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OZET

Bu caliymada, gidalarda antimikrobiyal madde olarak kullanilan sodyum
benzoat ve potasyum benzoatin in vitro genotoksik etkileri, insan periferal kan
lenfositlerinde, kromozom anormalligi (KA), kardes kromatid degisimi (KKD),
mikroniikleus (MN) ve comet testleri kullanilarak belirlenmistir. Ayrica,
sodyum benzoat ve potasyum benzoatin mitotik indeks (MI), replikasyon
indeksi (RI) ve niikleer béliinme indeksi (NBI) iizerine etkileri de incelenmistir.
Sodyum benzoatin 6,25; 12,5; 25; 50 ve 100 pg/ml’lik konsantrasyonlari,
potasyum benzoatin 62,5; 125; 250; 500 ve 1000 pg/ml’lik konsantrasyonlari
kullanilmistir. Her iki katki maddesi de kromozomal anormallik, kardes
kromatid degisimi ve mikroniikleus frekansinda anlaml ve doza bagh bir artisa
neden olmustur. Mitotik indeks tiim uygulamalarda doza bagh diisiis
gostermistir. Replikasyon indeksi ve niikleer boéliinme indeksi, calismada
kullanilan katki maddeleri tarafindan etkilenmemistir. Comet testi sonuclarina
gore hem sodyum benzoat hem de potasyum benzoat hemen hemen tim
dozlarda kuyruk uzunlugunu ve kuyruk yogunlugunu kontrole gore artirmistir.
Elde edilen bulgular, ¢cahismada kullamilan her iki katki maddesinin de in vitro

insan lenfositlerinde Kklastojenik, mutajenik, anéjenik ve sitotoksik etkili



oldugunu gostermistir.
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ABSTRACT

In this study, the in vitro genotoxic effects of sodium benzoate and potassium
benzoate, which are used as an antimicrobial agent in foods, have been
determined in human peripheral blood lymphocytes using chromosome
aberrations (CAs), sister chromatid exchanges (SCEs), micronuclei (MN) and
comet assay. The effects of sodium benzoate and potassium benzoate on mitotic
index (MI), replication index (RI) and nuclear division index were also
investigated. 6,25; 12,5; 25; 50 and 100 pg/ml concentrations of sodium
benzoate and 62,5; 125; 250; 500 and 1000 pg/ml concentrations of potassium
benzoate were used. Both of the addivites significantly increased the frequency
of chromosome aberrations, sister chromatid exchanges and micronuclei in a
dose dependent manner. Mitotic index was significantly decreased at all
treatments dose dependently. Replication and nuclear division indices were not
effected by the additives used. According to the comet assay results both sodium
benzoate and potassium benzoate increased the comet tail intensity and comet
tail length at almost all concentrations. It is concluded that sodium benzoate

and potassium benzoate have clastogenic, mutagenic, aneugenic and cytotoxic
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effects on human lymphocytes in vitro.
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1. GIRIS

Gida iiretiminin sanayilesmesi, iiretim miktarinin artmasi, iretilen gidalarin uzun
stire depolanma durumlari, tiiketicinin begenisindeki degismeler ve gelismeler, gida
katkir maddelerinin kullanimini zorunlu hale getirmistir. Bu zorunluluk beraberinde
gida katki maddelerinin yaygin olarak kullanilmasina yol agmustir. Eski ¢aglardan
beri kullanilan baharat, tuz, sirke ve seker gibi maddelerin tat verme ve koruyucu
olarak gorev yapmalari bilinen bir durumdur. Bu dogal katki maddelerinin yan1 sira
bugiin kimyasal olarak elde edilen ve kendilerine 6zgli 6zellikleri olan bir¢ok yeni

madde ortaya ¢ikarilmistir [Ogan, 1996].

Gida katki maddeleri toplumun her kesimini beslenme ve saglik agisindan
ilgilendirmektedir. Gida katkilarinin kullanimi insanlik tarihi kadar eskidir. M.O. 50
yilinda, eski Romalilar tarafindan saglanan baharatlarin Ingiltere’de ‘aroma’ verici
olarak kullanildig1 bilinmektedir. 3500 y1l 6nce Misirhilar gida katki maddesi olarak
‘renk maddelerini’ kullanmiglar ve ‘Khand’ adi verilen boyanmis seker, ilk kez
Biiyiik Iskender’e Hindistan’dan Avrupa’ya déndiigiinde hediye olarak sunulmustur.
Gida katki maddelerinin ticari anlamda ve endiistriyel bi¢cimde kullanilist 1945-
1950°1i yillara rastlamaktadir. izleyen yillarda ise, Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
1956 yilinda 40 {ilkeyi kapsayan ve 114 yapay renk maddesi ile 50 dogal renk
maddesini igeren listeleri yayinlayarak kullanimina izin vermis ve gida sektoriinde
uygulamaya alinmasina yol agmistir. Toplumlarin bilingsiz ve teknolojiden yoksun
oldugu donemlerde bile gidalar1 uzun siire saklamak, tat- koku ve goriintimlerini
daha ¢ekici hale getirmek amaciyla gida katki maddeleri her zaman bir isteme baglh
olarak tiiketilmislerdir. Buna gore gida katki maddelerinin kullanilmasinda ii¢ temel
kural yer almaktadir; birincisi, bilimsel arastirmalarda saptanan ve serbest listelerde
yer alan dozlarda kullamlmalidir. Ikincisi, kullamminda mutlaka teknolojik gereklilik
bulunmalidir. Son olarak da tliketiciyi yaniltmamali, ona bir takim yararlar

saglamalidir [Saldamli, 1998].

Gida katki maddeleri konusu son derece dinamik, gelismelere agik, zaman iginde

konuyla ilgili verilerin hizla degisebildigi bir kapsama sahiptir. Bu nedenle katki



maddelerinin ¢agdas teknoloji uygulayan, bilgili, bu konuda yetismis insan giiciine
sahip endiistriler tarafindan kullanilmasi insan saghgi ve gida giivenligi agisindan

onemlidir [Saldamli, 1998].

Kullanilan gida katki maddeleri sagliga zarar vermeyecek miktarda kullanilsalar bile,
bu maddelerin zaman igerisinde viicutta birikerek dokularda tahribata neden
olabilecegi, dolayisiyla insan saghigim1 dogrudan ya da dolayli olarak tehdit
edebilecegi gdz Oniinde bulundurulmasi gereken onemli hususlardir. Iste bu risk
nedeniyle gida katki maddeleri de dahil olmak iizere ¢esitli maddelerin mutajenik,
klastojenik, aneugenik etkileri in vivo ve in vitro testlerle arastirilmaktadir. Yapilan
bir ¢ok arastirmada kimyasallarin mutajenik etkileri ile kanser olusturma riski
arasinda pozitif bir iligki oldugu saptanmigtir [Kaderlik ve ark., 1992]. Bu nedenle
gida katki maddelerinin kisa siireli genotoksisite testleriyle genotoksik

potansiyellerinin belirlenmesi gerekmektedir.

Insan periferal kan lenfosit Kkiiltiirlerinde yapilan genotoksik incelemelerde,
Uluslararas1 Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Teskilat1 (OECD) tarafindan da kabul
edilen ve yayimlanan kromozom anormallikleri (KA), kardes kromatid degisimi
(KKD) ve mikroniikleus (MN) testleri ile son yillarda yayginlagsmaya baglayan comet
testleri kullanilmaktadir. Bu testlerin tamami, kimyasallarin olasi genotoksisitesinin
belirlenmesinde glivenilir metodlar olarak bilinmektedir. Bu tez kapsaminda sodyum
benzoat ve potasyum benzoat gida katki maddelerinin in vitro genotoksik etkileri,
insan periferal kan lenfositlerinde kromozom anormallikleri, kardes kromatid

degisimi, mikroniikleus ve comet testleri kullanilarak belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Gida Katki Maddeleri

Gida katkir maddeleri gidalarn hos, ¢ekici, lezzetli, besleyici, dayanikli hale getirmek
icin katilan maddelerdir. Gidalarda olusturacagi bu etkilerin yani sira liretimde bir¢ok
kolaylik ve fayda saglamasi yoniinden, gida katki maddeleri vazgecilmez
durumdadir. Ancak gida maddeleri olanaklar elverdigi miiddet¢ce dogal ve katki
icermeyen yapida olmasi gerekir. Bu insan saglig1 agisindan genel prensiptir [Ogan,

1996].

Gida katki maddelerinin bir¢ok tanimi olmakla birlikte bu tanimlarin ortak noktasi
gidalarin raf dmriinii uzatmasi, daha dayanikli hale getirilmesi, albenisinin artirilmasi
daha lezzetli ve cekici kilinmasi sayilabilir. Birlesmis Milletler Gida ve Tarim
Kurulusunun (FAO) tanimina gore, besine amacl olarak, az miktarda ilave edilen ve
besin maddesinin goriiniis ve depolama o&zelliklerini gelistirmek igin kullanilan
beslenme degeri olmayan maddeler olarak tanimlanmaktadir. Altug ve arkadaslari
1990°da yapmis olduklar1 tanimda; tek basina gida olarak kullanilmayan ve gidanin
tipik bir bileseni olmayan, besleyici degeri olsun veya olmasin, imalat, isleme,
hazirlama ve depolama asamalarinda gidalara teknolojik amagla katilan veya bu
gidalarin i¢inde ya da yan irilinlerinde dogrudan veya dolayli olarak bir bileseni
haline gelen veya bunlarin karekteristliklerini degistiren maddelerdir, seklinde ifade
etmiglerdir. En son sekliyle 16 Kasim 1997 ve 23172 sayili Resmi Gazetede
yayimlanarak yiiriirliige giren “Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeliginde” yer alan ifadesi
ile katki maddesi, tek basina gida olarak tliketilmeyen veya gida ham veya yardimei
maddesi olarak kullanilmayan, tek basina besleyici degeri olan veya olmayan; secilen
teknoloji geregi kullanilan islem veya imalat sirasinda kalint1 veya tiirevleri mamul
madde bulunabilen, gidanin iretilmesi, tasnifi, islenmesi, hazirlanmasi,
ambalajlanmasi, tasinmasi, depolanmasi sirasinda gida maddesinin tat, koku,
goriiniis, yap1 ve diger niteliklerini korumak, diizeltmek amaciyla kullanilmasina izin

verilen maddelerdir [Bulduk, 2003].



Gida katki maddeleri iiriine olumlu yonde etki saglarken bu kullanim amaci, hatali
triinleri gizleme, baska bir gidayr taklit etme, tiiketiciyi aldatma yoniinde
kullanilamaz. Uygun miktarlarda ve alanlarda kullanilmadig1 takdirde birgok
olumsuzluklara yol acabilir. Bu olumsuzluklar gidada olusabilecegi gibi insan
sagligimi bozucu yonde de olabilir. Gida katki maddelerinin insanlarda alerjik,
mutajenik, teratojenik ve karsinojenik etkileri ortaya ¢ikabilir. Hatta dogal katki
maddelerinin fazla miktarda tiiketilmesi de insan saglig1 tizerinde olumsuzluklara yol
acabilmektedir. Bundan dolay1 ilgili yonetmeliklerde belirtilen alan ve kullanim

dozunun disina ¢ikilmamalidir [Ogan, 1996].

2.2. Gida Katki Maddelerinde Aranan Ozellikler

Gida katkir maddelerinin ticari amacgh kullanilabilmeleri i¢in bazi nitelikleri tasimasi
gereklidir. Gida katki maddelerini tam olarak taniyabilmek ve onlardan istenilen
amaca yoOnelik yararlanabilmek icin bu niteliklerinin de bilinmesi gerekir. Bu

nitelikler;

a)Tiiketici acisindan zararsiz oldugunun bilinmesi ve kullanilma miktarinin yasalarla
belirtilmis olmas1 gerekir.

b) Gida maddesinin besleyici degerini ve kalitesini diisiirmemelidir.

¢) Yetkili kurumlarca saptanmis olan biitiin teknik 6zellikleri yapisinda tagimalidir.
d) Kompleks olmay1p basit yapida olmalidir.

e) Imalatc1 tarafindan rahatlikla satin alinabilmesi i¢in pahali olmamalidir.

f) Reaksiyon alan1 genis olmali ve i¢ine kondugu gidanin yapisina homojen olarak

dagilabilmelidir [Bulduk, 2002].
2.3. Gida Katki Maddelerinin Kullanim Amaclari
Gida katki maddelerinin kullanim amaglari su sekilde siralanabilir:

1-Gida maddesinin besin degerini yerinde tutarak, korumak ve kalitesini yiikseltmek,

2-Gida maddesinin goriiniisiinii glizellestirmek, diizeltmek ve korumak,



3-Ozel beslenmek durumunda olan tiiketicilere yonelik gidalar igin gerekli
bilesimleri elde etmek,

4-Gida maddesinin islenmesi, iiretimi, hazirlanmasi, ambalaj, depolama ve tasima
asamalarina yardimei olmak,

5-Gida maddelerinin her tiirlii biyolojik degisimlere ugramasma engel olmak ve
dayanikliligini artirmak,

6-Gida maddesinin organoleptik (renk, koku vb. duyusal) Ozelliklerini hileye
ka¢cmadan diizelterek kullanim degerini artirmaktir [Bulduk, 2003].

2.4. Gida Katki Maddelerinin Kullaniminda Dikkat Edilecek Noktalar

Gida katki maddelerinin kullaniminda su noktalara dikkat edilmesi gereklidir:

1-Kullanilacak katki maddeleri, yetkili kurumlarca hazirlanan ve insan sagligina
zararli olmadig1 kesinlikle ifade edilen listelerden secilmis olmalidir.

2-Saptanan ve belirtilen miktarlar disinda kullanilmamalidir.

3-Herhangi bir gida katkisinin kullanilmasina izin verilmeden once, eklenmesinin
mutlaka zorunlu olup olmadig: belirlenmeli, meydana getirecegi etkinin ne oldugunu
acgikca bilinmelidir.

4-Tiketiciyi yanlhs bir disiinceye sevk edecek gida katki maddelerinin
kullanilmamasina dikkat edilmelidir.

5-Her gida katki maddesinin en fazla kullanilabilecek miktarinin bilinmesi ve
zararsiz dahi olsa gerekenden fazlasinin kullanilmamasina dikkat edilmesi gerekir.
6-Zorunluluk olmadikca katki maddesi kullanilmamalidir. Ozellikle risk gruplar1 ve
cocuklar i¢in iiretilen gidalarda daha da dikkatli davranilmalidir.

7-Gida katki maddeleri, i¢cinde yer aldigi gidanin dogal besleyici niteliklerini
bozmamalidir.

8-Gida katki maddeleri, gidanin goriinlisiinii ve ozelliklerini tiiketiciyi aldatacak
derecede degistirmemelidir.

9-Katki maddesinin, gidanin islenmesi sirasinda f{iriini iyi yonde etkileyip

etkilemedigine dikkat edilmelidir.



10-Katk1 maddesinin kullanildig: hallerde, gida maddesinin ¢ok siki bir kontrole tabi
tutulmas1 ve mevzuatta belirtilen kosullara uymayan imalat¢ilarin cezalandirilmasi
gerekir.

11-Tiiketici olarak bilesim ve niteligi kesin olarak bilinmeyen gidalarin
kullanilmasinda ¢ok dikkatli davranilmasi gerekir.

12-Gida katki maddelerinin herhangi bir gidada kullanilmasi i¢in, bu maddelerin gida
yasalarinda onaylanmis olmasina, pozitif listede kullanimlar1 ile ilgili noktalarin ve
miktarinin belirtilmis olmasina dikkat edilmelidir.

13-Pozitif listeye alinmamis katki maddeleri, sagliga zararsiz olsalar ve
kullanilmalarinda teknolojik zorunluluk bulunsa dahi kullanilmamalidir.

14-Gida katki maddelerine ait pozitif listeler uluslararasi gida mevzuatinda yer

almasinin disinda ulusal mevzuatlarda da kabul edilmis olmalidir [Bulduk, 2002].

2.5. Hangi Kosullarda Katki Maddeleri insan Saghgim Tehdit Eder?

Asagidaki kosullar altinda katki maddeleri sagligi tehdit eder:

1-Pozitif listede veya GRAS (Generally Recognized As Safe-Genel Olarak Gilivenilir
Kabul Edilen) listesinde yer almiyorsa,

2- Belirlenen limitlerin {izerinde kullaniliyorsa,

3-ADI (Acceptable Daily Intake-Kabul Edilebilir Giinlik Alim Miktar1) degeri
dikkate alinmiyorsa,

4-Etiketinde uyarici bilgi tasimayan ve belli katkilar1 igeren bazi1 gidalarin bazi risk
gruplarinca tiiketilmesi halinde,

5-Katki maddesi bazi safsizliklar1 ve bulasilari igeriyorsa,

6-Egitimsiz kisilerce teknolojisine uygun kullanilmamasi halinde,

7-Bir iilkede bu konudaki kontrol mekanizmalarinin iyilestirilememesi durumunda

tuketiciler risk altindadir.

Bazi bilim adamlar gida katki maddelerinden kaynaklanabilecek kanser riskinin ¢ok
az oldugu ya da olmadigir goriisiindedir. Ancak bazi katki maddeleri hakkinda

kuskular vardir. Belli katkilarin tiiketiminden sonra basagrisi, allerjik reaksiyonlar,



hiperaktivite gibi semptomlar rapor edilmektedir. Bu reaksiyonlar ile katki maddeleri
tilkketimi arasinda bir iliski bilimsel olarak heniiz kanitlanamamistir. Bu nedenle
zaman i¢inde saglik iizerinde olumsuz etkileri saptanan bazi gida katki maddeleri

yasaklanmis hatta kullanimdan kaldirilmistir [http://undp.un.org.tr].

