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OZET

Bu c¢alismada, gidalarda antimikrobiyal katki maddesi olarak sikhikla
kullanilan sodyum sorbat ve potasyum sorbatin in vitro genotoksik etkileri,
insan periferal lenfositlerinde, kromozom anormalligi (KA), kardes kromatid
degisimi (KKD), mikroniikleus (MN) ve comet testleri Kkullamlarak
belirlenmistir. Sodyum sorbatin 100, 200, 400 ve 800 pg/ml ve potasyum
sorbatin 125, 250, 500 ve 1000 pg/ml’lik konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Her
iki gida katki maddesi de kromozomal anormallik ve kardes kromatid
degisimini negatif kontrole gore istatistiksel olarak anlamh sekilde artirmstir.
Sodyum sorbatin 400 ve 800 pg/ml’lik konsantrasyonlarinda mikroniikleus
frekansinda istatistiksel olarak onemli oranda artis gozlenmistir. Bununla
birlikte potasyum sorbat insan lenfosit kiiltiiriinde mikroniikleus frekansim
etkilememistir. Sodyum sorbat 200 pg/ml’lik konsantrasyonda, potasyum
sorbat ise 1000 pg/ml’lik konsantrasyonda mitotik indekste negatif kontrole
gore anlamh diisiise neden olmustur. Replikasyon ve niikleer boliinme
indeksleri sodyum sorbat ve potasyum sorbat tarafindan herhangi bir sekilde
etkilenmemistir. Comet analizi sonuclarina gore, her iki katki maddesi de tiim
konsantrasyonlarda primer DNA hasarim onemli oranda artirmistir. Comet

kuyruk yogunlugu ve comet kuyruk uzunlugu (sodyum sorbatin 400 pg/ml



konsantrasyonu hari¢) kontrole gore tiim uygulamalarda onemli diizeyde
artmustir. Elde edilen bulgular, calismada kullanilan katki maddelerinin in vitro
kiiltiire alinmis ve izole edilmis insan lenfositlerinde klastojenik ve mutajenik

etkili oldugunu ayrica primer DNA hasarim indiikledigini gostermistir.

Bilim Kodu :203.1.048

Anahtar Kelimeler : Sodyum sorbat, potasyum sorbat, kromozomal anormallik
(KA), kardes kromatid degisimi (KKD), mikroniikleus
(MN), comet testi, mitotik indeks (MI), replikasyon indeksi
(RI), niikleer boliinme indeksi (NBI), genotoksik etki
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ABSTRACT

In this study, the in vitro genotoxic effects of sodium sorbate and potassium
sorbate which are frequently used in foods as antimicrobials, have been
determined in human peripheral blood lymphocytes by using chromosome
aberrations (CAs), sister chromatid exchanges (SCEs), micronuclei (MN) and
comet assay. 100, 200, 400 and 800 pg/ml concentrations of sodium sorbate and
125, 250, 500 and 1000 pg/ml concentrations of potassium sorbate were used.
Both food additives used in this study sifnificantly increased the frequency of
chromosome aberrations and sister chromatid exchanges compared with the
negative control. Micronuclei frequency statistically increased in 400 and 800
pg/ml concentration of sodium sorbate. Hovewer potassium sorbate did not
effect the micronuclei frequency in human lymphocytes culture. 200 pg/ml
concentration of sodium sorbate and 1000 pg/ml concentration of potassium
sorbate significantly decreased the mitotic index compared with the negative
control. Replication and nuclear division indices were not effected by the
sodium sorbate and potassium sorbate. According to the comet assay results,
primary DNA damage significantly increased by all treatments of both
additives. The comet tail intensity and comet tail length (expect 400 pg/ml for

tail lenght for sodium sorbate) significantly increased compared with the
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control in all treatments. The results of experiments showed that the additives
used in this study have clastogenic and mutagenic and also DNA damaging

effects in cultured and isolated human lymphocytes.

Science Code : 203.1.048

Key Words : Sodium sorbate, potassium sorbate, chromosomal aberration
(CA), sister chromatid exchange (SCE), micronuclei (MN),
comet assay, mitotic index (MI), replication index (RI), nuclear
divison index (NDI), genotoxic effect
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SIMGELER VE KISALTMALAR

X1V

Bu calismada kullanilan bazi1 simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Ac¢iklama

% Yiizde

°C Santigrat derece

pg/ml Mikrogram/ mililitre

mg/kg Miligram/kilogram

uL Mikrolitre

mL Mililitre

LDs, Letal dozs

rpm Devir sayisi

\% Volt

mA Miliamper

mm Milimetre

Kisaltmalar Aciklama

AMES Salmonella/memeli mikrozom testi
BrdU Bromodeoksiiiridin

CAs Chromosomal aberretions
CAC Kodeks Alimentarius Komisyonu
Cyt-B Sitokalasin-B

DNA Deoksiriboniikleikasit
DMSO Dimetil siilfoksit

EDTA Etilendiaminotetra asetik asit

FAO Birlesmis Milletler Gida Tarim Teskilat



Kisaltmalar

FDA
H,0,
HPGRT
JECFA

KKD
Mi
MMC
MN
NaCl
NaOH
NBi
PBS

Ri

SCE
SCGE
SMART
SSC

S9
WHO

XV

Aciklama

ABD Guda Ilag Dairesi

Hidrojen peroksit

Hipoksantin-guanin fosoribozil transferaz
Birlesik Gida Katkilar1t Uzman Komitesi
Kromozomal anormallik

Kardes kromatid degisimi

Mitotik indeks

Mitomisin-C

Mikroniikleus

Sodyum kloriir

Sodyum hidroksit

Niikleer boliinme indeksi

Fosfat tamponu

Replikasyon indeksi

Sister chromatid exchange

Single cell gel electroforezis

Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi
Salin sitrat tamponu

Karaciger oziitii

Diinya Saglik Orgiitii



1. GIRIS

Diinya niifusundaki artiglar, gida sektoriinii besleyen ham madde kaynaklarindaki
azalmalar, insanlarin yasam standartlarini yiikseltme egilimleri ve mevsimlik
gidalarin yilin her doneminde tiiketilme egilimlerinin artmasi gibi etmenler gida
katki maddelerinin gida endiistrisinde kullanimini zorunlu hale getirmistir [Saldaml
ve Uygun, 2005]. Gida katki maddeleri; yiyeceklerin hazirlanmasi sirasinda
besinlerin bozulmasini 6nlemek, tadini, yapisini ya da besin degerini artirmak
amaciyla besinlere eklenmis maddelerdir [Giirsoy, 2001]. Son 30 yildir, basta
gelismis iilkelerde olmak iizere, yiyeceklere katilan kimyasal maddelerin sayilari

hizl bir sekilde artmistir [Arslan, 2004].

Gida katki maddeleri; her ne kadar mikrobiyolojik bozulmayir Onleme ve
dayaniklilig1 artirma, besleyici degeri koruma, teknolojik islemlere yardimci olma,
renk, goriinlis, lezzet ve koku gibi duyusal oOzellikleri diizeltme gibi amaglar
dogrultusunda kullaniliyorlarsa da ayn1i zamanda pek c¢ok saglik sorununu da
beraberinde getirmektedirler. Bu maddeler gelisigiizel, tiiziik dis1 ve siirekli olarak
kullanildiklarinda, tiiketicilerde alerjik ve toksik reaksiyonlarin goriilmesine neden
olmaktadirlar [Arslan, 2004]. Tiiketilen gidalarla birlikte her giin cesitli katki
maddelerinin viicut igerisine girdigi disilintildiigiinde, sagliga zarar vermeyecek
dozda kullanilsalar dahi, bu maddelerin bir siire sonra viicut igerisinde birikerek
insan saghigi i¢in tehlikeli olabilecek miktarlara ulasabilecekleri ve dokularda cesitli
hasarlar meydana getirebilecekleri goz ardi1 edilmemelidir [Sarikaya ve Solak, 2003].
Diinyada hala pek c¢ok gida katki maddesinin genotoksik etkili olup olmadigi
bilinmemekte ve bu maddeler dikkatsiz bir sekilde kullanilmaya devam edilmektedir.
Bu nedenle bilim adamlari, c¢esitli gida katki maddelerinin olas1 klastojenik,
mutajenik ve genotoksik etkilerini in vivo ve in vitro test yontemleriyle belirlemeye
calismiglardir. Yapilan caligmalar sonucunda, pek cok gida katki maddesinin
mutajenik etkiye sahip oldugu belirlenmistir [Abe ve Sasaki, 1977; Luca ve ark.,
1987; Meng ve Zhang, 1994; Sasaki ve ark., 2002; Arslan, 2004; Kaya ve Topaktas,
2007; Yilmaz, 2008; Mpountoukas ve ark., 2008].



Son yillarda ¢esitli kimyasal maddelerin insan genomunda mutasyonlara sebep olup
olmadiklarinin ortaya c¢ikarilmasinda, kisa slireli genotoksisite testleri olan
kromozomal anormallik (KA), kardes kromatid degisimi (KKD) ve mikroniikleus
(MN) testleri insan lenfosit kiiltiirtinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Kimyasallarin primer DNA hasarin1 indiikleyip indiiklemedigi ise, comet testi

kullanilarak belirlenmektedir.

Bu caligmanin amaci, gidalarda antimikrobiyal katki maddeleri olarak siklikla
kullanilan sodyum sorbat ve potasyum sorbatin olas1 genotoksik etkilerini, kiiltiire
alimmis insan periferal lenfositlerinde kromozom anormalligi (KA), kardes kromatid
degisimi (KKD), mikroniikleus (MN) testleri ile ve izole edilmis insan lenfositlerinde
ise comet testi (SCGE) kullanarak in vitro yontemlerle belirlemektir. Bu calisma,
sodyum sorbat ve potasyum sorbat gida katki maddelerinin insan saglhigi iizerinde
genetik bir risk olusturup olusturmayacagina aciklik getireceginden dolay1 onemli

olabilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Gida Katki Maddeleri

Katk1 maddelerinin gidalarda kullanilmasi insanlik tarihi kadar eskidir. Toplumlarin
bilingsiz ve teknolojiden uzak oldugu donemlerde bile gida katki maddeleri her
zaman bir isteme bagli olarak tiiketilmislerdir [Saldamli, 1985]. Gida katki maddeleri
genel anlamda “gidalarin Ozelliklerini istenilen bigimde etkilemek amaciyla
kullanilan maddeler” olarak tanimlanmaktadir. Bu 06zellikler arasinda goriiniim,
lezzet, doku besleyici deger ve depolama Omrii sayilabilmektedir [Altug ve ark.,

2000].

Ik kez gida katki maddesi olarak, A.B.D. patenti ile 1886 yilinda tuz ve kalsiyum
fosfat karisimi bir preparat liretilmis ve bu preparat ¢esni maddesi olarak ticari islem
gormiistiir [Saldamli, 1985]. 1950’11 yillardan bu yana hizla artan diinya niifusuna
paralel olarak gida maddelerine duyulan gereksinimin g¢ogalmasi, sehirlesme ve
insanlarin yasam bi¢imlerinde olusan degismeler, yiiksek kalitede ve cesitlilikteki
gida maddelerine duyulan ihtiyag, seyahat ve nakil imkanlarinin gelismesi, yeni gida
isleme ve pazarlama yontemleri nedeniyle katki maddelerinin {iretimi ve gidalarda
kullanimu biiyiik oranda artmistir [Altug ve ark., 2000]. 1956 yilinda Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) 40 iilkeyi kapsayan ve 50 dogal renk maddesi ile 114 yapay renk
maddesini igeren listeleri yayinlayarak gida katki maddelerinin kullanimina izin

vermis ve gida sektoriinde uygulamaya alinmasina yol agmistir [Saldamli, 1985].

Gida katkir maddeleri, Tiirk Gida Kodeksi yonetmeliginde “Tek basina gida olarak
tikketilmeyen veya gida ham ya da yardimci maddesi olarak kullanilmayan, tek
basina besleyici degeri olan veya olmayan; secilen teknoloji geregi kullanilan islem
veya imalat sirasinda kalinti veya tiirevleri mamul maddede bulunabilen, gidanin
tiretilmesi, tasnifi, islenmesi, hazirlanmasi, ambalajlanmas1 sirasinda gida

maddesinin tat, koku, goriiniis, yap1 ve diger niteliklerini korumak, diizeltmek veya



istenmeyen degisikliklere engel olmak amaciyla kullanilmasina izin verilen

maddelerdir” olarak tanimlanmistir [Tiirk Gida Kodeksi Yo6netmeligi, 1977].

Uluslararast bir kurulus olan FAO/WHO Birlesik Kodeks Komitesi’nin
tanimlamasinda ise “ Tek bagina besin degeri tasimayan ancak gidaya bilingli olarak
direkt veya indirekt olarak katilan, onlarin goriiniis ve yapilarini diizeltmek icin veya
muhafaza olanagini artirmak i¢in siirli miktarda katilan maddelerdir” denilmektedir.
Gida endiistrisinde kullanilan gida katki maddelerinin bazilar1 dogal, bazilar1 yapay
ve bazilar1 da dogala 6zdestir [Saldamli ve Uygun, 2005]. Gidalarin korunmasinda
hayvansal, bitkisel ve mikrobiyal kdkenli dogal koruyucu sistemler kullanilmaktadir.
Ayrica, gidalardaki mikrobiyal gelisimin kontroli amaciyla enzimlerden de
yararlanilir. Enzimlerin gida katki maddeleri olarak kullanilmalarinin avantajlari
vardir. Dogal kaynakli olduklari igin tercih edilirler ve toksik degildirler. Ornegin;
invertazlar, yumusak kremali sekerleme dolgularinin hazirlanmasinda; proteazlar,
taze etlerin olgunlastirilmast ve yumusatilmasinda; lipazlar, cesitli peynirlerde aroma

olusturulmasinda kullanilmaktadirlar [http://www.gidacilar.net].

Gida katki maddeleri fazla miktarda ya da duyarli risk gruplari tarafindan
tilkketildiginde toksikolojik acidan tehlikeli olabilmektedirler. Katki maddelerinin
yarattif1 riskler uzun donemde ortaya c¢ikmakta [Saldamli ve Uygun, 2005] ve
egzama, astim, bas agrisi, alerjik kasintilar, ishal, bulanti, kusma, rinit, hiperaktivite,
asir1 duyarlilik gibi ¢esitli rahatsizliklara yol agmaktadirlar [Adams, 1992; Yurttagiil,
1993]. Bu nedenle gida sanayinde kullanilacak katki maddelerinin, kisa ve uzun
vadede viicutta birikme olasiliklariin viicutta yaratacagi zararlarin ortaya konmasi

ve ona gore de dozunun ayarlanmasi gerekmektedir [Saldamli ve Uygun, 2005].

2.2. Gida Katki Maddelerinin Siniflandirilmasi

Gida katki maddeleri; bazen ait olduklar1 madde grubuna gore, bazen kullanilma

amacia gore, bazen de lretiminde kullamldigr gidaya gore gruplandirilmaktadir.


http://www.gidacilar.net/

Tirk Gida Kodeksi’nin kullannom amaglarina gore yapmis oldugu smiflandirma

asagida gosterilmistir [ Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi, 1977].

1. Kaliteyi koruyarak raf dmriinii uzatanlar (Koruyucular):

a) Antimikrobiyaller: Besinleri bakteri, kiif ve maya bozulmalarina kars1 korumak,
besinlerin raf Omriinii uzatmak, dogal renk ve aromayir korumak amaciyla
kullanilan maddelerdir.

b) Antioksidanlar: Arzu edilmeyen koku, aroma, tat degisikliklerini, enzimatik
kararmay1 veya oksidasyona bagli renk kaybii geciktirmek ve onlemek, yagh

besinlerde acimay1 geciktirmek ve 6nlemek amaciyla gidalara eklenen maddelerdir.

2. Yapiy1 hazirlama, pisirme 6zelligini gelistirenler:

a) PH ayarlayicilar: Besinlerin pH’sini1 (asitligini veya bazligini) kontrol etmek,
degistirmek ve istenilen diizeyi saglamak amaciyla kullanilan maddelerdir.

b) Topaklanmay: oénleyenler: Gidalardaki partikiillerin biraraya toplanmasim
onlemek amaciyla kullanilan maddelerdir.

¢) Emiilsifiyerler: Bir sivinin digeri i¢cinde muntazam kii¢iik partikiiller halinde
dagilmasina yardimei olmak, sivinin yiizey gerilimini azaltmak ve homojen bir
dagilma ve emiilsiyon saglamak amaciyla gidalara eklenen maddelerdir.

¢) Stabilizérler: Gidada birbiri ile karismayan iki veya daha fazla fazin tek diize
dagilimini saglamak amaciyla kullanilan maddelerdir.

d) Kwvam artiricilar: Modifiye nisastalar gibi kivam artiricilar gidalarda kivami
yogunlastirmak amaciyla kullanilan maddelerdir.

e) Tatlandiricilar: Aromay1 ve tadi daha cazip hale getirmek, tatli tadi vermek
amaciyla kullanilan maddelerdir.

f) Mayalanmayr saglayict  ajanlar: Startirlar  (laktobasiller) mayalanmay1
hizlandirmak, pigsme ve iirlin kalitesini gelistirmek amaciyla gidalara eklenen
maddelerdir.

g) Nem ayarlayicilar: Diisiik nemlilik oranina sahip bir 1slatma ajani islevi gorerek,

gidalarin kurumasimi 6nlemek amaciyla kullanilan maddelerdir.



g8) Agarticilar: Un isleme ajani olup, unun pisme kalitesini veya rengini
diizenlemek amaciyla kullanilan maddelerdir.

h) Dolgu maddeleri: Jellestiriciler dolgu maddesi olarak iglev goriip, jel olusumu
ile gidaya doku kazandirmak amaciyla kullanilan maddelerdir.

1) Kopiik ayarlayicilar: Swvi ya da kat1 gidalarda, gaz fazin homojen dagilimini
saglayan maddelerdir. Kopilirmeyi Onleyici ajan olarak ta islev gorerek, kdpilirmeyi
Onleyen veya azaltan maddelerdir.

1) Parlaticilar: Gidanin dis yiizeyine parlak bir goriinim kazandirmak veya

koruyucu bir tabaka olusturmak amaciyla gidalara eklenen maddelerdir.

3. Aromay1 ve rengi gelistiriciler:

a) Cesni arttirictlar: Aromay1 daha cazip hale getirmek, dogal aromay1 diizeltmek
veya korumak amaciyla gidalara eklenen maddelerdir.

b) Cesni vericiler: Tat ve kokuyu daha cazip hale getirmek, dogal lezzeti
gelistirmek ve isleme esnasinda kaybolan tat ve kokuyu kazandirmak amaciyla
kullanilan maddelerdir.

¢) Renklendiriciler: Tiiketici begenisi kazanmak, dogal rengi kuvvetlendirmek,
islem sirasinda kaybolan rengi kazandirmak veya renksiz olan bir iiriini

renklendirmek amaciyla kullanilan maddelerdir.

