarina neden olabilecegi
icin dikkatli kullanim1 tavsiye edilmistir [67]. Sitrik Asit, Borik Asit, Potasyum Sorbat,
Sodyum Benzoat ve Sodyum Sitrat’in Allium cepa kok uglarinda kromozomal anormallik
testiyle genotoksisiteleri incelenmistir. Bu koruyucular 5, 10 ve 20 saat boyunca 20 ile 100
ppm arasinda degisen bir dizi konsantrasyonda kok ug¢larina uygulanmigtir. Kullanilan gida
katki maddelerinin hepsi tiim konsantrasyonlarda ve uygulama periyotlarinda kontrol ile
karsilastirildiginda mitotik indeksi &nemli 6lgiide azaltmistir. Ote yandan, mitotik
aktivitedeki azalma, maruz kalma siiresi 5 saatten 20 saate ¢ikarildiginda olduk¢a 6nemli
Ol¢iide indiiklenmistir. Ayrica, mitotik evrelerin yiizdesinde de farkliliklar gdzlenmistir.
Toplam anormallik yiizdesi genellikle bu kimyasallarin artan konsantrasyonlar1 ve uzun

maruziyet siiresi ile artmistir. Tim mitotik evrelerde anafaz kopriileri, C-mitoz,
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mikroniikleus, anafazda geri kalma, yapistk kromozom, kromozom kiriklari tespit
edilmistir [68].

Farkli bir calismada insan periferal lenfositlerinde yine Sodyum Benzoat’in (SB)
genotoksik etkisini belirleyebilmek amaciyla kromozom anormalligi (KA), kardes kromatit
degisimi (KKD), mikroniikleus (MN) ve comet testleri uygulanmistir. Ayrica, SB’in
mitotik indeks (MI), niikleer béliinme indeksi (NBI) ve replikasyon indeksine (RI) etkileri
de incelenmistir. SB’1n in vitro lenfositlere 6,25; 12,50; 25,00; 50,00 ve 100,00 pg/ml’lik
konsantrasyonlar1 uygulanmistir. Sonugta incelenen konsantrasyonlarda bu koruyucunun
KA, KKD ve MN frekansinda anlamli ve konsantrasyona bagl bir artisa sebep oldugu
gbzlenmistir. MI degerlerinin ise uygulamalarin tiimiinde konsantrasyona bagh diisiis
gosterdigi saptanmistir. Ek olarak, edinilen bulgulara gore replikasyon indeksini ve niikleer
boliinme indeksini etkilemedigi saptanmistir. Comet testi sonuglarina gore SB, kontrole
kiyasla tim konsantrasyonlarda kuyruk uzunlugunu ve kuyruk yogunlugunu artirmistir.
Tim bu gozlemlere dayanarak Sodyum Benzoat’in in vitro periferal lenfositlerde
klastojenik, andjenik, mutajenik ve sitotoksik etkili oldugu belirtilmistir [69]. Sodyum
Benzoat’in HGF hiicreleri (Gingival Fibroblast) lizerindeki genotoksik etkileri de farkl
aragtiricilar tarafindan comet testiyle incelenmistir. Bu hiicreler 1 saat siireyle farkl
konsantrasyonlarda SB’a (10, 50, 100 ve 150 mM) maruz birakilmistir. Analizden elde
edilen sonuglara gore, tim konsantrasyonlar kontrol grubuna kiyasla DNA hasarimi
indiiklemis boylelikle SB’1n bu hiicrelerde de genotoksik etkili oldugu saptanmistir [70].
Bir diger ¢aligmada da Potasyum Sorbat (PS) Sodyum Benzoat (SB) ve Sodyum Nitrit
(SN)’in periferal insan kan lenfosit kiiltiirlindeki olas1 genotoksisitesinin tespiti
mikrontikleus testiyle arastirilmistir. Tiirk Gida Kodeksi’nin bu GKM’ler icin 6nerdigi
kullanim degerleri dikkate alinip PS i¢in 200, 500 ve 1000 pg/mL, SB i¢in 100, 300 ve 800
pug/ml ve SN i¢in ise 1, 10 ve 100 pg/mL’lik konsantrasyonlar tercih edilmistir. PS ve
SB’nin yiyeceklerde tercih edilen konsantrasyonlarinin énemli bir genotoksik etkiye neden
olmadig1 fakat SN’in muamele edilen tiim konsantrasyonlarinin mikroniikleus olusumunu
anlamli olarak arttirdigr ve genotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir [71]. Bir diger
calismada SN’in mutajenitesi in vivo ve in vitro test yontemleriyle analiz edilmistir. /n vivo
calismalar, 24 saat arayla iki kez intragastrik olarak 1.72, 5.18, 15.55 ve 46.66 mg/kg
dozlarinda SN ile muamele edilen erkek rat ve fareler ile 3 ay boyunca i¢gme suyuna giinliik
olarak ayni dozlarda sodyum nitrit ile muamele edilen erkek tavsanlarda