2.6. Gida Katki Maddelerinin Siniflandirilmasi

Gida katkit maddelerine iligskin ¢alismalar ve bunlarin siiflandirilmalart kronolojik
bir siralama i¢inde incelendiginde, bu konu ile ilgili kavram, tamim ve
siniflandirmalarin zaman iginde degisiklige ugradig1 ve siirekli bir gelisme iginde
oldugu goriilir. Bunun baslica nedeni, gelisen teknoloji, bulunan yeni
formiilasyonlar ve iiretimde kullanilan yeni hammadde gruplaridir. Yapilmis olan
siniflandirilmalarda gida katki maddeleri bazen kullanilma amacina gore, bazen de

tiretimde kullanildig1 gidaya gore gruplandirilmaktadir.

Bu simiflandirmalarin bazilar1 asagida 6zetlenmistir. Bunlardan OSER (1960)’e gore
yapilan siniflandirmada gida katki maddelerinin kullanilis amaglar1 hedef alinmistir.

Buna gore gida katki maddelert;

1 - Besleyici nitelikte olanlar,
2 - Tazeligi koruyanlar,
3 - Duyusal nitelikliler,

4 - Imalat teknolojisinin geregini yerine getiren maddeler.

Bir baska siniflandirmada ise gida katki maddeleri;

1 — Renk maddeleri (renk verenler, renk koruyanlar, renk kuvvetlendiriciler)

2 — Aroma maddeleri (tat vericiler, tuz tadi1 verenler, baharat ve ¢esni vericiler, asitler
ve bazlar, koku verenler, aromay1 gelistiriciler)

3 — Koruyucu maddeler (antimikrobiyaller, antioksidanlar, tiitsii maddeler, kaplama

maddeleri)



4 — Gidanin yap1 ve gorilniisiini etkileyen maddeler (stabilizérler, emiilgatorler,
tamponlar, ylizey aktif maddeler, topaklasmayi Onleyici maddeler, olgunlastirici
tuzlar, kalinlastirict maddeler, kopiik yapici ve kopiik tutucular, tutucu ve birlestirici
maddeler, yumusatici ve plastik yap1 kazandiran maddeler, kristallesmeyi Onleyici
maddeler, nemlendiriciler, berraklastirma ve durultma maddeleri)

5 — Biyolojik degeri arttirict maddeler (vitaminler, mineral maddeler, aminoasitler)

Glinlimiizde FAO/WHO Birlesik Gida Katki Maddeleri Uzmanlar Komitesinin

onayladig1 listelerde ise gida katki maddeleri ait oldugu grubun adi alinarak

siniflandirilmaktadir.

1. Renk maddeleri
3. Tat koku maddeleri
5. Koruyucular
7. Asitler, bazlar, tuzlar
9. Kelatlar
11.Antioksidanlar
13.Emiilgatorler
15.Tathilastiricilar
17.Stabilizorler
19.Kalinlastiricilar
21.Yiizey Aktif Maddeleri
23.Nemlendiriciler
25.Topaklagmay1 onleyiciler
27 Kaplama maddeleri
29.Tiitsti maddeleri
31.Agarticilar
[Saldaml1,1998]

2. Olgunlastiricilar

4. Tutucular ve birlestiriciler

6. Berraklastirict ve durultucular
8. Kopiik yapici ve tutucular
10.Plastifiyenler ve yumusaticilar
12.Kabartici ajanlar

14.Polihidrik alkoller

16.Gaz ve propellantlar
18.Enzimler

20.Dolgu maddeleri

22 .Vitaminler, minerallar, aminoasitler
24 Kristallenmeyi onleyenler
26.Tamponlaycilar

28.Yagla yer degistiren maddeler
30.Kontrollii salinim ajanlar1

32.Mikrodalga esmerlesme ajanlari



2.7. Koruyucular (Antimikrobiyal Gida Katki Maddeleri)

Gida endiistrisinde uygulanan gida isleme ve saklama yontemleri birbirini izleyen
stirekli bir gelisim gostermistir. Birbirinden farkli 1s1l islemler ile dondurma, kurutma
ve 1ginlama gibi tekniklerin ortaya ¢ikist bu gelismenin ornekleridir. Bu olanaklara
sahip gida teknolojisinin temel amaci gida bozulmalarini1 6nlemek, gida giivenligini
saglamak boylece gidada yer alan mikroorganizmalari kontrol altina almaktir.
Bilindigi gibi 1s1l islemlerle mikroorganizmalarin vejetatif formlar1 ve sporlar
oldiirtilerek steriliteye ulagilmaktadir. Ancak yiiksek sicaklikta gidanin besleyici
Ogeleri 6nemli oranda kayba ugramaktadir. Bu nedenle {iriine katki maddeleri
eklenerek mikrobiyal aktivitenin azaltilmasinin en bilylik avantaji, ambalaj

agildiktan sonra bozulmadan uzun siire kullanilabilmesidir [Saldamli,1998].

Sik¢a kullanilan antimikrobiyal maddeler; benzoik asit ve Na, K tuzlar1 (E210),
sorbik asit ve Na, K ve Ca tuzlar1 (E200), kiikiirt dioksit (E220) ve diger kiikiirtli
bilesikler (sodyummetabisiilfit, E223 gibi), sodyum nitrit, sodyum nitrat gibi
maddeler sayilabilir [Bulduk,2003].

2.8. Benzoik Asit (E-210)

Benzoik asit beyaz renkli, kati ve kendisine has kokusu olan bir maddedir.
Sinonimleri Benzenecarboxylic acid ve Phenylcarboxylic acid’dir. Kimyasal formiili
C7HeO, olup molekiiler agirligr 122,13 gr’dir. Benzoik asit meyva sulari, suruplar,
gazli icecekler, ketcap, tursu, margarin, sofralik zeytin, kakaolu mamuller, biskiivi,
gofret , kek ve kremalar gibi bir ¢ok iiriinde kiif, maya ve bakteri faaliyetlerine bagl
olarak ortaya ¢ikan bozulmalar1 Onlemek amaciyla kullanilir. Benzoik asidin

gidalarda kullanildig1 doz araligi 150-1000 mg/kg’dir [Sarikaya ve Solak, 2003].

Benzoik asitin genotoksik etkilerini inceleyen ¢esitli arastirmalar vardir. Tohda ve
ark. (1980), benzoik asitin insan lenfoblastoid hiicrelerindeki etkisini arastirmiglardir.
30 mM’lik konsantrasyonda benzoik asitin sitotoksik etkiye sahip oldugunu

belirlemiglerdir [Tohda ve ark., 1980].
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Ishidate ve arkadaslar1 (1984), benzoik asitin  genotoksik etkilerini
Salmonella/mikrozom testi ve in vitro Cin hamsteri fibroblast hiicrelerinde
kromozom anormalligi testini kullanarak belirlemislerdir. Benzoik asitin AMES
testinde (maksimum doz 10 mg/plate) negatif sonu¢ verdigini kromozom
anormalligi testinde (maksimum doz 1.5 mg/ml) ise zayif genotoksik etkili bir
madde oldugunu tespit etmislerdir [Ishidate ve ark., 1984]. Zeiger ve ark. (1988)
Salmonella. typhimurium’un TA97, TA98, TA100, TA1535 ve TA1537’lik
suslarinda benzoik asitin genotoksik etkilerini arastirmislar ve benzoik asitin 5000

ng/petri iizerinde sitotoksik etkili oldugunu saptamislardir [Zeiger ve ark., 1988].

Sasaki ve arkadaslar1 (2002), benzoik asitin (2000 mg/kg) genotoksik etkisini comet
testi ile 8 farkli fare organinda (mide, idrar kesesi, beyin, karaciger, bobrek, akciger,
kolon, kemik iligi) incelemislerdir. Arastirma sonucunda benzoik asitin ¢alisilan fare

organlarinda DNA hasarina neden olmadigini saptamiglardir [Sasaki ve ark., 2002].

Sarikaya ve Solak (2003), SMART testi ile Drosophila melanogaster’de benzoik
asitin genotoksik etkisini incelemislerdir. Arastiricilar, benzoik asitin 50, 75 ve 100
mM’lik konsantrasyonlarinda Drosophila melanogaster’de mutasyonlarda artiga
neden oldugu, yasam siiresi lizerinde 6nemli oranda etkili oldugu ve kontrole gore

yasam stiresini kisalttigini belirtmislerdir [Sarikaya ve Solak, 2003].

Ozdemir (2006), benzoik asitin mutajenik etkisini in vitro mikroniikleus testi ile
incelemistir. Benzoik asitin her iki dozunun (0,1 mg/ml; 0,3 mg/ml) kontrolden
fark1 goriilmedigini, ancak bu iki doz kendi i¢inde degerlendirildiginde anlamli bir

fark gdzlendigini bildirmistir [Ozdemir, 2006].

Yilmaz ve ark. (2008a), benzoik asitin 50, 100, 200 ve 500 mg/L
konsantrasyonlariin sitogenetik etkilerini A. sativum kok ucu hiicrelerinde
incelemislerdir. Bu amagla A.sativum’un kok ucu hiicreleri benzoik asit ile 24 ve
48 saat boyunca muamele edilmis ve 48 saatlik muamele edilen gruba 24 saatlik
lyilestirme periyodu uygulanmistir. Sonug olarak benzoik asitin 24 ve 48 saatlik

uygulama siirelerinde kromozomal ve mitotik anormallik frekansini arttirdigini
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saptamislardir. Bu anormallikler C-mitoz, yapisiklik, kalgin kromozom,
fragment, koprii, daginik profaz, diizensiz metafaz ve multipolar anafazdir.
lyilestirme periyodunda benzoik asitin olusturdugu anormalliklerin diizelmedigi,
mitotik indeksin ise iyilestirme grubunda kontrolle ayni seviyeye ylikseldigi

belirlenmistir [Yilmaz ve ark., 2008a].

Yilmaz (2008), kiiltiire alinmis insan periferal lenfositlerinde kromozom anormalligi
(KA) testi, kardes kromatid degisimi (KKD) testi, mikroniikleus (MN) testi ve izole
edilmis lenfositlerde comet testini kullanarak benzoik asitin etkisini incelemistir.
Sonu¢ olarak benzoik asitin 50, 100, 200 ve 500 pg/ml konsantrasyonlarinda;
kromozomal anormallik, kardes kromatid degisimi, mikroniikleus frekansi ve primer
DNA hasarin1 hemen hemen tiim dozlarda kontrole gére anlamli oranda arttirdigini

saptamistir [Y1lmaz, 2008].

2.9. Sodyum Benzoat (E211)

Sodyum benzoat gidalarda antimikrobiyal madde olarak kullanilan benzoik asitin
sodyum tuzudur. Gida katkilar1 listesinde E211 olarak kodlanmistir. Gazlh
iceceklerde, mesrubatlarda, tursularda, ketcap ve c¢esitli soslarda, marmelat ve
recellerde, margarinde, zeytin Uretiminde, islenmis balik {rilinlerinde,
sekerlemelerde ve dis macununda siklikla kullanilan bir koruyucu katki maddesidir.
Aragtirmamizda genotoksik etkilerini belirlemeyi amagladigimiz bu katki maddesinin
canlilar iizerindeki etkileri cesitli test sistemlerinde incelenmistir. Cizelge 2.1.’de bu
arastirmalar ve sonuglari verilmistir. Bu aragtirmalarin disinda sodyum benzoatin
(100 mg/kg) fare dermal ve ince bagirsak bag dokusu mast hiicrelerinde
degraniilasyon etkisi transmisyon elektron mikroskopu (TEM) ile incelenmistir. Hem
dermal bag dokusu mast hiicrelerinde, hem de ince bagirsak bag dokusu mast
hiirelerinde degraniilasyon tespit edilmistir [Kalender, 1997]. Sodyum benzoat ile
muamele edilen sigan ve ratlarda yapilan ¢esitli calismalarda bu maddenin tireme ve

gelisim toksisitesine sebep olmadigi belirlenmistir [Nair, 2001].
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Bateman ve ark. (2004), li¢ yasindaki c¢ocuklarin diyetlerine katilan kimyasal
renklendirici ve koruyucularin (sodyum benzoat) hiperaktif davranisa yol agip
acmadigini belirlemek amaciyla arastirma yapmislardir. Bu ¢alismada ¢ocuklar dort
gruba ayrilmistir. Cocuklara baslangigta bir hafta kimyasal renklendirici ve
koruyuculardan arindirilmis gida uygulanmis ve sonra ii¢ hafta boyunca rastgele
secilen grublara ayr1 ayr1 giinliik 20 mg renklendirici, 45 mg koruyucu (sodyum
benzoat) verilmistir. Caligmanin sonunda kimyasal renklendirici ve koruyucularin
diyetten g¢ekilmesiyle hiperaktif davraniglarda anlamli bir azalma, bu maddelerin
verilmesiyle yine anlamli bir artis ortaya ¢iktigini agiklamiglardir [Bateman ve ark.,

2004].

Cizelge 2.1. Sodyum benzoatin genotoksisitesiyle ilgili yapilan ¢caligmalar

Arastirma Sonug Kaynak

Rat kemik iligi/KA - Litton Bionetics, 1974
50, 500 and 5000 mg/kg

Cin hamsteri/KKD + Abe ve Sasaki, 1977
1,2,5ve 10 mM (>2 mM)

Cin hamsteri/KA + Ishidate ve Odashima, 1977
2.00 mg/ml (138.8x10™ M)

Vicia faba kok ucu hiicrelerinde/KA ve MI + Njagi ve Gopalan, 1982
AMES ve Cin hamsteri/KA -/+ Ishidate ve ark., 1984
(3 mg/plate) ve (2 mg/ml)

AMES TA97, TA98, TA100, TA1535 ve + Zeiger ve ark., 1988
TA1537

5000 pg/plate

Vicia faba kok ucu hiicrelerinde ve insan + Xing ve Zhang, 1990
lenfosit hiicrelerinde/KKD

10°M

AMES TA98, TA100, TA1535, - Prival ve ark., 1991
TA1537, TA1538; E.coli WP2

0,0033-10 mg/plate

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

In vitro /MN - Ozdemir, 2006

0,1; 0,3 ve 0,8 mg/ml

A. cepa/ CA + Tiirkoglu, 2007

20-100 pg/mL

Insan lenfositlerinde/KKD + Mpountoukas ve ark. 2008
8 -0,02mM (8 mM)

AMES: Salmonella mikrozom testi, KA: Kromozomal anormallik, KKD: Kardes
kromatid degisimi, MN: Mikroniikleus, MI: Mitotik indeks
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Biitiin bu verilerin 15181nda sodyum benzoatin genotoksik etkisi ile ilgili celigkili
sonuclar oldugu anlasilmaktadir. Arastirmamizda bu katki maddesinin genotoksik

etkileri ile ilgili detayli bilgilere ulagilmas1 amag¢lanmustir.

2.10. Potasyum Benzoat (E212)

Benzoik asitin diger bir tuz hali olan potasyum benzoat da sodyum benzoat gibi
antimikrobiyal gida katki maddesidir. Gida katkilar1 listesinde E212 olarak
kodlanmistir. Meyve sularinda ve asitli igeceklerde yaygin olarak kullanilir.
Potasyum benzoatin sodyum benzoattan farki, ¢oziiniirliigiiniin diisiikliigii ve ayni

antimikrobiyal etkinin alinmasi i¢in iki kat1 kadar dozda kullanilmasi gerekliligidir.

Bu katki maddesinin genotoksik etkileri ile ilgili ¢ok az calismaya rastlanmistir.
Vernole ve ark. (1987), benzoik asitin potasyum tuzunun in Vitro sitogenetik
etkilerini incelemislerdir. 2’den 500 mikrogram/ml ’ye kadar olan konsantrasyon
aralig1 test edilmistir. Calisma sonucunda doza bagli olarak kromozom

kiriklarinin arttigi belirlenmistir [Vernole ve ark., 1987].

Vernole ve ark. (1988), yapmis olduklari diger bir ¢alismada benzoik asitin potasyum
tuzunun insan lenfosit hiicrelerinde klastojenik potansiyeli incelenmistir. 2 ile 500
ng/ml konsantrasyonlar uygulanmistir. KKD degerleri 200 pg/ml’lik dozdan sonra
anlamli bir bicimde ve doza bagl olarak artmustir. Ayrica KKD frekanslarinin
kromozom kiriklarinda oldugu kadar belirgin sekilde artis gdstermedigini

saptamiglardir [Vernole ve ark., 1988].

2.11. Mutajenite Testleri

Cevremizdeki ¢esitli fiziksel ve kimyasal mutajenlerin meydana getirdigi genetik
hasarin diizeyi ve insan saghigi lizerine etkileri bakteri, Drosophila, in vivo ve in vitro
memeli hiicreleri  veya bitkilerin  kullanildig1  ¢esitli  test  sistemleriyle

belirlenebilmektedir. Bunlar i¢inde en yaygin kullanilanlardan biri, insan lenfosit
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kiltiirleridir [Krishnaja ve ark., 2003; Maurich ve ark., 2004; Bhattacharya ve ark.,
2004].