4. Besin degerini koruyucu, gelistiriciler:

a) Isleme sirasinda kaybolan besin 6gelerini yerine koyma (B1, B2, niasin)

b) Diyette eksik olabilecek besin 6gelerini ekleme (A,D vitaminleri)

FDA’nm bugiine kadar kullanimina onay verdigi gida katki maddesi sayis1 yaklasik
2800’diir. Ancak bunlarin énemli bir bolimii daha uygun alternatifleri bulundugu
icin kullanilmamaktadir. Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’'nde 300 civarinda gida
katk1 maddesinin ¢esitli gidalarda degisen miktarlarda kullanilmasina izin verilmistir.
Avrupa Birligi’'nde ise kullanimina onay verilen gida katki maddesi sayis1 297 dir

[Sarikaya, 2005].



2.3. Antimikrobiyal Katki Maddeleri

Cok eski yillardan beri gida muhafazasinda mikroorganizmalara kars1 kullanilan
asitler, tuzlar, seker ve onun islerinin (tiitsii) yerine bugiin antimikrobiyal maddeler
kullanilmaktadir. Antimikrobiyal katki maddeleri, gidalarda bulunmasi istenmeyen
bakteri, kiif ve mayalari, patojen olan veya olmayan her tiirlii mikroorganizmayi
ortamdan yok etmek, mikroorganizmalarin ¢ogalmalarini ve faaliyette bulunmalarini
onlemek amaciyla gidalara katilan, besin 6gesi olmayan, kullanim miktarlar1 sinirh
ve gidanin raf Omriinii uzatan kimyasal bilesimlerdir [Saldamli, 1985; Yentiir ve
Bayhan, 1990]. Bu maddeler tat ve kokuyu korurken yaglarin ve yag benzeri

maddelerin acilagsmasini da engellerler [Saldamli, 1985].

Antimikrobiyal katki maddeleri; meyve-sebze iiriinlerinde, et ve et iirlinlerinde, su
tiriinlerinde, siit tirlinlerinde, margarinlerde, hububat iiriinlerinde ve alkollii icecekler
gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadirlar. Bu alanlardan meyve sebze teknolojisi, regel
ve marmelat tiretiminden kurutulmus meyve sebze liretimine kadar uzanan genis bir
uygulama alanin1 kapsamakta olup, kullanilan antimikrobiyaller de genis spektrum

gostermektedirler [Parlak, 2007].

Koruyucularin antimikrobiyal 0zellikleri; maddenin antimikrobiyal spektrumu,
kimyasal ve fiziksel 6zellikleri, sorbat derigsimi, etki sekli, gidanin bilesimi, islem
sartlar, pH’s1 ve depolama sicaklig1 gibi faktorlere baglhidir. Bu faktorler sorbatlarin
aktivitesine antagonistik veya sinerjistik etki gosterebilmektedir [Davidson ve
Branen, 1993]. Bir koruyucu katki maddesinin antimikrobiyal etkisi her
mikroorganizmaya karsi ayni degildir. Baz1 tiplere karsi etkisi digerlerinden daha
fazladir. Buna antimikrobiyal maddenin “spesifikligi” denilmektedir [Eksi, 1988;
Eker, 1995].

Antimikrobiyal katki maddeleri gidalarda bulunabilecek mikroorganizmalar1 bir¢ok
mekanizma ile etkilemektedir. Bunlar; proteinlerin denatiirasyonu, protein sentezinin
inhibisyonu, enzimlerin inaktivasyonu, gegirgenlik degisikliklerine neden olan hiicre

membrani ile reaksiyonlar veya alim ve transport fonksiyonlarinin engellenmesi,



DNA’nin, hiicre g¢eperinin ya da sitoplazmik membranin tahrip edilmesi, hiicre
duvar1 sentezinin baskilanmasi ya da esansiyel metabolitlerle rekabet seklinde

olabilmektedir [Robach, 1980; Sofos, 1986; Parlak, 2007].

Antimikrobiyal maddeler bu olumlu etkilerinin yaninda kanserojen olarak da etki
gosterirler. Bu ylizden izin verilen gidalarin disinda ve en yiiksek kullanim
siirlarinin tizerinde kullanilmamalidirlar [Ogan, 1996]. Bugiin gidalarda siklikla
kullanilan antimikrobiyal maddeler; kiikiirt dioksit ve ¢esitli siilfitler, sorbik asit ve
tuzlari, nitrit ve nitrat bilesikleri, propiyonik asit, asetik asit, benzoik asit ve

tuzlaridir [Saldamli ve Uygun, 2005].

2.4. Sorbik Asit (E 200) ve Tuzlar1

Sorbik asit, kisa zincirli, kendine 6zgli hafif kokusu ve eksimsi tadi olan, beyaz-
sarims! kristal yapida toz veya graniil formda olup, tozdan arindirilmis bir doymamis
yag asitidir [Buazzi ve ark., 1991]. Su, alkol, propilen glikol ve bitkisel yaglarda
¢Oziinlir. Sorbik asit ilk kez 1859 yilinda bir Alman kimyacist olan A.W. Van
Hoffman tarafindan iivez bitkisinden izole edilmis dogal bir katki maddesidir.
1880’lerde yapis1 tanimlanmig, 1900’lerde O. Doobner tarafindan sentezi yapilmistir
[Davidson ve Juneja, 1990; Eksi, 1988]. Dogal gida katki maddeleri bitkisel
organizma, hayvansal organizma veya mikroorganizmalar tarafindan sentezlenebilen
maddelerdir. Bir kismi da  minerallerin  dogal yapisinda mevcuttur
[http://www.gidacilar.net]. Bu nedenle insan sagligi acisindan olumsuz etkilerinin

daha az oldugu diisiiniilmektedir.

Sorbik asit ve onun sodyum, potasyum, kalsiyum tuzlari genel olarak “Sorbatlar”
olarak tanimlanirlar [Robach, 1980; Sofos, 1986; Davidson ve Juneja, 1990]. Bu
maddeler Avrupa Birligi iilkelerinde 1964 yilindan itibaren yaygin olarak kullanilan
antimikrobiyal gida katki maddeleridir [Miinzner, 1990]. Sorbik asitin suda az
erimesi nedeniyle, onun yerine daha ¢ok sentetik katki maddeleri olan sodyum,
potasyum ve kalsiyum tuzlar1 kullanilmaktadir. Japonlar 1971’e kadar sorbik asit ve

onun sodyum tuzlarmi gidalarda antimikrobiyal olarak kullanmiglardir. Fakat son


http://www.gidacilar.net/

zamanlarda potasyum tuzu, sodyum tuzuna oranla suda daha fazla ¢6ziindiigiinden,

daha ¢ok tercih edilmektedir [Hasegawa ve ark., 1984].

Sorbatlar; gidalara dogrudan katilarak, daldirilarak, toz halinde serpilerek veya
ambalaj icine yerlestirerek uygulanmaktadirlar [Chichester ve Tanner, 1972;
Davidson ve Juneja, 1990]. Sorbik asit ve tuzlarmin gidalarda genellikle kullanildig:
yerler; peynir ve peynirden yapilan {iriinler, hububat {iriinleri, meyva sulari,
sarapcilik, jole, ketgap, mayonez, regel, sucuk, salam, sosis, hazir salata ve meyve
kokteylleri, kurutulmus meyveler, puding tozlari, margarin ve et mamulleri sanayidir
[Warth, 1985; Cemeroglu ve Acar, 1986]. En yaygin uygulama alanlar1 ise peynir
endstrisidir. Sorbik asit ile sodyum ve potasyum tuzlar1 hemen hemen 40 ¢esit
peynirde ve peynirden yapilan g¢esitli riinlerde kif Onleyici  olarak
kullanilmaktadirlar [Saldamli, 1985]. Gida Katki Maddeleri Y onetmeligi’nde, sorbik
asitin ketcaplarda bulunmasi gereken maksimum sinir degerinin 1000 ppm’in altinda
olmasi1 gerektigi belirtilmistir [Gida Katki Maddeleri Yonetmeligi, 1990]. Yentiir ve
arkadaslar1 (1995) yaptiklart bir ¢calismada, ketcaplardaki sorbik asit ve benzoik asit
katki maddelerinin toplam miktarinin Gida Katki Maddeleri Yonetmeligi’ndeki sinir

degerinin tizerinde oldugunu tespit etmislerdir [ Yentiir ve ark.,1995].

Sorbik asit ve tuzlari gidalar igerisinde antimikrobiyal 6zellige sahip olup, antifungal,
antimikotik ve antibakteriyal etkiler gostererek besinlerin raf omiirlerini uzatirlar
[Liick, 1986; Davidson ve Juneja, 1990]. Antimikrobiyal gelismeyi inhibisyon
mekanizmas1  kismen enzimler iizerine etkisine baghdir. Bu enzimler
mikroorganizmada ¢ok Onemlidirler. Bunlar; fiimaraz, aspartaz, siiksinik
dehidrogenaz, maya alkol dehidrogenazdir. Sorbik asit giiniimiizde bir siilfidril enzim
inhibitorii olarak gdsterilmektedir. Sorbatlar enzimlerin esansiyel siilfidril gruplarinin
stilfiirler aras1 kovalent baglarini inhibe ederek hiicre zar yapisini bozarlar. Elektron
transport sistemini birbirinden ayirirlar veya metabolitlerin hiicre i¢inde gegisini
inhibe ederler [FAO, 1974; Davidson ve Juneja, 1990]. Sorbik asit ve tuzlarinin
antimikotik etkinligi substratin pH degerine baglidir. pH=2 tam aktivite gosterirken,

pH=6,5ten sonra aktivite gdstermezler [Yentiir ve Bayhan, 1990].
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Sorbik asit ve tuzlarinin, Gida Kodeksi Eksperler Komitesi’nce belirlenen kisi bagina
giinliik alinabilir miktarlar1 0-25 mg/kg (viicut agirhigi/giin) (sorbik asit cinsinden)
olarak belirlenmistir [Saldamli, 1985; FAO, 1986]. Cogu gidada sorbatlarin etkin
oldugu konsantrasyon % 0.01 — 0.03 araliginda olup, bu diizey % 0.1°den fazla
oldugunda istenmeyen tat degisimlerine yol acmaktadir

[http://www.yilmazkimya.com.tr].

Sorbik asit ve tuzlari, farkli ¢oziiniirliik 6zelliklerine sahip olduklari i¢in uygulanma
alanlar1 genistir. Son yillarda sorbatlar, O6zellikle potasyum sorbat gidalarda
kullaniminin yani sira eczacilikta, kisisel bakim {iriinlerinde, kozmetikte ve diger
endiistriyel {iriinlerde de kullanilmaktadirlar [Robach, 1980; Cemeroglu ve Acar,

1986; Sofos, 1986].

2.4.1. Sodyum sorbat (E-201)

Sorbik asitin sodyum tuzu olup, sorbik asit ile ayn1 araliktaki gidalar i¢in uygun bir
antimikrobiyal maddedir. Sulu sodyum hidroksit (NaOH) ile sorbik asitin reaksiyona
girmesi sonucu olusur. Beyaz renge ve c¢ok zayif kokuya sahiptir. Uygulamada
%20’lik ¢ozeltisi kullanilir [Chichester ve Tanner, 1972]. Kiif ve mayalara kars1 ¢cok
etkili olan maddenin bakterilere kars1 etkinligi zayiftir. Sodyum sorbatin benzoik asit

ve tuzlarina oranla daha az toksik etkiye sahip oldugu belirtilmistir [Saldamli, 1985].

Sodyum sorbatin genotoksisitesiyle 1ilgili insan lenfositlerinde yapilan c¢alisma
bulunmamaktadir. Farkli hiicre hatlarinda yapilan caligmalarin sonuglar Cizelge
2.1°de gosterildigi gibidir. Hasegawa ve arkadaslarmin (1984) yaptiklar1 bir
calismada, sodyum sorbatin sorbik asite gore daha fazla klastojenik etkiye sahip
oldugu belirlenmistir [Hasegawa ve ark., 1984]. Bu sonu¢ sodyum sorbatin sentetik
bir katki maddesi oldugu icin daha fazla genotoksik etkiye sahip oldugunu

gostermistir.


http://www.yilmazkimya.com.tr/
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Cizelge 2.1. Sodyum sorbat’in genotoksisitesiyle ilgili yapilan ¢alismalar

Arastirma Sonu¢ | Kaynak

Cin Hamsteri V79 hiicreleri/ + Hasegawa ve ark., 1984
KA, KKD, Gen mutasyonu
(200-800 pg/ml)

Cin Hamsteri ovaryum hiicreleri/ Miinzner ve ark., 1990
AMES, HPGRT, KKD
(500-1000 pg/ml)

Cin Hamsteri ve fare kemik iligi
hiicreleri/ MN (200mg/kg bw)

Cin Hamsteri/ KA, KKD
(500-1000 pg/ml)

Suriye Hamsteri embriyo fibroblast + Schiffman ve Schlatter, 1992
hiicreleri/ MN, Hiicre transformasyonu
(beklemis eriyik) (120-1200ug/ml)

Suriye Hamsteri embriyo fibroblast
hiicreleri/ MN, Hiicre transformasyonu
(taze eriyik) (120-1200pg/ml)

Cin Hamsteri V79 hiicreleri/ MI + Schlatter ve ark., 1992
(2500 pg/ml)

(KA: Kromozomal anormallik, KKD: Kardes kromatid degisimi, AMES:
Salmonella/memeli mikrozom testi, HPGRT: Hipoksantin-guanin-fosforibozil
transferaz, MN: Mikroniikleus, MI: Mitotik indeks)

2.4.2. Potasyum sorbat (E-202)

Sorbik asitin potasyum tuzu; iyi ¢Oziinebilirligi, stabilitesi ve islemdeki kolayligi
nedeniyle gidalarda yaygin olarak kullanilmaktadir [Saldamli, 1985; Davidson ve
Branen, 1993]. Beyaz, yumusak yapida, parlak ve kokusuzdur. Suda kolay ¢oziiniir.
Bu tuz 6zellikle sivi stok soliisyonlari icin gelistirilmigtir [Chichester ve Tanner,
1972]. Giinliik 6nerilen tiiketim miktar1 (ADI degeri) 0-25 mg/kg (viicut agirligi/giin)
olarak saptanmis ve GRAS (Giivenilir Katki Maddeleri) listelerinde gidalara
katilmasinda sakinca olmayan bir madde olarak yer almistir [Saldamli, 1985].
Potasyum sorbatin peynirlerin raf Omriinii uzatmada etkili oldugu belirlenmistir

[Aworh ve Egounlety, 1985]. Ozellikle peynirlerde bulunan Penicillium patulin ve
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Penicillium roquforti mikroorganizmalar1 {izerinde, bu mikroorganizmalarin

tiremelerini engelleyerek etkili oldugu tespit edilmistir [Bullerman, 1984].

Potasyum sorbatin genotoksisitesiyle ilgili farkli hiicre hatlarinda yapilan

caligmalarin sonuglar1 Cizelge 2.2°de gosterildigi gibidir.

Cizelge 2.2. Potasyum sorbat’in genotoksisitesiyle ilgili yapilan ¢aligmalar

Arastirma Sonu¢ | Kaynak
Cin Hamsteri/ KA (3-4 mg/ml) + Abe ve Sasaki, 1977

+ Ishodate ve Odashima, 1977
Cin Hamsteri V79 hiicreleri/ + Hasegawa ve ark., 1984

KA, KKD, Gen mutasyonu (20mg/ml)

Cin Hamsteri ovaryum hiicreleri/ Miinzner ve ark., 1990
AMES, HPGRT, KKD (10-20mg/kg) -

Cin Hamsteri ve fare kemik iligi
hiicreleri/ CA, MN (200 mg/kg bw)

Cin Hamsteri/ KA, KKD
(10,000 ve 20,000 pg/ml)

Suriye Hamsteri embriyo fibroblast Schiffman ve Schlatter, 1992
hiicrelerinde/ MN, Hiicre -
transformasyonu (120-1200pug/ml)

Cin Hamsteri V79 hiicreleri/ MI Schlatter ve ark., 1992
(2500 pg/ml)

Drosophila/SMART (25 mM)

Fare organlari/ Comet testi (2000mg/kg) - Sasaki ve ark., 2002

Insan lenfositleri/ KKD (4 ve 8§ mM) +/ — | Mpountoukas ve ark., 2008

(KA: Kromozomal anormallik, KKD: Kardes kromatid degisimi, AMES:
Salmonella/memeli mikrozom testi, HPGRT: Hipoksantin-guanin-fosforibozil
transferaz, MN: Mikroniikleus, MI: Mitotik indeks, SMART: Drosophila somatik
mutasyon ve rekombinasyon testi)

Bu veriler dogrultusunda, sodyum sorbat ve potasyum sorbat katki maddeleri ile
ilgili farkli hiicre hatlarinda yapilan c¢aligmalarda celiskili sonuglar oldugu
gozlenmektedir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda amag, sodyum sorbat ve potasyum
sorbat gida katki maddelerinin insan lenfositlerinde genotoksik etkili olup

olmadiginin tespit edilmesidir.
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2.5. Genotoksisite Testleri

Bir kimyasal maddenin kullanima sunulmadan once genotoksik, mutajenik ve
karsinojenik potansiyele sahip olup olmadiginin belirlenmesi insan saglig1 agisindan
onemlidir. Bunun i¢in kimyasal maddelerin genotoksik etkilerinin arastirilmasinda

degisik canli gruplarini kapsayan cesitli test sistemleri gelistirilmistir.

Bir kimyasalin mutajenik etkili bir madde olup olmadigini anlamak icin, en sik
kullanilan testlerden biri Ames testidir. Ames, gen mutasyonlarinin tespitinde yaygin
olarak kullanilan bir bakteriyel mutajenite testidir. Salmonella typhimurium
kullanilarak yapilan bu yontem, genotoksik ve kanserojenik etkinin aragtirilmasinda
bir¢ok cevre kirleticisi ve ilaglar i¢in uygulanmaktadir. Deneme organizmasi olarak,
histidine bagimli Salmonella suslar1 kullanilir [Ames ve ark., 1975; Celik, 2003].
Yapimi ¢ok kolay ve oldukga ucuzdur. Oncelikle, bakterilerden onarim mekanizmasi
¢ikarilir ve bir amino aside bagimli kilinir. Daha sonra bakteri 6nerilen maddeye
maruz birakilir ve mutasyonlara bakilarak mutajenitenin varlig1 belirlenir [Giirsoy,
2001]. Bakteriyel denemeler, kimyasallarin ¢ok farkli dozlar1 i¢in uygulama imkani

verir ve bu denemelerin uygulanmasi fazla masrafli degildir [Ames ve ark., 1975;

Celik, 2003].