gerceklestirilmistir. Kromozomal aberasyon testi her 3 hayvan tiirlinde de yapilmus,
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mikroniikleus indiiksiyonu sadece farelerde degerlendirilmistir. Sodyum Nitrit, her 3
hayvan tiiriinde de anormal metafazlarda artisa neden olmustur. Benzer sekilde, farelerde
mikrontikleuslu polikromatik eritrositlerin sayisinda artisa sebep olmustur. Kromozomal
aberasyonlarin ve mikroniikleuslarin frekansindaki artiglarda doza bagli tepkiler
gbzlenmemistir. In vitro ¢aligmalar, 24 saat boyunca 0,265 ve 0,530 mg/ml dozlarinda
sodyum nitrit igeren kiltiirlerde yetistirilen BSC-1 ve HeLa hiicreleri {iizerinde
gergeklestirilmistir. Her iki konsantrasyon da kromozomal anormalliklerin yiizdesinde
Oonemli artislar meydana getirmis ancak pozitif doz-etki iliskisi gostermemistir [72]. Yine
ayn1 gida koruyucusu ile yapilan baska bir calismada SN, in vitro Cin hamster embriyonik
ve eriskin hiicrelerinde 50 ve 100 mM’lik kosantrasyonlarda kromozom anormalliklerine
neden olup, fare kemik iligi hiicresinde ise kardes kromatit degisimi ve mikroniikleus
frekans diizeylerini artirmistir [73-74]. Sodyum Nitrit’in ayn1 zamanda si¢an karacigeri S9
fraksiyonu varliginda ve yoklugunda S. typhimurium TA1535 i¢in mutajenik oldugu, S.
typhimurium TA100 i¢in mutajenik etkisinin ise zayif oldugu saptanmistir. Fakat bu
calismada testlerde kullanmilan siire, saat ve konsantrasyon gibi onemli bilgilere yer
verilmemigtir [75]. Sodyum Nitrit’in 0,04 ve 0,16 mg/L konsantrasyonlariyla A/lium
cepa’nin kok ucu hiicrelerine 24, 48 ve 72 saatlik muamele yapilarak sitotoksik ve
genotoksik etkileri incelenmigtir. Kok biiyiimesi, yeni primordialarin ortaya ¢ikist ve kok
morfolojisi tiim konsantrasyonlardan oOnemli derecede etkilenmistir. 0,04 mg/L’lik
konsantrasyonun farklt kromozomal anormalliklere (kromozomal kodensasyon, c¢ift
cekirdekli hiicreler, kromozom kontraksiyonu, yapisiklik, mikroniikleus ve anafaz
kopriisii) neden oldugu belirtilmistir. Kontrol grubunun MI degeri her iki konsantrasyonla
da karsilastirildiginda daha yiiksek bulunmustur bu da SN’nin hiicre boliinmesini
engelledigini gostermektedir. Hiicre morfolojisinde de farkliliklar goriilmis, yiliksek
konsantrasyon biiziismeye neden olmustur ve bunun kimyasala maruz kalma siiresi
uzadik¢a daha belirgin oldugu saptanmistir. Elde edilen bulgulara gére SN’nin, genotoksik
ve sitotoksik etki gosterdigi belirtilmistir [76]. Yapilan farkli bir ¢alismada Sodyum Nitrat
(SNa), Sodyum Nitrit (SNi), Potasyum Nitrat (PNa) ve Potasyum Nitrit’in (PNi) ve
bunlarn 25 mM konsantrasyondaki besli kombinasyonunun, genotoksik etkileri
Drosophila melanogaster hiicrelerinde somatik mutasyon ve rekombinasyon testiyle
(SMART) degerlendirilmistir. Iki baglantili resesif kanat kili mutasyonu (¢oklu kanat kili
ve parlama) igeren trans-heterozigot li¢ giinliikk larvalar, standart Drosophila besiyerinde

test bilesiklerinin farkli konsantrasyonlariyla (25, 50, 75 ve 100 mM) beslenmistir. Ortaya
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cikan yetiskin sineklerin kanatlari, somatik mutasyon veya mitotik rekombinasyondan
kaynaklanabilecek mutant hiicrelerin varligi acisindan degerlendirilmistir. Genotoksik
etkilerin degerlendirilmesi i¢in, muamele edilen serilerde kanat basma diisen
mutasyonlarin frekanslari, kontrol grubu ile karsilastirilmistir. Toplam mutasyonlar ile
mutasyona sahip kanat sayisi arasinda pozitif bir korelasyon gozlenmistir. Kullanilan
kimyasallar genotoksik etkilerinin yiiksekligine gore SNi, PNi, SNa ve PNa olarak
siralanmistir.  Ayrica, kombine uygulama genotoksik etkiyi onemli Olgiide artmistir.
Yazarlar gida koruyucularinin dogru uygulanmasinin gerekliliginin insan sagligi lizerinde

onemli bir etkiye sahip olabilecegini belirtmislerdir [77].