Insan lenfositlerinde, kromozomal anormallikler, kardes kromatid degisimi analizleri
ve mikroniikleus testi en sik kullanilan mutajenite testleridir. Kromozomal
aberasyonlar, insanlarin  genotoksik ajanlara maruziyetinin en Onemli
gostergelerinden biri olarak kabul edilmektedir [Obe ve ark., 2002]. Genotoksisite
caligsmalari, kromozomal anormalliklerin kanser olusumunun erken ve dikkat cekici
bir habercisi olabilecegini gostermektedir [Bonassi ve ark., 1995; Hagmar ve ark.
1998]. Kardes kromatid degisimi analizleri de hizli ve hassas bir test olmasi
bakimindan tercih edilmektedir. Kardes kromatid degisim frekansinda artis olmasi,
kalict DNA hasarinin gostergesi olarak diisiiniilmektedir [Palitti ve ark., 1982].
Mikrontikleus testi de genotoksik kimyasallar1 saptamada kullanilan metotlardandir.
Mikrontikleuslar hiicre boliinmesi esnasinda asentrik kromozom fragmentleri veya
tim bir kromozom kaybini gostermektedir. Bu nedenle in vitro mikroniikleus testi,
mutajenik etkilerin saptanmasinda hizli ve giivenilir bir test olarak kabul gérmektedir
[Fenech, 2000]. Genlerde DNA molekiilleri ile toksik ajanlarin etkilesmesi sonucu
olusan genotoksisiteyi belirlemede kullanilan diger bir yontem ise comet teknigidir.
Tek hiicre jel elektroforezi (Single cell gel electrophoresis, SCGE) veya Comet
teknigi, memeli hiicrelerindeki DNA hasarini 6l¢gmek amaciyla kullanilan hizli, basit
ve duyarli bir tekniktir. Bu teknik, genetik toksikolojide bir¢ok alanda
kullanilmaktadir [McKelvey-Martin ve ark., 1993].

2.11.1. Kromozomal anormallik (KA) testi

Kromozomal anormallikler, kromozomlarda mikroskobik diizeyde gozlenebilen
genetik degisiklerdir. Kromozomal anormalliklerin ¢ogu hasar gdérmiis olan
kromozomlarin tamir edilememesi veya yanlis tamiri ya da mitoz veya mayozda
kutuplara go¢ sirasinda olugan anormalliklerden kaynaklanmaktadir. Epidemiyolojik
calismalarda, insanlarda kromozomal anormallik frekansindaki artis ile kanser
olusumu arasinda pozitif bir korelasyon oldugu belirlenmistir [Hagmar ve ark., 1998;

Jive ark, 2001; Bolognesi, 2003].
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Kromozomal degisimler ilk 1930’larda Karl Sax ve arkadaslar1 tarfindan
saptanmigtir. Hsu’nun hipotonik solusyon uygulamasi insan kromozomlarinin
kusursuz sekilde analiz edilmesini saglamistir. Ik kullanimi klinik teshis amactyla
olmustur. Birka¢ yil i¢inde, kromozomlardaki yapisal anomalilerin, iyonizan
radyasyona maruziyetin 6l¢iilmesinde, kisa siire sonra da kimyasallarin klastojenik
aktivitesini degerlendirmede kullanilmaya baslanmistir [Tucker ve Preston, 1996].
Kullanilan fiziksel ve kimyasal ajanlarin etkisine gore kromozom sayisinda ve
yapisinda degisimler meydana gelmektedir. Bunlar kromatid kirigi, kromozom kirigi,
fragment, disentrik kromozom, halka kromozom, kardes kromatidlerde birlesme,
translokasyon, inversiyon ve izokromozomlar gibi yapisal ve poliploidi gibi sayisal
kromozom anormallikleridir [Dean ve Danford, 1984; Natarajan, 2002; Mateuca ve
ark., 2006]. Kiiltire alinmis periferal kan lenfositlerinde kromozomal aberasyon
sikliklarinin  belirlenmesi mesleki ya da siliphelenilen genotoksik maddelere
maruziyeti ya da maruziyetin biyolojik etkilerini degerlendirmede en fazla kullanilan
yontemdir. Genetik hasarin boyutunu saptar [Forni, 1994; Sivikova ve Dianovsky

1999].

2.11.2. Kardes kromatid degisimi (KKD) testi

Kardes kromatid degisimi mutajenite ve karsinojenitenin saptanmasinda kullanilan
en etkili metotlardan biridir. Kardes kromatid degisimi, bir kromozomun iki
kromatidinin homolog bolgelerinde kromatidlerin kirilan parcalar1 yer degistirdikten
sonra yeniden birlesmesi sonucunda olusmaktadir [Carrono ve Natarajan, 1988]. Bir
kimyasalin KKD frekansinda artisa neden olmasi, onun replikasyon mekanizmasini
etkileyerek DNA hasar1 olusturabildiginin = gostergesidir. Klastojenlerin = ve
klastojenik aktivitenin belirlenmesinde KKD testi hassas bir metottur [Stanimirovic
ve ark., 2005]. KKD ilk kez McClintock tarafindan 1938’de kesfedilmis ve DNA
replikasyonunun semikonservatif (yar1 sakli) dublikasyonunu tanimlayan Taylor ve
arkadaslan tarafindan (1957) klasik deneyler kullanilarak gdsterilmistir [Raposo ve
ark., 2004]. Timidin analogu olan BrdU’nin, kardes kromatidler arasinda farkl
boyanmaya neden oldugunun belirlendigi 1970’li yillarda, KKD c¢alismalarinda

bliylik artis olmustur. Mitoz boliinme sirasinda olusan kardes kromatid
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degisimlerinin  frekansinda ~ meydana  gelen  artiglar,  genotoksisitenin
degerlendirilmesinde ve DNA hasarina neden olan ajanlarin erken biyolojik
etkilerinin belirlenmesinde olduk¢a yaygin bir sekilde kullanilan sitogenetik

belirleyicilerden biridir [Bolognesi, 2003].

2.11.3. Mikroniikleus (MN) testi

Mikroniikleuslar, spontan olarak ya da genotoksik maruziyete yanit olarak, asentrik
kromozomal fragmentlerin ya da biitiin kromozomlarin hiicre béliinmesi sirasinda
yavru cekirdek seklinde ana g¢ekirdek disinda kalmasindan olusmaktadir [Flack ve
ark., 1997]. Mitozun anafazinda sentrik elementler kutuplara ¢ekilirken, klastojenik
aktivite sonucu ortaya ¢ikmig asentrik elementler ve ig ipliklerine baglanamamis
kromozomlar kutuplara cekilmeyerek, hiicre bdliinmesi sonunda ayni sitoplazma
icinde, hiicre cekirdeginden ayr1 olarak membranla ¢evrili bir yap1 olustururlar

[Hogstedt, 1984; Fenech, 1993].

Mikrontikleus yontemi ilk olarak 1886 yilinda Howell’in anemik kedilerin kirmizi
kan hiicrelerinde gozlemesiyle ortaya g¢ikmistir. 1907°de Jolly mikroniikleusun
varligint dogrulamistir. Bu yiizden mikroniikleuslar Hematolojide Howell-Jolly
cisimleri olarak bilinirler [Anwar ve ark., 1994]. 1976 yilinda Countryman ve Heddle
insan lenfositlerinde mikroniikleus yontemini genotoksik hasarin belirlenmesi i¢in
metafaz analizine alternatif olarak Onermistir. Yontemin kabul gormesi yavas
olmustur, cilinkii degerlendirmeye alinan hiicrelerin boliinme gecirip gegirmedigini
saptamak giictlir. Mikroniikleus yoOnteminde sitokinezi durdurmak amaciyla
sitokalasin B (Cyt B) adli kimyasalin 1985’de Fenech ve Morley tarafindan
kullanilmasiyla ilk boliinmesini ge¢irmis mitotik hiicrelerin biniikleer goriintiilerinin
taninabilmesi bu zorlugun iistesinden gelinmesini saglamistir [Parry ve ark., 1997].
Mikroniikleuslar hem klastojenik hem de andjenik mekanizmalar sonucu
olusabilmektedir [Radack ve ark.,, 1995]. Giliniimiizde mikroniikleus metodu;
genotoksisite ve sitotoksisite caligmalarinda; kromozom kirigi, kromozom kaybu,
kromozomlarin farkli sekillenmesi (niikleoplasmik kopriiler), hiicre boliinmesinin

inhibe edilmesi, gen amplifikasyonu, nekrosis ve apoptosisin basit morfolojik
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Olciitler kullanilarak degerlendirilmesine yardimci olmaktadir [Fenech, 2000 ve

2006].

2.11.4. Comet testi

Tek hiicre jel elektroforez testi (SCGE) (comet testi), DNA hasarint ve tamirini
incelemede kullanilan hassas, glivenilir ve hizli bir metotur [Singh ve ark., 1988;
McKelvey-Martin ve ark., 1993; Fairbairn ve ark., 1995; Garry ve ark., 2003; Poletta
ve ark., 2008]. Bu metodun o6zelligi, kirillan DNA molekiillerinin, bir elektrik
alaninda, bozulmamis DNA molekiillerine nazaran daha hizli hareket etmelerine
dayanmaktadir. Hiicreler bir agaroz jele gomiilir ve daha sonra proteinleri
uzaklagtirmak i¢in lize edildiginde, kiigiik DNA molekiilleri, ana c¢ekirdegi geride
birakarak ileri dogru hareket eder. DNA, floresan bir boya (6rn, etidium bromiir,
propidium iodiir veya DAPI) ile boyanip, floresan bir mikroskop altinda
incelendiginde, gozlenen objeler, bas kisminda hasar gérmemis DNA ve kuyruk
kisminda kirkk DNA’lart tasiyan bir kuyruklu yildiza benzemektedir. ileriye
gidebilen DNA miktar1 ve go¢iin mesafesi, bu hiicrede bulunan DNA ipligindeki
kiriklarin sayist ile orantilidir. DNA hasar1 yiiksek olan hiicrelerde, kromozomal
DNA, hiicre ¢ekirdeginden anoda dogru biiyiik go¢ gostermektedir. Comet testinin
alkalin versiyonunda, DNA tek zincir kiriklari, alkali labile bolgeleri (apiirinik ve
apirimidinik bdlgeler), DNA-DNA/DNA-protein ¢apraz baglart ve c¢ikarmayla
yapilan tamirler sirasinda olusan tek zincir kiriklar1 ayirt edilmektedir. Burada, DNA
gdciinlin uzunlugu, hiicredeki DNA hasarim1 gdstermektedir [Singh ve ark., 1988].
Bu testin, diger genotoksisite testlerine nazaran Onemli avantajlari, ¢ok diisiik
diizeydeki DNA hasarlarin1 bile ayirt edebilmesi, her bir uygulamada az sayida
hiicreye ihtiya¢c gostermesi, degisik hiicre ve dokulara uygulaniyor olmasi, hizli
sonu¢ elde edilebilmesi ve hiicrelerdeki DNA kiriklarinin  gorsel olarak

belirlenmesidir [Olive ve ark., 1990; Fairbairn ve ark., 1995; Tice ve ark., 2000].
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2.12. Cesitli Materyal ve Deney Sistemleriyle Yapilan Genotoksik Arastirmalar

Gida katki maddelerinin genotoksik etkilerinin belirlenmesinde in vitro insan
periferal lenfositleri yaninda farkli test sistemleri de kullanilmaktadir. Baz1 gida katk1

maddeleri ile yapilan genotoksisite ¢alismalar1 asagidaki gibi 6zetlenebilir.

Kitano ve ark. (2002), potasyum sorbatin mutajenik etkisini askorbik asit ve Fe tuzu
varliginda AMES testini kullanarak incelemislerdir. Bu 1ii¢ madde beraber
kullanildiginda Salmonella typhimurium’un TA98 (S9 mix varliginda veya S9 mix
yoklugunda) ve TA100 (S9 mix varliginda) suslarinda mutajenik etkili olmadigi,
buna ragmen TA100 (S9 mix yoklugunda) susunda doza bagl bir mutajenik etki
gosterdigini belirtmiglerdir. Fakat bu maddeler ayr1 ayr1 kullanildiginda herhangi bir

mutajenik etki gostermedigini tespit etmislerdir [Kitano ve ark. 2002].

Ferrand ve ark. (2000), gidalarda koruyucu bir madde olarak kullanilan kalsiyum
sorbatin HeLa hiicreleri ve AMES ile yapilan genotoksisite caligmalar1 bu

maddenin mutajenik olmadigini gostermistir [Ferrand ve ark., 2000].

Akin ve Stimer (1991), gida katki maddesi olan sodyum nitritin mutajenik etkisini
AMES testini kullanarak sigan karaciger fraksiyonunun (S9) bulundugu ve
bulunmadigi ortamlarda incelemislerdir. Bu maddenin Salmonella typhimurium’un
TA1535 susu i¢in mutajen, TA100 susu i¢in zayif mutajen oldugu tespit etmislerdir
[Akin ve Siimer, 1991].

Miinzner ve ark. (1990), potasyum sorbat ve sodyum sorbatin genotoksik etkilerini,
Salmonella/mikrozom testi, Cin hamsteri ovaryum hiicrelerinde HGPRT
(hipoksantin guanin fosforibozil trasferaz) ve KKD, fare ve Cin hamsteri kemik iligi
hiicrelerinde MN ve Cin hamsterinde KA ve KKD test yontemleri kullanilarak tespit
edilmistir. Her iki maddenin de in vitro testlerde herhangi bir etki gdstermedigi
goriilmiistiir. Potasyum sorbatin taze hazirlanmis ve bekletilmis ¢ozeltileri in vivo

calismalarda herhangi bir etki gostermezken, sodyum sorbatin bekletilmis soliisyonu
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zayif klastojenik etki gostermistir. Bununla birlikte taze hazirlanmis sodyum sorbat

¢ozeltisi herhangi bir etki gostermemistir [Miinzner ve ark., 1990].

Basler ve ark. (1987) tarafindan, propionik asit ile yapilan bir calismada, bu
maddenin E. coli’de DNA tamir testleri disinda, SOS chromo testi,
Salmonella/mikrozom testi, in vitro kardes kromatid degisimi testi ve in vivo
mikroniikleus testinde negatif etki gosterdigini bildirmislerdir [Basler ve ark. 1987].
Ohara ve ark. (1988), propionik asitin 160 pg/petri konsantrasyonunda, AMES’de
mutasyon frekansini artirdigini belirtmislerdir [Ohara ve ark. 1988]. Surjan (1989),
bu maddenin Drosophila’da mitotik rekombinasyonlara neden oldugunu belirlemistir

[Surjan, 1989].

Ishidate ve ark. (1984), 190 sentetik, 52 dogal kaynakli olmak iizere toplam 242 tane
gida katki maddesinin genotoksik etkilerini, AMES ve in vitro Cin hamsteri
fibroblast hiicrelerinde KA testini kullanarak tespit etmeye calismislardir. Calisilan
katki maddelerinden 3 tanesinin sadece AMES testinde, 43 tanesinin sadece Cin
hamsteri fibroblast hiicrelerinde ve 11 tanesinin ise her iki test yonteminde de pozitif

etkili oldugu saptanmistir [Ishidate ve ark., 1984].

Gida katki maddeleri olarak kullanilan sodyum nitrit, sodyum nitrat, potasyum nitrit
ve potasyum nitratin genotoksik etkileri Drosophila melanogaster’de somatik
mutasyon ve rekombinasyon testi ile incelenmistir. Bu dort gida katki maddesinin 50,
75 ve 100 mM’lik dozlarinin genotoksik etkili oldugunu saptamislardir. Calismada
en ¢ok rastlanilan mutasyon tipinin small single spots tipi mutasyonlar oldugu ve doz
artisina bagli olarak mutasyon frekansinin arttigi agiklanmistir [Sarikaya ve Cakar,

2005].

Bir bagka calismada, sodyum propiyonat, kalsiyum propiyonat ve potasyum
propiyonatin genotoksik etkileri A. cepa kromozomlarinda incelenmistir. Bu
maddelerin 1000, 1500, 2000, 2500 ve 3000 pg/mL’lik konsantrasyonlar1 kok
uclarina 24, 48 ve 72 saat siire ile uygulamistir. Arastirict bu maddelerin {i¢iiniin de

mitotik indeksi onemli oranda diisiirdiigiinii, kromozomal anormallik frekansini da
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onemli oranda artirdigini belirlemistir. Bu maddelerin etkisiyle c-mitoz, anafaz
kopriileri, mikroniikleus, yapisiklik, kalgin kromozomlar ve kromozom kiriklarina

rastlanmistir [Tiirkoglu, 2008].

Borik asit, potasyum sorbat, sitrik asit ve sodyum sitratin genotoksik etkileri A. cepa
kok ucu hiicrelerinde incelenmistir. Bu maddelerin 20, 40, 60, 80 ve 100 pg/mL’lik
konsantrasyonlar1 kok ucglarma 5, 10 ve 20 saat siire ile uygulanmistir. Mitotik
indeksteki diisiis, genel olarak uygulanan maddenin konsantrasyonuna ve uygulama
siiresine bagli olarak gergeklesmistir. Anormallik frekanslari, uygulanan maddenin
dozu ve siiresi arttikga artis gOstermistir. Calismada uygulanan maddeler anafaz
kopriilerine, C-mitoza, mikrogekirdek olusumuna, geri kalmis kromozomlara,
yapisikliga, cesitli kiriklara ve esit olmayan dagilimlara neden olmustur [Tiirkoglu,

2007].

Jos ve ark. (2005), biitillendirilmis hidroksi anisoliin A. cepa’da biiyiime ve mitotik
indeks iizerine etkilerinin incelendigi bir ¢alismada da, bu maddenin 194 puM’lik
konsantrasyonunun 72 saatlik uygulamasinda A. cepa’nin gelisimini %50 oranda
azalttig1 ve 283 uM’lik konsantrasyonunun 48 saatlik uygulamasinda, mitotik indeksi

onemli diizeyde diisiirdiigii saptanmustir [Jos ve ark., 2005].

Macioszek ve Kononowicz (2004), quinoline sarisi ve brillant siyahinin Vicia faba
kék ucu hiicrelerinde uygulanan tim dozlarda (8,67; 86,7 ve 867 mg ml )
mikroniikleus frekansini kontrole gore istatistiksel olarak dnemli diizeyde artirdigini
ve mitotik indeksi Onemli oranda diisilirdiigiinii saptamislardir. Ayrica bu iki
maddenin, primer DNA hasarin1 6nemli oranda artirdigi comet teknigi kullanilarak

belirlenmistir [Macioszek ve Kononowicz, 2004].