In vivo mutajenite testlerinde, deney hayvanlarina mutajenik etkisi arastirilacak
madde belli konsantrasyonlarda ve cesitli yollarla (beslenme, enjeksiyon gibi)
verilmektedir. Bu testlerde genellikle bocek ve memeliler yaygin olarak kullanilir.
En yaygin bocek deneme sistemi genetik yapisi en iyi bilinen Drosophila ile yapilan
testlerdir. Drosophila’da en ¢ok uygulanan test eseye bagl letalite testidir. Bu testte
tireme hiicrelerinde goriilen anormallikler incelenmektedir. Ayni zamanda esey
hiicreleri ile ayni1 populasyonda in vivo mutasyonlar, kromozom anormallikleri
gbzlenebilmektedir [Kilbey ve ark., 1984; Sarikaya, 2005]. Drosophila 1rklar ile
gergeklestirilen bir diger mutajenite metodu Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon
Testi (SMART)’dir. Drosophila Ozellikleri yoniinden mutajen ve kanserojen
maddelerin uygulanma ve izlenmesi agisindan uygun bir canlidir [Falakali, 1990;

Sarikaya, 2005]. SMART’in avantaji, mutasyon etkilerini fenotipte gostererek
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mitotik rekombinasyon igermesidir. Isaret genlerinin trans-heterezigot sineklerde
bulunmas1 ve kullanilmas1 genotoksik denemede bu Ozelliklerin goézlenmesi,
calismanin yontem olarak kolay ve ucuz bir yol oldugunu gosterir [Frolich ve

Wiirgler, 1990; Sarikaya, 2005].

Memelilerde kullanilan in vivo mutajenite testlerinden biri ise dominant letalite
testidir. Bu testte genotoksisitesi Ol¢iilecek kimyasal madde erkek ratlara
uygulanmaktadir. /n vivo testler kapsaminda, kromozomlardaki yapisal degismelere
neden olan bilesiklerin tespiti i¢in interfazda mikroniikleus sayimi ve boliinen
dokulardan elde edilen mitotik metafazdaki kromozom anormallikleri analizleri de
bulunmaktadir. Bu amag¢ i¢in deney hayvanlarma in vivo sitogenetik etkisi
arastirilacak madde belli konsantrasyonlarda ve ¢esitli yollarla verilmektedir. Sonra
kemik iligi hiicrelerinde mikroniikleus olusumu, kromozom anormallikleri ve kardes

kromatid degisimi incelemeleri yapilmaktadir [Celik, 2003].

Bir kimyasal maddenin genotoksik potansiyelinin belirlenmesinde, in vivo
calismalarla birlikte in vitro testlerde uygulanmalidir. /n vitro mutajenite testlerinde
genotoksik etkisi arastirilacak olan madde deney hayvanindan veya insandan alinan
dokulara belli konsantrasyonlarda uygulanir. Bu testlerin in vivo testlerden farki, test
edilen kimyasalin canliya degil ondan alinan dokuya dis ortamda uygulanmasidir.
Yaygin olarak kullanilan in vitro mutajenite testileri; kromozomal anormallik (KA),

kardes kromatid degisimi (KKD), mikroniikleus (MN) ve comet testleridir.

2.5.1. Kromozomal anormallik (KA) testi

Kromozomal anormallik testi (KA), Perry ve Evans (1975)’1in bilinen mutajen ve
kanserojenlerin KA’y1 uyardiginmi saptamalarindan sonra siklikla kullanilmaya
baslanmigtir [Perry ve Evans, 1975]. Teknik, kiiltire alinmig periferal kan
lenfositlerinde kromozomal anormallik sikliklarinin degerlendirilmesi ile genotoksik
hasarin boyutunun belirlenmesini saglar [Cakmak, 2000]. Yapisal ve sayisal
kromozom anormalliklerinin karsinojeniteyle iliskisi olduguna dair deneysel ve

epidemiyolojik bulgular tespit edilmistir [Tucker ve Preston, 1996; Albertini ve ark.,
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2000]. Baz1 kimyasal mutajenler, DNA’da fosfodiester bagini kirmakta ve S
evresinde hatali DNA replikasyonuna neden olmaktadir [Kimura ve ark., 1985]. Bu
nedenle bu kimyasal mutajenler kromozom anormalliklerini meydana getirmektedir
[Galloway ve Wolf, 1979; Kimura ve ark., 1985]. En sik rastlanan kromozomal
anormallikler; gap, kromatid kirigi, kromozom kirigi, fragment, disentrik kromozom,
kardes kromatidlerde birlesme, poliploidi, halka kromozom, translokasyon ve
inversiyonlardir [Brusick, 1987]. Kromozomal anormalliklerin belirlenmesinde
periferal lenfositler yaygin olarak kullanilmaktadir. Periferal lenfositler kolay elde
edilebilirligi, doku kiiltiiriinde kolay c¢ogaltilabilmeleri ve maruziyet analizlerinde
tiim viicuda dagilabilmelerinden dolay1 tahmini ortalama total viicut maruziyetinin

belirlenmesinde kullanilmalar1 nedeniyle avantajlidir [Tucker ve Preston, 1996].

Kromozomal anormallik tekniginde kolsisin eklenmesi sonucu hiicreler metafaz
asamasinda tutulmakta, bu sayede kromozomlarin kolayca gozlenebilmesi
saglanmaktadir. Cogu kimyasal madde, hiicreler DNA replikasyonunu tamamlarken
etkisini gosterirler ve kromozomal anormalliklere neden olurlar. Bu nedenle
anormalliklerin olusumunu gozleyebilmek icin testler yapilirken, kimyasal madde
uygulanmasindan sonra verilen siire 1yi ayarlanmalidir. Ciinkii zarar gormiis hiicreler
anormallik olusumundan sonra bir veya iki hiicre siklusundan daha fazla
yasayamazlar. Bu nedenle, genotoksik arastirmalar, kimyasal madde uygulamasindan
sonraki ilk metafazda yapilmalidir [Evans, 1976; Celik, 2003]. Kromozomal
anormalliklerin degerlendirilmesinde kullanilan metafaz agamasi, kromozomlardaki
kirilmalarin ve yeniden diizenlenmelerin belirlendigi sathadir [Wolf, 1998; Albertini
ve ark., 2000]. Primer olarak olusan hasarlar DNA sarmal kirilmalar1 veya baz
degisiklikleridir. DNA kirilmalar1 ya DNA tek sarmalini ya da birbirini tamamlayan
iki sarmali ayn1 anda etkileyebilir. Buna gore bir ¢ift sarmal kirig1 iki tek sarmal
kirigindan olusur [Bender ve ark., 1988]. Degisim tipi anormallikler (disentrik
kromozom, translokasyon, halka kromozom) ¢ift sarmal kiriklarinin etkisiyle

sekonder olusan hasarlardir.
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2.5.2. Kardes kromatid degisimi (KKD) testi

In vitro mutajenik ¢alismalar i¢inde yaygin olarak kullanilan bir diger sitogenetik test
teknigi de kardes kromatid degisimi metodudur. KKD, kromozom morfolojisinde bir
degisme olmadan, bir kromozoma ait iki kromatidin homolog bélgelerindeki kirilan
pargalarin karsilikli yer degistirdikten sonra tekrar birlesmesi ile olusmaktadir [Latt
ve ark., 1980; Sardas ve Karakaya, 1990]. ilk defa 1957 yilinda Taylor tarafindan
tammmlanmustir.  Kromozomlarin radyoaktif timidin (T°) varliginda bir defa
kendilerini eslemelerine ve sonraki replikasyonda da izotopun yoklugunda
kendilerini eslemelerine izin verilmistir. Otoradyografide DNA’nin semikonservatif
eslenmesi sonucunda, her bir kromozomun sadece bir kromatidinin isaretlendigi
goriilmiistiir. Bu isaretleme sonucunda kardes kromatidler arasinda simetrik
degisimler gozlenmis ve Taylor bunlarn “kardes kromatid degisimi” olarak
adlandirmistir [Perry ve Thomson, 1984]. Latt tarafindan 1973’te uygulanan yeni
yontemde, timidin analogu olan BrdU iki replikasyon dongiisiinde bulunacak sekilde
kiiltiir ortamina eklenmistir. BrdU varliginda devam eden DNA sentezi sirasinda yeni
olusan DNA’da timin yerine BrdU girer. Boylece her bir kromatid, bir timinli ve bir
de BrdU’li DNA zinciri igerir. Mitoz sonrasinda her bir kromatid farkli bir kardes
hiicreye gider. BrdU’nin hiicre dongiisii sirasinda kardes kromatidlerin arasina
girmesinin ardindan, florasan 1sik altinda isinlanip Giemsa ile boyanarak kardes
kromatidlerdeki kiriklar goriinlir hale getirilmistir [Natarajan, 2002]. Boyama
sonrasinda, tek bir ipliginde yer degistirme olmus kromatid, her iki ipliginde yer
degistirme olmus kromatide gore daha parlak floresan verir. Yapilan incelemede, bir
kromatid iki tane BrdU igeren zincir tasidigi i¢in agik renk, digeri bir timinli bir de
BrdU’li zincir tasidigr i¢in koyu renkli gozlenir [Perry ve Wolft, 1974]. Bu sekilde

kardes kromatidlerdeki degisimler belirlenmistir.

2.5.3. Mikroniikleus (MN) testi

Mikroniikleus teknigi; ¢esitli kimyasal maddelerin ve fiziksel ajanlarin, memelilerde
klastojenik ve aneugenik aktivitelerinin belirlenmesinde yaygin kullanilan bir test

teknigidir [Kirsch-Volders ve ark., 1997; Cicchetti ve ark., 1999]. Mikroniikleuslar
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ilk olarak 1886 yilinda Howell tarafindan anemik kedilerin kirmizi1 kan hiicrelerinde
gozlenmistir. 1901°de Jolly yaptig1 ¢alismalarla mikroniikleusun varligini
dogrulamistir. Bu nedenle hematolojide “Howell-Jolly cisimleri” olarak bilinirler
[Anwar ve ark., 1994]. Mikroniikleuslar, hiicre boliinmesi sirasinda anafazda gec
kalan kromozom materyalinden veya 1§ ipliklerinden ayrilarak kutuplara goc
edemeyen kromozomlardan meydana gelirler. Telofazda ayr1 kalmis kromozomlar ve
fragmentlerin etrafinda ¢ekirdek zar tesekkiil eder ve bdylece ana niikleusdan daha

kiigiik yapida olan mikroniikleuslar olugur [Fenech, 2000].

Mikrontikleus test sistemi, memelilerdeki test sistemleri arasinda en ekonomik ve en
kisa stireli yontem olmasi nedeniyle genetik toksikoloji ¢calismalarinda ¢ok genis bir
kullanim alanma sahiptir [Emecen ve Unlii, 1995]. 1973’te Heddle tarafindan
mikroniikleus yonteminin si¢can kemik iligine uygulanmasiyla memelilerdeki
kromozomal hasarlar belirlenmeye baslanmistir. 1976 yilinda ise Countryman ve
Heddle tarafindan insan lenfositlerinde uygulanmaya baslanmistir [Peace ve Succop,
1999]. Ancak mikroniikleusun degerlendirilecegi hiicrelerin, maruziyet sonrasi
birinci mitozlarin1  gegirmis ve ikinci bir boliinmeye baglamamis olmasi
istenmektedir. Bu da 1985°te Fenech ve Morley tarafindan sitokalasin-B adli aktin
polimeraz inhibitérii bir maddenin kiiltiire eklenerek niikleer boliinmeyi
durdurmaksizin, sitoplazma boliinmesini bloke etmesiyle gerceklestirilmistir [Fenech
ve Morley, 1985; Falck ve ark., 1997]. Bu sayede biniikleat hiicreler kolaylikla tespit
edilebilmekte ve kiiltirdeki tek mitoz geciren hiicrelerdeki mikroniikleuslar
degerlendirilerek teknigin duyarlilig1 biiylik dl¢lide artmaktadir [Peace ve Succop,
1999; Cavallo ve ark., 2005]. Mikroniikleus yontemi baslica; lenfositler, eritrositler,
kemik iligi, dil, damak, dudaklarin i¢ kismi, idrar kesesi, brong epitelyumu gibi
teknik agisindan miimkiin olan tiim dokularda uygulanabilir [Tucker ve Preston,
1996]. Ancak periferal lenfositlerde mikroniikleus uygulamasi ile hedef doku
toksisitesi yerine total viicut maruziyeti degerlendirilebilmektedir [Fenech, 1993]. Bu
teknik, kromozom kayiplarinin tam olarak belirlenebilmesi agisindan oldukga

kullaniglidir [Fenech, 2000].
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2.5.4. Comet testi

Son yillarda gelistirilen comet teknigi, in vitro genotoksisite ¢alismalarinda DNA
hasarin1 6lgmek amaciyla kullanilan, hizli, basit ve oldukga giivenilir bir test
yontemidir [Singh ve ark., 1988; Martin ve ark., 1993, Fairbairn ve ark., 1995;
Sardas ve ark., 1995; Tice ve ark., 2000]. Lenfosit hiicresindeki DNA baglarinin
kirthmi  kuyruklu yildiz gériiniimiinde oldugu i¢in yontem “comet” ismiyle
adlandirilmustir. 11k defa 1978 yilinda Rydberg ve Johanson tarafindan DNA sarmal
kiriklarinin Slgiilmesi amaciyla kullanilan ve daha sonra 1984 yilinda Ostling ve
Johanson tarafindan gelistirilen teknik, nétral pH’daki lizing sartlarinda uygulanarak
DNA ¢ift sarmal kiriklarinin tayini saglanmistir [Rydberg ve Johanson, 1978; Ostling
ve Johanson, 1984]. Fakat DNA hasarlarinin tespitinde notral sartlar, alkali sartlar
kadar hassas degildir [Sardas, 1996]. Notral sartlar altinda yapilan lize ve
elektroforezis uygulamalar1 DNA c¢ift sarmal kiriklarinin tespitine izin verirken,
DNA tek sarmal kiriklarmin tespitine izin vermemektedir. Ancak bir¢ok ajan
DNA’nin ¢ift sarmal kirigindan daha ¢ok DNA tek sarmalinda kiriklar meydana
getirmektedir. Bu nedenle teknik, Singh ve arkadaslar1 tarafindan lysing ve
elektroforezis islemleri alkali kosullarda yapilarak modifiye edilmistir. Boylece
sadece DNA ¢ift sarmal kiriklarinin tayini degil, ayn1 zamanda alkali sartlarda tayin
edilebilen hasarlarin (alkali labile sites), DNA capraz baglarinin ve tamamlanamamis

eksizyon tamir bolgelerinin tayinine de olanak saglanmistir [Singh ve ark., 1988].

Son yillarda en ¢ok tercih edilen Singh ve arkadaslar1 (1988) tarafindan gelistirilen
alkali ortamda DNA hasarinin belirlenmesi yontemidir. Singh ve arkadaslarinin
(1988) gelistirdikleri comet tekniginde, hiicreler agara gomiildiikten sonra DNA ¢ift
sarmalinin agilmasi ve hiicrelerin lize edilmesi i¢in en az 1 saat siireyle alkali
¢Ozeltide bekletilmektedirler. Elektroforezis islemi sirasinda, hasarli hiicrelerde
DNA’nin negatif yiikli kirik uglart pozitif yiiklii uca yani anoda dogru gdocerler
[Singh ve ark., 1988]. Bunun sonucunda da kuyruklu yildiz (comet) goriiniimii
meydana gelir. DNA gogii, hem DNA’nin biiyiikliigline hem de DNA’daki kirik
sayisitna baghdir. Kuyruk uzunlugu hasara bagli olarak artar. Diisiik hasar

seviyelerinde DNA’da gocten ¢ok yayilma goriiliirken, kirik sayisinin artmasiyla
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DNA pargalar1 kuyruga dogru go¢ etmeye baslar ve ¢ok hasarli hiicrelerde ise bas ve
kuyruk tamamen ayrilmistir [Fairbairn ve ark., 1995]. Comet teknigi; diisiik hasar
seviyesini Ol¢ebilen duyarl bir teknik olmasi, az hiicre 6rnegi gerektirmesi, hizli,
basit ve ucuz bir yontem olmasi ve her tiirlii 6karyotik hiicreye uygulanabilmesi gibi
avantajlarindan dolay1 genetik toksikolojide genis bir kullanim alanmna sahiptir

[Fairbairn ve ark., 1995; Kassie ve ark., 2000].

2.6. Cesitli Materyal ve Deney Sistemleriyle Yapilan Genotoksik Arastirmalar

Sodyum sorbat ve potasyum sorbat antimikrobiyal katki maddeleri disinda, gidalarda
cesitli amaglar dogrultusunda kullanilan farkli katki maddelerinin genotoksik
etkilerinin belirlenmesinde, farkl: test sistemlerinde yapilmis olan pek ¢ok in vivo ve

in vitro ¢alisma mevcuttur.

Borik asit, sitrik asit, potasyum sitrat, sodyum benzoat ve sodyum sitratin genotoksik
etkileri Allium cepa kok ucu hiicrelerinde incelenmistir. Caligilan katki maddelerinin
timii mitotik boliinmeyi azaltirken, anormal hiicre frekansin1 doza bagl olarak
artirmigtir. Katki maddeleri anafaz kopriilerine, C-mitoza, yapisikliga, geri kalmis
kromozomlara, c¢esitli kiriklara ve mikroniikleus olusumuna neden olmustur

[Tiirkoglu, 2007].

Yilmaz ve arkadaslar1 (2008a), gidalarda antioksidan katki maddesi olarak kullanilan
sitrik  asitin  genotoksik etkilerini Allium sativum kOk wucu hiicrelerinde
aragtirmiglardir. Sitrik asite maruz kalan A/lium sativum kok ucu hiicrelerinde mitotik
indekste kontrole gore bir azalma godzlenmistir. Bununla birlikte, sitrik asitin C-
mitoz, kopriiler, yapisiklik ve kalgin kromozomlar gibi anormalliklerin olusumuna

sebep oldugu tespit edilmistir [ Y1lmaz ve ark., 2008a].

Sodyum propiyonat, potasyum propiyonat ve kalsiyum propiyonatin genotoksik
etkileri Allium cepa hiicrelerinde incelenmistir. Calisilan katki maddelerinin 1000,
1500, 2000, 2500 ve 3000 pg/mL’lik konsantrasyonlar1 24, 48 ve 72 saat siire ile

Allium cepa hiicrelerine uygulanmistir. Katki maddelerinin tiimiiniin kromozomal
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anormallik frekansin1 anlamli oranda artirdigi, mitotik indeksi ise anlamli oranda
diisiirdiigii  belirlenmistir. Bu maddeler Allium cepa hiicrelerinde; kromozom
kiriklarina, C-mitoza, yapisikliga, anafaz kopriilerine, kalgin kromozomlara ve

mikroniikleus olusumuna sebep olmustur [Tiirkoglu, 2008].

Koruyucu gida katki maddesi olan sodyum benzoatin genotoksisitesi Cin Hamsteri
hiicrelerinde  arastirilmigtir.  Sodyum benzoatin  yliksek konsantrasyonlarda
kromozomal anormalligini, kardes kromatid degisimini [Abe ve Sasaki, 1977] ve

mitotik indeksi artirdig1 belirlenmistir [Ishidate ve Odashima, 1977].

