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Bu c¢alisma, bir gida renklendiricisi olan 4-Metilimidazol’ un (4MEI) insanlar
icin genotoksik risk olusturup olusturmacigini, insan periferal kan lenfositlerinde in
vitro kardes kromatid degisimi (KKD), kromozom anormalligi (KA) ve
mikronukleus (MN) testleri ile belirlemek amaciyla yuritilmistir. Insan periferal
lenfositleri 24 ve 48 saat boyunca 300, 450, 600, 750 pug/ml 4-Metilimidazol ile
muamele edilmistir.

4-Metilimidazol, insan periferal kan lenfositlerinde 24 ve 48 saatlik muamelede
KKD’ yi uyarmstir. 24 saatlik muamelede en yuksek iki konsantrasyonda (600 ve
750ug/ml) ve 48 saatlik muamelede ise tim konsantrasyonlarda KKD’ i artirnus ve
bu artis 48 saatlik muamelede konsantrasyona bagli olmustur. Ayrica 4-
Metilimidazol KA’ y 24 ve 48 saatlik muamelede tim konsantrasyonlarda
uyarmistir. KA’ daki amg tim konsantrasyonlarda olmakla beraber 48 saatlik
muamelenin en yiksek konsantrasyondaki artis (750 pg/ml) MMC' deki (Pozitif
Kontrol) kadar olmustur. 4-Metilimidazol 24 saatlik muamelede sadece en yuksek iki
konsantrasyonda, 48 saatlik muamelede ise tum konsantrasyonlarinda MN
olusumunu uyarmistir. Ayrica 4-Metilimidazol 24 saatlik muamelede en yiksek iki
konsantrasyonda ve 48 saatlik muamelede tim konsantrasyonlarda P’ nin 6nemli
derecede dusmesine neden olmustur. Bu disls 750ug/ml  konsantrasyonda
MMC' den daha fazla olmgtur. 24 saatlik muamelede en dusuk konsantrasyon harig
ve 48 saatlik muamelede tim konsantrasyonlarda test maddesi MI” nin digmesine yol
acmistir. Ayrica 4-Metilimidazol, Nukleus Boélinmesini (NBI) 24 ve 48 saatlik
muamelede kontrole nazaran 6nemli olclide diusUrmUstir. Bu diusis 24 saatlik
muamel ede konsantrasyona bagli durum gostermistir.

Anahtar Kelimeler: 4-Metilimidazol (4-MEI), insan Periferal Kan Lenfositi, Kardes
Kromatid Degisimi  (KKD), Kromozom Anormalligi,
Mikronukleus (MN)
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IN VITRO GENOTOXIC EFFECTSOF 4-METHYLIMIDAZOL ON
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The aim of the present study was to investigate the genotoxic effects of 4-
Methylimidazole (4MEI), on human peripheral lymphocytes by using sister
chromatid exchange (SCE), chromosomal aberration (CA) and micronucleus (MN)
tests. Cells were treated with 300, 450, 600, 750 pug/ml 4-Methylimidazole for 24 and
48 hours periods.

4-Methylimidazol e induced SCEs when compared to control for 24-h and 48-h
treatment periods in human peripheral blood Iymphocytes. 4-Methylimidazole
increased SCEs in highest two concentrations (600 and 750ug/ml) of 24-h treatment
period and in all concentrations of 48-h treatment period and that increase depended
on the concentration of 48-h treatment. Also 4-Methylimidazole induced CA  all
concentrations for 24 and 48 hours treatment periods. At the same time, the highest
concentration (750pg/ml) induced 4-Methylimidazole CA as much as the positive
control. 4-Methylimidazole induced MN formation in only highest two
concentrations of 24-h treatment and in all concentrations of 48-h treatment.
Additionally, 4-Methylimidazole significantly decreased Pl in two highest
concentrations for 24h and in all concentrations of 48-h treatment. Decreasing in
highest concentrations (750pg/ml) occurred as much as positive control. All
concentrations of 24-h (expect for the lowest concentration) and 48-h decreased MI.
Also, 4-MEI decreased NDI in al concentrations 24 and 48 h treatment periods. This
decrease dependent on concentrationsin 24 h treatment period.

Key words. 4-Methylimidazole (4-MEI), Human Perifera Lymphocytes, Sister
Chromatid Exchange (SCE), Chromosome Aberration (CA),
Micronucleus (MN)
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1. GIRIS

Gelisen gida sanayisi ve nifusun artmastyla beraber gidalar: blyuk hacimde
Uretmek ve uzun stre dayanikli kalmasini saglama ihtiyaci, gida katki maddelerinin
yasamimizin bircok alamna girmesine yol agcmistir. Bedenme aliskanliklarinin
degismesi, en basinda calisanlarin sayisimn gun gectikce artmast ve bunun
paralelinde de besin hazirlama igin zaman kisitlamasina gidilmesi, insanlarin katki
maddel eri iceren hazir gidal arla beslenmesine neden olmaktadir.

Gida katki maddel erinin yiyeceklerde kullaniimasi insanlik tarihi kadar eskidir.
Gida biliminin ve teknolojinin olmadigi dénemde dahi gidalarin tat-koku ve
gorundglerini ¢ekici hale getirmek ve uzun sire saklamak icin katki maddelerinden
yararlanilmigtir. Tuz, odun titsiisi ve baharatlar insanoglunun kullandig: ilk dogal
katki maddeleri ve gidalarda bozulmay: 6nleyen ilk yontemlerdir. Guntimiizden 3000
yil Onceki insanlar etleri tuzlayarak bozulmalarim onlemis ve dayanikliligim
arttirmugtir. Tarihi kaynaklarda Orta Asya daygayan Turkler' in ksa hazirlik olarak
gesitli sekilde tuzlanmis, kurutulmus ve dumanlanmis et OrOnleri  yaptiklar
belirtilmektedir. Gunimuizdeki teknik sistemlerin olmadigi zamanlarda tuz ve
baharat kullanilarak et, balik, sebze ve tereyag: gibi gidalar belli bir siire bozulmadan
muhafaza edilmistir. Gidalarda koruyucu olarak kullanilan tuz, sirke ve titsi ayni
zamanda | ezzete de katki saglamistir.

Gidalarin kullanimini artiran bir yontem de onlarin gérunttisii ve rengidir.
1956 yilinda Diinya Saglik Orgiitii 40 tilkeyi kapsayan, 50 dogal ve 114 yapay renk
maddesini iceren listeyi yayinlayarak gidalarda kullanmmminaizin vermistir.