Roychhoudhury ve Giri (1989) Fast green FCF, indigo karmin, oranj G, tartrazin ve
metanil sarisinin genotoksik etkilerini A. cepa kromozomlarinda incelemiglerdir.
Calismada kullanilan gida boyalarinin tamaminin poliploid hiicre olusumuna neden
oldugunu belirtmislerdir. Ayrica bu maddelerin yiiksek dozlarinin kromozom

kiriklarina ve mikroniikleus olusumuna neden oldugu belirlenmistir. Kullanilan bu
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maddelerin arasinda en fazla etkinin metanil saris1 ve Fast green FCF tarafindan

olusturuldugu gozlenmistir [Roychhoudhury ve Giri, 1989].

Njagi ve Gopalan (1982), Vicia faba kok ucu hiicrelerinde yapmis olduklar1 inceleme
sonucunda sodyum siilfitin doza bagli olarak mitotik indekste azalmaya, dozun
artmasina bagli olarak kromozomal anormalliklerde artisa sebep oldugunu
belirlemislerdir. Ayrica anafaz sathasinda koprii olusumunu indiikledigi ve interfaz
niikleusunda kromatin erozyonuna neden olduklarini saptamiglardir [Njagi ve

Gopalan, 1982].

Farombi ve Onyema (2006), gidalarda aroma arttiric1 olarak kullanilan monosodyum
glutamatin, ratlarda genotoksik etkilerini ve C vitamini, E vitamini ve quercetin’in
koruyucu roliinli arastirmiglardir. Monosodyum glutamat 4 mg/g dozda karaciger,
bobrek ve beyinde oksidatif hasara neden olmustur fakat C ve E vitaminleri ve
quercetin bu hasarin olusumunu inhibe etmislerdir. Yine bu madde kemik iliginde
mikroniikleus frekansini énemli diizeyde artirmis, fakat C vitamini ve quercetin bu
olusumu inhibe etmistir. E vitamini, monosodyum glutamatin etkisi sonucu olusan

genotoksik etkiyi inhibe edememistir [Farombi ve Onyema, 2006].

Kayraldiz (2005), gidalarda antimikrobiyal madde olarak kullanilan sodyum
metabisiilfitin sican kemik iligi hiicrelerinde in vivo genotoksik etkilerini
kromozom aberasyon testi ile arastirmistir. Sodyum metabisiilfitin intraperitonal
uygulamada anormal hiicre ylizdesini ve hiicre basina diisen anormallik sayisini
genel olarak tiim muamele siirelerinde (6, 12, 24 saat) ve konsantrasyonlarda
(250, 500, 750 ve 1000 mg/kg) kontrole gore Onemli Olgiide arttirdigini
saptamistir [Kayraldiz, 2005].

39 gida katki maddesinin genotoksik etkileri, 8 farkli fare organinda (mide, idrar
kesesi, beyin, karaciger, bobrek, akciger, kolon, kemik iligi) comet test yontemi ile
incelenmistir. Arastirmalar sonucunda, gida boyalarindan allura kirmizisi, new
coccine, tartrazin, erythrozin, filoksin ve rose bengal mide, kolon ve idrar kesesi

hiicrelerinde DNA hasarin1 doza bagl olarak artirdigi saptanmigtir. Ayrica gida
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boyalar1 disinda BHA (biitillendirilmis hidroksi anisol), BHT (biitillendirilmis
hidroksi toluen), bifenil, sodyum o-fenilfenol, thiabendazol, sodyum siklomat,
sakkarin, sodyum sakkarin ve siikraloz da gastrointestinal organlarda DNA hasarini

arttirdig1 agiklanmustir [Sasaki ve ark., 2002].

Mukherjee ve Chakrabarti (1997), tatlandirict olarak kullanilan acesulfame-K’nin
fare kemik iligi hiicrelerinde 15, 30, 60, 450, 1500 and 2250 mg/kg dozlarda, doza
bagl olarak klastojenik etkide Onemli bir artisa sebep oldugunu bildirmislerdir
[Mukherjee ve Chakrabarti, 1997]. Lu ve ark. (1998), gidada renklendirici olarak
kullanilan titanyum dioksidin 0, 1, 2 ve 5 uM dozlarinin etkilerini Cin hamsteri
ovaryum hiicrelerinde KKD ve MN testleri ile incelemislerdir. Arastiricilar bu
maddenin KKD ve MN frekanslarin1 6nemli diizeyde arttirdigini gozlemlemislerdir

[Lu ve ark., 1998].

Mukherjee ve ark. (1992), ester gummn 50, 100 ve 150 mg/kg’lik
konsantrasyonlarinda genotoksik ve klastojenik etkilerini in vivo olarak farede
kromozom anormalligi ve kardes kromatid degisimi test yontemlerini kullanarak
incelemislerdir. Sonug olarak arastiricilar, ester gumin zayif klastojenik etkili bir

madde oldugunu saptamiglardir [Mukherjee ve ark, 1992].

Schlatter ve ark. (1992), sodyum sorbatin ¢in hamsteri V79 hiicrelerinde 2.5
mg/ml’lik konsantrasyonda mitoz boliinmeyi durdurdugunu tespit etmislerdir.

[Schlatter ve ark., 1992].

Sodyum nitritin mutajenik etkileri in vivo ve in vitro test yontemleriyle
aragtirllmistir. In vivo deneylerde, sodyum nitritin 1,72; 5,18; 15,55 ve 46,66
mg/kg’lik dozlar1 uygulanan canlilarin tamaminda (rat, fare ve tavsan) kromozom
anormalligi frekansin1t Onemli oranda arttirdigi, ayrica farede mikroniikleus
olusumunu da 6nemli oranda indiikledigi belirlenmistir. In vitro testler, BSC-1 ve
HeLa hiicrelerinde sodyum nitritin 265 ve 530 upg/ml’lik dozlar1 kullanilarak
yapilmustir. In vitro ¢alismalarda da bu maddenin kromozom anormalligi frekansini

onemli oranda arttirdig1 saptanmistir [Luca ve ark., 1987].
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Hasegawa ve ark. (1984), sorbik asit, sodyum sorbat ve potasyum sorbati, Cin
hamsteri V79 hiicrelerinde kardes kromatid degisimi, kromozom anormalligi ve
GT6 direngli mutasyonlarda incelemiglerdir. Elde edilen sonuglara gore, sodyum
sorbatin KKD, KA ve GT6 direncli mutasyonlarda artisa, sorbik asit ve potasyum
sorbatin ise en yliksek dozlarda (1000 ve 2000 pg/ml) anormalliklere sebep oldugu
aciklanmistir. Ayrica arastiricilar sodyum sorbatin potasyum sorbat ve sorbik asite
oranla daha fazla klastojenik etkili bir madde oldugunu saptamislardir [Hasegawa ve

ark., 1984].

Gida katki maddesi olarak kullanilan potasyum bromatin in vitro genotoksik etkisi,
insan limfoblastoid TK6 hiicrelerinde comet, mikroniikleus ve timidin kinaz (TK)
gen mutasyon testleri kullanilarak incelenmistir. Sonug olarak arastiricilar, 4 saatlik
uygulama sonucunda, alkali ve notral comet testlerinde bu maddenin DNA’da tek ve
cift zincir kiriklarina sebep oldugunu, ayrica mikroniikleus olusumunu ve TK

mutasyonlarini doza bagl olarak artirdigini saptamiglardir [Luan ve ark., 2007].
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Kromozom incelemesi icin materyal

Bu aragtirmada sodyum benzoat ve potasyum benzoatin genotoksik etkilerini
incelemek amaciyla insan periferal kanindan elde edilen lenfositler kullanilmistir.
Kan, sigara, alkol ve ila¢ kullanmayan, herhangi bir hastaligi saptanmamis ve
genotoksik ajanlara maruz kalma 6ykiisii olmayan 25 yasinda bir bayan ve bir erkek

donodrden temin edilmistir.

3.1.2. Test materyali

Sodyum Benzoat

Bu arastirmada kullanilan gida katki maddelerden biri sodyum benzoattir
Yapisal Formiili : Sekil 3.1.°de verilmistir.

Kimyasal Formiilii : CcHsCO,Na (C;HsNaO,)

Molekiil Agirhig : 144,11 g/mol

GoOriiniis : Kristal, beyaz, kati
Erime Noktas1 : 330.6°C
Kaynama Noktas1  :464.9°C
CAS NO :532-32-1

@) O"Na*

Sekil 3.1. Sodyum benzoatin yapisal formiilii
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Potasyum Benzoat

Bu arastirmada kullanilan diger gida katki maddesi potasyum benzoattir.
Yapisal Formiilu : Sekil 3.2.°de verilmistir.

Kimyasal Formiili : C¢HsCOOK (CgHsKO,)

Molekiil Agirligi : 160.21

Gorliniis : Kristal, beyaz, kati
Erime Noktasi :330.6°C
Kaynama Noktas1  :464.9°C
CAS NO : 582-25-2
O
O K

Sekil 3.2. Potasyum Benzoatin yapisal formiilii

3.2. Metot

3.2.1. Preparatlarin hazirlanmasi

Kromozom anormallikleri (KA) ve kardes kromatid degisimi (KKD) testi icin

preparatlarin hazirlanmasi

Her iki gida katki maddesi ile yapilan ¢aligmalarda, hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasi
amaciyla, 1/10 oraninda heparinize edilmis periferik kanin 0,2 ml’si (6 damla) steril
sartlarda 2,5 ml’lik besi ortamina (Chromosome Medium B) ekilmistir. Daha 6nce
sartorius membran filtre ile steril edilerek hazirlanan BrdU (5-Bromo-2-
deoksiiiridin=Bromodeoksiiiridin) ¢6zeltisinden her tiipe 10 pg/ml olacak sekilde
ilave edilmis ve tiipler alt iist edilerek karigmalar1 saglanmistir. Ardindan kiiltiir

tiipleri 37°C’deki inkiibatérde 72 saat inkiibasyona alinmistir.
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Kiiltiir siiresinin baslangicindan 24 ve 48 saat sonra sodyum benzoatin 6,25 ; 12,5 ;
25 ; 50 ve 100 pg/ml’lik, potasyum benzoatin 62,5 ; 125 ; 250 ; 500 ve 1000
pg/ml’lik dozlar ilave edilmistir. Ayrica her iki kimyasal i¢cin bir kontrol ve bir
pozitif kontrol (MMC, 0,20 pg/mL) kullanilmigtir. Kiiltiir siiresi bitiminden 2 saat
once (kiiltiirin 70. saatinde) her tiipe steril saf su icinde hazirlanmis kolkisin
cozeltisinden 0,06 pg/mL olacak sekilde eklenmistir. Bu sekilde hiicreler 2 saat

boyunca 37 C’deki inkiibatdrde kolkisin ile 6n isleme tabi tutulmustur.

Kiiltiir siiresi bitiminde tlipler 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve iistte kalan
stv1 (slipernatant) uzaklastirllmistir. Tiipilin dibindeki lenfositleri i¢ceren 0,5-0,7 ml’lik
kisim otomatik karigtirict yardimiyla iyice karistirilarak, hiicrelerin kalan sivi i¢cinde
homojen olarak dagilmasi saglanmistir. Ardindan bu tiiplere, 0,075M KCI hipotonik
cOzeltisinden, otomatik karistiricida damla damla (5’er ml) ilave edilerek 30-60
saniye karismalari saglannus, daha sonra tiipler tekrar kapatilarak, 37'C’deki etiivde
30 dakika bekletilmistir. Bu siire sonunda tiipler 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilmis ve siipernatant atildiktan sonra, tiiplere 3:1 metanol:asetik asitten olusan
soguk fiksatif otomatik karistiricida 5’er ml yavas yavas eklenmistir. Ilk fiksatifin
eklenmesinden sonra tiipler 1 saat siireyle +4°C’de buzdolabinda bekletilmistir.
Fiksatifle yikama islemi iki kez daha tekrarlanarak tiipte kalan sivinin tamamen
berraklagsmasi saglanmistir. Tiipler her yikama isleminden sonra santrifiij edilmis,
son fiksatifle muamele sonunda dipte 0,5-0,7 ml kalacak sekilde siipernatant
atilmistir. Tiipiin dibinde kalan s1v1, pipetaj yapilarak i¢indeki hiicreler homojen hale
getirilmistir. Daha sonra bu siispansiyon, onceden IN HNOs; (Nitrik Asit)’te
bekletilerek temizlenmis ve % 70’lik etil alkolde buzdolabinda bekletilen lamlar
tizerine, 15-20 cm yiikseklikten, farkli alanlara birer damla damlatilarak yayilmasi
saglanmistir. Hazirlanan preparatlar kurumak {tizere 24 saat oda sicakliginda

bekletilmistir [Jonasson, 1986].
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Mikroniikleus (MN) testi icin preparatlarin hazirlanmasi

Mikrontikleus testi i¢in insan periferal lenfosit kiiltiirlerinin hazirlanmasi1 amaciyla,
alian periferik kanin 0,2 ml’si (6 damla) steril sartlarda 2,5 ml’lik besi ortamina
(Chromosome Medium B) ekilmistir. Bu tiipler 37°C’deki etiive yerlestirilmistir.
Kiiltiir baglangicindan 24 saat sonra, sodyum benzoatin 6,25; 12,5; 25; 50 ve 100
ng/ml’lik, potasyum benzoatin 62,5; 125; 250; 500 ve 1000 pg/ml’lik dozlar

ekilmigtir.

Hiicrelerin sitokinezini engellemek amaciyla tim tiiplere 44. saatte 5,2 pg/mL
sitokalasin-B eklenmistir. Kiiltiir siiresi doldugunda tiipler, 10 dakika boyunca 1000
rpm’de santrifiij edilmis, ardindan istte kalan siipernatant atilmistir. Geriye kalan
0,5-0,7 ml’lik kisim otomatik karistirici yardimiyla homojenize edildikten sonra,
tiplere 0,075 M KCl ¢ozeltisinden Sml damla damla otomatik karistirict iizerinde
karistirillarak ilave edilmis ve sonra buzdolabinda 5 dakika bekletilmistir. Tiipler
etlivden ¢ikarilarak, 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip siipernatant atildiktan
sonra, tiiplere, 5’er ml 3:1 metanol:asetik asitten olusan soguk fiksatiften ilave
edilmis ve buzdolabinda 15 dakika bekletilmistir. Fiksasyon islemi 3 kez uygulanmis
ve tlipler her fiksatiften sonra 5 dk buzdolabinda bekletilmistir. 3. fiksatifte %1 lik
formaldehit ilave edilmistir. Son santrifiij isleminden sonra tiiplerdeki siipernatant
atilmig, geriye kalan hiicre siispansiyonu pipetle yavasga homojenize edilmistir.
Onceden 1IN HNO; (Nitrik asit)’de temizlenmis ve %70’lik etil alkolde buzdolabinda
bekletilen nemli lamlar {izerine 15-20 cm yiikseklikten farkli alanlara birer damla
damlatilarak siispansiyonun yayilmasi saglanmistir. Preparatlar, kurumasi icin 24

saat oda sicakliginda birakilmistir.

3.2.2. Preparatlarin boyanmasi

Mitotik indeks, kromozomal anormallikler ve mikroniikleuslarin goézlenmesi
amaciyla hazirlanmis olan preparatlar % 5’lik Giemsa boyasinda 15-20 dakika
homojen olarak boyanmistir. Bir kromozomdaki kardes kromatidlerin farkl

boyanmasini saglamak i¢in floresan+Giemsa boyama yapilmig, bu amagla Speit ve
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Haupter’in gelistirdikleri metot modifiye edilerek kullanilmistir [Speit ve Haupter,
1985]. Bu uygulamaya gore bir giin boyunca kurutulan preparatlar diiz bir tepsiye
konularak iizerleri ince bir tabaka halinde fosfat tamponu (pH 6.8) ile kapatilmustir.
Preparatlar, 15 cm yiikseklikten, 254 nm dalga boyunda 1s1k yayabilen UV lambasi
ile karanlik ortamda 13 dakika igimnlanmistir. Isinlama bitiminin ardindan preparatlar,
onceden 60 °C sicakliga getirilen 2xSSC (Sodyum Kkloriir+Tri-Sodyum sitrat)
soliisyonunda 1 saat inkiibe edilmistir. Son olarak preparatlar, fosfat tamponu ile

hazirlanan % 5’lik Giemsa ile (pH 6.8) 20 dakika boyanmustir.

Boyama siiresinin dolmasindan sonra, her iki yontemde de boyadan c¢ikarilan
preparatlar, fazla boyanin akmasi i¢in saf sudan gegirilerek yikanmis ve dik bir
sekilde kurumaya birakilmistir. Daha sonra preparatlara DPX damlatilip lamelle
kapatilarak daimi hale getirilmis ve kurumaya birakildiktan sonra mikroskobik

incelemeye alinmistir.

3.2.3. Kromozom anormalliklerinin (KA) saptanmasi

Kromozomal anormalliklerin belirlenmesi i¢in her bir uygulama grubunda, kadin ve
erkek bireye ait preparatlarda kromozomlar1 iyi dagilmis olan 100’er metafaz
(toplam 200 metafaz) incelenmistir. incelenen toplam hiicre sayisi i¢indeki anormal
hiicrelerin  ylizdesi ve hiicre bagina diisen kromozom anormalligi sayisi

belirlenmistir.