242 tane gida katki maddesinin (190’1 sentetik, 52’si dogal kaynakli) genotoksik
etkileri, AMES ve in vitro Cin Hamsteri fibroblast hiicrelerinde kromozomal
anormalligi testleriyle belirlenmistir. Bu katki maddelerinden 3 tanesi (beet red,
erythorbic asit, klorin dioksit) sadece AMES testinde, 43 tanesi ise sadece Cin
Hamsteri fibroblast hiicrelerine uygulanan kromozomal anormalligi testinde pozitif
etkili olduklar1 gozlenmistir. Calisilan 11 tane katki maddesinin ise (cinnamik
aldehit, ECF, L-sistein mono hidroklorit, hidrojen peroksit, potasyum bromat,
sodyum klorit, sodyum hipoklorit, sodyum nitrit, kakao pigmenti ve karamel,
kalsiyum hipoklorit) her iki test sisteminde de pozitif etkili olduklari tespit edilmistir
[Ishidate ve ark., 1984].

Antimikrobiyal katki maddesi olan sodyum nitritin mutajenik etkileri in vitro ve in
vivo test yontemleriyle arastirilmistir. Sodyum nitritin 265 ve 530 pg/ml’lik dozlar
yapilan in vitro testlerle, BSC-1 ve HeLa hiicrelerine uygulanmistir ve bu maddenin
kromozom anormalligi frekansini 6nemli oranda artirdigi belirlenmigtir [Luca ve
ark., 1987]. Buna karsin, Cin Hamsteri V79 memeli hiicrelerinde yapilan in vitro
calismalarda sodyum nitritin negatif genotoksik etkili oldugu gozlenmistir
[Budayova, 1985]. Yapilan in vivo deneylerde ise, sodyum nitritin 1,72; 5,18; 15,55
ve 46,66 mg/kg’lik konsantrasyonlarda kromozom anormalligi frekansini onemli
diizeyde artirdigi belirlenmistir. Bununla birlikte, sodyum nitritin farede

mikroniikleus frekansini da 6nemli oranda artirdig: tespit edilmistir [Luca ve ark.,
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1987]. Ayrica sodyum nitritin Salmonella typhimurium’un TA1535 suslarinda da

mutajen oldugu belirlenmistir [Akin ve Stimer, 1991].

Mukherjee ve arkadaslar1 (1992), in vivo olarak yaptiklar1 bir ¢aligmada, farede KA
ve KKD test yontemleri kullanilarak ester gum’in zayif klastojenik etkiye sahip bir
madde oldugunu tespit etmislerdir [Mukherjee ve ark, 1992]. Gidalarda renklendirici
katki maddesi olarak kullanilan titanyum dioksitin genotoksisitesi, Cin Hamsteri
ovaryum hiicrelerinde arastirilmis ve bu maddenin KKD ve MN frekanslarini 6nemli
diizeyde artirdig1 gézlenmistir [Lu ve ark., 1998]. Sorbik asit ve onun kalsiyum tuzu;
HeLa hiicreleri, plazmid DNA ve AMES ile yapilan genotoksisite galismalarinda

katki maddelerinin mutajenik etkili olmadig1 belirlenmistir [Ferrand ve ark., 2000].

Sasaki ve arkadaglar1 (2002); 8 tane fare orgami ilizerinde 39 tane gida katki
maddesinin genotoksisitelerini comet test teknigiyle aragtirmislardir. Calisilan katki
maddelerini farelere intraperitonal olarak 3 ile 24 saat boyunca uygulamiglardir.
Arastirma sonucunda; amaranth, allura kirmizisi, new coccine, tartrazin, erythrozin,
filoksin ve rose bengal gibi katki maddelerinin mide, kolon ve idrar kesesi
hiicrelerinde DNA hasarini doza bagli olarak artirdiklari belirlenmistir. Calisilan yedi
boya maddesinin diisiik konsatrasyonlarda bile (10-100 mg/kg) gastrointestinal
organlarda DNA hasarma yol agtiklar1 gdzlenmistir. Iki antioksidan (BHA, BHT), ii¢
fungisit (bifenil, sodyum o-fenilfenol ve thiabendazol) ve dort tatlandirici (sodyum
siklomat, sakkarin, sodyum sakarin, siikraloz) katki maddelerinin tiimiiniin
gastrointestinal organlarda DNA hasarin1 artirdiklari tespit edilmistir [Sasaki ve ark.,

2002].

Sarikaya ve Cakir (2005), sodyum nitrit, sodyum nitrat, potasyum nitrit ve potasyum
nitratin genotoksik etkilerini Drosophila’da somatik mutasyon ve rekombinasyon
testini kullanarak arasgtirmislardir. Caligmada small single spots tipi mutasyonlar
yaygin olarak gozlenmis ve bu mutasyonlarda doza bagli olarak artig belirlenmistir.
Calisilan dort katki maddesininde 50, 75 ve 100 mM’lik konsantrasyonlarda
genotoksik etkiye sahip olduklar1 tespit edilmistir [Sarikaya ve Cakir, 2005].
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Kayraldiz ve Topaktas (2007), rat kemik iligi hiicrelerinde sodyum metabisiilfitin
olast in vivo genotoksik etkisini kromozom anormalligi testini kullanarak
aragtirmislardir. Bunun i¢in sodyum metabistilfitin 250, 500, 750 ve 1000 mg/kg’lik
dozlar1 6, 12 ve 24 saat siireyle ratlara intraperitonal ve gavaj yoluyla uygulanmistir.
Intraperitonal uygulama anormal hiicre frekansini tiim dozlarda artirirken, mitotik
indekste diisiise neden olmustur. Bu diisilislin gavaj yoluyla uygulamaya kiyasla daha
fazla oldugu belirlenmistir. Sodyum metabisiilfitin kromatid ve kromozom
kiriklarina, kardes kromatidlerde birlesmeye, kromatid degisimlerine ve fragment

olusumuna neden oldugu tespit edilmistir [Kayraldiz ve Topaktas, 2007].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kromozom incelemesi i¢cin materyal

Bu c¢alismada, sodyum sorbat ve potasyum sorbatin olasi genotoksik etkilerini
incelemek amaciyla kiiltiire edilmis insan periferal lenfositleri ve izole lenfositler
kullanilmistir. Gida katki maddelerinin, uygun doz ve siireleri belirlenerek,
lenfositlerin bu kimyasallarla muamelesi yapilmigtir. Her bir test materyali icin
kullanilacak olan periferik kan, sigara, alkol ve ila¢ kullanmayan, 24-25 yaslarinda

saglikli bir bayan ve bir erkek dondrden saglanmustir.

3.1.2. Test materyali

Test materyali olarak, sodyum sorbat ve potasyum sorbat gida katki maddeleri
kullanilmigtir. Sodyum sorbatin hazirlanmasi i¢in kullanilan sorbik asit (Katalog No:
110-44-1) ve diger katki maddesi potasyum sorbat (Katalog No: 16827-11-8)

Applichem’den temin edilmistir.

Sorbik asit (E 200)

Sorbik asit; kokusuz, beyaz, kristal toz halinde ve hafif asidik tatdadir. Molekiiler
formiilii C¢HgO,, molekiiler agirligi 112.12 g/mol’ diir. Suda ¢o6ziiniirligl oldukca
diistiktiir (20°C 0.16 g/100ml). Etanolde ¢oziiniirliigl ise 25°C, 14.8 g/100ml’dir.

Yapisal formiilii Sekil 3.1. *de verilmistir.
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Sekil 3.1. Sorbik asidin yapisal formiili

Sodyum sorbat (E 201)

Sodyum sorbat gidalarda antimikrobiyal madde olarak kullanilan sorbik asitin
sodyum tuzudur. Gosterdigi Dbiitiin - 6zellikler hemen hemen sorbik asitin
ozelliklerinin aynisidir [Saldamli, 1985]. Molekiiler formiilii CcH;0,Na seklindedir.
Yapisal formiilii Sekil 3.2° de verilmistir. Suda ¢oziintirliigii %28 civarindadir. Test
materyali olarak kullandigimiz sodyum sorbatin hazirlanisinda, Schiffmann ve
Schlatter (1992) ve Schlatter ve arkadaslarmin (1992) kullandig1 yontem bazi
modifikasyonlarla izlenmistir. Bunun i¢in 6ncelikle; 1 gr sorbik asit 40 ml bidistile
suda ¢oziillir. Bu ¢ozelti, ultrasonikasyon cihazi ile (Vibra-Cell, Sonics & Materials
Inc. Danbury, CT USA) 50 MHz hizda 15 dk sonikasyona tabi tutulur. Sonikasyon
islemi esnasinda, sorbik asitin igerisine Onceden hazirlanan 10 N NaOH oda
sicakliginda damla damla ilave edilir. Daha sonra, ¢ozeltinin son PH’st 7,4’

ayarlanir ve sodyum sorbat elde edilir.

/W\'\“\)l\o_

‘Na

Sekil 3.2. Sodyum sorbatin yapisal formiilii

Potasyum sorbat (E 202)

Potasyum sorbat gidalarda antimikrobiyal madde olarak kullanilan sorbik asitin

potasyum tuzudur. Beyaz kristal toz halindeki potasyum sorbatin suda ¢oziiniirligii
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cok yiiksektir (139.2g/100ml). Molekiiler formiilii C¢H;0,K olup, molekiiler agirhigi
150,22 g/mol’ diir. Yapisal formiilii Sekil 3.3 de verilmistir.

ﬁMO
OK

Sekil 3.3. Potasyum sorbatin yapisal formiilii

Calismada kullanilan diger maddeler; Bromodeoksitiridin (Katalog No: 59-14-3),
Mitomisin-C (Katalog No: 200-008-6), Kolkisin (Katalog No: 64-86-8), Sitokalasin-
B (Katalog No: 14930-96-2), NaCl (Katalog No: 7647-14-5) Sigma’dan, EDTA
(Katalog No: 6381-92-6), Tris (Katalog No: 77-86-1), NaOH (Katalog No: 1310-73-
2), Triton X-100 (Katalog No: 9002-93-1), DMSO (Katalog No: 67-68-5), Diisiik
erime 1s1l1 agar (LMA) (Katalog No: 9012-36-6), Yiiksek erime 1sil1 agar (NMA)
(Katalog No: 9012-36-6), EtBr (Katalog No: 1239-45-8), KCI (Katalog No: 7447-40-
7) Applichem’den, Chromosome Medium B (Katalog No: F 5023), PBS (Katalog
No: L 1825), Trypan Blue (Katalog No: L 6323) ve Biocoll (Katalog No: L 6115)

Biochrom’dan temin edilmistir.

3.2. Metot

3.2.1.Kiiltiire alinmis insan lenfositlerindeki ¢calismalar

Kromozom anormalligi ve kardes kromatid degisimi testleri

Lenfosit kiiltiirlerinin hazirlanmasinda her iki katki maddesi i¢in ayr1 ayr1 saglikli,
sigara igmeyen 24-25 yaslarinda bir bayan ve bir erkek dondr kullanilmustir.
Bireylerden alinan ve 1/10 oraninda heparinize edilmis 0,2 mL periferik kanlar, steril
sartlarda 2,5 mL’lik besi yerine (Chromosome Medium B) ekilmigtir. Bu ortama,

daha onceden sartorius membran filtre ile steril edilerek hazirlanan BrdU (5-Bromo-
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2-deoksiuridin=Bromodeoksiiiridin) soliisyonundan 10 pg/mL olacak sekilde ilave
edilmistir. Ekim sonunda kiiltlir tlipleri, 37 °C’deki inkiibatore alinarak 72 saat
inkiibasyona birakilmigtir. Kiiltiir siiresinin baglangicindan 24 ve 48 saat sonra
sodyum sorbatin 100, 200, 400 ve 800 pg/mL’lik, potasyum sorbatin 125, 250, 500
ve 1000 pg/mL’lik dozlar1 kiiltlir ortamina ilave edilmistir. Ayrica her bir kimyasal
icin bir negatif kontrol bir de pozitif kontrol (MMC, 0,20 pg/mL) kullanilmustir.
Daha sonra kiiltiirtin 70. saatinde her bir tiipe, 0,06 pg/mL kolkisin ¢ozeltisi ilave
edilmistir. Boylece hiicreler 2 saat boyunca inkiibatorde kolkisin ile 6n isleme tabi

tutulmustur.

72 saatlik inkiibasyon sonrasinda tiipler 1200 rpm’de (dakikadaki devir sayis1) 10
dakika santrifiij edilmis ve lstte kalan sivi (slipernatant) atilmistir. Tiipiin dibinde
kalan ve hiicreleri ihtiva eden 0,5-0,7 mL’lik kisitm vorteks yardimiyla iyice
karistirilarak homojen bir sekilde dagilmasi saglanmistir. Daha sonra tiiplere, her bir
tiipe 5 mL olacak sekilde, 37 °C’de bekletilen hipotonik soliisyondan (0,075 M KCl)
vorteks lizerinde damla damla ilave edilmistir. Tipler 37 °C’deki etiivde 30 dakika
bekletilmistir. Siire sonunda 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant
atildiktan sonra, 6nceden hazirladigimiz buzdolabinda sogutulan 3:1 metanol:asetik
asitten olusan soguk fiksatif tiiplere vorteks lizerinde damla damla her bir tiipe 5 mL
olacak sekilde ilave edilmistir. Ardindan tiipler buzdolabinda 45 dakika
bekletilmigtir. Siire sonunda tiipler 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra

stipernatant kisim atilmistir. Fiksatifle yikama islemi toplam tii¢ kez tekrarlanmistir.

Son fiksasyon isleminden sonra tiipiin dibinde kalan 0,5-0,7 mL’lik ¢okelti pipetaj
yapilarak homojen hale getirilmistir. Bu homojen hale getirilen ve beyaz kan
hiicrelerini iceren ¢okelti, pastor pipetine g¢ekilerek onceden 1 N HNO; (Nitrik
asit)’te temizlenmis ve % 70’lik etil alkolde buzdolabinda bekletilen nemli lamlar
tizerine 15-20 cm yiikseklikten farkli alanlara gelecek sekilde damlatilmistir. Bu
sayede hiicrelerin patlatilmast ve kromozomlarin yayilmalar1 saglanmis olur.
Hazirladigimiz bu preparatlar 24 saat oda sicakliginda karanlik bir ortamda

kurumaya birakilmistir.
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Mikroniikleus testi

Mikroniikleus (MN) testi icin, lenfosit kiiltiirlerinin hazirlanmasi1 amaciyla her iki
katki maddesi i¢in de ayr1 ayri saglikli, sigara igmeyen 24-25 yaslarinda bir bayan ve
bir erkek bireyden alinan ve 1/10 oraninda heparinize edilmis 0,2 mL periferik kan,
steril sartlarda 2,5 mL’lik besi yerine (Chromosome Medium B) ekilmistir. Ekimi
takiben tiipler, 37°C’deki inkiibatore yerlestirilerek, burada 72 saat inkiibasyona
birakilmistir. Kiiltiir siiresinin baslangicindan 24 saat sonra (48s muamele olacak
sekilde), sodyum sorbatin 100, 200, 400 ve 800 ng/mL’lik ve potasyum sorbatin 125,
250, 500 ve 1000 pg/mL’lik, dozlar kiiltiir tiiplerine ekilmistir. Uygulamada her bir
katki maddesi i¢in bir negatif bir de pozitif kontrol (MMC, 0,20 pg/mL)
kullanilmistir. Sitokinezi bloke etmek ig¢in, inkiibasyonun 44. saatinde kiiltiir
ortamma 5,2 pg/mL sitokalasin B ilave edilmistir. Tiipler, inkiibasyon siiresi
tamamlandiginda 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve ardindan iistte kalan
slipernatant atilmistir. Tiipiin dibinde kalan ve hiicreleri ihtiva eden 0,5-0,7 mL’lik
kism1 vorteks yardimiyla homojenize edilmistir. Takiben tiiplere, vorteks iizerinde
her bir tiipe 5 mL olacak sekilde dnceden hazirladigimiz 4°C’de bekletilen 0,075 M
KCI hipotonik soliisyondan damla damla ilave edilmis ve sonra tiipler buzdolabinda
5 dakika bekletilmistir. Siire bitiminde tiipler etiivden ¢ikarilarak, 1000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilip silipernatant atilmistir. Daha sonra tiiplere, Onceden
buzdolabinda sogutulan soguk fiksatif (3:1 metanol:asetik asit) vorteks tizerinde
damla damla ilave edilmis ve buzdolabinda 15 dakika bekletilmistir. Soguk fiksatifle
yikama islemi toplam {i¢ kez gerceklestirilmis ve her fiksasyon isleminden sonra
tiipler buzdolabinda 5 dk bekletilmistir. Sitoplazmalarin korunmasi amaciyla ii¢lincii
fiksatife % 1’lik formaldehit eklenmistir. Son santrifiij isleminden sonra tiiplerdeki
siipernatant atilmis, geriye tiipiin dibinde kalan 0,5-0,7 mL’lik c¢okelti pipetaj
yapilarak homojen hale getirilmistir. Daha 6nceden 1 N HNO; (Nitrik asit)’te
temizlenmis ve % 70’lik etil alkolde buzdolabinda bekletilen nemli lamlar {lizerine,
bu siispansiyon 10-15c¢cm yiikseklikten farkli alanlara damlatilarak yayilmasi
saglanmistir. Hazirladigimiz bu preparatlar 24 saat oda sicakliginda kurumaya

brrakilmislardir.
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Preparatlarin boyanmasi

Kromozomal anormallik ve mitotik indeks igin; preparatlar kuruduktan sonra
Sorensen tamponu ile hazirlanmis % 5°lik Giemsa ile (pH=6,8) 15-20 dakika
boyanmistir. Bir kromozoma ait kardes kromatidlerin farkli boyanmasini saglamak
i¢in ise, floresan ve Giemsa boyama yapilmis, bu amagla Speit ve Haupter’in (1985)
gelistirdikleri metod bazi modifikasyonlarla izlenmistir [Speit ve Haupter, 1985].
Buna gore kurutulan preparatlar diiz bir tepsiye konarak, iizeri ince bir tabaka halinde
olacak sekilde 1sinlama soliisyonu (Sorensen tamponu, pH=6,8) ile kaplanmistir. Bu
preparatlar, 254 nm (nanometre) dalga boyunda 151k yayabilen UV lambasi ile
yiikseklik 15 cm olacak sekilde, karanlikta 13 dakika isinlanmistir. Siire sonunda
preparatlar onceden ayarlanmig 60°C sicakliktaki 1xSSC (Sodyum kloriir + Tri-
Sodyum sitrat) soliisyonunda 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Sonra, Sorensen
tamponu ile hazirlanan % 5’lik Giemsa ile (pH= 6,8) 20 dakika boyanmistir. Her iki
yontemde de Giemsa boyasindan c¢ikarilan preparatlar, saf sudan gegirilerek fazla
boyanin akmasi saglanmis ve dik bir sekilde kurumaya birakilmistir. Oda
sicakliginda kurutulan preparatlar, DPX ile daimi hale getirilmis ve mikroskobik

incelemeye alinmistir.