Dogal gidalarin renkleri igerdikleri gesitli kimyasal formlara sahip olan ve
pigment olarak adlandirilan maddelerden kaynaklanmaktadir. Renklendiriciler
Tebligi’ ne gore glalarda kullanmilan renk maddelerinin tanim su sekildedir: Tek
basina gida olarak tiketilmeyen veya gidalarda ana bilesen olarak kullamlmayan
gidayarenk artirici veyarenk dizenleyici olarak katilan maddelerdir. Amerikan Gida
ve ilag Idares’ nin tammina gore ise renk maddeleri, sebze, hayvan, mineral veya

diger kaynaklardan sentez veya benzer bir yolla elde edilen, ekstrakte olunan,
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izolasyonu saglanan ya da bagka turli c¢ikarilan, gidalara ilave edildiginde soz
konusu rengin Ozelliklerini gbsteren herhangi bir boya, pigment ve diger
maddelerdir. Bu tammdan da anlasilacagi gibi, renk maddeleri elde edildikleri
kaynaklar, kimyasal yapilar1 ve gidalara verdikleri renkler agisindan biyuk oranda
farkliliklar gostermektedir. Renk maddeleri gidalarin tatlarini  degistirmeden
goruntiisiini cazip hale getirirler. Bir gidaya bakildiginda insanin dikkatini geken ilk
Ozelligi rengidir. Dolayisiyla gidalar: ¢ekici hale getiren renk maddeleri, tiketicilerin
bir giday1 alirken karar vermesinde 6nemli bir faktordur.

Renk maddelerinin kodlanmasi E 100° den bglayip E 181’ de biter. Gda
endustrisinde kullanilan renk maddeleri sentetik, bitkisel ve hayvansal kaynakli
olabilirler. Renk maddelerinin en ¢ok kullanildigi gidalar alkolsliz igecekler,
sekerlemeler, pastalar, slisleme kremalar, dondurmalar, meyval1 yogurt, margarin,
unlu mamdiller, yogurtlu igcecekler, sakiz ve kahvaltilik gerez gibi Urtnlerdir.

Dunya Saglik Orgitii (WHO) tarafindan 1956 yilinda kullammina izin verilen
164 renk maddesinden bir¢cogu kullammdan kaldirilmistir. Bu yildan ginumuize
kadar gecen zamanda alerjik ve kanserojen olduklar: iddiasiyla bazi sentetik renk
maddel erinin kullamm yasaklanarak renk maddelerinin sayisi azaltilmistir. Sentetik
renk maddelerine karsi tiketicilerden gelen tepkiler nedeniyle dogal renk
maddel erinin kullamminda bir artis g6zlenmektedir.

Renk maddelerinden bazilar: viicutta sindirilemezler. Gida renk maddesi olarak
sekerlemelerin dis kaplamalarinda ve cikolatalarin siisemelerinde kullanilan altin
(E175) ve gumis (E174) sindirim sisteminden parcalanmadan barsaklardan
atilmaktadr.

Renk maddeleri gida sanayinde cok yaygin olarak, ¢ogu kez de bilgisizce
kullanilan katki maddeleridir. Ancak, renk katkilarinin kullaniimasi ileilgili pek ¢ok
sorun, modern Uretim ekipmanlarimn kullanilmasi ve su ile ilgili 6zel islemler
sayesinde belli 6l¢iide ¢cozimlenmistir. Alkolsiiz icecek enduistrisinde renk maddel eri
kullanimi oldukga yaygindir. Gazl1 igeceklerde askorbik asit; vitamin aktivites ve
aromanin  korunmasi agisindan kullamlmasi zorunlu katki maddesidir. Ancak

askorbik asit kullamldigi zaman renk katkisi olarak, Ozellikle sertifikasiz renk
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maddelerinin kullamImas: gerekmektedir. Meyva aromal1 igeceklerde, kola ve kok
birasinda renk maddesi olarak karamel kullanilmaktadir (Altug, 2006).

Gidalarda kullanilan boyalar dogal ve sentetik boyalar olmak Uzere iki sinifa
ayrilir. Calismamizda test maddes olarak kullandigimiz 4-Metilimidazol dogal
boyalardan karameller grubuna girmektedir.

Gelisen teknolojiyle birlikte piyasadaki gida firmalar1 arasindaki rekabet de
gun gectikce artmakta ve bu firmalar her gun tiketicinin begenisine sunmak igin
albenis ylUksek Orinler cikartmak zorunda kalmaktadirlar. Besin aiskanliklarimizin
blyuk bir kismim kaplayan bu Urinlerdeki bircok gida katki maddesinin arasinda yer
alan renklendiriciler de hakimdir.

Gida boyaariyla ilgili birgok calisma yapilmis ve ozellikle sentetik gida
boyalar basta olmak tzere bircogunun kullamlmasi yasaklanmustir. Gida boyalarinin
bilinen en sk gorulen yan etkileri cocuklarda hiperaktivite, kurdesen, deri
dokuntdleri, bulant1, kusma, yiksek tansiyondur.

Hayatimizin bu kadar igine girmis olan gida boyal arina arastirmacilar kayitsiz
kalmamuslar ve bu maddelerleilgili birgok arastirma yapmiglardir.

Gaunt ve ark. (1977) open-pan ve close-pan amonyak yontemiyle yapilmis
karameli sicanlara %4 , %8, %16 oranlarinda vermislerdir. Arastirma sonucunda
bitin dozlarda lenfositopeni (kandaki lenfosit sayisinin azalmasi) gézlenmis, yiksek
olan iki dozda da timis ve dalak agirliklarinda azalma oldugu bildirilmistir.
Karaciger ve bobrek agirliginda artma olmustur.

Maekawa ve ark. (1982) amonyakl1 karamelin (4-MEIl) F344 sicanlarinda bu
maddenin kanserojenik olmadigini bildirmislerdir.

Hagiwara ve ark. (1983) karamellerin farelerde kanserojenik etki
gostermedigini bildirmiglerdir.

Adams ve ark. (1992) karamellerin genotoksik etkisinin olup olmadigim
arastirmak igin kisa sireli genotoksisite testlerini (MN ve Ames testi)
kullanmiglardir. Calismalarinda, Salmonella typhimurium suslart (TA98, TA100,
TA1535, TA1537, TA1538) kullanilmis ve karamelin genotoksik etkisinin
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olmadigint saptamislardir. Fare mikronukleus testi ile de herhangi bir genotoksik etki
belirlenmemistir.

Allen ve ark. (1992) Salmonellla typhimurium suslart (TA1535, TA1537,
TA1538, TA98, TA100) ile yaptiklari Ames testinde karamellerin 4 grubunun
genotoksisitesni  arastirmuglardir.  Arastirma sonucunda karamellerin 1. (sade
karamel) ve Ill. (amonyum karamel) grubun genotoksik potansiyele sahip oldugu
bulunmustur. Yine aym calismada CHO (Chinese Hamster Ovarium )' larda ise
karamelin kromozom aberasyonunu indukleyici etkisinin olmadig: saptanmustir.

Brusick ve ark.(1992) karamellerin genotoksisitesini degerlendirmek icin kisa
zamanli genotoksisite testlerinden Ames testini kullanmiglar ve Salmonella® m 5
standart susunda (TA1535, TA1537, TA1538, TA98, TA100) herhangi genotoksik
etkisinin olmadigim gostermislerdir.

Stoner ve ark. (1997), Millard resksiyonu ile sekerlerden elde edilen
karamellerle yapilan bir baska ¢alismada bu reaksiyon sirasinda ¢ikan Orinlerin
Salmonella suslarinda genotoksik etki gosterdigini saptamislardir.