Potasyum Sorbat (PS), GKM’nin en sik kullanilan koruyucular grubunda bulunur ve
genis bir antimikrobiyal spektruma sahip olmasi nedeniyle gidalarin mikroorganizmalarla
bozulmalarin1 engelleyerek raftaki Omrilinlin uzamasini saglar. PS’in, insan lenfosit
hiicrelerinde 24 ve 48 saat uygulanan 0,5; 1,0; 1,5 ve 2,0 mg/mL’lik konsantrasyonlarinin
genotoksik etkisi mikroniikleus ve kromozomal anormallik testleri ile incelenmistir. Ek
olarak ayni konsantrasyonlar ve uygulama siireleri kullanilarak, sitotoksisitesi MTT
testiyle ve oksidatif stres indiikleme yetenegi de siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi ile
Ol¢iilmiistiir. Potasyum Sorbat, her iki test sisteminde de incelenen tiim konsantrasyonlarda
mikroniikleus ve kromozomal anormalliklerini anlamli oranda tetiklemistir. MTT testi
sonuglarma gore hiicre canliligi tim uygulamalarda 6nemli derecede azalmis, oksidatif
stres de artmistir [78]. Potasyum Sorbat ile yapilan bir baska ¢alismada genotoksik etkileri
kardes kromatit degisimi (KKD), kromozomal anormallik (KA) ve comet testleri
kullanilarak analiz edilmistir. KA ve KKD testleri i¢in 125, 250, 500 ve 1000 pg/mL’lik
konsantrasyonlar1 insan periferal kan lenfositlerine 48 saatlik siire ile muamele edilmistir.
PS’in, KKD’ni indiiklerken replikasyon indeksini etkilemedigi saptanmistir. Mitotik
indekste ile konsantrasyona bagli anlamli diisiis gozlenmistir. KA frekansini ise yliksek
konsantrasyonlarda yiikselttigi belirlenmistir. Comet testi i¢in ise ayni konsantrasyonlar 1
saat siireyle lenfositlere uygulanmistir. Konsantrasyonlarin tamaminda kuyruk yogunlugu
ve kuyruk uzunlugunda kontrol konsantrasyonuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
diizeyde artis saptanmistir. Bulgular 1s18inda Potasyum Sorbat’in bu hiicre grubunda
calisilan konsantrasyonlarda sitotoksisite ve genotoksisiteye neden olabilecegi, bu sebeple
dikkatle kullanilmas1 gerektigi yorumu yapilmistir [79]. Gilincel bir ¢alismada Potasyum

Sorbat (PS)’1n, Jurkat hiicre hattinda genotoksik etkileri sitokinez-blok mikrontikleus sitom
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testi ile sitotoksik etkileri de PrestoBlue testi ile incelenmistir. Hiicreler 25, 50, 75 ve 100
mM PS’a 24 saat boyunca maruz birakilmistir. PS, en yiiksek ii¢ konsantrasyonda hiicre
canliligmmi azaltmig ve Jurkat hiicrelerinde sitotoksik etki gdstermistir. Genotoksisite
acisindan ise nekrotik hiicre sayisinda anlamli artisa neden olmus ancak MN, niikleer
tomurcuk, niikleoplazmik koprii ve apoptotik hiicre frekansinda ise dnemli bir degisiklik
olmamigtir. Bu bulgular, PS'nin Jurkat hiicreleri iizerinde genotoksik etkili bir ajan
olmadig1 seklinde yorumlanmistir [80]. Farkli bir calismada Sorbik Asit (SA) ve tuzlar
olan Potasyum Sorbat (PS) ve Kalsiyum Sorbat’in (KS) Ames testi ile mutajenitesi
arastirilmistir. Bunun i¢in Salmonella typhimurium’un TA98 ve TA100 suslart kulanilmis
ve s0z konusu koruyucularin 0.1 pg, 1 pg, 10 pg, 100 pg, 1 mg, 2 mg, 3 mg, 4 mg ve 5
mg/plate konsantrasyonlar: metabolik aktivasyon varhginda test edilmistir. Incelenen

maddelerin hi¢birinin mutajenik aktivite gostermedigi tespit edilmistir [81].