Kromozom anormalliklerinin ve mitotik indeksin saptanmasi

Kromozom anormalliklerinin (KA) saptanmasinda, her bir uygulama igin
kromozomlar1 iyi dagilmis olan 100’er metafaz (disi ve erkek toplam 200 metafaz)
degerlendirilmistir. Incelenen toplam hiicre igindeki anormal hiicrelerin yiizdesi ve
hiicre basina diisen kromozom anormalligi sayis1 belirlenmistir. Mitotik indeksin
(MI) saptanmasinda ise; tiim uygulamalar igin hazirlanan preparatlardan 1000’er
hiicre (disi ve erkek toplam 2000 hiicre) degerlendirilmistir. Mitotik indeks, bdliinen
hiicre sayisinin toplam hiicre sayisina orani ylizde cinsinden hesaplanarak

belirlenmistir.
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Kardes kromatid degisiminin ve replikasyon indeksinin saptanmasi

Kardes kromatid degisimi (KKD) sayisinin belirlenmesinde, disi ve erkek bireye ait
preparatlarin her birisinde, kromozomlar1 iyi dagilmis ve ikinci mitoz bdliinme
geciren 25’er hiicre (toplam 50 hiicre) incelenmistir. Kardes kromatid degisiminin
saptanabilmesi icin kiiltiir ortamima, DNA’nin yapisinda bulunan timin bazlarinin
analogu olan BrdU ilave edilmistir. Burada, hiicre DNA’sin1 replike ettigi sirada yeni
sentezlenen poliniikleotid ipligi icine timinin yerine ortamda bulunan BrdU
gecmistir. Ve BrdU’yu ig¢ine almig DNA 1sinlanmaya maruz birakildiginda, boyama
sonucunda bu bolgeler agik renkli gdzlenmistir. Bu boyanma farkiyla da DNA’da
kardes kromatidler arasindaki degisimler belirlenmistir (Sekil 3.4). Kardes kromatid
degisimi sayisi, bir kromozomun agik boyanmis kromatidindeki koyu boyanmig
parcalarin  veya koyu boyanmis kromatidindeki agik boyanmis pargalarin
sayllmasiyla, olusan kirilma sayisina gore birli, ikili ve ii¢li degisimler olarak
degerlendirilmistir. Replikasyon indeksini hesaplamak icin, disi ve erkek bireyden
hazirlanan preparatlarin her birinden 100 hiicre (toplam 200 hiicre) incelenmistir.
Incelenen hiicreler arasinda birinci (M), ikinci (M,) ve iiciincii (M3) metafaz
evresindeki hiicreler sayilmis ve replikasyon indeksi (RI) = 1x(M;)+ 2x(My)+

3x(M3)/N (N= incelenen toplam hiicre sayis1) formiiliiyle hesaplanmustir.
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Normal DNA tek ipli 3
BrdUrd girmis DNA tek ipli§

Koyu boyanan kromatd

Atk boyanan kromatd

Sekil 3.4. BrdUrd’nin DNA Yapisina Girmesi ile 1., 2. ve 3. Mitoz Boliinmeyi
Geciren Hiicrelerin Ayirt Edilmesinin  Sematik Olarak Agiklanmasi

[During 1985’e gore Topaktas ve Speit, 1990]
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Mikroniikleus frekansinin ve niikleer boliinme indeksinin saptanmasi

Mikroniikleus frekensinin saptanmasinda; ¢ekirdek boliinmesini tamamlamis, ancak
sitoplazmik bdoliinmesini gerceklestirememis ¢ift g¢ekirdekli biniikleat hiicreler
degerlendirilir. Cilinkii bu hiicreler, test edilen materyalin ilavesinden sonra boliinen
hiicrelerdir. Biniikleat hiicreleri elde etmek i¢in, kiiltiire 44. saatte ilave edilen
sitokalasin-B kimyasali kullanilmaktadir. Daimi hale getirilmis preparatlardan disi ve
erkek bireye ait her bir preparattan 1000 tane (toplam 2000 tane) biniikleat hiicre
degerlendirilmistir. Bu ¢aligmada mikroniikleus igeren hiicreler 1 mikroniiklueslu, 2
mikroniikleuslu, 3 mikroniikleuslu olmak lizere say1lmisg ve
Ix(1IMN)+2x(2MN)+3x(3MN+4MN)/N (N incelenen toplam hiicre sayisi) formiilii
kullanilarak hiicre basina diisen MN sayis1 (MN/hiicre) belirlenmistir.

Niikleer boliinme indeksinin belirlenmesinde ise, her bir dondérden 500 hiicre (disi ve
erkek toplam 1000 hiicre) degerlendirilmistir. Hiicreler 1, 2, 3, 4 ¢ekirdekli hiicreler
seklinde sayilmis niikleer boliinme indeksi 1x(1N)+2x(2N)+3x(3N+4N)/n (n

incelenen toplam hiicre sayis1) formiilii ile hesaplanmustir.

3.2.2. izole edilmis insan lenfositlerindeki ¢calismalar

Comet testi

Comet tekniginde, her iki katki maddesi i¢in ayr1 ayr1 saglikli ve sigara igmeyen bir
bayan ve bir erkek bireyden alinan periferal kan lenfositleri kullanilmistir. Teknikte
Singh ve arkadaslarmin (1988) kullandiklar1 metod bazi modifikasyonlarla
izlenmistir. Bu amagla donérlerden alinan taze periferal kan ependorflara
konulmustur. Daha sonra, stok kandan 100’er ul alinarak igerisinde 1’er mL PBS
bulunan ependorflara eklenmis ve 10 dak. bekletilmistir. Siire sonunda, lenfosit
ayiract soliisyonu olan Biocoll, her bir ependorfa 100’er pl eklenmistir. Ependorflar

4 °C’de 1060 rpm de 3 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 ependorflarin
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igcerisinde eritrositlerin iizerinde olusan bulutsu kismin 100’er pl’si alinarak bir

ependorfa aktarilmistir.

Lenfositler, 100’er pl test maddeleri olan sodyum sorbatin 100, 200, 400 ve 800
ng/mL’lik ve potasyum sorbatin 125, 250, 500 ve 1000 pg/mL’lik konsantrasyonlari
ile pozitif kontroliin (hidrojen peroksit) 40 pM konsantrasyonu ile siispanse edilmis
ve 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakilmigtir. Ayrica, izole edilen lenfositlerde,
hiicrelerin canliliklarinin > % 97 oldugu trypan blue ile tespit edilmistir. Inkiibasyon
stiresi sona erdiginde ependorflar 3000 rpm’de 5 dak. santrifiij edilmis ve siipernatant
atilmistir. Daha sonra her bir doz 100’er ul PBS ile resiispanse edilmistir. Onceden
yiiksek erime 1sili agar ile kaplanan lamlarin iizerine, 75 pl’si, 100 ul lenfositle
karistirilan diigiik erime 1s1li agar damlatilmis ve lamel ile kapatilmistir. Bu sekilde
preparatlar 15-20 dak. buzdolabinda bekletilmistir. Lameller lamlarin iizerinden
yavasca kaldirildiktan sonra lizing soliisyonuyla (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA,
10mM Tris, PH: 10’a ayarlanir) muamele edilmistir. Solusyon kullanilmadan once
%1’lik Triton X-100 ve % 10’luk DMSO ilave edilir ve en az 1 saat buzdolabinda
bekletilir. Siire bitiminde lamlar, igerisinde elektroforez tamponu (pH>13) bulunan
tanka yerlestirilmis ve burada 20 dakika bekletilmistir. Amag, DNA sarmalinin
¢oziilmesidir. Daha sonra 25 V, 300 mA’da 20 dakika elektroforez yapilmistir.
Preparatlar, nétralizasyon tamponu (0,4 M Tris, pH=7,5) ile muamele edilmistir.
Notralizasyon bitiminde lamlarin tizeri 20 pg/ml’lik etidyum bromid boyasinin 50
ul’si ile kaplanmistir. Boyanan lamlarin iizeri lamel ile kapatilmistir. Preparatlar
boyayla +4 °C’de 10-15 dakika muamele edilmistir. Bu uygulamalarin hepsi, ¢evre

kaynakli DNA hasarini 6nlemek amaciyla karanlik ortamda gergeklestirilmistir.

Gorunti analizi ve comet sayimi

Preparatlar boyandiktan sonra Olympus marka florasan mikroskop (546 nm
eksitasyon ve 590 nm bariyer filtreli) altinda 400X biiyiitmede incelemeye alinmistir.
Kullanilan her iki katki maddesi i¢in her bir dondrden 100’er comet olmak iizere

toplam 200 comet “Comet Assay IV, Perceptive Instruments Ltd., UK” kullanilarak
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incelenmistir. Elde edilen sonuglar % kuyruk yogunlugu ve kuyruk uzunlugu

cinsinden degerlendirilmistir.

Istatistiksel analizler

Bu ¢alismada, anormal hiicre frekansi, hiicre basina diisen kromozom anormalligi ve
kardes kromatid degisimi sayisi, mitotik indeks, replikasyon indeksi, mikroniikleus
frekansi, niikleer boliinme indeksi ve % kuyruk yogunlugu ve kuyruk uzunlugu igin
doz-etki iligkisini ortaya koymak amaciyla SPSS 13.0 bilgisayar programiyla

regresyon analizi uygulanmistir.

Deney gruplarindaki kromozomal anormallikler, mitotik indeks, replikasyon indeksi,
mikrontikleus frekansinin ve niikleer boliinme indeksinin kontrol gruplar ile farklilik
gosterip gostermediginin belirlenmesinde z dagilim testi kullanilmistir. Kardes
kromatid degisimleri ve comet degerlendirilmelerinde ise students-t testi

kullanilmastir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Sodyum Sorbat’in Kromozomal Anormallikler (KA) Uzerine Etkisi

Sodyum sorbatin 100, 200, 400 ve 800 pg/ml’lik dozlarinin insan lenfosit kiiltiiriiyle
muamelesi sonucunda alt1 tip yapisal ve bir tip sayisal olmak iizere toplam yedi tip
anormallik olusturdugu belirlenmistir. Yapisal anormallikler; kromatid kirigi,
kromozom kirig1, fragment, kardes kromatidlerde birlesme, kromatid degisimi ve
disentrik kromozomdur. Sayisal anormallik ise poliploididir (Resim 4.2). En sik
rastlanan anormallikler sirasiyla kromatid kirigi (%24) ve disentrik kromozomdur
(%5). Bu anormalliklerin yaninda spiral ¢oziinme sonucu olusan gaplar da (%66)
yaygin olarak goriilmektedir (Resim 4.1). Insan periferal lenfositlerinde gozlenen
kromozomal anormallik tipleri, hiicre basina diisen kromozomal anormallik sayis1 ve
anormal hiicre frekanslar1 gapli (+G) ve gaspiz (-G) olarak Cizelge 4.1’ de ve Sekil
4.1’ te gosterilmistir. Bu katki maddesinin anormal hiicre yiizdesini (24s’lik
uygulamada 100 pg/ml hari¢) ve hiicre basina diisen anormallikleri (KA/Hiicre) gaph
(+G) degerlendirme de kontrole gore tiim uygulamalarda istatistiksel olarak 6nemli
oranda arttig1 belirlenmistir. Gaspiz (-G) degerlendirmede ise; tiim uygulama
stirelerinde, sadece en yiiksek doz olan 800 pg/ml dozda anormal hiicre yilizdesinde
ve hiicre basina diisen anormallik (KA/Hiicre) miktarinda istatistiksel olarak 6nemli
oranda ve doza baglh bir artis gézlenmistir (24 saatlik uygulamada anormal hiicre
ylzdesi gaph r=0,79, gapsiz r=0,93; KA/Hiicre gapli r=0,88, gapsiz r= 0,96; 48s’lik
uygulamada anormal hiicre yiizdesi gapli r=0,92, gapsiz r=0,97; KA/Hiicre gaph
r=0,97, gapsiz r=0,98).



Cizelge 4.1. Sodyum sorbat uygulamasi ile insan lenfosit kiiltiirtinde olusan kromozomal anormalliklerin tipleri ve frekanslar

Test maddesi Uygulama Gap Anormal hiicre Anormal hiicre KA/Hiicre KA/Hiicre
" Siire  Dozlar Anormallikler (G) + SH (%) + SH (%) +SH +SH
(saat)  (ug/ml) —j— o F kb P d & (+G) (-G) (+G) -G
Kontrol 24 0.00 6 1 - - - - 2 12 8.50+1.97 4.50+1.46 0.105+0.021 0.045+0.014
Poz. Knt. (MMC) 24 0.20 26 4 1 1 2 - 5 42 28.00+3.20 17.50+2.68 0.405+0.034 0.195+0.028
Sodyum Sorbat 24 100 9 - - - 1 - 3 25 14.50+2.48 6.00+1.67 0.190+0.027* 0.065+0.017
200 8 2 - 1 - - 4 42 19.50+2.80** 7.00+1.80 0.285+0.031***  0.075+0.018
400 13 - - - - - 4 46 22.0042.92%** 8.50+1.97 0.315+0.032***  0.085+0.019
800 16 2 1 1 - 1 1 51 22.004+2.92%** 9.50+2.07* 0.365+0.034***  (0.110+0.022*
Kontrol 48 0.00 6 1 - - - - 2 12 8.50+1.97 4.50£1.46 0.105+0.021 0.045+0.014
Poz. Knt. (MMC) 48 0.20 24 12 5 - - 6 2 42 31.00+3.27 19.00+2.77 0.455+0.035 0.245+0.030
Sodyum Sorbat 48 100 10 - - - - - 2 27 16.00+2.59* 5.50+1.61 0.195+0.028* 0.060+0.016
200 6 2 1 - - - 3 20 15.00+2.52%* 5.00+1.54 0.175+0.026* 0.060+0.016
400 16 1 1 - - - - 38 22.004+2.92%** 8.50+1.97 0.280+0.031***  0.090+0.022
800 26 4 1 1 2 - 5 42 29.00+3.20%** 11.50+2.25%* 0.410+0.034***  (0.120+0.022**
Kromozomal
Anormallik %24 %25 %l %0,68 %0,68 %022 %S5 %66
Yiizdesi

ktk: kromatid kirigi, kzk: kromozom kirigy, f: fragment, kkb: kardes kromatidlerde birlesme, p: poliploidi, kd: kromatid degisimi, ds: disentrik
G: Gap, +G: Gapli, -G: Gaspiz
*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)
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Sekil 4.1. Sodyum sorbatin anormal hiicre (%) frekansi iizerine etkisi
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Resim 4.1. Sodyum sorbat uygulamasinin insan lenfositlerinde meydana getirdigi

gap olusumu
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Resim 4.2. Sodyum sorbat uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan
kromozomal anormallikler a) kromatid kirig1 b) kromozom kirigi c)
fragment d) kardes kromatidlerde birlesme e) poliploidi f) kromatid
degisimi g) disentrik kromozom
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Resim 4.2. (Devam) Sodyum sorbat uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan
kromozomal anormallikler a) kromatid kirig1 b) kromozom kirigi c)
fragment d) kardes kromatidlerde birlesme e) poliploidi f) kromatid
degisimi g) disentrik kromozom
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Resim 4.2. (Devam) Sodyum sorbat uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan
kromozomal anormallikler a) kromatid kirigir b) kromozom kirigi c)
fragment d) kardes kromatidlerde birlesme e) poliploidi f) kromatid
degisimi g) disentrik kromozom
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Resim 4.2. (Devam) Sodyum sorbat uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan
kromozomal anormallikler a) kromatid kirig1 b) kromozom kirigi c)
fragment d) kardes kromatidlerde birlesme e) poliploidi f) kromatid
degisimi g) disentrik kromozom

4.2. Sodyum Sorbat’in Kardes Kromatid Degisimi (KKD), Replikasyon Indeksi
(RI) ve Mitotik indeks (M) Uzerine Etkisi

Sodyum sorbatin 400 ve 800 pg/ml’lik konsantrasyonlar1 her iki uygulama siiresinde
(24 saat ve 48 saat) kardes kromatid degisim frekansini kontrole gore istatistiksel
acidan Onemli diizeyde ve doza bagl olarak artirmistir (24 saatlik uygulamada
r=0,90; 48 saatlik uygulamada r=0,95) (Cizelge 4.2, Sekil 4.2, Resim 4.3). Bu
calismada sodyum sorbatin replikasyon indeksi lizerinde herhangi bir etkisi olmadigi
belirlenmistir (Cizelge 4.2). Mitotik indeks de ise; tiim uygulamalarda kontrole gore
diisiis gdzlenmistir, ancak bu diisiisiin sadece 48 saatlik uygulamanin 200 pg/ml’lik
dozunda istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (r=-0,54) (Cizelge 4.2,
Sekil 4.3).
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Cizelge 4.2. Sodyum sorbatin insan lenfosit kiiltiiriinde KKD, Ri ve MI frekanslari
iizerine etkisi

Uygulama
Test maddesi “Qjre Doz Min.- KKD/hiicre M; M, M; Ri+SH Mi + SH
(saat) (ug/ml) ~maks. +SH (%)
KKD
Kontrol 24 0.00 2-16 6.82+0.42 30 31 139 2.545+0.055 6.50+0.55

Poz. Knt. (MMC) 24 020  19-55  35.88+1.26 42 72 86 2.220+£0.054  5.10£0.49
Sodyum sorbat 24 100 3-12 7.82£034 35 53 112 2.385+0.054  5.75+0.52
200 2-20 8.3240.54 37 59 104 2.335:0.054  5.80+0.52
400 4-16 8.40+0.43a 46 61 93 2.235+0.056  5.50+0.50
800 3-19 9.22+0.50a 32 48 120 2.440+0.053  5.70+0.51

Kontrol 48 000  2-16 6.82+0.42 30 31 139 2.545£0.055  6.50+0.55
Poz. Knt. (MMC) 48 020  33-83  5822+1.76 75 104 21 1.730+0.045  4.80+£0.47
Sodyumsorbat 48 100 2.16 = 6.76£0.44 35 43 122 2.435£0.054  6.45+0.54
200 3-18 7.96£0.45 27 51 122 2475+0.051  4.90+0.48*
400 321 9.44+052a 26 54 120 2.470£0.050  5.25+0.49
800 520 10.36£0.56a 44 59 97 2.265+0.056  5.40+0.50

a Kontrole gore p< 0.05 diizeyinde anlaml (t testi)
* Kontrole gore p< 0.05 diizeyinde anlamli (z testi)
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Kontrol MMC 100 200 400 800
Dozlar (ug/ml)

Sekil 4.2. Sodyum sorbatin KKD/hiicre oranina etkisi
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Sekil 4.3. Sodyum sorbatin MI (%) frekans: lizerine etkisi

Resim 4.3. Sodyum sorbat uygulamasi ile insan periferal lenfositlerinde olusan
kardes kromatit degisimleri
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4.3. Sodyum Sorbat’in Mikroniikleus (MN) Olusumu ve Niikleer Boéliinme
Indeksi (NBI) Uzerine Etkisi

Yapilan MN analizi sonucunda; sodyum sorbatin MN frekansin1  tiim
konsantrasyonlarda artirdigi, fakat bu artisin, sadece 400 ve 800 pg/ml’lik
konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3,
Sekil 4.4). Mikroniikleus frekansindaki bu artis doza bagl olarak gergeklesmistir
(r=0,97). Insan lenfositlerinin sodyum sorbat ile muamelesi sonucunda; birli ve ikili
mikrontikleuslara rastlanilmistir (Resim 4.4). Ayrica sodyum sorbatin niikleer

boliinme indeksi lizerine herhangi bir etkisinin olmadig: tespit edilmistir (Cizelge

4.3).