3.2.4. Kardes kromatid degisiminin (KKD) saptanmasi

Kardes kromatid degisimi sayisi, her bir gida katki maddesi icin, kadin ve erkek
bireylere ait preparatlarin her birisinden mitoz 2 (M2) safhasindaki 25 hiicrede
(toplam 50 hiicrede) saptanmistir. Kardes kromatid degisimi sayisi, bir kromozomun
actk boyanmis kromatidindeki koyu boyanmis parcalarin veya koyu boyanmis
kromatidindeki agik boyanmis parcalarin sayilmasiyla, olusan kirilma sayisina gore

birli, ikili, Giglii vb. degisimler olarak degerlendirilmistir.
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3.2.5. Mitotik indeks (M) ve replikasyon indeksinin (RI) saptanmasi

Mitotik indeksin tespit edilmesi amaciyla biitiin uygulamalar i¢in kadin ve erkek
bireye ait preparatlarin her birinden 1000’er hiicre olmak {izere toplam 2000 hiicre
incelenmistir. Bu hiicreler iginde metafaz evresindeki hiicre sayisinin toplam hiicre
sayisina orant, yiizde cinsinden hesaplanmistir. Replikasyon indeksini hesaplamak
amaciyla erkek ve disi i¢in hazirlanan KKD preparatlarinin her birinden 100’er
hiicre, toplamda 200 hiicre incelenmistir. Incelenen hiicreler arasinda birinci (M1),
ikinci (M2) ve ligiincii (M3) metafaz evresindeki hiicreler sayilmis ve replikasyon
indeksi Ri=1x(M1)+2x(M2)+3x(M3)/N (N=incelenen toplam hiicre sayis1) formiilii
yardimiyla hesaplanmistir [Gomez-Arroya ve ark, 2000].

3.2.6. Mikroniikleuslarin (MN) saptanmasi

Bu caligmada erkek ve disi bireye ait her bir preparattan 1000 tane, toplam 2000 tane
iki ¢ekirdekli hiicre, mikroniikleus icerip igermedigi yoniinden incelenmistir.
Mikroniikleus igeren hiicreler 1 mikroniiklueslu, 2 mikroniikleuslu, 3 mikroniikleuslu
olmak flizere sayillmis ve 1x(IMN)+2x(2MN)+3x(3MN+4MN)/N (N incelenen
toplam hiicre sayis1) formiilii kullanilarak hiicre basina diisen MN sayis1 (MN/hiicre)

belirlenmistir.
3.2.7. Niikleer béliinme indeksinin (NBI) saptanmasi

Niikleer boliinme indeksi belirlenirken her bir uygulama grubunda (her bir bayan ve
erkekten 500 adet) toplam 1000 hiicre degerlendirilmistir. Hiicreler 1 cekirdekli
(IN), 2 cekirdekli (2N), 3 ¢ekirdekli (3N) ve 4 cekirdekli (4N) hiicreler seklinde
sayllmis niikleer boliinme indeksi 1x(IN)+2x(2N)+3x(3N+4N)/n (n incelenen
toplam hiicre sayisi) formiiliinden yararlanilarak hesaplanmistir [Holland ve ark.,

2002; Fimognari ve ark., 2005].

3.2.8. Comet testi

Calismamizda iki farkli gida katki maddesinin insan periferal lenfositlerinde

meydana getirdigi DNA hasar1, comet testi ile aragtiritlmistir. Bu test tekniginde her
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iki gida katki maddesi i¢in alinan periferik kanin 100 pl’si, 6nceden PBS konulan
epondorflara eklenmistir. Kan ve PBS siispanse edilmis ve buz dolu kap igerisinde 10
dakika bekletilmistir. Kan ve PBS karisimlarina 100’er pl lenfosit izolasyon
soliisyonu (Biocoll) ilave edilmis ve 1060 rpm de 3 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonras1 epondorflarin igerisinde eritrositlerin {lizerinde olusan seffaf
katmanin 100 pl’si alinarak ayri ependorflara aktarilmistir. Daha sonra stok haline
getirilmis izole lenfositlerin 100’er pl’si kullanilacak her bir doz igin ayri
epondorflara alinmistir. Lenfositler, 100’er pl test maddesinin ¢esitli dozlari ile
(sodyum benzoatin 6,25; 12,5; 25; 50 ve 100 pg/mL’lik ve potasyum benzoatin 62,5;
125; 250; 500 ve 1000 pg/mL’lik, pozitif kontroliin 0,30 pg/mL’lik dozlar1) siispanse
edilmis ve 37 °C’de 1 saat inkiibasyona almmustir. izole edilen lenfositlerde, trypan

blue ile hiicrelerin canliliklarinin > % 97 oldugu tespit edilmistir.

Inkiibasyon siiresinin bitiminde epondorflar 3000 rpm’de 5 dak. santrifiij edildikten
sonra siipernatant kismi atilarak her bir doz i¢in 100’er pl PBS ile resiispanse
edilmigstir. Erime 1s1s1 diisiik agardan 100 pl alinarak, lenfositle karistirilmis ve
onceden erime 1sis1 ylksek agar ile kaplanan lamlar iizerine yayilmis ve {izeri
24X60mm’lik lamelle kapatilmistir. Bu sekilde kapatilan preperatlar kapali kutu
icerisinde 20-25 dak. buzdolabinda bekletilmistir. Daha sonra lam iizerindeki
lameller kaldirilmis ve igerisinde lysing solliisyonu bulunan sale igerisine
yerlestirilmistir. Bu sekilde buzdolabinda en az 1 saat bekleyen preparatlar saleden
cikarilarak elektroforez tamponu bulunan tankin igerisine yerlestirilmistir. DNA
sarmalinin ¢oziilmesi i¢in 20 dak. bekletildikten sonra 25 V, 300 mA’da 20 dak.
elektroforez yapilmistir. Bu islemden sonra lamlar nétralizasyon tamponunda (0.4 M
Tris, pH=7.5) 5’er dak. toplam 3 kez uygulanmustir. Islemlerin sonunda her bir lama
50 ul EtBr damlatilarak {izerine lamel kapatilmistir. Boyanan preperatlar 15-20 dak.
buzdolabinda bekletilmistir. Her bir konsantrasyon i¢in 200 hiicrede (100 hiicre
erkekten 100 hiicre bayandan) floresan mikroskopta “Comet Assay IV”, Perceptive
Instruments Ltd., UK analiz sistemi kullanilarak incelenmistir. Hiicrelerin hasar

dereceleri % kuyruk yogunlugu ve kuyruk uzunlugu cinsinden degerlendirilmistir.
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3.2.9. istatistiksel analizler

Bu c¢aligmada, mitotik indeks, replikasyon indeksi, KKD/Hiicre sayisi, anormal hiicre
frekansi1, KA/Hiicre sayisi, MN/Hiicre sayisi, niikleer boliinme indeksi ve % kuyruk
yogunlugu ve kuyruk uzunlugu i¢in doz-etki iliskisini ortaya koymak amaciyla
SPSS 13.0 bilgisayar programiyla regresyon analizi uygulanmistir. Uygulama ve
kontrol gruplarindan elde edilen mitotik indeks (MI), replikasyon indeksi (RI),
anormal hiicre frekansi, hiicre basina diisen kromozom anormalligi ve mikroniikleus
frekans1 sonuclar1 z-testi ile, kardes kromatid degisimi ve comet testi sonuglar1 t-testi

ile analiz edilmistir.



32

4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1.Sodyum Benzoat Uygulamasi

Sodyum benzoat uygulamasi ile insan lenfosit kiiltiirlerinde alt1 tip yapisal, bir tip de
sayisal olmak iizere toplam yedi tip anormallige rastlanmistir. Bunlardan yapisal
anormallikler kromatid (%68) ve kromozom kiriklar1 (%18), kardes kromatidlerde
birlesme (%2,2), kromatid degisimi (%5,3), fragment (%1,4) ve disentrik
kromozomlar (%4,9)’dir. Sayisal anormallik ise poliploidi (%0,2)’dir (Cizelge 4.1,
Resim 4.1). Yapilan analizler, anormal hiicre yiizdesinin ve hiicre bagina diisen
anormalliklerin kontrole gore tiim uygulamalarda istatistiksel olarak anlamli oranda
arttigin1 ve bu artisin doza baglhi oldugunu gostermistir (24 saatlik uygulamada

r=0,99, 48 saatlik uygulamada r=0,97) (Cizelge 4.1, Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).

Cizelge 4.1. Sodyum benzoat uygulamasi ile insan periferal lenfositlerinde olusan
kromozomal anormallikler ve frekanslar1

Test Uygulama Anormallikler
maddesi Yapisal Sayisal Anormal hiicre KA/Hiicre
Sire Doz  kik kzk  kd  f  kkb  ds o +SH (%) +SH
(Saat) pg/ml
Kontrol 24 0,00 4 - - - - - - 2,00+0,10 0,020+0,001
MMC 24 0,20 44 14 7 2 1 5 - 32,00+3,29 0,365+0,034
S.benzoat 24 6,25 11 1 1 - - 1 - 7,00+1,80%* 0,070+0,018%*
12,5 13 4 1 - - 1 - 9,50+2,07** 0,095+0,020%*
25 19 2 1 - - 1 - 11,504£2,25%%%  0,11540,022%**
50 19 4 - 1 2 2 - 12,00£2,29%** 0,140+0,024%**
100 28 10 - 1 3 3 - 21,5042,90%%*  0,22540,029%**
MMC 48 0,20 90 36 20 2 2 7 - 57,50+3,49 0,785+0,029
S.benzoat 48 6,25 17 3 - 2 - - 1 10,5042,16%*%*  0,11540,022%**
12,5 19 2 - - - - - 10,00£2,12%** 0,105+0,021***
25 23 4 - - 1 2 - 13,004£2,37*%%*%  0,1454+0,024***
50 48 9 - - 2 2 - 27,00£3,13%%*  0,30540,032%***
100 60 18 - - 1 4 - 36,50+3,40%** 0,415+0,034%**
KA (%) %68 %18 %53 %14 %22 %49 %02

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

*  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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diisen kromozomal anormallik frekansi
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Resim 4.1. Sodyum benzoatla ile muamele edilen insan lenfositlerinde gozlenen
kromozom anormallikleri a) kromatid kirig1 b) kromozom kirigi c)
kromatid degisimi d) fragment e) kardes kromatidlerde birlesme f)

disentrik kromozom g) poliploidi
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Resim 4.1. (Devam) Sodyum benzoate ile muamele edilen insan lenfositlerinde
gozlenen kromozom anormallikleri a) kromatid kirigir b) kromozom
kirigr c¢) kromatid degisimi d) fragment e) kardes kromatidlerde
birlesme f) disentrik kromozom g) poliploidi
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(Devam) Sodyum benzoate ile muamele edilen insan lenfositlerinde
gozlenen kromozom anormallikleri a) kromatid kirigr b) kromozom
kirigr c) kromatid degisimi d) fragment e) kardes kromatidlerde
birlesme f) disentrik kromozom g) poliploidi
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(2

Resim 4.1. (Devam) Sodyum benzoate ile muamele edilen insan lenfositlerinde
gozlenen kromozom anormallikleri a) kromatid kirigi b) kromozom
king1 c¢) kromatid degisimi d) fragment e) kardes kromatidlerde
birlesme f) disentrik kromozom g) poliploidi

Sodyum benzoat uygulamasi sonucunda, tiim siire ve dozlarda, kardes kromatid
degisimi frekansi kontrole gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis gostermis
olup, bu artis doza bagli olarak gerceklesmistir (24 saatlik uygulamada r=0,95, 48
saatlik uygulamada r=0,94) (Cizelge 4.2, Sekil 4.3, Resim 4.2). Sodyum benzoat ile
muamele edilen hiicrelerde minimum 1 ve maksimum 17 arasinda kardes kromatid
degisimi gozlenmistir. Bu uygulamada, mitotik indeks, 24 saatlik siirede, en diisiik
doz disinda diger tiim siirelerde ve konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlaml
diisiis gostermis olup, bu diisiis doza bagli olarak gerceklesmistir. (24 saatlik
uygulamada r=0,97, 48 saatlik uygulamada r=0,89) (Cizelge 4.2, Sekil 4.4). Yapilan
calismalarda sodyum benzoatin replikasyon indeksini etkilemedigi belirlenmistir

(Cizelge 4.2.).
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Cizelge 4.2. Sodyum benzoatin insan lenfositlerinde KKD, Ri ve Mi frekanslari
lizerine etkisi

Uygulama ) )
Test Siire Doz Min-max KKD/hiicre = SH M, M, M; RI+ SH MI + SH
maddesi KKD
(saat) (pg/ml)
Kontrol 24 0,00 0-6 3,28+0,27 43 54 103 2,30+0,05 7,55+0,59
MMC 240,20 10-75 34,42 £2,67 44 70 86 2,2120,05  4,35+0,45
S. benzoat 24 6,25 2-8 4,34+ 0,22+ 35 60 105 2,35+0,05 6,20+0,53
12,5 2-12 5,58 £ 0,28+ 40 48 112 2,36+0,05 5,95+0,52*
25 1-13 5,78+ 0,33+ 41 48 111 2,35+0,05  5,80+0,52*
50 2-14 7,34+ 0,38+ 39 58 103 2,32+0,05 5,70+0,51*
100 3-16 8,46 + 0,40+ 37 54 109 2,36+0,05 5,00+0,48%**
MMC 48 0,20 48-115 84,02 £ 2,37 74 45 81 2,03+0,05  3,75+0,42
S. benzoat 48 6,25 2-10 5,50 +0,32+ 33 53 114 2,40+0,05 5,45+0,50**
12,5 2-12 6,10+ 0,33+ 43 47 110 2,3330,05  5,004+0,48%%*
25 2-14 6,94 + 0,39+ 35 46 119 2,42+0,05 4,80+0,47***
50 3-16 8,26 + 0,47+ 43 57 100 2,28+0,05 4,60+£0,46%**
100 3-17 8,96 + 0,53+ 54 67 79 2,1240,05  4,30+0,45%**
+  Kontrole gore p< 0,05 diizeyinde anlamli (t testi)
*  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)
B 24 Saat B 48 Saat
90
801
_
§ 707
o 007
2 50
= 407
2 301
o
207
107
0 ‘
Kontrol MMC 625 12,5 25 50 100
Dozlar

Sekil 4.3.

Sodyum benzoat ile muamele edilmis insan lenfositlerindeki kardes
kromatid degisim frekansi
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B 24 saat
@ 48 saat

Mitotik indeks (%)
o =~ N W »h O O N

Kontrol MMC 6,25 12,5 25 50 100
Dozlar

Sekil 4.4. Sodyum benzoat ile muamele edilmis insan lenfositlerindeki mitotik
indeks frekansi

Resim 4.2. Sodyum benzoat ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
gbzlenen kardes kromatid degisimleri

Sodyum benzoat uygulamasiyla, mikroniikleus tasiyan binukleat hiicrelerin
frekansinda da artiglar meydana gelmistir. Bu artig, kontrole gore, 6,25 pg/ml ve 12,5
nug/ml harig, tim uygulamalarda istatiksel olarak anlamli diizeyde olup, doza bagl
olarak gerceklesmistir (r=0,97) (Cizelge 4.3, Sekil 4.5). Sodyum benzoat ile

muamele edilmis insan lenfositlerinde bir, iki ve {ic mikrogekirdekli biniikleatlara
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rastlanmistir (Resim 4.3). Sodyum benzoat uygulamasinin niikleer béliinme indeksi

tizerine herhangi bir etkisinin olmadig: tespit edilmistir (Cizelge 4.3)

Cizelge 4.3. Sodyum benzoatin insan lenfositlerinde mikroniikleus frekanslar1 ve
niikleer boliinme indeksi tizerine etkisi

Uygulama Sayilan BN hiicreler iginde Niikleer Boliinme
Test maddesi Siire Doz  biniikleat . . MN + SH Indeksi + SH
. mikroniikleus frekanslar
X il hiicre (%) (NBI)
(saat)  (ug/ml) say1s1 (1) 2) 3)
Kontrol 48 0,00 2000 1 - - 0,05+0,05 1,42+0,37
MMC 48 0,10 2000 76 4 2 4,50+0,46 1,17+0,34
Sodyum Benzoat 48 6,25 2000 2 - - 0,10+0,07 1,28+0,35
12,5 2000 6 - - 0,30+0,12 1,40+0,37
25 2000 8 - - 0,40+0,14* 1,39+0,37
50 2000 8 1 - 0,50+0,15%* 1,37+0,36
100 2000 17 2 1 1,20-£0,24%** 1,35+0,36

*  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)

5
4
g2
1
o
Kontrol MMC 6,25 12,5 25 50 100
Dozar

Sekil 4.5. Sodyum benzoat ile muamele edilmis insan lenfositlerindeki mikroniikleus
frekansi
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(a) (b)

(©)

Resim 4.3. Sodyum benzoat ile muamele edilen insan lenfositlerinde gozlenen
mikroniikleuslu binukleat hiicreler a) bir mikroniikleuslu biniikleat b) iki
mikroniikleuslu biniikleat c) {i¢ mikroniikleuslu biniikleat

Sodyum benzoat ile yapilan comet testi sonuglarina gore, kuyruk yogunlugu 50
png/mL’lik doz hari¢ diger tim dozlarda kontrole gore istatiksel olarak anlamli
bigimde artig gostermistir. Kuyruk uzunlugunda ise 6,25 pg/mL’lik doz hari¢ diger
tim dozlarda kontrole gore artis gozlenmis olup, istatiksel olarak sadece 25
png/mL’lik dozda anlamli diizeyde artis belirlenmistir (Cizelge 4.4, Resim 4.4, Sekil
4.6).
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Cizelge 4.4. Sodyum benzoat ile 1 saat uygulama sonucunda insan lenfositlerinde

olusan DNA hasar1
Test Maddesi Doz Kuyruk yogunlugu Kuyruk uzunlugu
(ng/ml) (%) (um)
Kontrol 0,00 2,74+ 0,21 51,42 +£0,95
H,0, 0,30 20,04+1,65 59,17+ 1,19
Sodyum Benzoat 6,25 5,44 + 0,86%* 51,13+ 0,98
12,5 5,50 + 0,88* 51,90 + 0,98
25 7,62 + 1,24* 57,81 +£1,41%*
50 3,73+ 0,66 52,21 +1,10
100 5,07+ 0,71* 51,78 + 1,31

*Kontrole gore p< 0,05 diizeyinde anlamli (t testi)