39 farkli GKM’ nin genotoksik etkileri, farelerin 8 farkli organinda comet testiyle
analiz edilmistir. Arastiricilar, farelere bu GKM’lerini intraperitonal olarak 3-24 saat
stiresince uygulamistir. Muamele edilen siirenin bitiminde farelerin kemik iligi, beyin,
idrar kesesi, karaciger, bobrek, kolon, mide ve akciger dokularinda olast DNA hasarini
saptamiglardir. Elde edilen bulgular, Sorbik Asit, Benzoik Asit, Sodyum Benzoat,
Potasyum Sorbat, Biitillenmis Hidroksianisol (BHA) ve Biitillenmis Hidroksitoluen (BHT)
gibi koruyucu GKM’nden bazilarinin oldukga yiiksek genotoksik etkiye sahip oldugunu
gostermistir [82]. Biitillenmis hidroksitoluen (BHA) ve Biitillenmis hidroksianisol (BHT),
Allium cepa'nin kok ucu hiicrelerinde 1000, 1500, 2000, 2500 ppm konsantrasyonlari
kullanilarak kromozom anormallikleri testi ile incelenmistir. Yapilan analizde s6z konusu
olan maddelerin kontrole kiyasla KA frekansi ile DNA hasarini istatistiksel olarak anlamli
sekilde artirdigi gozlenmistir. Elde edilen bulgulara gére BHA ve BHT’ nin genotoksik

olabilecegi gozlenmistir [83].

Potasyum Benzoat’in insan periferal kan lenfositlerinde kromozomal anormallik
(KA), kardes kromatit degisimi (KKD), mikroniikleus (MN) ve comet testleri ile in vitro
genotoksik etkisi incelenmistir. Ek olarak Potasyum Benzoat’in mitotik indeks (Mi),
replikasyon indeksi (RI) ve niikleer boliinme indeksi (NBI) iizerine etkileri de saptanmustir.
Potasyum Benzoat’m 62,50; 125,00; 250,00; 500,00 ve 1000,00 pg/ml’lik
konsantrasyonlar1 kullanilmistir. PB’in KA, KKD ve MN frekansinda anlamli ve
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konsantrasyona bagli bir artisa sebep oldugu ve MI’in uygulamalarin tamaminda
konsantrasyona bagl diisiis gosterdigi gdzlenmistir. PB’m, RI ve NBI'ni etkilemedigi
saptanmistir. Potasyum Benzoat comet testi sonuglarina gore konsantrasyonlarin
tamaminda kuyruk uzunlugunu ve kuyruk yogunlugunu kontrole kiyasla artirmistir. Buna
gore Potasyum Benzoat’in, hem sitotoksik hemde genotoksik oldugu belirtilmistir [69].
Farkli bir arastirmada, Benzoik Asit’in (BA) potansiyel genotoksik etkisi 50, 100, 200 ve
500 pg/mL’lik konsantrasyonlarinda comet testiyle belirlenmistir. BA’in insan sperm
hiicrelerinde 500 pg/mL’lik konsantrasyonu kontrol konsantrasyonuyla karsilastirilinca
comet testinde kuyruk uzunlugunu, kuyruk yogunlugunu ve kuyruk momentini anlaml
seviyede yiikselttigi saptanmistir. Arastirmacilar BA’in 500 pug/mL’lik konsantrasyonunda
sperm hiicrelerinde DNA hasarina sebep oldugunu saptamiglardir [84]. Koruyucu olarak
kullanilan Benzoik Asit’in fenolik bir tiirevi olan Parabenin, in vitro insan periferal kan
lenfositlerinde MN, KKD ve comet testleri ile genotoksik etkileri incelenmistir. MN ve
KKD testleri i¢in 24 ve 48 saat uygulamalarinda 50, 100, 250 ve 500 pg/mL’lik
konsantrasyonlar1 kullanilmis ve bu testlerde anlamli bir farkliligin olmadigi tespit
edilmistir. Comet testi i¢in 250, 500, 750, ve 1000 pg/mL’lik konsantrasyonlar kullanilmis
ve en yiiksek konsantrasyonunun DNA hasarini anlamli artirdigr gozlenmistir. Mitotik
indeks ise tim konsantrasyonlarda ve uygulamalarda azalma gostermistir. Elde edilen
bulgulara gore Paraben’in sitotoksik ve genotoksik etkilere sahip oldugu séylenmistir [85].
Giincel bir ¢alismada 100 ve 200 mg/kg viicut agirhigi konsantrasyonlarinda metil ve
butilparaben deri alt1 enjeksiyon yoluyla erkek ratlara 10 giin siireyle verilmistir. Bu in vivo
uygulama ile s6z konusu gida koruyucularinin erkek rat iireme sisteminde degisken
murinometrik Ol¢limler, antioksidan kapasite ve genotoksisite agisindan incelenmesi
amaclanmigtir. Parabenlerin uygulanmasi su ve gida tiiketimini etkilememistir. Bununla
birlikte, testislerin ve seminal vezikiiliin agirliginda bir azalma olmustur. Metilparaben
(200 mg/kg) ve butilparabenin her iki konsantrasyonu siiperoksit dismutazda artisa neden
olmustur. Katalaz, paraben ile muamele edilen tiim gruplarda artmis aktivite gostermistir.
Buna karsilik, glutatyon rediiktaz ve glutatyon S-transferaz her iki paraben ile muamele
edilen gruplarda azalmistir. Bu sonuglar, parabenlerin, 6zellikle de butilparabenin, rat
testisinin enzimatik antioksidan sistemini etkileyerek hiicresel antioksidan kapasitesini
azaltabilecegini gdstermektedir. Genotoksisite yine erkek lireme hiicrelerinde comet testi