Price ve ark. (2006) Amerika® da kullaimasi onaylanan azo boya grubu
icerisinde yer alan 8 gida boyasinin ( blue 1, blue 2, yellow 1, yellow 5, yellow 6, red
3, green 3) farelerde in vivo olarak kanserojenitesini arastirmayr amaglamiglardir.
Fisher fare embriyolarinda bazi boyalarin ( blue 1, red 3, yellow 5) habis olusumu
uyardigi ve olimlere yol agtigi gorilmustir. Boya kombinasyonlarinda ise tumor
olusumu ve fare olumleri artmigtir. Calismanin sonucuna gore bu gida boyalarinin
kanserojen oldugu agiklanmustir.

EFSA’ m 2011 yilindaki calismasinda karamellerin batun simflar (1, 11, 111,
V) incelenmistir. 11l. grubun immin sistemde toksik oldugu, Ote yandan
digerlerinin boyle bir etkiye sahip olmadig: agiklanmstir Ancak I. ve IV. (amonyum-
sulfit karamel) grubun ylksek dozda genotoksik oldugu da ortaya cikmustir
(http://www.foodnavigator.com/L egislation/EFSA -establishes-new-ADI s-for-

caramel-colours).
Kromozom mutasyonlari ile ilgili genetik degisimler birgok insan genetik

hastaliklarinin  sebebidir. Somatik hiicrelerin onkogen ya da timor stipressor


http://www.foodnavigator.com/Legislation/EFSA-establishes-new-ADIs-for

1. GIRIS RimaCEL iK

genlerinde degismelere sebep olan kromozom mutasyonlari ve ilgili olaylarin
insanlarda ve deney hayvanlarinda kanserin uyarilmasinda rol oynadigina dair birgok
kanit bulunmaktadir (OECD TG 473, 1997).

Bugun kisa siireli genotoksisite testleri olarak bilinen ve bir kimyasal maddenin
genotoksik veya anti-genotoksik olup olmadigimin belirlenmesinde kullanilan
metotlar; kardes kromatid degisimi (KKD) (Sister Chromatid Exchange=SCE)
(Tucker ve ark., 1993), kromozom aberasyonu (KA) (Chromosome Aberration=CA)
(Carrano ve Natargjan, 1988; Anderson, 1988; Hagmar ve ark., 1994) ve
mikronikleus (MN) (Heddle ve ark., 1991, Fenech, 2002) testleridir.

Mutgen ve kanserojenlerin genotoksik risklerini belirlemede kullanilan en
hassas yontemlerden biri, periferal kan lenfositlerindeki kromozom anormalligi (KA)
frekansimin degerlendirilmesidir (Carrano ve Natargjan, 1988; Anderson, 1988;
Hagmar ve ark. 1994). Kromozom anormallikleri DNA duzeyindeki zararin bir
sonucu olarak ortaya cikar. Ornegin, kromozom kiriklart DNA’ daki onalmanms cift
zincir kiriklarindan ve yeni yapiya sahip kromozomlarin meydana gelmesi de,
DNA’ daki zincir kiklarimn yanlis onarilmasindan kaynaklanabilir (Savage, 1993).
KA olusum mekanizmasinin farkli dokularda benzer olmasindan dolayi,
lenfositlerdeki anormallik seviyesinin, kansere egilimli dokulardaki anormallik
seviyesini  gosterdigi ve boylece kanser riskinin de goOstergesi oldugu
distuntlmektedir (Albertini ve ark., 2000; Bonass ve ark. 2000; 2004; 2005; 2007).
Yiksek KA frekanst (gap harig), KA artisim bagslatan sebebe bakmaksizin yiiksek
kanser riski oldugunu 6nceden gosterebilir. Hem kromatid tipi hem de kromozom
tipi KA’ larkanser riskinin gostergesidir. Fakat kromozom tipi KA’ lerinin kromatid
tipi KA’ lerine gore daha iyi bir belirleyici oldguna dair kantlar vardir (Norppa,
2004; Norppave ark. 2006; Boffettave ark. 2006).

Genotoksik riski belirlemede kullanilan diger yontemlerden biri, periferal kan
lenfositlerindeki kardes kromatid degisimi (KKD) frekansinin belirlenmesidir
(Tucker ve ark. 1993). Kardes kromatid degisimleri, DNA cift zincir kiriklarinin
homolog rekombinasyon yoluyla onarilmasimi gosteren kardes kromatidierin

homolog lokudlar1 arasinda DNA replikasyon drtnlerinin degisimidir (Sonoda ve
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ark. 1999; Helleday, 2003). Mutajen ve kanserojen oldugu bilinen maddelere maruz
kalan insan ve hayvanlarin hiicrelerinde KKD frekansinin arttigi bulunmustur (Perr
ve Evans, 1975; Albertini ve ark. 2000). Ayrica, tek-gen mutasyonlarinin artisi ile
KKD frekans: arasinda lineer bir iligski oldugu da saptanmistir (Carrano ve ark,
1978). Benzer bir iliskinin KKD’ nin ansiylain vivo timdrlerin olusumu arasinda da
oldugu Cheng ve ark. (1981) tarafindan bildirilmistir. KA’ nin aksine KKD tek baina
genotoksik riski belirlemede yetersizdir. Fakat, KKD deneysel ¢al ismalarda indikator
test olarak insanlarda genotoksik etkileri gbstermede uygun bir yontem olarak
kullanmImaya devam etmektedir (Norppa ve ark. 2006).

Genotoksisite ve kanserojenitenin  belirlenmesinde kullanilan sitogenetik
metodlardan bir digeri ise mikronukleus (MN) testidir (Heddle ve ark. 1991; Fenech,
2002). Bonass ve ark. (2007)' na gore perifera kan lenfositlerindeki yiksek MN
frekansi insanlarda kanser riskini gostermektedir. Periferal kan lenfositlerinde
kromozom hasarimin gostergesi olarak MN’ un kulladmas: ilk kez 1976 yilinda
Contryman ve Heddle taraf indan 6ne stirtlmistir (Bonassi ve ark. 2001). Daha sonra
sitokinez-bloklama mikronukleus metodunun Fenech ve Morley (1985) tarafindan
gelistirilmesiyle, nukleus bolinmesini tamamlamis hiicrelerdeki MN' lar incelenmeye
baslanmistir. MN asentrik kromozom ya da kromatid kiriklarindan ve tim
kromozomlar ya da kromatidlerin anafazda geri kalmasindan dolay:r (kalgin
kromozom) tel ofazda olusan kardes nukleusun disinda rastlanan kiigik nukleuslardir
(Surralés ve ark. 1995). Ayrica multipolar anafaz ve telofaz da MN olusumuna
sebep olmaktadir (Topaktas ve Rencuzogullari, 2010). MN olusumuna neden
olabilen kromozom kaybi ya da kromozomlarin ayrilamamas: (non-disjunction)
kanser ve yaslanmada gozlenen 6nemli olaylardan biridir. Bu durum, muhtemelenig
iplikgiklerinde, sentromerde bozulma ya da metafazdan 6nce kromozom yapisinin
yogunlagsmas: sonucu olusmaktadir (Dellarco ve ark. 1985). Bdylece, MN testi ile
hem klastojenik hem de angjenik etkiler belirlenebilmektedir (Kirsch-Volders ve ark.
1997; Norppa ve Falck, 2003). Yapilan calismalarda, kanser hastalarindan alinan
periferal kan lenfositlerindeki MN frekansinda belirlenen artis, kanser olusan hedef
dokudaki MN frekansi kadar bulunmustur (Cheng ve ark. 1996; Duffaud ve ark.
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1997). Ayrica, Fenech ve ark. (1999)' m, uluslararasi ishirligi ile yaptiklar: insan
mikronukleus projesindeki bulgular, MN ile kanser arasindaki iliskiyi agikca
desteklemistir.