(a) (b)
() (d)
Resim 4.4. Sodyum benzoat ile muamele edilen izole insan lenfositlerinde olusan

DNA hasarlarinin comet testi ile goriinimii a) hasarsiz DNA b) az
hasarlit DNA c¢) orta hasarli DNA d) ¢ok hasarli DNA
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70
60

50

40+
30
20+

& Kuyruk Yogdunlugu (%)

@ Kuyruk Uzunlugu (%)

10+

Kontrol H202 625 125 25 50 100

Dozlar

Sekil 4.6. Sodyum benzoat ile muamele edilmis insan lenfositlerinde olusan comet
kuyruk yogunlugu ve kuyruk uzunlugu

4.2.Potasyum Benzoat Uygulamasi

Potasyum benzoat uygulamasi ile insan lenfosit kiiltiirlerinde alt1 tip yapisal, bir tip
de sayisal olmak iizere toplam yedi tip anormalligin olustugu saptanmistir. Bunlardan
yapisal anormallikler kromatid (%58) ve kromozom kiriklart (%28), kardes
kromatidlerde birlesme (%1,7), kromatid degisimi (%4.2), fragment (%2) ve
disentrik kromozomlar (%6)’dir. Sayisal anormallik ise poliploidi (%1)’dir (Cizelge
4.5, Resim 4.5). Bu anormalliklerden en sik rastlanilanlar1 kromatid ve kromozom
kiriklandir. Yapilan analizler sonucunda, potasyum benzoat 24 saatlik uygulamanin
62,5 pg/mL’lik konsantrasyon haricinde, tiim uygulama siireleri ve
konsantrasyonlarinda anormallik frekansinda kontrole gore istatiksel olarak anlamli
oranda artisa neden oldugu ve bu artisin doza bagh oldugu belirlenmistir (24 saatlik
uygulamada r=0,97, 48 saatlik uygulamada r=0,97). Hiicre basina diisen anormallik
orani tiim uygulamalarda istatiksel olarak anlamli oranda artmistir (Cizelge 4.5, Sekil

4.7, Sekil 4.8).
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Cizelge 4.5. Potasyum benzoat uygulamasi ile insan periferal lenfositlerinde olusan
kromozomal anormallikler ve frekanslar

Test Uygulama Anormallikler
maddesi Yapisal Sayisal Anormal hiicre KA/Hiicre
Sire Doz  ktk kzk kd  f kkb  ds P + SH (%) +SH
(Saat) pg/ml
Kontrol 24 0,00 2 4 - - - - - 3,00+1,20 0,030+0,01
MMC 24 0,20 52 29 8 2 2 5 - 40,00+3,46 0,490+0,03
P.benzoat 24 62,5 11 4 - - - 1 - 6,50+1,74 0,080+0,02*
125 15 4 - - 1 2 1 11,00£2,21%* 0,115+£0,02%%*
250 21 9 - - - 4 - 16,00£2,59***  (,170+0,03%**
500 29 19 1 2 2 3 - 24,00+£3,01%*%*%  0,280+0,03%**
1000 44 25 - 1 1 5 - 30,50+£3,25%**%  (,380+0,03%**
MMC 48 0,20 86 28 22 4 1 4 - 60,50+3,45 0,795+0,03
P.benzoat 48 62,5 16 7 1 1 - 1 - 12,004£2,30%***  0,130£0,02%%**
125 24 13 - - 1 1 - 16,004£2,59***  (,195+0,03%**
250 33 14 - 1 - 7 - 20,5042,85%*%  (,275+0,03%%*
500 50 25 - 3 1 3 - 34,00+3,34***  (0,410+0,03%**
1000 59 32 1 2 4 10 - 36,50+3,40%** 0,540£0,03%%*
KA (%) %58 %28 %42 %2,0 %l1,7 %6,0  %O0,1

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

*  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)

70+

60+

50

40-

30+ B 24 saat
20+ M 48 saat

Anormal Hiicre (%)

10+

Kontrol MMC 62,5 125 250 500 1000

Dozlar

Sekil 4.7. Potasyum benzoat ile muamele edilmis insan lenfositlerindeki anormal
hiicre frekansi
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0,8+
0,7+
0,6
0,5+
0,4+
0,3+
0,2+
0,1+

B 24 saat

@ 48 saat

KA/Hiicre (%)

Kontrol MMC 625 125 250 500 1000
Dozlar

Sekil 4.8. Potasyum benzoat ile muamele edilmis insan lenfositlerindeki hiicre basina
diisen kromozomal anormallik frekansi

(a)
Resim 4.5. Potasyum benzoate ile muamele edilen insan lenfositlerinde goézlenen
kromozom anormallikleri a) kromatid kirigr b) kromozom kirigi c)
kromatid degisimi d) fragment e) kardes kromatidlerde birlesme f)
disentrik kromozom g) poliploidi
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(c)

Resim 4.5. (Devam) Potasyum benzoate ile muamele edilen insan lenfositlerinde
gozlenen kromozom anormallikleri a) kromatid kirig1 b) kromozom
kirig1 ¢) kromatid degisimi d) fragment e) kardes kromatidlerde birlesme
f) disentrik kromozom g) poliploidi
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(d)

(e)

Resim 4.5. (Devam) Potasyum benzoate ile muamele edilen insan lenfositlerinde
gozlenen kromozom anormallikleri a) kromatid kirig1 b) kromozom

kirig1 ¢) kromatid degisimi d) fragment e) kardes kromatidlerde birlesme
f) disentrik kromozom g) poliploidi
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(g

Resim 4.5. (Devam) Potasyum benzoate ile muamele edilen insan lenfositlerinde
gozlenen kromozom anormallikleri a) kromatid kirigr b) kromozom
kirigr c¢) kromatid degisimi d) fragment e) kardes kromatidlerde
birlesme f) disentrik kromozom g) poliploidi
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Kardes kromatid degisim frekansi 62,5 pg/ml’nin 24 saatlik uygulamasi hari¢ tiim
uygulamalarda kontrole gore istatistiksel agidan anlamli diizeyde artig gostermistir ve
bu artis doza bagl olarak gergeklesmistir (24 saatlik uygulamada r=0,98, 48 saatlik
uygulamada r=0,99) (Cizelge 4.6, Sekil 4.9, Resim 4.6). Potasyum benzoat
uygulamasi sonucu hiicrelerde minimum 1 ve maksimum 25 arasinda kardes
kromatid degisimi gozlenmistir. Bu uygulamada, mitotik indeks, 24 saatlik
uygulamada 62.5 pg/ml ve 125 pg/ml’lik doz  disinda diger tiim siire ve
konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli diisiis gostermistir (Cizelge 4.6, Sekil
4.10). Potasyum benzoatin replikasyon indeksini etkilemedigi belirlenmistir (Cizelge

4.6).

Cizelge 4.6. Potasyum Benzoat insan lenfositlerinde KKD, Ri ve MIi frekanslari
lizerine etkisi

Uygulama
Test maddesi Sire  Dog  Min-max  KKD/iicre  M; M, Ms Ri+SH Mi + SH
(aan) (g  KKD +SH (%)
Kontrol 24 0.00 0-8 342+£025 41 64 95 2,27+0,055 7,55+0,59
MMC 24 0,20 10-75 37,16+2,58 51 77 72 2,10+ 0,055 3,75+0,42
Potasyum Benzoat 24 62,5 1-11 4,18+0,29 30 60 110 2,40 +£0,052 6,90+ 0,56
125 1-10 498+0,29+ 52 47 101 2,24+£0,059 6,35+0,54
250 2-10 522+025+ 38 58 104 2,33+£0,054 5,65+0,51*
500 2-10 6,04+027+ 43 56 101 2,29+0,056 4,85+ 0,48%**
1000 4-12 746 +029+ 54 71 75 2,10+ 0,056 4,30 +0,45%**
MMC 48 0,20 24-115 65,76 +447 62 66 72 2,05+0,057 3,60+0,41
Potasyum Benzoat 48 62,5 2-11 570+0,31+ 44 52 104 2,31+0,057 5,80+0,52*
125 3-12 6,70 0,30+ 55 65 90 2,12+£0,055 5,30+ 0,50%*
250 3-12 7,62+0,30+ 57 81 62 2,02+£0,054 5,00+ 0,48%**
500 3-18 9,62+049+ 75 86 39 1,82+0,052 4,30 £ 0,45%**
1000 5-25 12,56 £0,63+ 98 68 34 1,68 £ 0,053 3,75+ 0,42%**

+ Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (t testi)
*  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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Kontrol MMC 62,5 125 250 500 1000
Dozlar

Sekil 4.9. Potasyum benzoat ile muamele edilmis insan lenfositlerindeki kardes
kromatid degisim frekansi

B 24 saat

@ 48 saat

Mitotik indeks (%)
o =~ N W d» O O N O

Kontrol MMC 625 125 250 500 1000
Dozlar

Sekil 4.10. Potasyum benzoat ile muamele edilmis insan lenfositlerindeki mitotik
indeks frekansi
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Resim 4.6. Potasyum benzoat ile muamele edilen insan lenfositlerinde olusan kardes
kromatid degisimleri

Potasyum benzoat uygulamasiyla, mikroniikleus tasiyan binukleat hiicrelerin
frekansinda da artislar meydana gelmistir. Bu artis, kontrole gore, 62,5 png/ml haric,
tim uygulamalarda istatiksel olarak anlamli diizeyde olup, doza bagli olarak
gerceklesmistir (r=0,91) (Cizelge 4.7, Sekil 4.11). Potasyum benzoat ile muamele
edilmis insan lenfositlerinde, bir ve iki mikrogekirdekli biniikleatlara rastlanmigtir
(Resim 4.7). Potasyum benzoat uygulamasinin niikleer bdliinme indeksi iizerine

herhangi bir etkisinin olmadig1 tespit edilmistir (Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7. Potasyum Benzoat’in insan lenfositlerinde mikroniikleus frekanslari ve
niikleer boliinme indeksi {izerine etkisi

Test maddesi Uygulama Sayilan BN hiicreler iginde Niikleer Bélinme
Stire Doz bi}rllglgizat mikroniikleus frekanslar1 MI\(I(; )SH Inde(]l;sé]i) SH
(saat) (ng/ml) say1sl (1) 2) 3)
Kontrol 48 0,00 2000 4 - - 0,20 +0,10 1,68 + 0,40
MMC 48 0,20 2000 81 4 1 4,60 + 0,46 1,29 +0,36
Potasyum Benzoat 48 62,5 2000 7 2 - 0,55+0,16 1,71 £ 0,41
125 2000 10 2 - 0,70 £ 0,18* 1,52 +0,39
250 2000 12 3 - 0,90 £ 0,21%* 1,37 +0,37
500 2000 17 1 - 0,95 + 0,22%%* 1,25+0,35
1000 2000 17 3 - 1,15 & 0,24%** 1,24+ 0,35

*  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)

5
41
S 2
14
0 :
Kontrol MMC 62,5 125 250 500 1000
Dozlar

Sekil 4.11. Potasyum benzoat ile muamele edilmis insan lenfositlerindeki
mikroniikleus frekansi
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(a) (b)

Resim 4.7. Potasyum benzoat ile muamele edilen insan lenfositlerinde goézlenen
mikroniikleuslu binukleat hiicreler a)bir mikroniikleuslu biniikleat b)iki
mikroniikleuslu biniikleat

Potasyum benzoat ile yapilan comet testi sonuglarina gore, kuyruk yogunlugunda

250 pg/mL’lik doz hari¢ diger tiim dozlarda kontrole gore artis gozlenmis olup

istatiksel olarak anlamli degildir. Kuyruk uzunlugunda ise istatiksel olarak sadece en

yiiksek dozda (1000 pg/mL) anlaml diizeyde artis gerceklesmis olup, bu artis doza

baglhdir (r= 0.98) (Cizelge 4.8, Sekil 4.12, Resim 4.8).

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

olusan DNA hasari
Test maddesi Doz Kuyruk yogunlugu Kuyruk uzunlugu
(ng/ml) (%) (um)
Kontrol 0,00 1,95+0,29 34,56 + 0,47
H,0, 0,30 11,35+ 1,30 44,07 £ 1,36
Potasyum Benzoat 62,5 2,42 +£0,52 34,65 + 0,66
125 3,73+£0,92 34,59 + 0,56
250 1,84 £ 0,29 35,39+ 0,60
500 3,39+ 0,89 35,81+£0,95
1000 2,61+1,59 37,18 £ 0,67+

+ Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (t testi),
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& Kuyruk Uzunlugu (%)

Kontrol H202 62,5 125 250 500 1000

Dozlar

Sekil 4.12. Potasyum benzoat ile muamele edilmis insan lenfositlerinde olusan comet
kuyruk yogunlugu ve kuyruk uzunlugu

(@) (b)

(©) (d)
Resim 4.8. Potasyum benzoat ile muamele edilen izole insan lenfositlerinde olusan
DNA hasarlarinin comet testi ile goriiniimii a) hasarsiz DNA b) az hasarl
DNA c¢) orta hasarli DNA d) ¢ok hasarli DNA
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5. TARTISMA VE SONUC

Gida katki maddeleri, besinlerimizin bizlere ulasmasi ve onlardan daha fazla 6l¢iide
faydalanabilmemiz i¢in kullanilmakta olan maddelerdir. Gelisen teknoloji yasam
standartlarin1 dogrudan etkilemis ve bu gelisme tiim sektorleri oldugu gibi gida
sektoriinii de etkisi altina almigtir. Glinlimiizde pek cok amagla fazla sayida gida
katk1 maddesi kullanilmaktadir. Bu maddelerin kullanilmas1 gerekli oldugu kadar,
titizlik isteyen bir igtir. Cilinkii gida katki maddeleri fazla kullanildiginda alerjik ve
kanserojenik etki gostermekte hatta Oliimle sonuglanabilecek durumlar ortaya

¢ikarabilmektedir [Bulduk, 2003].

Gida katki maddelerinin tiikketimi arttikga bazi rahatsizliklarla olan baglantilara
yonelik bulgular da ortaya ¢ikmistir. Bunlarin i¢inde en sikc¢a goriilenleri egzema,
astim, bas agrisi, alerjik kasintilar, gastrik rahatsizliklar, ishal, hiperaktiflik ve asir1

duyarlilik vb."dir [Giinesli, 2000].

Kullanilmasina izin verilen maddelerin siirekli olarak alindiginda toksik etkiler
gosterdikleri bilinmektedir [Briggs, 1997]. Gida katki maddeleri gelisigiizel
miktarlarda ve tiiziik dis1 olarak gidalarda kullanildig1 zaman halk saglig1 acisindan
zararlt olabilir. Son zamanlarda kimyasal karsinojenlere maruz kalma, 6nemli bir
sorun haline gelmistir. Kullanilan gida katki maddeleri sagliga zarar vermeyecek
dozlarda kullanilsalar dahi, bu maddelerin bir siire sonra vicutta birikerek insan
saglhigint tehdit edebilecek miktarlara ulasabilecegi, dokularda hasar meydana

getirebilecegi gdz ard1 edilmemelidir [Sarikaya ve Solak, 2003].

Baz1 katki maddelerinin kullanimina, toksik ve karsinojenik 6zellikleri nedeniyle
cesitli yasal sinirlamalar getirilmistir. Ornegin, son yillara kadar gidalarda koruyucu
olarak kullanilan kiikiirt dioksitin toksik etkisi olmadig1 diisiiniilmekteyse de izin
verilen maksimum dozlar 6zellikle astimli hastalarda ¢ok siddetli alerjik astimalara
yol agmaktadir. Bu nedenle pek ¢ok iilkede izin verilen miktarlar olduk¢a azaltilmis
olup GRAS listesinden c¢ikarilmistir [Saldamli, 1997]. Ayrica gidalarda yapay

antioksidant olarak kullanilan BMT (Butil-hidroxtoluene)’de ancak sinirli diizeyde
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kullanilir. Ciinkii baz1 arastirmacilar yiiksek miktarlarinin farelerde kanser

insidansini arttirdigini ileri siirmektedir [Ozkaya, 2004].

Cesitli  kimyasallarin  karsinojenik 6zelliklerinin belirlenmesinde genotoksisite
calismalar1 ¢ok fazla tercih edilmektedir. DNA’da hasar olarak tanimlanan
genotoksik etki, kanser baslatic1 bir mekanizma olarak kabul edilmekte, bu nedenle
gelistirilen cesitli yontemler ile DNA’daki hasarin saptanmasi kanser riskinin

belirlenmesinde yardimei olabilmektedir [Salama ve ark., 1999].

Bu c¢alismada, gidalarda koruyucu olarak kullanilan katki maddelerinden sodyum
benzoat ve potasyum benzoatin insan periferal kan lenfositlerinde kromozom
anormallikleri (KA), mikroniikleus (MN), kardes kromatid degisimi (KKD) ve comet
testleri kullanilarak genotoksik etkileri incelenmistir. Bu dort farkli testin
kullanilmast gida katki maddelerinin genotoksik risklerinin belirlenmesi acisindan

daha giivenilir sonuglara ulasmamiza yardimc1 olacaktir.

Calismamizda kullandigimiz gida katki maddelerinden biri olan sodyum benzoat,
uygulanan tiim doz ve siirelerde kromozomal anormallik frekansinit kontrole gore
istatiksel olarak anlamli oranda arttirmistir. Sodyum benzoat insan lenfositlerinde
yedi tip anormallige neden olmustur. Bu anormalliklerden en sik rastlanan kromatid
kiriklaridir.  Calismamizda kullandigimiz diger gida katki maddesi olan potasyum
benzoat, 24 saatlik uygulamanin 62,5 pg/mL’lik konsantrasyonu harig, tiim
uygulama siireleri ve konsantrasyonlarinda, anormallik frekansinda kontrole gore
istatiksel olarak anlamli artiglara sebep olmustur. Bu anormalliklerden en sik

rastlanan yine kromatid kiriklaridir.