ile degerlendirilmis, butilparaben uygulamalarinin kontrolden énemli 6l¢iide yliksek DNA
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hasar1 sergiledigi gosterilmistir. Bu ¢aligma ilk kez parabenlerin erkek rat tireme organinda
genotoksisiteye neden olabilecegini gosterdigi i¢cin 6nemli oldugu vurgulanmistir [86].

Bir diger sik kullanilan koruyucu da Propiyonik asit ve onun tuzlaridir. Propiyonik
asit ile yapilan bir ¢alismada, Propiyonik Asit’in E. Coli’de DNA onarim testi (125
uL/petri) harig, SOS chromo testinde (0,01-10 mM), Salmonella/mikrozom testinde (0,01-
10 uL/petri) ve Cin hamsteri V79 hiicreleri kullanilarak yapilan kardes kromatit degisimi
testinde (0,1-33,3 mM) mutajenik etki gostermedigi belirlenmistir [87]. Propiyonik Asit’in
160 pg/petri konsantrasyonunun, Ames testinde mutasyon frekansini arttirdigi gézlenmistir
[88]. Ayrica bu maddenin Drosophila’da mitotik rekombinasyonlara neden oldugu da
saptanmistir  [89]. Propiyonik Asit’in (PA), Drosophila melanogaster larvalarinin
hemositlerinde (0.1-10 mM arasinda degisen bes konsantrasyonda) genotoksik potansiyel
riskini tespit etmek i¢in in vivo model olarak comet testiyle degerlendirme yapilmistir.
Propiyonik Asit’in en yiiksek iki konsantrasyonunda (5 ve 10 mM) DNA hasari
seviyesinde dnemli bir artisa neden oldugu saptanmistir. Analizden elde edilen bulgulara
gore PA’in genotoksik olabilecegi belirlenmistir [90]. Diger bir calismada, Sodyum
Propiyonat (SP) ve Potasyum Propiyonat’mm (PP) in vitro genotoksik etkilerini
degerlendirmek amaciyla KA, KKD, MN ve comet testleri kullanilmistir. Genotoksik
etkilerin degerlendirilmesi i¢in, SP’1n 15,62; 31,25; 62,50; 125,00; 250,00; 500,00 pg/mL
ve PP’m 7,81; 15,62; 31,25; 62,50; 125,00; 250,00 pg/mL‘lik konsantrasyonlar
kullanilmistir. Sodyum Propiyonat ve Potasyum Propiyonat’in; KA, KKD ve MN
frekansin1 kontrole kiyasla anlamli oranda artirdig1 saptanmistir. Comet testi bulgularina
gore ise kuyruk yogunlugu, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momentini yine 6nemli oranda
artirdig1 gozlenmistir. SP ve PP, in vifro insan periferal kan lenfositlerinde genotoksik
etkili olabilecegi vurgulanmistir [91]. Farkli arastirmacilar tarafindan Kalsiyum
Propiyonatin (KP) in vitro insan periferal kan lenfositlerinde; KA, KKD, MN ve comet
testleri ile genotoksik etkileri incelenmistir. KP’1n 50,0; 100,0; 200,0 ve 1000,0 pg/mL’lik
konsantrasyonlar1 kullanilmigtir. Yapilan analizde s6z konusu ajanin kontrole kiyasla KA,
KKD ve MN frekans1 ile DNA hasarinmi istatistiksel olarak anlamli sekilde artirdigi
gozlenmistir. Mitotik indeks ise anlamli diigiis gostermis, ancak Kalsiyum Propiyonat’in
replikasyon indeksi ve niikleer boliinme indeksini etkilemedigi saptanmistir. Elde edilen
bulgulara gore Kalsiyum Propiyonat’in genotoksik ve sitotoksik olabilecegi gozlenmistir
[79]. Sodyum Propiyonat (SP), Kalsiyum Propiyonat (KP) ve Potasyum Propiyonat’in (PP)