Bu calismada test maddesi olarak kullanilan 4-Metilimidazol ile yapilan
calismalar: su sekilde 6zetleyebiliriz.

Tuormaa (1995), 4-metilimidazol’ U kullanarak san, fare ve tavsanlar ile
arastirma yapmistir. Calisilan bu hayvanlardan sican ve farelerde beyaz kan
hicrelerinde ve lenfositlerinde olumsuz derece de dusisler gbzlenmis, ayrica
tavsanlarda da dusiuk konsantrasyonlar da dahil B6 vitaminin emilimini inhibe
edildigi belirlenmistir.

Chan ve ark. (2006) da disi ve erkek sicanlar Uzerinde yaptiklar: ¢alismada
erkek sicanlara 0, 625, 1250, 2500 ppm; disilere ise 0, 1250, 2500, 5000 ppm 4-
metilimidazol vermislerdir (106 hafta). Bu calismada en yiksek doz verilen disi
sicanlarda heyecanlanma, hiperaktivite ve yurlylste bozukluklar gozlenmistir. Yine
bu disilerde mononikleer 16semili hiicre gorulme sikligi kontrol grubuna nazaran
artmigtir. Chan ve ark. (2008)’ ina gore 4-metilimidazol’ Un erkek ve dji sicanlarda
alveolar/bronsiyal adenom veya karsinom igin indikleyici olabilecegini ve disi
siganlarda mononukleer 16semi htcrelerin meydana gelmesine neden olabilecegini
belirtmiglerdir.

Goruldigt  gibi  gida renklendiricis  olarak  kullanilan ve karamel
renklendiriciler grubuna giren 4-Metilimidazol’ un genotoksik olup olmaggin
belirlemeye yonelik arastirmalar daha 6nce yapilmamustir. Iste bu calismanin amaci
dogal renklendirici olarak kullanilan 4-Metilimidazol (4-MEI) ‘ un insan perifera
lenfositlerinde genotoksik etkiye sahip olup olmadigim kromozom aberasyonu (KA),
kardes kromatid degisimi (KKD) ve mikronukleus (MN) testleri ile aragtirmak ve bu
testler yardimu ile insanlar icin herhangi bir genotoksik risk olusturup

olusturmadigim saptamaktir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Bu calismada test maddesi olarak kullanilan ve bir gida renklendiricis olan 4-
Metilimidazol dogal renklendiriciler grubuna girmektedir (ALTUG, 2006). Gida
renklendiricileri dogal renklendiriciler ve sentetik renklendiriciler olmak Uzere iki
ana gruba ayrilir. Bu iki gruba at renklendiriciler ile yapilan genotoksisite,

kanserojenite ve sitotoksisite calismal ar1 asagida 6zetlenmistir.

2.1. Dogal Renklendiriciler Ile Yapilan Genotoksisite, Sitotoksisite ve

K anser ojenite Calismalari

Swaroop ve ark. (2011), yapmis olduklar: calismada sentetik gida boyalarinin
(Eritrozin, Tartrazin, Ponceau 4R, Sunset Yellow FCF, Brilliant Blue FCF, Fast
Green FCF, Karmozin, Indigo Karmin) insan lenfositlerinde sitokinez bloklama
mikronukleus (CBMN= Cytokinesis Block Micronucleus) teknigi ile genotoksik
etkisini arastirmay: amaglamuslardir. Sentetik boya igeren gruplarin kontrol grubuna
nazaran genotoksik oldugu saptanmis ve gida boyasi kullaniminda ADI (Acceptable
Daily Intake=Kabul Edilebilir Gunlik Alim Miktar1) degerinin baz alinmasinin alti

cizilmistir.

2.11. Annatto ile Yapilan Genotoksisite, Sitotoksisite ve Kanserojenite

Cahismalari

Annatto, Bixa orellana ad1 verilen Brezilya da yef§en bir agactan elde edilir.
Gidalarda kirmizi renk vermek igin kullamlir. Latin Amerika ve Karayip
dolaylarinda fazlasiyla kullanilan annatto kahvaltilik tahillarda, gerez, bal ik, tereyag:,
margarin, krema tozunda da renklendirici olarak kullanilr
(http://en.wikipedia.org/wiki/Annatto).

Hagiwara ve ark. (2003), de yapmis olduklar: calismada F344/DuCrj erkek
sicanlara N-nitrosodiethylamine (DEN)’ i (200 mg/kg/gun) intraperitenal yoldan

vermisler ve DEN'’ in sganlarda karaciger kanseri yaptiginm tespit etmislerdir. Daha
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sonra bu kanserli siganlara annatto ekstrakti (%0, %0.03, %0.1, %0.3) vermislerdir.
Calismada medium-term bioassay sistem teknigi kullanilmigtir. Bu galismanin
sonucuna gére DEN’ in gzanlarda neden oldugu kanserojeniteyi annatto ektraktinin
en yuksek dozu (%0.3) distrmistar.

Agnera ve ark. (2004), annattonun kanserojenik etkiyi azaltip azalmadigim
arastirmiglardir. Wistar sigan karacigerlerinde N-nitrosodiethylamine (DEN) (200
mg/kg vicut agirligil)’ m neden oldugu DNA hasarlari comet teknigi ile saptanmus,
ayrica sican karaciger medium-term testinde kanserojenitesi ve antikarserojenites
arastinlmugstir. Calisma igin 20, 200, 1000 ppm dozlarim kullanmis ve en yuksek
dozda annattonun antigenotoksik ve antikanserojenik oldugu ortaya ¢ikmustir.

Antunes ve ark. (2005) calismalarindaicerisinde Annatto maddesi iceren Bixa
orellana L. ekstraktinin insan lenfositlerinde klastojenik ve cisplatinin  klastojenik
etkisine kars1 antiklastojenik etkisinin olup olmadigim arastirmay: amaglamislardir.
Calisma sonuclarina gore ekstraktin bitin konsantrasyonlarinda (1, 2.5, 5, or 10
ug/mL) cisplatinin neden oldugu aberasyonlu metafazlar: distrmstar.