Insanlarda genotoksik ajanlara maruziyetin &nemli bir neticesi olan kromozomal
anormallikler, kromozomal DNA’ya hasar veren c¢esitli ajanlar tarafindan
olusturulabilmektedir [Antunes ve ark., 2005]. Kimyasallarin birgogu tarafindan
indiiklenen yapisal aberasyonlar kromatid tipidir ve bunlar genellikle kimyasal
muamelenin ardindan, DNA sentezinden sonraki ilk metafazda belirlenir [Satoh ve

ark., 2002]. Kromozomal anormallikler yapisal ya da sayisal anormallikler olarak
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ortaya cikarabilmektedir. Kromozomlarda meydana gelen yapisal anormallikler,
DNA’da tek ya da cift zincir kiriklari ile olusmaktadir. Ozellikle ¢ift zincir kiriklart
primer DNA lezyonlar1 olarak kabul edilmektedir [Morgan ve ark., 1998]. Yapisal
anormallikler morfolojik kriterlere gore kromatid ve kromozom tipi anormallikleri
olarak iki gruba ayrilmaktadir. Kromatid ve kromozom kiriklari, kromozomlarda tek
bir koldaki cift zincir kiriklar1 veya her iki koldaki kirilmalar olarak gézlenmektedir
[Savage, 1975]. Cift zincir kiriklarinin yanlis tamir edilmesi veya tamir edilememesi
sonucunda olugan kromozom tipi anormallikler, ¢ogunlukla S fazindan bagimsiz olan
klastojenler tarafindan in vivo olarak Go ve G; lenfositlerinde olusturulmaktadir.
DNA replikasyonu ve kromozom duplikasyonundan sonra, Go ve Gj;’deki
anormallikler iki kromatitte de gozlenecek olup metafazda kromozom tipi kiriklar ve
kromatid degisimleri ortaya c¢ikacaktir. Kromatid tipi kiriklar, S fazina bagh
klastojenler tarafindan olusturulan tek zincir kiriklar1 ve baz modifikasyonlariyla da

olugmaktadir [Albertini ve ark., 2000; Hagmar ve ark., 2004].

Calismamizda gozlenen bir anormallik de kardes kromatidlerde birlesmedir. Kardes
kromatidlerde birlesme, kromozom kollarinda terminal delesyon sonucunda
karsiklikli birlesme seklinde ortaya ¢ikmaktadir [Murli, 2003; Yiizbasioglu ve ark.,
2006]. Arastirmamizda fragmentlere, disentrik kromozomlara, kromatid
degisimlerine de rastlanmistir. Fragmentler kromozomlardaki basit kiriklar sonucu
meydana gelmektedir [Anwar ve ark., 1994]. Disentrik kromozomlar ise, iki
kromozom kolu arasindaki fiizyon sonucu olusan traslokasyonlarla meydana
gelmektedir. Disentrik kromozomlar, non-homolog kromozom kollar1 arasindaki
fiizyon veya homolog kromozomlarin iki kisa yada iki uzun kolu arasindaki flizyon
ile ger¢ceklesebilmektedir. Kromatid degisimi, tipik olarak triadiyal veya quadriradyal
olarak gozlenmekte olan kromozomlar arasi degisimlerdir [Satoh ve ark., 2002;
Yilmaz ve ark.,, 2008b]. Yapmis oldugumuz calismada yapisal anormalliklerin
yanisira sayisal anormallik de ortaya ¢ikmistir. Poliploidi sayisal anormallik olarak
degerlendirilmektedir. Bazi kimyasallar, topoizomeraz II enziminin aktivitesini
engeller ve sonucta poliploidiye neden olur. Bu enzim normalde, kardes
kromatidlerin ayrilmasinda gerekli olan bir enzimdir [Sumner, 1995; Cummings ve

ark., 1995; Sumner, 1998]. Topoizomeraz enzimi, mitoz bodlinme sirasinda
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kromozomlarin karsilikli kutuplara c¢ekilmesinde c¢ok Onemli bir rol oynar.
Kromozom kondensasyonundan sonra, topoizomeraz fonksiyonu engellenirse,
hiicreler metafazda kalir ve kromatidler kutuplara ayrilamaz ve sonugta kromozom

artist olur [Clarke ve ark., 1993].

Farkli gida katki maddeleri ile yapilan caligmalarda da bizim c¢alismamizin

sonuclarina benzer sonuglara rastlanmistir.

Yilmaz (2008), sitrik asitin 50, 100, 200 ve 3000 pg/ml’lik, fosforik asitin 25, 50,
100 ve 200 pg/ml’lik, benzoik asitin 50, 100, 200 ve 500 pg/ml’lik ve kalsiyum
propiyonatin 50, 100, 200 ve 1000 pg/ml’lik dozlarinin genotoksik etkilerini insan
lenfosit hiicrelerinde kromozom anormalligi (KA) testi ile aragtirmistir. Bu
maddelerin kromozomal anormallik frekansini kontrole goére 6nemli oranda arttirdigi
ve kromatid ve kromozom kiriklari, kardes kromatidlerde birlesme ve poliploidi gibi

anormalliklerin olusmasina neden oldugu ac¢iklanmistir [ Y1lmaz, 2008].

Bifenilin 10, 30, 50 ve 70 pg/ml konsantrasyonlarinin genotoksik etkileri insan
periferal lenfositlerinde kromozom anormalligi testi ile incelenmistir. Arastirma
sonucunda bifenilin 50 ve 70 pg/ml’lik konsantrasyonlarda yapisal kromozom
anormalligi sayisinit ¢oziicii kontrole gore arttirdigi, kromatid ve kromozom
kirigi, kardes kromatid birlesmesi, kromatid degisimi ve halka kromozom gibi

anormalliklerin olugsmasina neden oldugu saptanmistir [Parlak, 2007].

Agartici olarak kullanilan potasyum bromatin, insan lenfositlerinde tiim siirelerde ve
konsantrasyonlarda (400, 450, 500, 550 pg/ml) kromozom anormalligi frekansini
kontrole gore istatistiksel olarak O6nemli oranda artirdigi belirlenmistir. Bu artis
pozitif kontrol olarak kullanilan MMC’nin neredeyse 2 kati kadar goézlenmistir.
Potasyum bromatin insan lenfositlerinde kromatid ve kromozom tipinde

anormalliklerin artisina neden oldugu gozlenmistir [Kaya ve Topaktas, 2007].

Unda beyazlatma maddesi olarak kullanilan benzol peroksitin insan periferal

lenfositlerinde genotoksik etkisi kromozom anormallik (KA) testi ile
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arastirtlmistir. Hiicreler 25, 50, 75 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarindaki benzol
peroksit ile 24 ve 48 saat muamele edilmistir. Benzol peroksitin insan periferal
lenfositlerinde 24 saatlik muamele siiresinde 75 pg/ml ve 100 pg/ml
konsantrasyonlarda, 48 saatlik muamele siiresinde tiim konsantrasyonlarda
anormal hiicre yiizdesini ve hiicre basina diisen kromozom anormallik sayisini

doza bagl bir sekilde arttirdig1 aciklanmistir [Yavuz, 2005].

Arslan (2004), gida katki maddesi olarak kullanilan borik asitin 24 saatlik
uygulamasinin 400 pg/ml’lik dozunun disinda 600, 800 ve 1000 pg/ml’lik dozlarda
ve tlim uygulama siirelerinde kromozomal anormallik frekansini doza bagli olarak
artirdigini vurgulamistir. Borik asit, insan lenfositlerinde kromatid ve kromozom
kiriklar, kardes kromatid birlesmesi, kromatid degisimi ve poliploidi gibi

anormalliklerin ortaya ¢ikmasina sebep olmustur [Arslan, 2004].

Antioksidan bir katki maddesi olan ethoxyquin’in 0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,25 ve
0,5 mM’lik konsantrasyonlarinda genotoksik etkileri insan lenfosit hiicrelerinde
kromozom anormalligi (KA) testi ile incelenmistir. Arastirmalar sonucunda
ethoxyquin’in insan lenfositlerinde kromatid ve kromozom gaplari, kromatid ve
kromozom kiriklari, disentrik, atipikal translokasyon ve poliploidi gibi

anormalliklerin olusumuna neden oldugu belirlenmistir [Blaszczyk, 2003].

Yapilan arastirmalarda sodyum bisiilfitin (Meng ve Zhang, 1994), siilfirik asitin
(Meng ve Zhang, 1990) ve benzoik asitin (Vernole ve ark., 1987) kromozomal

anormallik oranini artirdig: belirlenmistir.

Bu ¢alismada kullanilan gida katki maddeleri insan lenfositlerinde kardes kromatid
degisimlerinin frekansinda artiglara neden olmustur. Sodyum benzoat KKD
frekansimi tiim doz ve siirelerde kontrole gore istatiksel olarak anlamli miktarda
arttirmigtir. Potasyum benzoat ise 24 saatlik uygulamada 62,5 pg/mL hari¢ diger tiim
doz ve siirelerde KKD frekansini kontrole gore istatiksel olarak anlamli oranda

arttirmistir.
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Kardes kromatid degisiminin yiiksek siklikta oldugu hiicrelerin saptanmasi,
mutajenik ve karsinojenik ajanlarin belirlenmesinde hassas bir gostergedir. KKD,
yeni eslesmis kromatid ve bunun kardes kromatidi arasinda karsiliklt degisimlerle
sonuclanan S faziyla iligkili bir tamir islemidir [Bozkurt ve ark., 2004]. KKD’nin
molekiiler mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte, DNA’daki hatalarin ve
yalnis DNA onarimlarinin KKD’ye neden oldugu diisiiniilmektedir. Buradaki tamir
islemi, homolog rekombinasyon yoluyla yapilmaktadir, fakat burada homolog
olmayan uglarin birlesmesiyle onarim mekanizmasi da gérev yapmaktadir. Bu ikinci
mekanizma, yliksek diizeyde sekans (DNA dizisi) homolojisi gerektirmeden kirik
olan komsu DNA uclarin1 tamir ederken, homolog rekambinasyon mekanizmasi,
tamir iglemini gerceklestirebilmek i¢in tam bir homolog sekansa ihtiyag
gostermektedir [Bozkurt ve ark., 2004; Aydemir ve ark., 2005]. Ayrica kardes
kromatid degisimi, c¢esitli kimyasal maddelerin  genotoksik  etkilerinin
belirlenmesinde kullanilan ve duyarlilig1 yiiksek olan sitogenetik bir testtir. Ozellikle
DNA’da ¢apraz baglanmalara yol acan ajanlar, kardes kromatid degisimi frekansini
artirmaktadir. Kardes kromatid degisiminin olusum mekanizmasinda, DNA tek zincir
kiriklar1 etkin bir rol oynamaktadir. Bununla birlikte, DNA tek zincir kiriklarinin
onlenmesinde gorev alan XRCC1, PARP-1 ve DNA LIG3 gibi proteinlerde meydana
gelen anormallikler de kardes kromatid degisimine neden olabilmektedir [Wilson III

ve Thompson, 2007].

Bir ¢ok gida katkisinin KKD oranini anlamli diizeyde artirdigi belirlenmistir. Yilmaz
(2008), gida katki maddelerinden sitrik asitin 50, 100, 200 ve 3000 pg/ml’lik,
fosforik asitin 25, 50, 100 ve 200 pg/ml’lik, benzoik asitin 50, 100, 200 ve 500
ng/ml’lik ve kalsiyum propiyonatin 50, 100, 200 ve 1000 pg/ml’lik dozlarinin
genotoksik etkilerini insan lenfosit hiicrelerinde kardes kromatid degisimi (KKD)
testi ile incelemistir. Sitrik asit ( 24 saatlik uygulamada, 50 pg/ml harig), fosforik
asit, benzoik asit ve kalsiyum propiyonatin KKD frekansini tiim doz ve siirelerde
kontrole gore Onemli oranda arttirdi§i saptanmustir. Ayrica sitrik asitin 3000
png/ml’lik dozu 24 ve 48 saatlik uygulamada, kalsiyum propiyonatin ise 1000
png/ml’lik dozu 48 saatlik uygulamada toksik etki gostermistir [Y1lmaz, 2008].
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Mpountoukas ve ark. (2008), potasyum sorbat, sodyum benzoat ve potasyum nitritin
8 mM, 4mM, 2mM, 0.2mM ve 0.02 mM’lik konsantrasyonlarindaki sitogenetik
etkilerini, insan lenfositlerinde arastirmislardir. Potasyum sorbatin 4 ve 8§ mM’lik
konsantrasyonlarda, sodyum benzoatin ise 8 mM’lik konsantrasyonda KKD
frekansini kontrole gére 6nemli miktarda artirdigini saptamislardir. Ancak potasyum
nitritin ~ kullanilan konsantrasyonlarda KKD frekansina herhangi bir etkisinin

olmadigini bildirmislerdir [Mpountoukas ve ark., 2008].

Gidalarda koruyu olarak kullanilan bifenilin insan periferal lenfositlerindeki
genotoksik etkileri kardes kromatid degisim testi ile incelenmistir. Bifenilin 10,
30, 50 ve 70 pg/ml konsantrasyonlarinda hem 24 hem de 48 saatlik muamele
siirelerinde KKD oranint doza bagli olarak arttirdigi fakat bu artisin pozitif

kontrol kadar olmadig1 belirlenmistir [Parlak, 2007].

Yavuz (2005), benzol peroksitin 25, 50, 75 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarindaki
genotoksik etkisini kardes kromatid degisim testi ile arastirmistir. Bu katki
maddesinin genel olarak KKD’yi arttirdigi, ancak bu artisin sadece en yiiksek
konsantrasyonda (100 pg/ml) ve 48 saatlik muamele siiresinde istatistiksel olarak

onemli oldugu saptanmistir [Yavuz, 2005].

Yapilan KKD testi sonuglarina gére sodyum bisiilfitin (Meng ve Zhang, 1994) ve
stilfirik asitin (Meng ve Zhang, 1990) KKD oranini artirdig1 belirlenmistir.

Cesitli gida katki maddelerinin kromozom diizeyinde meydana getirdikleri hasarlar,
ya kromozom anormallikleri testi ya da mikroniikleus testi ile degerlendirilmektedir.
Sitokinezin bloke edildigi mikroniikleus testi (CBMN), insan lenfositlerinde
mikroniikleus frekansimi belirlemek icin son yillarda yaygin sekilde kullanilan bir
metottur. Bu test ile ilgili protokol Fenech (2000) tarafindan detayl bir sekilde
tanimlanmistir. Arastirmamizda kullanilan gida katki maddelerinin, mikroniikleus
olusumunu da tetikledigi belirlenmistir. Sodyum benzoat, en diisiik iki doz (6,25
pg/ml ve 12,5 pg/ml) haricinde diger tiim dozlarda MN frekansini kontrole gore

istatiksel olarak anlamli oranda arttirmistir. Potasyum benzoat ise en diisik doz



62

(62,5 pg/ml) haricinde diger tiim dozlarda MN frekansini kontrole gore istatiksel

olarak anlamli sekilde arttirmistir.

Mikroniikleuslar, ¢ekirdek boliinmesi sirasinda ana ¢ekirdege katilmayan kromozom
fragmentlerinden ya da biitlin kromozomlardan koken almaktadir. Bu yapilar,
interfaz sirasinda, sitoplazmada kiigiikk ve ekstra cekirdekler seklinde gozlenirler
Boliinen hiicrelerde MN olusumu, tamir edilmemis veya yanlis tamir edilmis DNA
hasarlarindan veya ig ipligi, kinetokor, ya da diger mitotik aparatlarin fonksiyon
kaybindan kaynaklanir. Bu tiir hasarlar, oksidatif stres, klastojen veya andjenlere
maruziyet sonucunda, hiicre boliinmesinde gorev yapan genetik kontrol noktalarinda
ve/veya DNA tamir genlerinde meydana gelen hatalardan ya da DNA metabolizmasi
ve kromozom segregasyonu i¢in gerekli kofaktorlerdeki eksiklikten de
kaynaklanabilir. Biitiin bu olaylar, kromozomlarda yeniden diizenlenmeler, degismis
gen ekspresyonlari veya andploidi gibi yollarla MN olustururlar [Fenech, 2000].
Biitiin bu yapilar, kanser vakalarinda goriilen kromozom diizensizlikleri ile bir iligki
olusturmaktadir [Umegaki ve Fenech 2000; Fenech, 2002; Ames ve Vakimoto, 2002;
Fenech ve ark., 2003; Rajagolpan ve ark., 2004; Bonassi ve ark., 2007]

Mikroniikleus  testi, gida katki maddelerinin  genotoksik  &zelliklerinin

belirlenmesinde baska arastiricilar tarafindan da kullanilmislardir.

Yilmaz (2008), gida katki maddeleri olarak kullanilan sitrik asitin 50, 100, 200
ve 3000 pg/ml’lik, fosforik asitin 25, 50, 100 ve 200 pg/ml’lik, benzoik asitin
50, 100, 200 ve 500 pg/ml’lik ve kalsiyum propiyonatin 50, 100, 200 ve 1000
png/ml’lik  dozlarmin  genotoksik etkilerini insan lenfosit hiicrelerinde
mikroniikleus  (MN) testi ile arastirmistir. Bu maddelerin mikroniikleus
frekansin1 tim doz ve uygulamalarda kontrole gore arttirdigin1 belirtmistir.
Ayrica sitrik asitin 3000 pg/ml’lik dozunda ve kalsiyum propiyonatin 1000
ug/ml’lik dozunda insan lenfosit hiicrelerinde  toksik etki gosterdigini

bildirmistir [ Y1lmaz, 2008].