Allium cepa kromozomlarinda genotoksik etkileri incelenmistir. Yapilan bu calismada bu
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lic gida katki maddesinin 1000,0; 1500,0; 2000,0; 2500,0 ve 3000,0 pg/mL‘lik
konsantrasyonlar1 24 saat, 48 saat ve 72 saatlilk muamele siirelerinde kok uclarina
uygulanmistir. Sonugta ¢alisilan tiim gida koruyucularinin MI degerlerini énemli oranda
diistirdiigii, KA frekansin1 ise Onemli oranda artirdigi belirlenmistir. Bu maddelerin
etkisiyle c-mitoz, anafaz kopriileri, MN, yapisiklik, kalgin kromozomlar ve kromozom

kiriklarina rastlandig1 vurgulanmistir [92].

Sodyum Metabisiilfit’in (SMB) insan lenfositlerinde kromozomal aberasyonlar ve
kardes kromatit degisimi testiyle genotoksik etkileri incelenmistir. SBM’nin farklh
konsantrasyonlaryla (75, 150 ve 300 g/ml) hiicrelere 24 ve 48 saat uygulama yapilmistir.
Uygulama siirelerinin tamaminda ve konsantrasyonlarda SBM, KA ve KKD degerlerini
konsantrasyona bagl olarak artirmistir. Ayrica, 150 ve 300 g/mL konsantrasyonlarinda
replikasyon indeksini (RI) ve mitotik indeksi (MI) konsantrasyona bagli azaltmistir. Bu
sonuclara goére, SMB'min biiyiik olasilikla genotoksik bir risk olusturdugu sonucuna
varilabilecegi vurgulanmistir [93]. Yapilan farkli bir calismada SMB’in, Allium cepa kok
uclarinda sitogenetik etkileri incelenmistir. 7,5; 15 ve 30 mg/L SMB konsantrasyonlariyla
kok wuglarma 10 ve 20 saat siireyle uygulama yapilmistir. SMB’nin, tiim
konsantrasyonlarinda ve uygulamalarin tiimiinde Mi’yi konsantrasyonlara bagli énemli
Olclide azalttigi gozlenmistir [94]. Ayn1 madde ile yapilan in vivo farkli bir ¢alismada
SMB'nin farenin farkli dokular iizerindeki genotoksik etkileri comet testi (karaciger ve
kan hiicrelerinde) ve mikroniikleus testiyle (kemik iligi ve kan hiicrelerinde) incelenmistir.
Hayvanlara 0.5, 1 ve 2 g/kg SMB tek doz halinde verilmis ve 24 saat sonra dokular
toplanmistir. Tiim dokular i¢in, 1 ve 2g/kg’lik dozlar kontrole kiyasla DNA hasarinda
onemli artisa neden olmustur. En yiiksek doz SBM verilen farelerin periferik kan ve kemik
iligi hiicrelerindeki ortalama mikroniikleus frekanslarinin 6nemli yiikselis gosterdigi ve
polikromatik eritrositlerin normokromatik eritrositlere oraninda da onemli bir azalma
oldugu goriilmiistiir. Sonuglar, yiiksek dozda verilen oral SMB’nin genotoksik bir risk
olusturabilecegini gostermektedir [95]. Potasyum Metabisiilfit’in ve Potasyum Nitrat’in
Allium cepa kok uclarinda genotoksik etkileri kromozom anormallikleri testiyle
incelenmistir. A.cepa'nin koklerine 3, 6, 12, 24 ve 48 saat boyunca 50 ppm ile 100.000
ppm arasinda degisen bir dizi konsantrasyonla muamele edilmistir. Konsantrasyonunun ve
uygulama siiresinin artmasiyla mitotik indeksin azaldig1 tespit edilmistir. Yiiksek