Santos ve ark. (2012), icerisinde annatto maddesi olan Bixa orella L.
eksraktinin sitoksisitesini, mutajenitesini ve genotoksisitesini bir antikanser ilaci olan
cisplatine kars1 antigenotoksisite olup olmadigim arastirmiglardir. Sitotoksisite icin
PC12 (siganlarda adrena medulladaki feokromositomalar) hiicre hattinda MTT (3-
(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliumbromid) teknigi, genotoksisite icin ise
mikronukleus testi ve comet testi kullamlmustir. Sonug olarak annatto ekstraktinin,
sitotoksik olmadigi ve PC12 hicrelerinde cisplatinin neden oldugu DNA hasarin

dusurdigtl ve mikronukleus olusumunu uyarmadigi saptanmustir.

2.1.2. Antosiyaninler ile Yapilan Genotoksisite Calismalari

Antosiyaninlerin ticari kaynagi Uzim kabugu ve suyudur. Kirmizi yaban
mersini, ahududu suyundan elde edilen konsantrelerde boya olarak kullanilmaktadr.
(http://www.kimyaevi.org/TR/Genel/Bel geGoster.aspx ?F6E10F8892433CFF/EE1F1
486EE5030EBFA 78F5A BSEOS3754)
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Gasiorowski ve ark. (1997) yaptiklart ¢alismada Aronia melanocarpa’ dan
izole ettikleri antosiyaninlerin  benzo(a)pyrene and 2-amino fluorene Kkarst
antimutejenik etkilerini Ames testi ve in vitro olarak insan lenfositlerinde KKD testi
ile arastirmayr amaclamiglardr. Calisma sonucuna gore antosiyaninlerin

antimutajenik oldugu bildirilmistir.

2.1.3. Beta karoten ile Yapilan Genotoksisite, Sitotoksisite ve  Kanser ojenite
Cahismalari

Gida ve icecek sektorlerinde yogun olarak kullamlan ve E160a kodu ile
tammlanan beta karoten, karotenlerin en cok bilinen cesitlerinden biridir. Beta
karotenin gida sektdriinde ciddi bir yeri vardir. Uygulama alanlarindan bazilar
sunlardir: Eritme peynirleri, sirke, tuzlu su (salamura) ve yagda sebzeler, kahvaltilik
tahillar, receller, jOleler, marmelatlar, meyve preparatlari, soss, salam, sekerlemeler,
icecekler, distile alkollu ickiler, meyve saraplari, aromalandirilmig saraplar, sodlar,
salata sodari, tursu gesitleri, cerezler ve unlu mamuller.

Biacihi-Santmaria ve ark. (1993), yapmis olduklarn c¢alismada bitki
ekstraklarindan elde edilen beta karotenin ve kantaksantinin Salmonella typhimurium
TA102 suslarimn oksidatif mutgenleri olan 8-metoksiporalen ve benzo(a)pirene
karst antimutgjenik etkilerini arastirmay: amaglamiglardir. Bu galisma sonucunda
Beta karotenin ve kantaksantinin antimutajenik olmadigi saptanmustir.

Offord ve ark. (2002), beta karotende dahil olmak Uzere birgok antioksidanin
UV 1sigina maruz kalan insanlarin fibroblastlarinda oksijen radikallerinin olusumuna
kars1 koruyucu etkisini arastirmislardir. Beta karoten ve likopen kullamldigi zaman
UV-A ile induklenen MMP (metal proteinaz) mRNA’ syaklasik 2 kat artmstir. Bu
calismadan elde edilen sonuglara gore beta karotenin koruyucu bir goérevinin
olmadhg ileri strtlmastur.

Alija ve ark. (2003) sican hepatositlerinde Beta karoten’ in (0.1, 1, 10uM)
genotoksik etkilerini arastirmiglardir. Calismada KKD teknigi  kullanilarak
kromozom aberasyonlar1 degerlendirilmistir. Bu galismanin sonucuna gbre Beta
karoten maddesinin genotoksik olmadig: bildirilmistir.
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El-Makawy ve ark. (2003), yapmis olduklar: ¢alismada Beta karotenin erkek ve
disi sicanlarda MNPE (mikronukleuslu polikromatidli eritrosit) olusumunu artirip
artirmadigim arastirmiglardir. Bu calisma sonucunda Beta karotenin genotoksik
olmadigin saptamuslardir.

Muzandu ve ark. (2005), yaptiklar: ¢alismada comet tekni ginden yararlamlarak
Cin hamsterlarinin karaciger fibroblastlarinda katekol-estrojenin neden oldugu
(0.25- 10puM) DNA hasar1 Uzerinde likopen ve Beta karotenin iyilestirici etkisini
arastirmay1 amaclamiglardir. Calismada elde edilen sonuclara gore beta karoteinin
ve likopenin DNA hasarin inhibe ettigi ve boylece bu maddelerin antioksidan olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir.

Muzandu ve ark. (2006), beta karotenin kanser, kronik inflamatuar gibi gesitli
hastaliklarda rol oynayan reaktif bir tir olan peroksinitrite (0.31- 10uM) etkisini Cin
hamsterlar1 karaciger fibroblastlarindaki DNA, plazmid DNA Uzerine etkileri comet
teknigi ile arastinlmasim amaclamiglardir. Sonuglara gore Beta karotenin
peroksinitrite ve diger reaktif turlerinin olumsuz etkilerini hafiflettigi sonucuna
varilmistir.

Yurtcu ve ark (2012), yapmis olduklart calismada, beta karotenin insan
lenfositlerindeki L-arjinin ile olusturulan oksidatif reaktiflere karsi koruyucu
etkilerinin degerlendirilmesini amaclamislardir. DNA hasarimin degerlendirilmes
icin alkali tek hticre jel elektroforez teknigini kullanmuglardir. Bu calismada, L-
arjinin kdlturlerde oksidatif hasar1 indiklerken, beta karotenin genotoksik hasari

azalttigi saptanmstir.

2.1.4. Demir oksit ile Yapilan Genotoksisite, Sitotoksisite Calismalari

Demir Oksitler: Sari, kirmizi, kahverengi veya siyah renkte toz halinde
bulunan bu maddeler suda ve organik ¢oziictlerde ¢ozinmeyip, konsantre minera
adgitlerde ¢ozinmektedir. Zengin renk skalasina sahip olan demir oksitler renkli olan
hemen hemen biitiin gida maddelerinde bulunmaktadir.

Ying ve ak. (2010), yapmis olduklart calismada demir oksit

nanopartikdllerinin in vitro olarak insan lenfositlerinde sitotoksik etkisini 24 saatlik
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FDA (fluorescein diacetate) teknigi ile belirlenmesini amaglamiglardir. Calismalar
isiginda kilture edilen gruplar kontrol gruplariyla karsilastirildiginda farkls
boyutlarda demir oksit nanopartikillerinin sitotoksik oldugu deneysel olarak
kanitlanmustir.