Cizelge 4.3. Sodyum sorbatin insan lenfosit kiiltlirlinde mikroniikleus frekanslar1 ve
niikleer boliinme indeksi tizerine etkisi

Test Uygulama Incelenen BN hiicreler iginde MN+SH  Niikleer boliinme
maddesi " Siire Doz _ biniikleat mikroniikleus (%) indeksi + SH
(saat) (ug/ml)  hiicre frekanslari (NBI)
sayist (1) (2) (3) (4
Kontrol 48 0.00 2000 6 - - - 0.30+0.12 1.85+0.42
Poz. Knt. (MMC) 48 0.20 2000 62 8 4 1 4.70+£0.47 1.59+0.39
Sodyum sorbat 48 100 2000 111 - - 0.65+0.17 1.64+0.40
200 2000 6 2 - - 0.50+0.15 1.66+0.40
400 2000 10 4 - - 0.90£0.21%* 1.85+0.42
800 2000 33 3 - - 1.95+0.30%* 1.78+0.41

* Kontrole gore p<0.05 diizeyinde anlamli (z testi)
** Kontrole gore p<0.001 diizeyinde anlamli (z testi)
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Sekil 4.4. Sodyum sorbatin MN (%) frekansi tizerine etkisi

a b

Resim 4.4. Sodyum sorbat wuygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan
mikroniikleuslu binukleat hiicreler a) bir mikroniikleus b) iki
mikrontikleus

4.4. Sodyum Sorbat’in Comet Kuyruk Yogunlugu Ve Kuyruk Uzunlugu

Uzerine Etkisi

Caligmamizda sodyum sorbatin DNA seviyesinde hasar olusturup olusturmadigi
comet testi ile belirlenmistir. Sodyum sorbatin 100, 200, 400 ve 800 pg/ml’lik

dozlar1 1 saat siireyle insan lenfositlerine uygulandiginda, kuyruktaki DNA
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yogunlugu ve comet kuyruk uzunlugu (400 pug/ml’lik doz hari¢) kontrole gore

istatistiksel olarak onemli oranda artmistir. Fakat bu artisin, doza bagli olmadig:

belirlenmistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.5, Resim 4.5).

Cizelge 4.4. Sodyum sorbat ile 1 saat uygulama sonucunda insan lenfositlerinde

olusan DNA hasari
Test Maddesi Doz Kuyruk yogunlugu Kuyruk uzunlugu
(ng/ml) (%) (nm)
Kontrol 0.00 2.73+0.21 51.42+0.95
Poz. Knt. (H,0,) 40 M 20.04+1.65 59.17£1.19
Sodyum Sorbat 100 10.30+1.11 a 71.85£2.51 a
200 7.89+£0.91 a 67.1842.29 a
400 10.19+1.30 a 53.26+1.32
800 5.97+0.60 a 59.78+£1.22 a
a Kontrole gore p< 0.05 diizeyinde anlamli (t testi)
80+
70+
B0+
504
404 B Kuyrukyoduniudu
(%)
B Kuyruk uzunlugu
304
204
104
D T T T 1

T T
Kontrol  HoOs 100 200 400 800
Dozlar (ng/ml)

Sekil 4.5. Sodyum sorbat uygulamasiyla insan lenfositlerinde gézlenen DNA hasar1
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Resim 4.5. Sodyum sorbat ile muamele edilen izole insan lenfositlerinde olusan
DNA hasarlarinin comet testi ile goriinlimii a) hasarsiz DNA b) az
hasarli DNA c¢) orta hasarli DNA d) ¢ok hasarli DNA

4.5. Potasyum Sorbat’in Kromozomal Anormallikler (KA) Uzerine Etkisi

125, 250, 500 ve 1000 pg/ml’lik konsantrasyonlardaki potasyum sorbatin, insan
lenfosit kiiltiiriiyle muamelesi sonucunda alt1 tip yapisal ve bir tip sayisal anormallik
olusturdugu belirlenmistir. Poliploidi sayisal anormallik olarak degerlendirilmistir.
Gozlenen yapisal anormallikler ise; kromatid kirigi, kromozom kirigi, fragment,
kardes kromatidlerde birlesme, kromatid degisimi ve disentrik kromozomdur (Resim
4.7). Bu anormalliklerden en sik rastlanilanlari kromatid kirigi (%31) ve kromozom
kirngidir (%6,73). Ayrica gaplar da (%53,5) yaygin olarak goriilmektedir (Resim
4.6). Potasyum sorbat uygulamasi sonucunda olusan kromozomal anormallik tipleri,

hiicre basma diisen kromozomal anormallik sayis1 (KA/Hiicre) ve anormal hiicre
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frekanslar1 gapli (+G) ve gapsiz (-G) olarak Cizelge 4.5°de gosterilmistir. Bu
uygulamanin anormal hiicre (%) frekansi lizerine etkisi Sekil 4.6’da gdsterilmistir.
Yapilan analizlerde, anormal hiicre yiizdesinin ve hiicre basina diisen anormalliklerin
gapli (+G) ve gaspiz (-G) degerlendirmede; 24 saatlik uygulamada tiim dozlarda (125
ug/ml harig) ve 48 saatlik uygulamada en yiiksek iki dozda (500 ve 1000 pg/ml)
kontrole gore Onemli oranda ve doza bagli olarak arttifi gozlenmistir (24s’lik
uygulamada anormal hiicre ylizdesi gaplh r=0,93, gapsiz r=0,85; KA/Hiicre gaph
r=0,96, gapsiz r= 0,83; 48s’lik uygulamada anormal hiicre yiizdesi gapli r=0,98,
gapsiz 1=0,97; KA/Hiicre gapli r=0,96, gapsiz r=0,96).



Cizelge 4.5. Potasyum sorbat uygulamasi ile insan lenfosit kiiltiirlinde olusan kromozomal anormalliklerin tipleri ve frekanslar

Test maddesi Uygulama Gap Anormal hiicre Anormal hiicre KA/Hiicre KA/Hiicre
Siire  Dozlar Anormallikler G) + SH (%) + SH (%) + SH +SH
(saat) (+&mD (+G) (-G) +G) -6
ktk kzk kkb kd ds
Kontrol 24 0.00 4 - - - 1 11 8.00£1.91 2.50+1.10 0.085+0.019 0.030+0.012
Poz. Knt. (MMC) 24 0.20 34 13 3 3 4 20 29.00+3.20 23.00+2.97 0.385+0.042 0.285+0.031
Potasyum Sorbat 24 125 5 1 - - 1 10 8.00£1.91 4.00+1.38 0.090+0.020 0.040+0.013
250 12 2 - - 2 14 15.00+2.52* 8.00+1.91%* 0.160+0.025* 0.090+0.020**
500 9 - 1 - 5 24 14.50+2.48* 7.00+1.80%* 0.1954+0.028** 0.075+0.018*
1000 17 3 - - 2 31 21.00+£2.88%** 9.50+2.07** 0.260+0.031%**  0.105+0.021**
Kontrol 48 0.00 8 - - - - 10 9.50+2.07 4.50+1.46 0.095+0.020 0.045+0.014
Poz. Knt. (MMC) 48 0.20 26 13 6 9 5 10 35.50+3.38 30.50+3.25 0.380+0.034 0.330+0.033
Potasyum Sorbat 48 125 7 3 - 2 12 13.00£2.37 7.00+1.80 0.130+0.023 0.070+0.018
250 7 2 2 - - 17 13.50+2.41 5.50+1.60 0.140+0.024 0.055+0.016
500 17 2 3 1 - 26 22.00+2.92%** 11.00+2.21* 0.245+0.030***  0.115+0.022%*
1000 18 7 3 - 1 25 27.5043.15%** 15.5042.55%** 0.280+0.031***  0.155+0.025%**
Kromozomal
Anormallik %31 %6.73 %0.67 %3 %0.33 %0.33 %4.37 %353,5
Yiizdesi

ktk: kromatid kirigi, kzk: kromozom kirigy, f: fragment, kkb: kardes kromatidlerde birlesme, p:poliploidi, kd: kromatid degisimi, ds: disentrik

G: Gap, +G: Gapl, -G: Gapsiz

*Kontrole gore p< 0.05 diizeyinde anlamli (z testi)
**Kontrole gore p< 0.01 diizeyinde anlaml1 (z testi)
***Kontrole gore p< 0.001 diizeyinde anlamli (z testi)
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Sekil 4.6. Potasyum sorbatin anormal hiicre (%) frekansi iizerine etkisi
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Resim 4.6. Potasyum sorbat uygulamasinin insan lenfositlerinde meydana getirdigi

gap olusumu

49



50

Resim 4.7. Potasyum sorbat wuygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan
kromozomal anormallikler a) kromatid kirig1 b) kromozom kirigi c)
fragment d) kardes kromatidlerde birlesme e) poliploidi f) kromatid
degisimi g) disentrik kromozom
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Resim 4.7. (Devam) Potasyum sorbat uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan
kromozomal anormallikler a) kromatid kirig1 b) kromozom kirigi c)
fragment d) kardes kromatidlerde birlesme e) poliploidi f) kromatid
degisimi g) disentrik kromozom
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Resim 4.7. (Devam) Potasyum sorbat uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan
kromozomal anormallikler a) kromatid kirig1 b) kromozom kirigi c)
fragment d) kardes kromatidlerde birlesme e) poliploidi f) kromatid
degisimi g) disentrik kromozom
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Resim 4.7. (Devam) Potasyum sorbat uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan
kromozomal anormallikler a) kromatid kirig1 b) kromozom kirigi c)
fragment d) kardes kromatidlerde birlesme e) poliploidi f) kromatid
degisimi g) disentrik kromozom

4.6. Potasyum Sorbat’in Kardes Kromatid Degisimi (KKD), Replikasyon
Indeksi (RI) ve Mitotik indeks (MI) Uzerine Etkisi

Kardes kromatid degisim frekansi; tiim uygulamalarda (24 saatlik uygulamada 125
ng/ml hari¢) kontrole gore istatistiksel olarak onemli diizeyde ve doza bagli olarak
artirmistir (24 saatlik uygulamada r=0,94; 48 saatlik uygulamada r=0,74) (Cizelge
4.6, Sekil 4.7, Resim 4.8). Yapilan analizlerde, potasyum sorbat uygulamasinin,
replikasyon indeksi iizerinde herhangi bir etkisi olmadigi belirlenirken (Cizelge 4.6),
mitotik indeks iizerinde ise, her iki uygulama siiresinde de 1000 pg/ml’lik dozda
kontrole gore onemli oranda bir diisiise neden oldugu gozlenmistir (24 saatlik

uygulamada r=-0,93; 48 saatlik uygulamada r=-0,88) (Cizelge 4.6, Sekil 4.8).
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Cizelge 4.6. Potasyum sorbatin insan lenfosit kiiltiirinde KKD, RI ve M frekanslari
iizerine etkisi

Uygulama
Test maddesi “Gjre Doz Min.- KKD/hiicre M; M, M; Ri+SH Mi + SH
(saat) (ug/ml) ~maks. +SH (%)
KKD
Kontrol 24 0.00 1-15 6.90+0.47 27 47 126 2.495%0.051 5.00+0.487
Poz. Knt. MMC) 24 0.20 18-78 48.14+1.62 47 80 73 2.130+0.054 3.40+0.405
P. Sorbat 24 125 3-19 7.30+0.40 26 66 108 2.410+0.050  4.50+0.463
250 2-19 9.20+0.44a 29 53 118 2.445%0.051 4.10+£0.443
500 2-31 9.94+0.72 a 34 65 101 2.335+0.053 3.95+0.435
1000 3-23 11.2840.62a 51 90 59 2.040+£0.052  3.55+0.413*
Kontrol 48 0.00 2-20 7.68+0.46 35 55 110 2.375+0.054 5.30+0.500
Poz. Knt. (MMC) 48 020  37-78  53.36£1.42 78 96 26 1.74£0.047  4.35+0.456
P. Sorbat 48 125 417 9.66£042a 43 56 101 2.29+0.056  5.70+0.518
250 5-20 9.98+0.49 a 57 62 81 2.1240.058 5.65+0.516
500 5-24 12.14+0.58a 51 70 79  2.144+0.056 4.65+0.470
1000 5-20 11.12+0.61a 99 72 29 1.65+0.050 3.65+0.419%
a Kontrole gore p< 0.05 diizeyinde anlaml (t testi)
* Kontrole gore p< 0.05 diizeyinde anlamli (z testi)
60-
50
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= 48 saat
ﬁ 20
10+
0 ; ; ; ‘
Kontrol MMC 125 250 500 1000
Dozlar (ng/ml)

Sekil 4.7. Potasyum sorbatin KK D/hiicre oranina etkisi
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Sekil 4.8. Potasyum sorbatin MI (%) frekansi iizerine etkisi

Resim 4.8. Potasyum sorbat uygulamasi ile insan periferal lenfositlerinde olusan
kardes kromatit degisimleri
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4.7. Potasyum Sorbat’in Mikroniikleus (MN) Olusumu ve Niikleer Boliinme
Indeksi (NBI) Uzerine Etkisi

Potasyum sorbatin tiim uygulamalarda MN frekansin1 kontrole gore artirdigi, fakat

bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 tespit edilmistir (Cizelge 4.7). Bu gida

katk1 maddesi, biniikleat hiicreler icerisinde yalnizca birli mikroniikleuslarin

olusumuna sebep olmustur (Resim 4.9). Ayni zamanda potasyum sorbatin niikleer

boliinme indeksini herhangi bir sekilde etkilemedigi de belirlenmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Potasyum sorbatin insan lenfosit kiiltlirlinde mikroniikleus frekanslari ve
niikleer boliinme indeksi tizerine etkisi

Test Uygulama Incelenen BN hiicreler iginde Niikleer boliinme
maddesi Siire Doz biniikleat mikroniikleus MN + SH indeksi £ SH
(saat)  (ug/ml)  hiicre frekanslar (%) (NBI)
sayist (1) (2) (3) (4
Kontrol 48 0.00 2000 4 1 - - 0.30+0.12 1.75+0.41
Poz. Knt. (MMC) 48 0.20 2000 94 5 - - 5.20+0.49 1.38+0.36
Potasyum Sorbat 48 125 2000 5 - - - 0.25+0.11 1.67+0.40
250 2000 5 - - - 0.25+0.11 1.63+0.40
500 2000 8 - - - 0.40+0.14 1.52+0.38
1000 2000 - - - 0.50+0.15 1.34+0.36

Resim 4.9. Potasyum sorbat uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan bir
mikrontikleuslu binukleat hiicre
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4.8. Potasyum Sorbat’in Comet Kuyruk Yogunlugu Ve Kuyruk Uzunlugu

Uzerine Etkisi

Yapilan comet analiziyle, potasyum sorbat katki maddesinin DNA seviyesinde hasar
olusturup olusturmadigr tespit edilmistir. 125, 250, 500, 1000 pg/ml’lik
konsantrasyonlardaki potasyum sorbat 1 saat siireyle insan lenfositlerine
uygulandiginda, kuyruktaki DNA yogunlugu ve comet kuyruk uzunlugu, kontrole
gore onemli oranda ve doza bagl olarak artmistir (r=0.96 ve r=0.69, sirasiyla).
Potasyum sorbatin tiim uygulamalarda kuyruk uzunlugu {izerinde pozitif kontrolden
(hidrojen peroksit) daha fazla DNA hasarina neden oldugu belirlenmistir (Cizelge
4.8, Sekil 4.9, Resim 4.10).

Cizelge 4.8. Potasyum sorbat ile 1 saat uygulama sonucunda insan lenfositlerinde

olusan DNA hasari
Test Maddesi Doz Kuyruk yogunlugu Kuyruk uzunlugu
(ng/ml) (%) (nm)
Kontrol 0.00 3.39+0.41 44.18+0.71
Poz. Knt. (H,0;) 40 pM 21.65+1.70 49.84+1.47
Potasyum Sorbat 125 6.71+£091 a 55.48+1.68 a
250 6.88+0.96 a 53.96+1.33 a
500 7914095 a 50.42+1.69 a
1000 12.08+1.15a 59.38+1.52 a

a Kontrole gore p< 0.05 diizeyinde anlamli (t testi)
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Sekil 4.9. Potasyum sorbat uygulamasiyla insan lenfositlerinde gézlenen DNA hasar1



59

¥
]
¢ d

Resim 4.10. Potasyum sorbat ile muamele edilen izole insan lenfositlerinde olusan
DNA hasarlarinin comet testi ile goriiniimii a) hasarsiz DNA b) az
hasarli DNA c) orta hasarli DNA d) ¢ok hasarli DNA
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5. TARTISMA

Glinimiiz kosullarinda insanlarin gida katki maddelerine artan maruziyeti
sonucunda; genetik etkileri tam olarak kontrol edilmemis gida katki maddelerinin
genotoksik olup olmadiklarinin degerlendirilmesi insanlarin sagligi bakimindan
Oonem tasimaktadir. Teknik alanda yapilan biitiin ¢calisma ve buluslar, her ne kadar
insanlar1 daha yiiksek diizeyde saglikli bir yasama kavusturmak ve onlarin daha iyi
beslenmesini saglamak amaci ile yapiliyorsa da sayisiz sorunlari da beraberinde
getirmektedir. Gida katki maddeleri uygun miktarlarda kullanilsalar da, bu maddeler
besinler yoluyla hemen her giin alinmalar1 ve maruz kalinan siirenin ¢ok uzun olmasi
nedeniyle zamanla viicut igerisinde birikmektedirler. Bu birikim, viicutta toksik etki
gostererek cesitli hasarlarin meydana gelmesine yol a¢maktadir. Bu hasarlarin
kalitim materyali iizerinde meydana gelmesi genotoksik etkilerinin olusmasina sebep
olmaktadir. Bir kimyasal maddenin genotoksik etkili olup olmadiginin kisa siireli
genotoksisite test sistemleri ile belirlenmesinde insan lenfosit kiiltiirleri yaygin olarak
kullanilmaktadir [Celik, 2003; Arslan, 2004; Yiizbasioglu ve ark., 2006; Parlak,
2007; Yilmaz ve ark., 2008b; Mpountoukas ve ark., 2008].