konsantrasyonlarda daha fazla aberasyon goriilmiis, her iki gida koruyucusu da bir takim
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kromozom sapmalarina neden olmustur. Bu nedenle gida koruyucu olarak PMB ve PN
kullanirken dikkatli olunmasi gerektigi belirtilmistir [96]. Farkli bir ¢alismada Potasyum
Nitrat’in genotoksik etkileri Drosophila melanogaster'da SMART testi ve comet testiyle
analiz  edilmigtir. Potasyum Nitrat, SMART testi bulgularma gore yiiksek
konsantrasyonlarda kontrole kiyasla tiimor indiiksiyonu ve sikligini artirmistir. Comet testi
ile saptanan DNA hasar1 ise bu maddenin yiiksek konsantrasyonlarda genotoksik oldugu
sonucunu desteklemistir [97]. Kiikiirtdioksit ve hidratlarimin (bisiilfit ve siilfit), Allium
stavium ve Vicia faba kok hiicrelerinde mikroniikleus ve kromozomal anormallik testi
kullanilarak genotoksisitesi incelenmistir. Cesitli oranlarda sodyum bisiilfit ve sodyum
stilfit (1:3) karigimi1 1x107# ve 2x1073 M konsantrasyonlarinda uygulanmigtir. Elde edilen
bulgulara gore, kontrol konsantrasyonuna kiyasla doza bagli MN ve KA frekansinda artisa
neden oldugu tespit edilmistir. Analizlere gore, maddelerin genotoksik oldugu saptanmistir
[98].

Dogal gida koruyuculari olarak kullanilan biberiye yagi ve kekik yaginin Vicia faba
kok ucu hiicrelerinde kromozom anormallikler ve mikroniikleus testiyle genotoksisitesi
incelenmistir. Bunun i¢in yaglarin %0,1 %0,5 ve %1°’lik konsantrasyonlariyla 3 saat kok
uclarma uygulama yapilmistir. Ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda mitotik indeks énemli
ol¢iide azalmig, kromozomal anormallikler ve mikroniikleus frekansi konsantrasyona bagh
olarak yiikselmistir. Yazarlara gore, ¢alisilan yaglarin antimikrobiyal ajanlar olarak etkin
rollerine ragmen, Okaryotik hiicrelerdeki genotoksisite potansiyellerinin varligi onlarin

gida koruyucusu olarak kabul edilmemesi gerektigini gostermistir [99].
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda, genotoksik etkisi incelenen Sodyum Asetat ve Sodyum Siilfit
gida katki maddeleri sik kullanilan koruyuculardandir. Sodyum Asetat ve Sodyum Siilfit’in
etki mekanizmas1 tam olarak bilinmemekle beraber, son zamanlarda yapilan ¢aligmalar
gidalarda kullanilan katki maddelerinin serbest radikal ve o6zellikle reaktif oksijen tiirleri
olusturabilecegini destekler niteliktedir. Abd-Elhakim ve ark. (2018) tarafindan yapilan bir
calismada Sodyum Asetat’in genotoksisitesi in vivo sartlarda arastirilmis ve onemli bir
genotoksik etki ve sitotoksik etki tespit edilmistir. Asetat tarafindan reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) salinmasinin, Sodyum Asetat’in sitogenotoksik etkisinin altinda yatan bir
mekanizma olabilecegi belirtilmistir [38]. Buradan hareketle tez ¢alismasinda goriilen
genotoksik ve sitotoksik etkinin ROS salinimina bagli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Gelisen teknolojik metotlar, daha giivenilir ve kaliteli islenmis gida iiretimini
saglayabiliyorken serbest radikaller gibi viicutta zararh etkiler gosteren bazi istenmeyen
tirinlerin de olusmasina sebep olabilir. Gidalarin ¢ogunda az bulunan serbest radikaller,
gidalarin isleme teknigine bagli artmaktadir. Yani islenen bir gidanin serbest radikal
icerigi, ham maddenin igeriginden daha fazla olmaktadir [100]. Olusan ROS ve serbest
radikaller hiicrenin protein, lipit ve DNA gibi birden ¢ok hayati bilesenleriyle reaksiyona
girerek bu bilesenlerin yap1 ve fonksiyonunu bozabilmektedir. Ornek olarak ROS
radikalleri ¢oklu doymamis yag asitlerini hizli bir sekilde oksidasyona ugratabilmesi
sebebiyle, yapisinda bu yag asitlerini cok miktarda bulunduran beyinde iskemi
(kanlanmanin yavaslamasi ve durmasi), Alzhemier ve Parkinson gibi énemli dejeneratif
hastaliklarin meydana gelmesine sebep olabilir. Ayrica ROS radikalleri basta olmak iizere
serbest radikal stresi olusturan tiim bilesikler, biyolojik olarak yaslanmay1 da hizlandirir
[101].