Hong ve ark. (2011), yapmis olduklari caligmada, demir oksitin cesitli
fonksiyonel gruplarinin sican L-929 fibroblast hattindaki sitotoksik ve genotoksik
etkisini comet teknigi ile incelenmesini amaglamislardir. Calismada demir oksit ile
muameli gruplar ile kontrol gruplar karsilastirildiginda genotoksisite icin anlamli
degisiklikler gbzlenmis ve demir oksitin genotoksik oldugu sonucuna varmiglardir.

Konczol ve ark. (2011), demir oksidin insan akciger epitel hicrelerinde
genotoksik olup olmadigini komet testi ile arastirmiglardir. Calismada yararlanilan
comet teknigi degerlendirmelerinde gore demir oksit reaktif oksijen Uretimini daha
da arttirchg icin diger hicrelerle kiyaslandiginda demir oksitli hiicrelerde DNA

hasar1 daha fazladir ve demir oksidin genotoksik oldugu agiklanmistir.

2.1.5. GUmus ile Yapilan Genotoksisite, Sitotoksisite ve Kanser ojenite

Calhismalari

Bir meta olan gimis gida sektdrinde gimis tozu olarak pasta ve
sekerlemeleri renklendirmek igin kullamlmaktadir.

AshaRani ve ark. (2009) yapmis olduklar: ¢alismada, gimus nanopartikillerin
insan akciger fibroblast ve glioblastoma hicrelerinde tek hicre elektroforez
yontemiyle genotoksik etkisinin arastirilmasini amaglamislardir. Calismada DNA
hasarlar1 belirlenmis ve etken madde apoptosise etki etmemistir.

Wise Sr. ve ark. (2010) yapmis olduklar: ¢alismada gimuis nanopartikillerin
balik hicrelerinde genotoksik ve sitotoksik etkilerini koloni olusturma teknigi ile
arastirmayr amaclamiglardir. Degerlendirmeler 1siginda gimis nanopartikdillerin
kromozom aberasyonu ve aneuploidi olusturdugu gortlmus ve test maddesinin balik
hicreleri igin genotoksik ve sitotoksik oldugu savunulmustur.

Foldbjerg ve ark.(2011) gumusiin insan karaci ger A549 kanser hiicrel erindeki

antioksidan olup olmadigim arastirmay1 amaglamislardir. Calismada yararlanilan
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MTT ve annexin V/propidium iyodur testine gore reaktif oksijen turlerine bagli DNA
hasarlarinda giimts kullamlan alveolar hiicre hattinda diislis gozlenmis ve gimsiin

antioksidan oldugunun alti gizilmistir.

2.1.6. Karamel ile Yapilan Genotoksisite ve Kanser ojenite Calismalari

Karamel basta gida sektorli olmak Uzere, ilag ve kozmetik sektorlerinde de
yogun olarak kullanilir. Gida sektériindeki bagslica kullamm alanlar1 sunlardir: Unlu
mamuller (malt ekmegi), alkoll igecekler (bira, elma sarabi, viski, tahil alkoll, sarap
bazli aromalandirilmus ickiler, aromalandinilmis saraplar, likor saraplari), akolsiiz
icecekler (kolal1 icecekler), sirke, tuzlu su (salamura) ve yagda sebzeler, kahvaltilik
tahillar, receller, joleler, marmelatlar, meyve preparatlari, sosis, salam, kahvaltilik
sosisler, kofteler, corbalar, sekerlemeler, siseme ve kaplama malzemeleri,
dondurmalar, soslar ve cesni maddeleridir
(http://hammaddel er.com/index.php?option=com_content& view=article&id=105& It
emid=143).

Gaunt ve ark. (1977) open-pan ve close-pan kimyasallarim amonyak

yontemiyle yapilmis karameli sicanlara % 4 , % 8, % 16 oranlarinda vermislerdir.
Arastirma sonucunda bitin dozlarda lenfositopeni (kandaki lenfosit sayisinin
azalmasi) gozlenmis, yuksek olan iki dozda da timus ve dalak agirliklarinda azalma
oldugu bildirilmistir. Karaciger ve bobrek agirliginda artma olmustur.

Adams ve ark. (1992) karamellerin genotoksik etkisinin olup olmadigim
arastirmak icin kisa slreli genotoksisite testlerini (MN ve Ames testi)
kullanmiglardir. Calismalarinda, Salmonella typhimurium suslarint (TA98, TA100,
TA1535, TA1537, TA1538) kullanmiglar ve karamelin genotoksik etkisinin
olmadhgint saptamiglardir. Fare mikronukleus testi ile de herhangi bir genotoksik etki
belirlenmemistir.

Allen ve ark. (1992) Salmonellla typhimurium suslart (TA1535, TA1537,
TA1538, TA98, TA100) ile yaptiklari Ames testinde karamellerin 4 grubunun
genotoksisitesni  arastirmiglardir.  Arastirma sonucunda karamellerin 1. (sade

karamel) ve Ill.(amonyum karamel) grubun genotoksik potansiyele sahip oldugu
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bulunmustur. Yine aym calismada CHO (Chineese Hamster Ovarium )* larda ise
kromozom aberasyonunu indiikleyici bulgulara rastlanmamustir.

Tuormaa (1995), 4-metilimidazol’ U kullanarak gan, fare ve tavsanlar ile
arastirma yapmistir. Calisilan bu hayvanlardan sigcan ve farelerde beyaz kan
hicrelerinde ve lenfositlerinde olumsuz derece de dusisler gbzlenmis, ayrica
tavsanlarda da disitk dozlarda dahil B6 vitaminin emiliminin inhibe edildigi
belirlenmistir.

Stoner ve ark. (1997), Millard reaksiyonu ile sekerlerden elde edilen
karamellerle yapilan bir baska ¢alismada bu reaksiyon sirasinda ¢ikan Orinlerin
Salmonella suslarinda genotoksik etki gosterdigini saptamisglardir.

EFSA’ m 2011 yilindaki calismasinda karamellerin bitun simflar (1, 11, 111,
V) incelenmistir. 11l. grubun immin sistemde toksik oldugu, Ote yandan
digerlerinin boyle bir etkiye sahip olmadig: agiklanmustir Ancak I. ve 1V. (amonyum-
sulfit karamel) grubun ylksek dozda genotoksk oldugu da ortaya
cikmustir(file:///C:/Userg/user/Desktop/tez%20%C3%B 6zeti/EFSA %20rul es%20cara
mel%20col ours¥620are%20not%20carcinogeni c%200r%20genotoxic.html).

Test maddemizin de dahil oldugu karamellerin etkileriyle ile ilgili ters
goruslerde vardir. Brusick ve ark. (1992) karamellerin genotoksisitesini
degerlendirmek icin kisa zamanli genotoksisite testlerinden Ames testini
kullanmiglar ve Salmonella plaklarindan elde edilen 5 standart (TA1535, TA1537,
TA1538, TA98, TA100) susun hichir genotoksik etkinin olmadigim gostermislerdir.
Karamel 1lIl ve Karamd IV ile yaptiklarn calismada ise yine higbir genotoksik
bulguya rastlamamuslar veinsanlar icin zararli olmadigim belirtmislerdir.