63

Parlak (2007), bifenilin 10, 30, 50 ve 70 pg/ml konsantrasyonlarinin genotoksik
etkilerini insal periferal lenfositlerinde mikroniikleus testi ile incelemistir.
Arastirma sonucunda bifenilin 24 ve 48 saatlik muamele siirelerinde
mikroniikleuslu biniikleer hiicre sayisini doza bagli olarak arttirdigr ancak bu

artisin pozitif kontrol kadar olmadig1 vurgulanmistir [Parlak, 2007].

Gida katki maddeleri olan sodyum benzoat (0,1 mg/ml, 0,3 mg/ml, 0,8 mg/ml),
potasyum sorbat (0,2 mg/ml, 0,5 mg/ml, 1 mg/ml), sitrik asit (I mg/ml, 3 mg/ml,
5 mg/ml), benzoik asit (0,1 mg/ml, 0,3 mg/ml) ve sodyum nitritin (0,1 mg/ml,
0,01 mg/ml, 0,001 mg/ml), mutajenik etkisi in vitro mikroniikleus testi
kullanilarak incelenmistir. Sodyum benzoatin ve potasyum sorbatin kontrole
gore istatistiksel olarak anlamli bir etki gostermedigi aciklanmistir. Ancak bu
arastirmanin sonuglari bizim sonug¢larimizla uyusmamaktadir. Arastirmamizda
daha diisiik dozlarin bile MN olusumunu arttirdig1 belirlenmistir. Sodyum
nitritin 0,001 mg/ml, 0,01 mg/ml ve 0,1 mg/ml’lik dozlarinda kontrole gore
anlamli oldugu saptanmistir. Benzoik asitin ise her iki dozunun kontrolden farki
goriilmemistir ancak bu iki doz kendi i¢inde degerlendirildiginde anlamli bir fark

gbzlenmistir [Ozdemir, 2006].

Yavuz (2005), benzol peroksit ile yapmis oldugu arastirma sonucunda bu
maddenin insan periferal lenfositlerinde mikroniikleus olusumunu arttirdigini,
ancak bu artisin yiliksek iki konsantrasyonda (75 pg/ml ve 100pg/ml) ve 48
saatlik muamele siiresinde kontrole gore onemli diizeyde oldugu saptanmistir

[Yavuz, 2005].

Gidalarda renklendirici olarak kullanilan brillant siyah1 ve quinoline sarisinin 8,67;
86,7 ve 867 mg ml "' konsantrasyonlar1 insan lenfositlerinde kontrole gére tiim
uygulamalarda MN frekansini artirdigi belirlenmistir. Bu iki maddeden Brillant
siyahinin quinoline sarisina gore daha fazla MN olusumuna sebep oldugu
saptanmistir [Macioszek ve Kononowicz, 2004]. Meng ve Zhang (1994), 5x107
M’dan 2x10°M konsantrasyona kadar gesitli dozlarda sodyum bisiilfitin insan

periferal lenfositlerde mikroniikleus frekansini arttirdigini belirtmiglerdir [Meng ve
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Zang, 1994]. Gidalarda antimikrobiyal madde olarak kullanilan 1-(5-bromofur-2-yl)-
2-bromo-2-nitroethene’in ise mikroniikleus olusumunu indiiklemedigi saptanmistir

[Borroto ve ark. 2004].

In vivo ve in vitro kosullarda, kimyasal maruziyete bagh olarak olusan en 6nemli
hiicresel cevap, hiicre siklusunun gecikmesi ya da engellenmesidir. Mitotik indeks,
hiicre proliferasyonunun ve sitotoksisitenin belirlenmesinde kullanilan 6nemli
gostergelerden biri olup, sitogenetik bir test olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir [Anderson ve ark., 1988; Scott ve ark., 1991, Eroglu ve ark., 2007].

Sitotoksisitenin bir gostergesi olan mitotik indeksteki diisiis, bu ¢aligmada kullanilan
maddelerde farkli derecede ortaya ¢ikmigtir. Sodyum benzoat 24 saatlik uygulamada
6,25 pg/mL harig diger tim doz ve siirelerde mitotik indeksi istatiksel olarak anlamli
oranda diisiirmiistiir. Potasyum benzoat ise 24 saatlik uygulamada en diisiik iki doz
haricinde (62,5 pg/mL ve 125 pg/mL) diger tiim doz ve siirelerde mitotik indeksi
istatiksel olarak anlamli oranda diislirmiistiir. Mitotik indeksteki azalma, hiicrelerin
mitoza girmesini saglayan G2 sathasinin engellenmesine ya da ATP seviyesinde
azalma ve enerji liretim merkezindeki bozukluga baglanmaktadir. Mitotik indeksteki
diisiisiin diger nedenleri arasinda DNA sentezinin engellenmesi, DNA sentezi i¢in
gerekli ve 1§ olusumundan sorumlu olan enzimlerin baskilanmasi ve G2 periyodunun
uzamasi da gosterilmektedir [Jain ve Andsorbhoy, 1988; Hidalgo ve ark., 1989;
Yiizbasioglu ve ark., 2006].

Cesitli gida katkilarinin mitotik indeksi diisiirdiigii belirlenmistir. Sitrik asit, fosforik
asit, benzoik asit, kalsiyum propiyonat (Yilmaz, 2008), potasyum bromat (Kaya ve
Topaktas, 2007), benzol peroksit (Yavuz, 2005), borik asit (Arslan, 2004) ve sodyum
bisiilfit (Meng ve Zhang, 1994) insan periferal lenfositlerinde mitotik indekste
diisiise neden olmuglardir. Bifenilin ise (Parlak, 2007) mitotik indeksi etkilemedigi

aciklanmistir.

Yaptigimiz ¢alisma sonucunda Sodyum benzoat ve Potasyum benzoat’in replikasyon
indeksi (RI) ve niikleer boliinme indeksi (NBI) iizerinde herhangi bir etkisi

olmamustir. Replikasyon indeksinde herhangi bir degisiklik olmamasi, bu maddelerin



65

hiicre boliinmesinde daha ziyade, sentez sathasindan sonra etkili maddeler oldugunu
gostermektedir [Soloneski ve ark., 2002, Celik ve ark., 2004]. Niikleer boliinme
indeksinin belirlenmesi, genotoksik maruziyete bagl olarak olusan immiin cevabin
belirlenmesinde kullanilan énemli bir biyomarkir olan mitojen cevabin 6lgiilmesini
saglar [Fenech, 2007]. Bu indeksler, farkli ¢cevre kosullarinda, cesitli ajanlarin, kisa
siire icinde, genotoksik ve mutajenik etkilerini belirlemek icin kullanilmaktadir

[Eroglu ve ark., 2007].

Replikasyon indeksi ve niikleer boliinme indeksini bizim ¢alismamizdaki gibi bazi
gida katki maddeleri de etkilememistir. Sitrik asit, fosforik asit, benzoik asit,
kalsiyum propiyonat (Yilmaz, 2008) insan periferal lenfositlerinde replikasyon ve
niikleer boliinme indeksini etkilemeyen katki maddeleridir. Bununla birlikte
replikasyon indeksi ve niikleer boliinme indeksini diisliren gida katki maddeleri de
vardir. Bunlar Bifenil (Parlak, 2007), 1-(5-bromofur-2-yl)-2-bromo-2-nitroethene
(Borrotto ve ark., 2004)’dir.

Bu calismada kullanilan diger bir test metodu olan comet testi tek hiicre alkali jel
elektroforezi olarak da bilinmektedir. Bu test DNA hasarini ve tamirini incelemede
kullanilan hassas, giivenilir ve hizli bir metottur [Singh ve ark., 1988; McKelvey-
Martin ve ark., 1993; Fairbairn ve ark., 1995; Garry ve ark., 2003; Poletta ve ark.,
2008]. Comet testi sadece DNA hasarlarin1 degil, ¢ikarmayla yapilan DNA onarimi
sirasinda, DNA ipliginde meydana gelen kiriklardan kaynaklanan migrasyonu

6lcmede de kullanilmaktadir [Green ve ark., 1992].

Sodyum benzoat, comet testinde kuyruk yogunlugunda 50 pg/mL’lik doz hari¢ diger
tiim dozlarda kontrole gore istatiksel olarak anlamli bicimde artisa neden olmustur.
Kuyruk uzunlugunda ise sadece 25 pg/mL’lik dozda anlamli diizeyde artis
saglamistir. Potasyum benzoat, kuyruk uzunlugunu tiim dozlarda kontrole gore

arttirmistir ancak istatiksel olarak sadece en yiiksek doz anlamlidir.

Baz1 gida katki maddelerinin DNA hasarini indiikleyip indiiklemedikleri comet testi

ile analiz edilmistir. Yilmaz (2008), sitrik asit, fosforik asit, benzoik asit ve kalsiyum
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propiyonatin in Vvitro genotoksik etkilerini comet testini kullanarak arastirmistir.
Sitrik asitin (50, 100, 200 ve 3000 pg/ml) sadece en yiiksek konsantrasyonda DNA
hasarin1 anlamli diizeyde arttirdigi ve 3000 pg/ml’lik dozun toksik etki gosterdigi;
fosforik asitin (25, 50, 100 ve 200 pg/ml) DNA hasarini tiim dozlarda kontrole gore
anlamli oranda artirdig1 ve en yiiksek doz olan 200 pg/ml’deki DNA hasarinin
miktarinin kontroliin yaklasik 9 kati1 oldugu ; benzoik asit (50, 100, 200 ve 500
ug/ml) uygulanan tiim dozlarda DNA hasarini istatistiksel olarak 6nemli diizeyde
artirdigi ve kalsiyum propiyonatin (50, 100, 200 ve 1000 pg/ml) kuyruk
yogunlugunu en diisiik doz harig, kuyruk uzunlugunu ise tiim dozlarda kontrole gore
onemli miktarda arttirdigi ac¢iklanmistir [Yilmaz, 2008]. Blaszczyk (20006),
antioksidan bir katki maddesi olan ethoxyquin’in 1-250 uM’lik dozlar arasinda DNA
hasarin1 kontrole gore ve doza bagl olarak dnemli miktarda artirdigini belirlemistir
[Blaszczyk, 2006]. Macioszek ve Kononowicz (2004), renklendirici olarak kullanilan
brillant siyahi ve quinoline sarisinin 8,67; 86,7 ve 867 mg ml ™' konsantrasyonlarinin
izole insan lenfositlerindeki DNA hasarini, kontrole gore tiim uygulamalarda

artirdigini comet test yontemiyle gozlemislerdir [Macioszek ve Kononowicz, 2004].

Bu ¢alismada kullanilan sodyum benzoat ve potasyum benzoat gidalarda siklikla
kullanilan antimikrobiyal maddelerdir. Yaptigimiz aragtirma sonucunda bu maddeler
belirlenen dozlarda insan lenfositlerinde genotoksik etki gdostermistir. Bu maddelerin
genotoksik etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekte olup, yapilan ¢aligmalarda
XRCCI1, PARP-1 ve DNA LIG3 gibi proteinlerin fonksiyonlarinda meydana gelen
bozukluklarin, DNA’da tek zincir kiriklarina neden oldugu saptanmistir [Wang ve
ark., 2005]. DNA devamli olarak endogenik ve ekzogenik mutajenler ve
karsinojenlerle hasara ugramakta olup bu hasarlar baz-kesip ¢ikarma tamiri, yanlig
eslesme tamiri, niikleotit kesip-¢ikarma tamiri ve ¢ift iplik tamiri ile onarilabilir
[Goode ve ark. 2002]. Onarilmamis DNA hasar1 olan hiicreler apoptosize veya kotii
huylu tiimdr olma yoluna dogru ilerler. DNA hasar tamirinde bir deformasyon veya
etkinlik disiisii kanser gelisiminde O6nemli rol oynar. Son on yil igerisinde DNA
tamir genlerindeki bazi yaygin polimorfizimlerin DNA tamir kapasitesi ile, bir
kisinin karsinojenlere kars1 hassasiyetini belirledigi 6ne siirtilmiistiir [Goode ve ark.,

2002; Patel ve ark., 1997] . XRCCl1 proteini, par¢alanmis lezyonlar ve Onemli
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olmayan kii¢iik DNA hasarlarinin onariminda biiyiik bir 6neme sahiptir [Goode ve
ark. 2002]. PARP-1 enzimi DNA tamirinden sorumlu olup, asir1 aktive oldugunda
apoptoz ve nekroza sebep olan niikleer bir enzimdir [ Roy ve Cordone, 2002]. PARP-
1 aktivitesinin esik diizeyine gore, DNA tamiri, apoptoz veya nekroz olusur [Cory ve
Adams, 2002]. Bu arastirmada kullanilan gida katki maddeleri bu enzimlerin
fonksiyonlarmma etki ederek DNA’ da tek zincir kiriklarina neden oldugu

diisiiniilebilir.

Alkilleyici ajanlar tarafindan olusturulan mutajenik hasar, hiicrenin alkilleyici
ajanla maruziyeti ve hasarin biyolojik olarak ortaya c¢ikisi arasinda ¢esitli
mekanizmalardan etkilenmektedir. In vivo veya in vitro da DNA lezyonunun
olusumunda kimyasalin kendisinin veya metabolitinin kimyasal veya enzimatik
modifikasyonuna yol acan bir etkilesim olabilir. Daha sonra bu lezyon DNA
tamiri ile modifiye edilebilir veya replikasyon ve transkripsiyon mekanizmasina
devam edebilir. Bunun sonucunda hiicresel seviyede hiicre Oliimiine veya
mutasyonlara yol agarak DNA biitiinliigliniin bozulmasina sebep olabilir
[Friedberg, 1985; Sanderson ve Shiled, 1995]. Alkilleyici ajanlar c¢esitli
organizmalarda hem mutajenik hem de karsinojenik etki gosterirler. Bu
kimyasallarin makromolekiillerle dogrudan reaksiyonu mutajenite
mekanizmalarinin c¢alisilmasini  kolaylagtirmaktadir. Arastirmalar sonucunda
preklastojenik DNA lezyonlarinin alkilleyici ajanlar ve 0&zellikle metilleyici
bilesikler tarafindan olusturuldugunu gostermektedir. Bu ajanlar yaygin olarak
kullanilan ¢evresel karsinojenlerdir. N- ve O-alkilasyon lezyonlar: klastojenik ve
rekombinojenik olarak kabul edilmektedir. Bu DNA lezyonlar1 hem KA hem
KKD’ye neden olmaktadir [Peto ve ark., 1985, Beranek, 1990; Teicher, 1997;
Kaina, 1998].

Sodyum benzoat ve potasyum benzoat in Vvitro kosullarda insan lenfositlerinde
klastojenik, mutajenik, aneujenik ve sitotoksik etki goOstermigtir. Bu katki
maddelerinin kullaniminda ¢ok dikkatli olunmasi gerektigi agiktir. In vivo
calismalarla bu sonuglar desteklenirse bu maddelerin kullaniminin sinirlanmasi

saglanabilir. Gida katkilar1 konusunda hem iireticilerin hem de tiiketicilerin bilingli
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olmasi sarttir. Ureticiler dogal katki maddelerini sinirli miktarda kullanmaya 6zen
gostermeli, tliketiciler ise daha c¢ok taze gidalari tercih etmelidir. Bu konudaki
kontrol mekanizmalar1 daha etkili olmalidir. Elbette biitiin bunlar yapilsa bile
kimyasal gida katkilarindan etkilenmenin 6niine gegilemez. Ancak maruz kaldigimiz
kimyasal sayisin1 ve oranini ne kadar azaltabilirsek sagligimizi o kadar korumus

oluruz.

Gida endiistrinin gelismesine paralel olarak; besin iiretiminin, islenmesinin,
cesitliliginin ve tiiketiminin artmasi gidalarda GKM’nin kullanimini oldukga
yayginlagtirmis, adeta bir zorunluluk haline getirmistir. Gida katki maddelerinin
kullaniminda goriilen bu hizli artis insan sagligina yonelik bazi riskleri de
beraberinde getirmektedir. Diinya niifusunun hizla artmasi, cevre Kkirliligi,
ekonomik yetersizlik ve egitim eksikligi beslenme sorunlarint olumsuz
etkilemekte ve giivenli gida teminini  zorlastirmaktadir.  Tiiketim
aligkanliklarindaki genel degisim, gida iiretim merkezlerine gerekli yatirimlarin
yapilamamasi, yetersiz mevzuat, denetim uygulamalarinin eksikligi gibi nedenler
de gida tretiminde riskleri olusturmaktadir. Buna ilaveten gida giivenligine
iliskin uygun standartlarin konmamasi ya da uygulanmamasi, {retim
asamasindaki risk degerlendirmesinin yapilamamasi, kisisel hijyen kurallarinin
yeterince uygulanmamasi da diger risk faktorlerini olusturmaktadir. GKM’lerin
insan sagligini tehdit etmesini engellemek amaciyla alinmasi gereken tedbirlerin
basinda, bu maddelerin yonetmeliklerde izin verilen dozlarin {izerinde
kullanilmasinin denetlenmesi gelmektedir. GKM’lerin uzun siire ve yiiksek
dozlarda kullanilmalart durumunda bazi alerjik reaksiyonlara neden olduklari
bilinmektedir. Bu tiir katki maddelerinin olusturduklar1 olumsuz etkilerin
Onlenebilmesi i¢in yasal c¢erceve icerisinde belirtilen dozlarda kullanilmalari,
gidalarin etiketlerinin iizerinde tiiketiciyi bilgilendirici ve uyar1 amagl icerik
bilgileri bulunmasit gerekmektedir. Ayrica yasal kontrol organlarinin gida
tretiminin degisik asamalarinda ve son irinden Ornek alarak katki
maddelerinden gelebilecek saglik risklerine karsi {reticileri uyarmalari,

tiiketicileri korumalar1 ve bilinglendirmeleri gerekir. Ozellikle gerek hammadde
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gerekse ilave edilecek yardimci madde ve katki maddeleri, iiretime alinmadan

gerekli denetimden ve genotoksisite testlerinden gecirilmelidir.
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