Saglikl1 bir bedende, oksijen radikalleriyle antioksidan savunma mekanizmalar1 tam
bir denge halinde calisir. Normal metabolizma sirasinda ROS ve antioksidanlar arasinda
yer alan denge, gilines 1sinlari, GKM, ilaglar, kozmetikler, kirletici kimyasallar1 iceren
birtakim g¢evresel prooksidanlar tarafindan ROS yoniine kaydirilabilmektedir. Bu durumda
da lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu, DNA mutasyonu veya kirilmasi, enzim
aktivasyonu veya inaktivasyonuna yol acar. ROS’a maruz kaldiktan sonra hiicrelerde DNA
hasari, hiicre siklusu diizensizligi, DNA tamir veya replikasyon bozuklugu ve gen

mutasyonlar1 goriilebilmektedir [102].
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DNA siirekli endogenik ve ekzogenik mutajenler ve karsinojenlerle hasara ugrar.
Olusan bu hasarlar; yanhs eslesme tamiri, baz-kesip c¢ikarma tamiri, niikleotit kesip-
cikarma tamiri ve ¢ift iplik tamiriyle onarilabilir [103]. Onarilmayan DNA hasarina sahip
olan hiicreler apoptosize ya da kotli huylu tiimor olma yoluna dogru ilerler. DNA hasar
tamirinde bir deformasyon veya etkinlik diisiisii kanser riski gelisiminde 6énemli rol oynar
[103].

Yapilan c¢alismalarda XRCCI, PARP-1 ve DNA LIG3 gibi proteinlerin
fonksiyonlarinda meydana gelen bozukluklarin, DNA’da tek zincir kiriklarina sebep
oldugu belirtilmigtir [104]. XRCC1 proteini, parcalanmis lezyonlar ve kiicik DNA
hasarmin onariminda biiyiik bir 6neme sahiptir. PARP-1 enzimi DNA tamirinden sorumlu
olup, asir1 aktive oldugunda apoptoz ve nekroza sebep olan niikleer bir enzimdir [105].
PARPI aktivitesinin esik diizeyine gore, DNA tamiri, apoptoz veya nekroz olusur [106].
Bu c¢alismada kullanilan iki koruyucu gida katki maddesinin neden olabilecegi ROS
salimmminin da bu proteinlerin fonksiyonlarinda bozulmalara sebep olarak, DNA’da tek
zincir kiriklarina neden olabilecegi ve boylece mutajenik etkilerinin meydana geldigi
diisiiniilebilir. Fakat bunlarin etki mekanizmasiyla ilgili detayli ¢alismalarin yapilmasi

gereklidir.

Yapilan bu tez ¢alismasinda hazir tiiketilen yiyeceklerde siklikla kullanilan koruyucu
GKM olan Sodyum Asetat ile Sodyum Siilfit’in periferal insan kan lenfosit kiiltiiriindeki
genotoksik etkileri ortaya konulmustur. Ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksik ve
genotoksik etkiye sahip olabilecegi sonucuna ulagilmistir. Her iki gida koruyucusu i¢in de
farkli hiicre gruplar1 ve testleri kullanilarak yapilan az sayidaki calismada gozlenen
genotoksik etki bu tez caligmasinin sonuglarini destekler niteliktedir. S6z konusu
calismalar ile beraber diisiiniildiiglinde farkli dokularda farkl: testlerle birbirini destekleyen
sitogenotoksik etki sebebiyle Sodyum Asetat ile Sodyum Siilfit’in kullaniminda dikkatli
olunmas1 gerektigi onerilmektedir. SA ve SS’in iiretici ve tiiketici tarafindan bilingli olarak
kullanilmalar1 saglanmalidir ve miimkiin olan en asgari seviyeye diisiiriilmelidir. Diinyada
hizlica artan niifus nedeniyle gida katki maddelerinin kullanimi artirmustir. Insan sagligimi
en iyi sekilde korumak amaciyla, gida tiretim zincirinde bir sistem olarak ele alinmasi, gida
giivenliginin devamli kontrol edilmesi, alinan tiim 6nlemlerde bilimsel kanitlarin ve her
tiirlii risk degerlendirmesinin goz Oniinde bulundurulmasi tiiketici ¢ikarinin korunmasi

bakimindan son derece dnemlidir.
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Yapilan literatiir incelemesi gz Oniine alinarak ayni gida koruyucusunun farkli hiicre
gruplar1 veya test sistemleriyle etkileri incelendiginde sonuglarin birbirinden farkhi
olabilecegi goriilmektedir. Yani bir hiicre grubunda veya konsantrasyon setinde
genotoksisite gozlenirken sartlar degistiginde bu etki ortaya konamayabilir. In vivo ve in
vitro sartlar icin de ayni durum séz konusu olabilir. Yine litartirde bazi koruyucu
GKM’nin de neredeyse tiim test ve hiicre sistemlerinde benzer sonuglari verdigi
goriilmektedir. Bu nedenle ileriye doniik olarak da bu tez ¢alismasinin sonuclar1 in vivo
calismalar ve farkli genotoksisite testleriyle de desteklenmeli bunlardan yapilan tespitlerle

de belki SA ile SS’in yerini alabilecek daha giivenli ajanlarin sentezlenmesi saglanmalidir.
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