Til ve Spanjers (1973) baliklarda yaptiklann arastirmalarda V. Grup
karamellerin buylmeyi olumsuz etkilemedigini ve teratojenik etkisinin olmadigin
saptamuslardir.

Hagiwara ve ak. (1983) karamellerin farelerde karsinojenik etki
gostermedigini bildirmiglerdir.

Kromozom mutasyonlari ile ilgili genetik degisimler birgok insan genetik
hastaliklarinin  sebebidir. Somatik hicrelerin onkogen ya da tumor slpressor

genlerinde degismelere sebep olan kromozom mutasyonlari ve ilgili olaylarin
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insanlarda ve deney hayvanlarinda kanserin uyarilmasinda rol oynadigina dair birgok
kanit bulunmaktadir (OECD TG 473. 1997).

Maekawva ve ark. (1982) amonyakli karamelin F344 siganlarinda
karsingjenitesini  arastirmiglar  ve  bu maddenin  karsinojenik  olmadigin
bildirmislerdir.

Chan ve ark. (2006) da disi ve erkek sicanlar Uzerinde yaptiklar: ¢alismada
erkek sicanlara 0, 625, 1250, 2500 ppm; disilere ise 0, 1250, 2500, 5000 ppm 4-
metilimidazol vermislerdir (106 hafta). En yiksek doz verilen disi sicanlarda
heyecanlanma hiperaktivite ve engelli yurtyusler gézlenmistir. Yine bu disilerde
monontkleer 16semili hiicre gérilme sikligi kontrol grubuna nazaran artmistir. Chan
ve ark. (2008) 4-metilimidazol’ Un erkek ve dji sicanlarda alveolar/bronsiya adenom
veya karsinom icin indukleyici olabilecegini ve disi siganlarda mononikleer |6semi
hiicrelere neden olabilecegini agiklamiglardir.

Price ve ark. (2006) Amerika da kullaimasi onaylanan azo boyalar grubuna
giren 8 gida boyasinin ( blue 1, blue 2, yellow 1, yellow 5, yellow 6, red 3, green 3)
farelerde in vivo olarak kanserojenitesini arastirmay: amaglamislardir. Fisher fare
embriyolarinda bazi boyalarin ( blue 1, red 3, yellow 5) habis olusumunu uyardig: ve
Olumlere yol agtigi gorulmustur. Boya kombinasyonlarinda ise tumdr olusumu ve
fare 6lUmleri artmistir. Caligmanmn sonucuna gore bu gida boyalarimin kanserojen

oldugu agiklanmustir.

2.1.7. Klorofil ileYapilan Genotoksisite ve Kanserojenite Calismalari

Yesil bitki ekstraktlarindan elde edilen klorofil besnlerde gida boyasi
kullanilmasimin yam sira birgok arastirmacinin yaptigi calismada da kamtlandig:
Uzere klorofilin antioksidan 6zelligi de vardir.

Negishi ve ark. (1994) yaptiklari ¢alismada klorofilin Drosophila’ lardaki
genotoksik etkilerini incelemislerdir. Bu calismada DNA hasarlari icin DNA tamir
testi uygulanmis ve sonuglara gore kompleks olan kanserojenlerin etkilerinin

klorofiller sayesinde inhibe edilebilecegi sonucuna varilmstir.
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Simonich ve ark. (2008) gokkusag: alabaiklarinda birgok organda olusan
kanserin Uzerinde klorofil bazli diyetlerin etkisini arastirmiglardir. Calismada chl
(Classica Hodgkin lymphoma) degeri baz alinmis ve sonuclara gore gokkusagi

alabaliklarinda klorofil aimi timér olusumunu azaltmustr.

2.1.8. Kurkumin ile Yapilan Genotoksisite, Sitotoksisite ve Kanser ojenite

Calismalari

Zerdegal veya turmerik denilen, hint saframina sari rengini veren pigmente
kurkumin denir. Kurkumin Hindistanda ¢ok yaygin olarak kullanilan bir gida

boyasidir (http://tr.wikipedia.org/wiki/Kurkumin). Sari1 renk verdiginden dolay:

genellikle kat1 ve sivi yaglarda ve unlu mamullerde kullamlir.

Shi ve ark. (2006) kurkuminin insan over kanser hicreleri Uzerinde
antiproliferasyon ve apoptozis etkisini arastirmayr amaglamglardir. Calisma
sonucuna gore kurkuminin kanser hiicrelerinde hticre proliferasyonunu engellemekte
ve apoptozis uyarmaktadir.

Ragunathan ve Panneerselvam (2007) yaptiklar ¢alismalarinda kurkuminin
Allium cepa da koklerdeki hicrelerde sodyum azidin neden oldgu kromozom
aberasyonlarina karsit antimutgjenik etkisini arastirmuglarcir.  Calismada  tim
kurkumin ile muamele edilen gruplarda mitotik indeks diismis ve olusan kromozom
aberasyonlar azalmistir, fakat bu olayin mekanizmasi bilinmemektedir. Kurkuminin
bu calismadaen iyi antimutajenik etkiyi gosterebildigi dozu 5 pg/ml’ dir.

Cao ve ark. (2008) yaptiklari calismada Akrilamid kanserojeninin HepG2
(hepatoselUler kanser) hicrelerinde meydana getirebilecegi genotoksik hasarlara
karst kurkuminin koruyucu etkisini arastirmiglardir. Bu calismada kullamilan
mikronukleus testi sonuclarina gére akrilamidin neden oldugu genotoksisiteyi
Onlemek amaciyla kurkumin kullaniminmn makul bir yol olabilecegi savunulmustur.

Bar — Sela ve ark. (2010) yapiklar1 galismada bir antioksidan olarak bilinen
kurkuminin antikanser ajam olabilirligini  arastirmiglardir. Hasta gondllulerde
yaptiklart klinik calismalar sonucunda pankreas kanseri hastalarimin tedavisinde

antikanser ilaci olarak kullanilabilecegi 6ngorilmustir.
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2.1.9. Likopen ile Yapilan Genotoksisite ve Kanserojenite Calismalari

Gida boyas: olarak kullamilan likopen kirmizi meyve ve sebzelerde dogal
olarak bulunur. Renklendirici olmasinin yam sira gugli bir antioksidan olarak da
bilinir. Meyvasular1, salcalar, et Urtinlerinde kullanilir.

Velmurugan ve ark. (2004), N-methyl-N' -nitro-N-nitrosoguanidine(MNNG)’ nin
Wistar sicanlarimin kemik iligi hicrelerinde meydana getirecekleri genotoksik
etkilerin Onlenip ©nlenemeyecegini  belirlemek icin genotoksik etkilere kars:
koruyucu olarak likopeni kullanmislardir. Genotoksik etkiyi belirlemek icin de
mikronukleus ve kromozom aberasyonu testlerinden yararlanilmistir. Bu ¢alismada
likopenin kanserojen olan MNNG’ nin KA ve mikronukleus olgturma etkisini
engelledigi saptanmis ve bundan da likopenin kanserojenlere karsi koruyucu
etkisinin olabilecegi sonucuna varilmistir.