Insan lenfositlerinde, en yaygin kullanilan genotoksisite testlerinden biri kromozomal
anormallik (KA) testidir. Yapilan ¢aligmalarda, kromozomal anormallik frekanslari
ile kanser olusumu arasinda pozitif bir korelasyon oldugu tespit edilmistir [ Sandberg,
1991; Bonassi ve ark., 1995]. Bazi arastiricilar insan periferal lenfositlerinde KA
frekansinin artmasinin, insanlarda kanser riski ile ilgili oldugunu ve bireysel kanser
yatkinliginin veya genotoksik karsinojenlerin biyolojik etkilerinin erken bir
gostergesi oldugunu aciklamislardir [Hagmar ve ark., 1998]. Yaygin olarak
kullanilan bir diger genotoksisite testi ise kardes kromatid degisimi (KKD) testidir.
Kardes kromatid degisim frekansinda artis olmasi, kalict DNA hasarinin gostergesi
olarak diistiniilmektedir [Palitti ve ark., 1982; Aksoy ve ark., 2006; Yiizbasioglu ve
ark., 2008]. Cesitli kimyasal ve fiziksel ajanlarin klastojenik ve aneugenik etkilerini
belirlemek i¢in kullanilan yontemlerden bir digeri de, sitokinezi bloklanmis
hiicrelerde mikroniikleus olusumunun incelenmesi metodudur. Mikroniikleuslar

hiicre boliinmesi esnasinda asentrik kromozom fragmentleri veya tiim bir kromozom
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kaybin1 gostermektedir. Bu nedenle in vitro mikroniikleus testi, kromozom
kayiplarinin tam olarak belirlenebilmesi a¢isindan olduk¢a kullanigh, hizli ve
giivenilir bir test teknigidir [Fenech, 2000]. Son yillarda gelisen comet teknigi, tek
hiicre seviyesinde DNA hasarini 6lgebilen, hassas, hizli ve giivenilir bir yontemdir
[Singh ve ark.,1988; Fairbairn ve ark., 1995; Sardas ve ark., 1995; Tice ve ark.,
2000]. Bu calismada, sodyum sorbat ve potasyum sorbat antimikrobiyal gida katki
maddelerinin KA, KKD, MN ve Comet test yontemleri ile in vitro genotoksik etkileri

incelenmistir.

Yapilan analizlerin sonuglarina gore, ¢alismada kullanilan her iki katki maddesinin
de, kullanilan besiyeri ortaminin pH’sin1 degistirmeden, 6zellikle yiiksek dozlarda,
insan periferal lenfositlerinde kromozomal anormallik miktarinda 6nemli artiglara
neden oldugu belirlenmistir. Her iki katki maddesi tarafindan en sik olusturulan
anormallik tipi kromatid kirigidir. Ayrica her iki katki maddesi 6nemli oranda
gaplara neden olmustur. Kauderer ve ark. (1991) gaplart kiriklardan su sekilde ayirt
etmistir. Gaplar, kromatid kolunda goriilen boyanmamuis agikliklardir ve genisligi bir
kromatidin genisliginden daha azdir. Kiriklar ise, kromozomun bir kromatidindeki
(kromatid tipi kirik) veya her iki kromatidindeki (kromozom tipi kirik) kopmus
bolgelerdir ve genislikleri bir kromatidin genisliginden daha fazladir. Mace ve ark.
(1978), gap bolgesinde DNA ipliginde kirik olmadigini elektron mikroskobu
fotograflarinda gostermislerdir. Gaplar bazi arastiricilar tarafindan kromozomal
anormallik olarak degerlendirilmistir [Hasegawa ve ark., 1984; Sasiadek ve ark.,
1998; Celik, 2003]. Bu calismada ise kromozomal anormallik orani gapl ve gapsiz
olarak iki sekilde belirlenmistir. Sodyum sorbat KA oranin1 gaplar dahil
edilmediginde yalnizca en yiiksek dozda artirmistir. Potasyum sorbatta ise, gapli ve
gaspiz degerlendirmeler arasinda fark yoktur. Gozlenen anormalliklerden biri de
kromozom kirigidir. Kromozom kirig1, kromozomun her iki kolunda da goézlenen
tamir edilmemis ¢ift zincir kirngidir [Savage, 1993]. Her iki katki maddesinin de
neden oldugu yaygin olarak gozlenen diger bir anormallik tipi ise disentrik
kromozomdur. Birbirine yakin kromozomlardaki basit kiriklarda, kirik uglar tekrar
birlesebilmekte ve kromozomlarin yeniden diizenlenmesi sonucu iki sentromerli

(disentrik) kromozomlar ortaya ¢ikmaktadir. Calismada kullanilan katki maddeleri
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nadir olarak fragment, kardes kromatidlerde birlesme, poliploidi, kromatid degisimi
gibi anormalliklerin olusumuna da sebep olmuslardir. Fragment, kromatid ya da
kromozomlardaki basit kiriklar sonucu olusur ve belirgin bir sentromeri yoktur
[Anwar ve ark., 1994; Wolf, 1998]. Kardes kromatidlerde birlesme, ¢ogunlukla
kromozom uglarinda meydana gelen terminal delesyonlar sonucunda olusan
kromozom kollar1 arasindaki karsilikli birlesmedir [Murli, 2003; Yiizbasioglu ve
ark., 2006]. Poliploidi, haploid kromozom takiminin ikiden fazla katlarda
goriilmesidir. Kromatid degisimi, li¢ kollu konfiriigasyonla sonuglanan ¢ift
kromatidlerdeki triradyal kromatid degisimi, dort kollu konfiriigasyonla sonuglanan
cift kromatidlerdeki kuadriradyal kromatid degisimi olan kromozomlar arasi
degisimlerdir [Brusick, 1987]. Giri ve arkadaslar1 (2002), kromozomal
anormalliklerin kimyasallarda bulunan alkilleyici &zellikten kaynaklandigini,
alkilleyici ajanlarin DNA hasarina yol actigini belirtmislerdir. Kimyasalin mutajenik
aktivitesi molekiil yapisindaki elektrofilik (alkil ve fosforil gruplar1)) kismin
DNA’daki niikleofilik kisma baglanabilme kapasitesine bagli olacagi belirtilmistir
[Giri ve ark., 2002]. Kromozomal anormalliklerin olugsmasinda hiicre siklusunun G,
faz1 ¢ok Onemlidir. DNA hasarmin biiyiik bir kismi, hiicre siklusunun G, fazinda
tamir edilir. Kromozomal anormalliklerin artmasi tamir yapilmadigini, yanlis
yapildigim1 veya engellendigini gostermektedir. Sentez esnasinda kimyasallarca
olusan zincir kiriklar1 veya G, fazinin bloke olmasi kromozomal anormalliklerin

olusmasina neden olmaktadir [Rani ve Rao, 1991; Burim ve ark., 2001; Celik, 2003].

Farkli gida katki maddeleri ile yapilan g¢aligmalarda da benzer sonuglar tespit
edilmistir. Antimikrobiyal katki maddesi olan sodyum bisiilfit, insan lenfositlerinde
tim konsantrasyon ve muamele siirelerinde kromozomal anormallik frekansini
artirmistir [Meng ve Zhang, 1994]. Bir diger antimikrobiyal katki maddesi olan borik
asitin 600, 800 ve 1000 pg/ml’lik konsantrasyonlarda ve 24 ve 48 saatlik uygulama
stirelerinde (24 saatlik uygulamanmn 400 pg/ml’lik konsantrasyonu haric)
kromozomal anormallik frekansin1 doza bagli olarak artirdigi belirlenmistir. Borik
asit uygulamasiyla insan lenfositlerinde kromatid ve kromozom kiriklari, kardes
kromatidlerde birlesme, kromatid degisimi ve poliploidi gibi anormalliklerin

olustugu tespit edilmistir [Arslan, 2004]. Gidalarda agartict madde olarak kullanilan
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potasyum bromatin, insan lenfositlerinde tiim konsantrasyonlarda ve uygulama
siirelerinde kromozom anormalligi frekansim1 kontrole gore istatistiksel olarak
onemli oranda artirdig1 gozlenmistir. Potasyum bromat insan lenfositlerinde kromatid
ve kromozom tipi anormalliklerin olusumunu indiiklemistir [Kaya ve Topaktas,
2007]. Bir diger antimikrobiyal katki maddesi olan bifenilin, insan lenfositlerinde
yapisal anormalliklerin olusumunu indiiklerken, sayisal anormalliklerin olusumuna
herhangi bir etkisi olmadigi tespit edilmistir [Parlak, 2007]. Yilmaz (2008), gidalarda
siklikla kullanilan sitrik asit, fosforik asit, benzoik asit, kalsiyum propiyonatin in
vitro genotoksik etkilerini insan periferal lenfositlerinde aragtirmis ve calisilan katki
maddelerinin tiimiiniin kromozomal anormallik frekansin1 kontrole gore istatistiksel
olarak 6nemli oranda artirdigini tespit etmistir. Calisilan her bir katki maddesinin de

yapisal ve sayisal anormalliklerin olusumunu artirdig1 belirlenmistir [ Y1lmaz, 2008].

Bu calismada kullanilan sodyum sorbat ve potasyum sorbat gida katki maddeleri,
insan lenfositlerinde kardes kromatid degisimi frekansinda artisa neden olmuslardir.
Sodyum sorbat, her iki uygulama siliresinde 400 ve 800 pg/ml’lik
konsantrasyonlarda; potasyum sorbat ise, 24 saatlik uygulamanin 125 pg/ml’lik
konsantrasyonu hari¢ tiim konsantrasyonlarda ve uygulama siirelerinde kardes
kromatid degisimi frekansini kontrole gore istatistiksel olarak Onemli diizeyde

artirmistir.

Farkli gida katki maddeleri ile insan lenfositlerinde yapilan ¢alismalarda da benzer
sonuclara rastlanmistir. Antimikrobiyal katki maddesi olan borik asitin, insan
lenfositlerinde sadece 48 saatlik uygulama siiresinde kardes kromatid degisimi
frekansin1 artirdigi, ancak bu artis istatistiksel olarak Onemli olmadigi tespit
edilmistir [Arslan, 2004]. Un agarticis1 olarak gidalara eklenen potasyum bromatin
400, 450, 500 ve 550 pg/ml’lik konsantrasyonlarinda 48 saatlik uygulama siiresinde
insan lenfositlerinde kardes kromatid degisimi frekansini kontrole goére Onemli
diizeyde artirdig1 ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir [Kaya
ve Topaktas, 2007]. Yilmaz (2008), sitrik asit, fosforik asit, benzoik asit, kalsiyum
propiyonatin in vitro genotoksik etkilerini insan lenfositlerinde arastirmis ve her bir

katk1 maddesinin kardes kromatid degisimi frekansini kontrole gore istatistiksel
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olarak onemli diizeyde artirdigini tespit etmistir [Yilmaz, 2008]. 2008 yilinda
Mpountoukas ve arkadaslar1 antimikrobiyal katki maddeleri olan potasyum sorbat,
sodyum benzoat ve potasyum nitritin olas1 genotoksik etkilerini insan lenfositlerinde
aragtirmiglardir.  Arastirma sonucunda, potasyum nitritin uygulanan tim
konsantrasyonlarda kardes kromatid degisimi frekansini herhangi bir sekilde
etkilemedigi; sodyum benzoatin ise 8 mM’lik konsantrasyonda kardes kromatid
degisimi frekansin1 kontrole gbére Onemli oranda artirdigi belirlenmistir
[Mpountoukas ve ark., 2008]. Calismamizda potasyum sorbat 125-1000 pg/ml’lik
konsantrasyonlarda (24 saatlik uygulamada 125 pg/ml hari¢) kardes kromatid
degisimi frekansimi artirirken, Mpountoukas ve arkadaglarimin yaptiklar1 ¢aligmada
ise potasyum sorbatin 4 ve 8 mM’lik konsantrasyonlarinin kardes kromatid degisimi
frekansin1 kontrole gére onemli oranda artirdig1 tespit edilmistir [Mpountoukas ve

ark., 2008].

Mikroniikleus testi sonuglarina gore; sodyum sorbat, 400 ve 800 pg/ml
konsantrasyonlarda mikroniikleus frekansini kontrole gére anlamli oranda ve doza
bagl olarak artirmistir. Potasyum sorbatin ise mikronukleus olusumunu artirdigi,

fakat bu artisin 6nemli diizeyde olmadig1 belirlenmistir.

Mikroniikleus metodunu kullanilarak farkli gida katki maddeleri ile yapilan cesitli
calismalar vardir. Borroto ve arkadaslari (2004), antimikrobiyal ajan olarak
kullanilan 1-(5-bromofur-2-yl)-2-bromo-2-nitroethene’in ile yaptiklar1 ¢alismada bu
koruyucu katki maddesinin mikroniikleus olusumunu indiiklemedigi belirlenmistir
[Borroto ve ark., 2004]. Potasyum bromatin, 24 saatlik uygulamasinin sadece 500 ve
550 pg/ml dozlarinda, 48 saatlik uygulamasinin ise tiim dozlarinda (400, 450, 500 ve
550 pg/ml) mikroniikleus frekansini 6nemli diizeyde artirdig1 gézlenmistir [Kaya ve
Topaktas, 2007]. Ayrica bir bagka arastirmada potasyum bromatin insan
limfoblastoid TK6 hiicrelerinde mikroniikleus olusumunu doza bagl olarak artirdig:
belirlenmistir [Luan ve ark., 2007]. Yilmaz (2008), sitrik asit, fosforik asit, benzoik
asit ve kalsiyum propiyonatin mikroniikleus frekansini kontrole gore istatistiksel

olarak anlaml sekilde artirdigini belirlemistir [ Y1lmaz, 2008].
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Calismamizda primer DNA hasarini belirlemek i¢in kullandigimiz comet testinde,
sodyum sorbat (kuyruk uzunlugu icin 400 pg/ml’lik doz hari¢) ve potasyum sorbat
uygulanan tiim konsantrasyonlarda kuyruktaki DNA yogunlugunda ve comet kuyruk

uzunlugunda kontrole gore istatistiksel olarak dnemli oranda artiga neden olmustur.

Comet test teknigi son yillarda gelistirilen bir teknik olmasi nedeniyle, katki
maddelerinin in vitro primer DNA hasarinin belirlenmesinde ¢ok fazla
kullanilmamakta ve dolayistyla bu konuda fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Sasaki ve
arkadaglar1 (2002), potasyum sorbatin genotoksisitesini fare organlarinda in vivo
olarak incelemisglerdir. Bunun i¢in, 8 farkli fare organinda (mide, idrar kesesi, beyin,
karaciger, bobrek, akciger, kolon, kemik iligi) c¢alisilmis ve potasyum sorbatin
2000mg/kg konsantrasyonda calisilan fare organlarinda DNA hasarmma neden
olmadig1 belirlenmistir [Sasaki ve ark., 2002]. Gidalarda renklendirici olarak
kullanilan, quinoline saris1 ve brillant siyahinin izole insan lenfositlerindeki DNA
hasarin1 kontrole gore tiim uygulamalarda artirdiklar1 gozlenmistir [Macioszek ve
Kononowicz, 2004]. Blaszczyk (2006), antioksidan gida katki maddesi olarak
kullanilan ethoxyquin’in 1-250 uM’lik konsantrasyonlar arasinda DNA hasarini
kontrole gore onemli oranda artirdigini belirlemistir [Blaszczyk, 2006]. Potasyum
bromatin in vitro genotoksik etkileri insan limfoblastoid TK6 hiicrelerinde comet
testiyle aragtirilmistir. Potasyum bromatin 4 saatlik uygulamasi sonucunda, alkali ve
notral comet testlerinde bu maddenin DNA’da tek ve cift zincir kiriklarina neden
oldugu gozlenmistir [Luan ve ark., 2007]. Yilmaz (2008), sitrik asit, fosforik asit,
benzoik asit, kalsiyum propiyonat gida katki maddelerinin DNA hasar1 tlizerindeki
etkilerini belirlemek amaciyla comet test teknigini kullanmigtir. Sitrik asitin 200
ng/ml’lik konsantrasyonda DNA hasarin1 anlamli diizeyde artirdigi, 3000 pg/ml’lik
konsantrasyonda ise toksik etki gdsterdigi tespit edilmistir. Calisilan diger katki
maddelerinin ise uygulanan tiim konsantrasyonlarda DNA hasarin1 kontrole gore

Oonemli oranda artirdiklar1 belirlenmistir [ Y1lmaz, 2008].

Calismada kullandigimiz sodyum sorbat ve potasyum sorbat katki maddelerinin
sitotoksisitelerinin belirlenmesi amaciyla mitotik indeks (MI) degerleri de

hesaplanmistir. Sodyum sorbat, sadece 48 saatlik uygulama stiresinde 200 pg/ml’lik



66

konsantrasyonda; potasyum sorbat ise, her iki uygulama siliresinde de sadece 1000
png/ml’lik konsantrasyonda mitotik indekste onemli oranda diislise neden olmustur.
Katki maddelerinin mitotik indeks iizerine etkileri, mitotik ig ipliklerinde etkili olan
DNA polimeraz enziminin bozulmasindan [Hidalgo ve ark., 1989; Yiizbasioglu ve
ark., 2006] veya mitoza giren hiicrede G, asamasinin bloke edilmesinden [Van’t Hof,
1968] kaynaklanmis olabilir. Ancak calismamizda inceledigimiz bu iki gida katki
maddesinden yalnizca potasyum sorbatin yiiksek dozlarinda sitotoksik etkiden

bahsedilebilir.

Aragtirmacilar farkli gida katki maddelerinin mitotik indeks {izerine etkilerini
incelemislerdir. Antimikrobiyal katki maddesi olan borik asitin, 24 saatlik
uygulamasinda 600 ve 800 pg/ml’lik konsantrasyonlarinda, 48 saatlik
uygulamasinda ise tiim konsantrasyonlarinda (400, 600, 800, 1000 pg/ml) mitotik
indeksi 6nemli oranda diisiirdiigii belirlenmistir [Arslan, 2004]. Kaya ve Topaktas
(2007), un agarticist olarak kullanilan potasyum bromatin, mitotik indeksi tiim
konsantrasyonlarda 6nemli diizeyde azalttigini tespit etmislerdir [Kaya ve Topaktas,
2007]. Yilmaz (2008), sitrik asit, fosforik asit, benzoik asit ve kalsiyum propiyonat
katki maddelerinin mitotik indeksi tiim uygulamalarda kontrole gére anlamli oranda
diisiirdiigiinii belirlemistir [Yilmaz, 2008]. Mpountoukas ve arkadaslar1 (2008),
potasyum nitratin 0,2 mM’lik konsantrasyonda, insan lenfositlerinde mitotik indeksi
istatistiksel olarak 6nemli oranda diislirdiigiinii; sodyum benzoatin ise uygulanan tim
konsantrasyonlarda mitotik indeksi etkilemedigini tespit etmislerdir. Mpountoukas
ve arkadaslarinin potasyum sorbatin sitotoksisitesiyle ilgili elde ettikleri sonuglar
calismamizdaki sonuglarla benzerdir. Calismamizda potasyum sorbatin 125-500
ng/ml’lik konsantrasyonlarda mitotik indeksi etkilemedigi, sadece en yiiksek doz
olan 1000 pg/ml’lik konsantrasyonda anlamli oldugu belirlenmistir. Mpountoukas ve
arkadaslar1 (2008) ise potasyum sorbatin 0,02; 0,2; 2mM dozlarinin mitotik indeksi
etkilemedigini, ancak en yiiksek iki dozda (4 ve 8 mM) zayif sitotoksik etki
gosterdigini belirtmislerdir [Mpountoukas ve ark., 2008].

Bu caligmada kullanilan sodyum sorbat ve potasyum sorbat gida katki maddeleri

uygulanan tiim konsantrasyonlarda replikasyon indeksini ve niikleer boliinme
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indeksini herhangi bir sekilde etkilememistir. Antimikrobiyal katki maddesi olan
borik asitin, insan lenfositlerinde replikasyon indeksini uygulanan tiim
konsantrasyonlarda kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli oranda diislirdiigii tespit
edilmistir [Arslan, 2004]. Diger bir katki maddesi olan potasyum bromatin, insan
lenfositlerinde replikasyon indeksini 6nemli diizeyde diislirdiigii belirlenmistir [Kaya
ve Topaktas, 2007]. Yilmaz (2008), gidalarda siklikla kullanilan sitrik asit, fosforik
asit, benzoik asit, kalsiyum propiyonatin insan lenfositlerinde, replikasyon indeksini
ve niikleer boliinme indeksini etkilemediklerini belirlemistir [Yilmaz, 2008].
Mpountoukas ve arkadaslar1 (2008), potasyum nitritin insan lenfositlerinde
replikasyon indeksi iizerinde herhangi bir degisiklik meydana getirmedigini,
potasyum sorbat ve sodyum benzoatin ise 4 ve 8 mM’lik konsantrasyonlarinda
replikayon indeksini kontrole gore onemli oranda dislirdiiglinii belirlemiglerdir

[Mpountoukas ve ark., 2008].

Sodyum sorbat ve potasyum sorbat gida katki maddelerinin genotoksik etkileri
hakkinda in vitro insan periferal lenfositlerinde yapilmis pek fazla calisma
bulunmamaktadir. Bu nedenle yaptigimiz ¢alisma, bu katki maddelerinin genotoksik
etkilerinin eksiksiz belirlenebilmesi ag¢isindan O6nemlidir. Sodyum sorbat ve
potasyum sorbat katki maddeleriyle ilgili farkl: hiicre hatlarinda yapilan in vivo ve in

vitro ¢aligmalarin sonuglari ise su sekildedir.

Sodyum sorbatin genotoksisitesiyle 1ilgili yapilan calismalarda pozitif sonuglar
belirlenmigtir. Hasegawa ve arkadaslar1 (1984), kiiltiire alinmig Cin Hamsteri V79
hiicrelerinde KA, KKD ve gen mutasyonlar1 test yontemlerini uygulamislar ve
sodyum sorbatin bu test yontemlerinde pozitif etkili oldugunu belirlemislerdir.
Ayrica, sodyum sorbatin potasyum sorbat ve sorbik asite gére daha fazla klastojenik
etkiye sahip oldugu tespit edilmistir [Hasegawa ve ark., 1984]. Sodyum sorbat
genotoksisitesini; Salmonella/memeli mikrozom testi (AMES), Cin Hamsteri
ovaryum hiicrelerinde hipoksantin-guanin-fosforibozil transferaz (HPGRT) ve kardes
kromatid degisimi (KKD) testleri ile, Cin Hamsteri ve fare kemik iligi hiicrelerinde
mikrontikleus testi (MN) ve Cin Hamsterinde kromozomal anormallik (KA), kardes
kromatid degisimi (KKD) testleri ile incelemislerdir. Sodyum sorbatin bekletilmis
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eriyiginin g¢alisilan in vivo testlerde zayif klastojenik etkiye sahip oldugu ve 200
mg/kg konsantrasyonda kromozomal anormallik ve mikroniikleus frekansini artirdigi
gbézlenmistir [Miinzner ve ark., 1990]. 120, 300, 600, 1200 mg/ml’lik
konsantrasyonlardaki sodyum sorbatin stokta bekletilmis ¢ozeltisi, in vitro Suriye
Hamsteri embriyo fibroblast hiicrelerinde mikroniikleus testi ve hiicre
transformasyon testleri kullanilarak pozitif etkili oldugu belirlenmistir [Schiffmann
ve Scahlatter, 1992]. Schlatter ve arkadaslar1 (1992), sodyum sorbatin Cin Hamsteri
V79 hiicrelerinde 2500 pg/ml’lik konsantrasyonda mitoz bdliinmeyi durdurdugunu

tespit etmislerdir [Schlatter ve ark., 1992].

Miinzner ve arkadaslarinin 1990 yilinda yaptiklart ¢alismada ise, sodyum sorbat
genotoksik etkisinin olmadigini tespit etmislerdir. Sodyum sorbat genotoksisitesini
Salmonella/memeli mikrozom testi (AMES), Cin Hamsteri ovaryum hiicrelerinde
hipoksantin-guanin-fosforibozil transferaz (HPGRT) ve kardes kromatid degisimi
(KKD) testleri ile, Cin Hamsteri ve fare kemik iligi hiicrelerinde mikroniikleus testi
(MN) ve Cin Hamsterinde kromozomal anormallik (KA), kardes kromatid degigimi
(KKD) testleri ile incelenmistir. Calisilan tiim in vitro testlerde genotoksik etki
gbzlenmemistir. [n vivo testlerde ise, sodyum sorbatin taze hazirlanmis eriyiginde

hicbir klastojenik etki belirlenmemistir [Miinzner ve ark., 1990].

Arastirmamizda genotoksik etkisini inceledigimiz diger bir katki maddesi olan
potasyum sorbat ile ilgili, Ishodate ve Odashima (1977) ve Abe ve Sasaki’nin (1977)
Cin Hamsteri hiicrelerinde yapmis olduklar1 ¢aligmalarda potasyum sorbatin 3-4
mg/ml’lik konsantrasyonlarda in vitro KA testinde pozitif etkili oldugunu
belirlemislerdir [Ishidate ve Odashima, 1977; Abe ve Sasaki, 1977]. Liewen ve
Marth (1985) sorbik asitin Salmonella typhimurium’un TA97, TA98, TA100,
TA1535, TA1537, TA1538 suslarinda mutajen oldugunu tespit etmislerdir [Liewen
ve Marth, 1985]. Sorbik asit ve potasyum sorbatin potansiyel genotoksik riskiyle
ilgili yapilan diger bir ¢aligmada, kiiltiire alinmis Cin Hamsteri V79 hiicrelerinde
KA, KKD ve gen mutasyonlar1 test yontemleri uygulanmistir. Sorbik asit ve
potasyum sorbatin 1000 ve 2000 pg/ml konsantrasyonlarda kromozomal

anormalliklere neden oldugu gozlenmistir [Hasegawa ve ark., 1984].
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Mukherjee ve arkadaslar1 (1988), sorbik asitin ve sodyum nitritin tek baglarina ve
karisim halindeki olast genotoksik etkilerini fare kemik iligi hiicrelerinde
arastirmiglardir. Calisma sonucunda, sorbik asitin yiliksek konsantrasyonlarda KKD
ve MN frekanslarini artirdigl, sodyum nitritin ise uygulanan tiim konsantrasyonlarda
KKD frekansimi artirdigi belirtilmistir. Karisim halindeki eriyiklerinde, maddelerin
tek baslarina yapilan muamelelerine gore, KKD frekansindaki artisin iki kat daha

fazla oldugu tespit edilmistir [Mukherjee ve ark, 1988].

Potasyum sorbat ile ilgili yapilan diger genotoksisite ¢alismalarinda negatif sonuglara
da rastlanmistir. Schlatter ve arkadaslar1 (1992), potasyum sorbatin kiiltiire edilmis
Cin Hamsteri V79 hiicrelerinde genotoksik etkili olmadigmni tespit etmislerdir.
Potasyum sorbatin Cin Hamsteri V79 hiicrelerinde 2500 pg/ml’lik konsantrasyonda
mitotik indeksi diisiirdiigii, ancak bu diisiisiin 6nemli oranda olmadig1 belirlenmistir.
25mM’lik konsantrasyondaki potasyum sorbatin ise Drosophila somatik mutasyon
ve rekombinasyon testi (SMART) ile genotoksik etkili olmadigi gozlenmistir
[Schlatter ve ark., 1992]. Jung ve arkadaslar1 (1992) tarafindan yapilan diger in vivo
ve in vitro ¢alismalarda ise, sorbik asit ve potasyum sorbatin genotoksik etkiye sahip
olmadiklar1 belirlenmistir. Ancak ana oksidasyon {iriinii olan 4,5-oxohexenoate’in
Ames testinde mutajenik etkiye sahip oldugu belirtilmistir [Jung ve ark., 1992].
Sorbik asitin, kromozomal anormalligi, kardes kromatid degisimi ve Ames testleri
sonucunda ise, genotoksik etkili olmadig1 tespit edilmistir [Walker, 1990]. Potasyum
sorbatin genotoksisitesi in vitro Suriye Hamsteri embriyo fibroblast hiicrelerinde
mikroniikleus testi ve hiicre transformasyon testleri kullanilarak arastirilmistir. 120,
300, 600, 1200 mg/ml’lik konsantrasyonlardaki potasyum sorbatin taze ¢ozelitisinin
her iki test yonteminde de negatif etkili oldugu tespit edilmistir [Schiffmann ve

Scahlatter, 1992].

Miinzner ve arkadaslarnt = (1990), potasyum sorbatin  genotoksisitesini
Salmonella/memeli mikrozom testi (AMES), Cin Hamsteri ovaryum hiicrelerinde
hipoksantin-guanin-fosforibozil transferaz (HPGRT) ve kardes kromatid degisimi
(KKD) testleri ile (10-20 mg/kg), Cin Hamsteri ve fare kemik iligi hiicrelerinde
mikroniikleus testi (MN) (200 mg/kg bw) ve Cin Hamsterinde kromozomal
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anormallik (KA), kardes kromatid degisimi (KKD) (10,000; 20,000 ug/ml) testleri
ile incelemislerdir. Potasyum sorbatin tiim in vitro testlerde genotoksik etki
gostermedigi tespit edilmistir. /n vivo testlerde ise, potasyum sorbatin taze
hazirlanmis ve bekletilmis eriyiklerinde hicbir klastojenik etki belirlenmemistir

[Miinzner ve ark., 1990].

Kitano ve ark. (2002), potasyum sorbatin mutajenitesini Ames testini kullanarak
askorbik asit ve Fe tuzu varliginda arastirmislardir. Bu maddeler birlikte
kullanildiklarinda Salmonella typhimurium’ un TA98 (S9 mix varliginda veya S9 mix
yoklugunda) ve TA100 (S9 mix varliginda) suslarinda mutajenik etkili olmadiklari
belirlenirken, TA100 (S9 mix yoklugunda) susunda ise doza bagli bir mutajenik etki
gosterdikleri tespit edilmistir. Maddeler ayr1 ayr1 uygulandiginda ise, herhangi bir

mutajenik etki belirlenmemistir [Kitano ve ark., 2002].

Sodyum sorbat ile ilgili yapilan ¢aligmalar bizim ¢aligmamizin sonuglariyla
uyumludur. Sonug olarak, sodyum sorbatin insan lenfositlerinde genotoksik etkiye
sahip oldugu belirlenmistir. Potasyum sorbat ile ilgili yapilan ¢aligmalarda ise, hem
pozitif hem de negatif sonuglara rastlanmistir. Bizim caligmamizda ise potasyum

sorbatin insan lenfositlerinde genotoksik oldugu belirlenmistir.

Sodyum sorbat ve potasyum sorbat katki maddelerinin genotoksik etkilerini birer
alkilleyici ajan olarak gercgeklestirdiklerini soOyleyebiliriz. Alkilleyici ajanlarla
etkilesim mesleki maruziyet, sigara kullanimi, gida katki maddeleri, deterjanlar,
kozmetik ve atmosfer gibi ¢evresel maruziyetlerle gerceklesebilir [Bartsch ve ark.,
1990]. Alkilleyici ajanlar DNA’nin niikleofilik merkezlerine ataklarda bulunma
yetenegindeki elektrofilik bilesiklerdir [Friedberg ve ark., 1995; Shibuya ve
Morimoto, 1993]. Hiicrede DNA cift zincirinde birden fazla noktaya kovalent bagla
baglanarak DNA molekiiliinii alkillerler.

Alkilleyici ajanlar; DNA’da ¢apraz baglanmalara, zincir kiriklar1 gibi kromozomal
anormalliklerin olusmasina neden olurlar [Jenkins ve ark., 2005]. Alkilleyici ajanlar

en ¢ok N7G (Guaninin 7. konumundaki azotuna) ve O°G (Guaninin 6. konumundaki
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oksijenine) bolgelerini hedef alarak burada GC ve AT mutasyonlarina sebep olurlar
[Shibuya ve Morimoto, 1993]. Og-alkilguanin (6zellikle Og-metilguanin)
kromozomlarda kardes kromatid degisimi ve kromozom kirigi gibi mutasyonlara
sebep olur [Bean ve ark., 1994; Kaina ve ark., 1997]. Alkilleyici ajanlarin
kromozomal hasar mekanizmalar1 tam olarak agiklanamasa da bunu destekleyen
bir¢ok mekanizma mevcuttur. Og-alkilguanin S fazina girmeden 6nce uzaklastirilirsa,
lezyondan sonra DNA replikasyonu gerceklesebilir. Fakat burada C yerine T gecerek
yanlig eslesme olur. Bunun sonucu kesip ¢ikarmayla tamir gergeklesir ve bu durum
gap olusturur. Buda bir sonraki dongiide DNA replikasyonunun engellenmesine yol
acar. Replikasyonun engellenmesi c¢ift zincir kiriklarin1 igeren kromozomal
anormalliklerinin olusmasina neden olur [Galloway ve ark., 1995; Armstrong ve
Galloway, 1997]. Baz ekzisyon tamiri hasar yapan bazi uzaklastirirken zincir kirigi
olusturur. Bu da yine ¢ift zincir kingmin olusumuna ve kromozom

fragmentasyonuna yol acar [Jenkins ve ark., 2005].

Calismamizda kullandigimiz sodyum sorbat ve potasyum sorbat gida katki maddeleri
de DNA bazlariyla benzer niikleofilik karakteristik yapiya sahip olan ve alkilleyici
ajanlar icin bir yakalayici olarak gdrev yapan niikleofil-4 piridin iizerinde alkilleyici
etki gosterdikleri belirlenmistir [Pérez-Prior ve ark., 2005; Pérez-Prior ve ark., 2008].
Alkilleyici ajanlarin alkilasyon kapasiteleri ve karsinojeniteleri arasinda bir
korelasyon tespit edilmistir [Manso ve ark., 2005]. Potasyum sorbatin alkilleyici
potansiyeli ilk defa sulu hidroklorik asit ile yapilan ¢alisma sonucunda belirlenmistir.
Sorbik asitin potasyum hidroksit (KOH) ve sodyum hidroksit (NaOH) ile karisimi
sonucunda alkilleyici potansiyelini belirlemislerdir [Pérez-Prior ve ark., 2008].
Buradan yola ¢ikarak sodyum sorbat ve potasyum sorbatin genotoksik etkilerini
DNA bazlarin1 alkilleyerek gerceklestirdigini sdyleyebiliriz. Sorbik asit ve tuzlari
tim diinyada yaygin olarak kullanilmalarina ragmen, bu maddelerin alkilleyici
potansiyelleri hakkinda c¢ok az bilgi bulunmaktadir [Pérez-Prior ve ark., 2005].
Antimikrobiyal katki maddelerinin etki mekanizmalariin belirlenebilmesi i¢in daha

detayli calismalar yapilmalidir.
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Bu arastirmada, sodyum sorbat ve potasyum sorbat ile ilgili olarak elde edilen
sonuclar, bu maddelerin, insan periferal lenfositlerinde klastojenik, mutajenik ve
genotoksik etkili oldugunu gdstermektedir. Ancak bu arastirmanin sonuglart diger
genotoksisite test sistemleri kullanilarak in vivo c¢aligmalarla da desteklenmelidir.
Gida katki maddelerine insanlarin bir¢ok nedenle istemli ya da istemsiz artan
maruziyeti sonucunda, bu maddelerin olusturdugu risklerin belirlenmesi insan sagligi
acisindan Onemlidir. Giiniimiizde hala pek cok katki maddesinin toksisite testleri
yapilmamis ve ilgili kuruluslarca gidalara eklenecek miktar1 belirlenmemistir. Bu
katki maddelerinin gida endiistrisinde giivenle kullanilabilmeleri ig¢in, uzun bir
inceleme ve degerlendirme evresinden gegirilip, ilgili kuruluslarca belirlenen
dozlarda kullanimlarma izin verilmeli, insan sagligi iizerinde olumsuz sonuglar
dogurdugu belirlenen katki maddelerinin kullanimlar1 yasaklanmalidir.  Fakat
kullanimina izin verilen katki maddelerinin de siirekli olarak alindiginda ya da
zamanla viicut igerisinde birikim yaparak, sagligimizi olumsuz yonde etkiledikleri
unutulmamalidir. Gida katki maddelerinin etkilerini en aza indirmek igin gida
tireticileri bilinglendirerek tiretimde kullanilmasi zorunlu olan katki maddelerinin
onerilenden fazla kullanilmasi engellenmelidir. Ayrica ¢ok fazla kimyasal islem
gormemis dogal gida katki maddelerinin kullanimma dikkat edilmelidir. Fakat
unutulmamalidir ki ister dogal olsun ister yapay tiim katki maddelerinin zararli olup
olmamasini belirleyen kullanim miktaridir. Dogal katki maddelerinin de fazla
tiikketilmesi insan saglhigi iizerinde olumsuz etkilere yol acabilmektedir. Bu nedenle,
insanlar, bu maddeleri siirekli tiiketmekten kaginmasi gerektigi ve daha ¢ok katki
maddesi igermeyen dogal gidalarla beslenmesi gerektigi bilincini kazanmalidirlar.
Zorunlu kalman durumlarda ise gidanin raf Omriine ve igerigine mutlaka dikkat
edilmelidir. Iceriginde sentetik katki maddeleri yerine dogal katki maddeleri
kullanilan gidalar1 tliketmek, katki maddelerinin olusturdugu riskleri biraz daha

azaltmaktadir.

Gida katki maddelerinin uygun kullanimi {iretici, tiiketici ve devlet isbirligini
gerektirmektedir. Ureticiler oto kontrole, fiirettikleri besinin kalitesini {iretim
asamalarinda, satisa sunmadan once kontrol etmeye onem vermelidir. Tiiketiciler

gida katki maddeleri konusunda bilin¢lendirilmelidir. Besin sanayi ig¢in tiiketici
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istekleri son derece Onemlidir. Bilingli tiiketici hem f{ireticiyi dogru gida katki
maddeleri kullanim1 konusunda hem de devleti etkin kontrol yapma konusunda daha
duyarli hale getirecektir. Devlet de etkin kontrol mekanizmasi kurmali, {ireticilerin
oto kontrol c¢alismalarint tesvik etmeli, denetlemeli, analiz yOntemlerini
standartlagtirmali ve gida katki maddeleri analizi yapacak laboratuvarlari

gelistirmelidir.
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