Dias ve ark. (2009) Wistar sicanlarimin erkeklerine likopen ile beraber 1,2-
dimetilhidrazin (DMH) de vermislerdir. Sekiz haftanin sonunda DMH’ in olusturdugu

hasarl1 hiicrelerin likopen yardimiyla apoptoza girdigi gorilmastir.

2.1.10. Titanyum ile Yapilan Genotoksisite Calismalari

Titanyumdioksit inorganik bir pigmenttir (TiO;) E171 gida katki maddes
koduyla bilinen bir gida renklendiricisi ve nem tutucudur. Beyaz un, sofra tuzu,
seker, sakiz, dis macunu, sabun, deterjanlar, kimyasal ilaglar, vitaminler, sekerleme,
karbonat, kabartma tozu ve partikil halindeki gidalar gibi bircok Uriin

titanyumdioksitle beyazlatilir (http://www.nanobilgi.com/?p=1).

Velasca — Ortega ve ark. (2010) yapms olduklart ¢alismada ticari olarak
satilan titanyumun dis implantasyonunda bakteriyel (E. coli) geri mutasyon ve fare
lenfoma hiicre mutasyon testi ile genotoksik ve sitotoksik etkilerini arastirmayi
amaglamiglardir. Bu caismamn sonunda titanyumun genotoksik ve sitotoksik

olmadig: dis implantasyonunda kullamlabilecek uygunlukta oldugu bildirilmistir.
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2.2. Sentetik Renklendiriciler ile Yapilan Genotoksisite, Sitotoksisite ve

K anser ojenite Calismalari

2.2.1. Azo Boyalar ile Yapilan Genotoksisite, Sitotoksisite ve K anser ojenite

Cahsmalari

Azo boyalar1 gida renklendiricilerinin bir alt grubudur. Bu gruba dahil olan
bazi boyalar sunlardir; Tartrazin, Sar1 2G, Sunset sar1, Azorubin, Amarant, Ponso 4R,
Allurakirmizisi, Brilliant Black, Brown FK, Brown HT, Litolrubin BK. Azo boyalar
gida ve tekstil Uretiminde kullanilan bitin boyalarin % 60-70" ini olgtururlar. Gida
renklendiricileri arasinda en ¢ok yan etkisi olan boyalardir ve bircok Ulke tarafindan

yasaklanmustir (http://www.food-info.net/tr/colour/azo.htm).

Haveland- Smith ve ark. (1979) yaptiklar: ¢calismada azo boyalar grubuna giren
kirmizi 2G boyasinin genotoksisitesini degerlendirmeyi amaclamiglardir. Calismayi
bakterilerde DNA tamir teknigi ile yuritmusglerdir. Calisma sonucuna gore kirmizi
2G boyasimin bakterilerde DNA tamir mekanizmas: sistemini inhibe ettigi
bildirilmistir.

Chung ‘ un (1983) derlemesine gore azo boyaam (litol kirmizisi, sunset sari,
tartrazin, alura kirmizist ) kullamlan Ulkelere gore degistigini ve hastaliga sebep
olma olasihgin degistirdigini belirtmistir. Ornegin gelismis sanayi Ulkelerinde
bagirsak kanseri arttigi icin gida tuketimindeki boyalar Uzerine dikkat ¢ekilmesinin
gerektigini agiklamistir. Lin ve Solodar (1987), bazi azo boyalarin mutgjenitesinin
boya yapisi ve aktivites arasindaki iliskiye bagli oldugunu gosteren bir calisma
yapmay1 amaclamislardir. Bu ¢alismada azo boyalar SO mix ve p-fenilendiamin ile
birlikte ortama verildigi zaman mutajenik etki gostermislerdir. Bu sonuglara gore azo
boyalarin mutgjenik etki gostermelerinin sebebi p-fenilendiaminin okside yapisinda
bulunmasidir.

Prival ve ark. (1988) 4 farkl1 azo boyasinin Salmonella typhimurium* da (Ames
testi) mutgjenik olup olmadiginm arastirmislardir. Calismada Ames testi uygulanmis
ve caisma sonucuna gore azo boyasimn mutgjenik aktivite gostermedigi

saptanmugtir.

19


http://www.food-info.net/tr/colour/azo.htm)

2. ONCEKI CALISMALAR Rima CEL IK

Roychoudhury ve Giri. (1989) yapmis olduklar: ¢calismada aralarinda tartrazin
ve eritrozininde iginde oldugu bircok gida boyasinin Allium cepa Uzerinde
genotoksik ve sitotoksik etkilerinin olup olmadigim arastirmiglardir. Bu ¢alismaya
gore, tartrazin ve eritrozinin poliploidi hicrelerinin olusumunda ciddi bir artisa
neden olmakta, yiksek dozda mikronukleus olusumlarim uyarmaktadir.

Izbirak ve ark. (1990) gidalar: renklendirmede yaygin olarak kullanilan 4 azo
boyasi (Ponceau 4R, Amaranth, Sunset Yellow ve Tartrazin) mutgjenik etkilerinin
olup olmadigim Salmonella typhimurium TA98 ve TA100 suslarinda S9 fraksiyonu
varliginda ve yoklugunda arastirmislardir. Bu ¢alisma sonucuna gére Ponceau 4R,
Amaranth, Sunset Yellow ve Tartrazin’ in mutgjenik etki gostermemgtir.

Chung ve ark (1992) yapmis olduklari ¢alismada azo boyalarin mutgjenitesinin
yapisal o6zellikleri arasindaki baglantiy1 ¢ézmeyi amaglamislardir. Oral yoldan ainan
azo boyalarin bagirsak mikroflorasi tarafindan aromatik aminlere donudstirdldigu
bilinmektedir. Bu aromatik aminlerin fonksiyonlarimin degisik etken gruplarda
farklihk gosterdigi  gortlmustir. Ornegin bu aminler benzidin ile muamele
edildiginde mutgjenitesinde bir degisme olmams fakat etil alkol ile muamele
edildiginde mutgjenitesi diismUstir. Sonug olarak azo boyalarin karsilastigi gruplara
gbre mutgjenitesinin degistigi agiklanmustir.

Sweeney ve ark. (1994) azo boyalarin oksidatif genotoksisitesini incelemeyi
hedeflemislerdir. Calismada Ames testinde Salmonella typhimurium suslart (TA98,
TA100, TA102) kullanilmistir. Sonuglar Kkarsilastinldiginda; TA102 susunda
genotoksik etki gorulirken, TA98 ve TA100 suslarinda genotoksik etki
gorilmemistir.

Tripathy ve ark. (1995), amarant gibi azo boyalarinin Drosophila lardaki
somatik ve Ureme hiicre hattinda genotoksik etkisini arastirmak amaciyla somatik ve
Ureme hicrelerinde cinsiyete bagli resesif letal mutasyon teknigini kullanmiglardir.
Calisma sonucuna gére amarantin higbir genotoksik etkisinin olmadig: bildirilmistir.

Rafii ve ark. (1997) azo boyalari mutajenik etkisini Ames testi ile
degerlendirmeyi amaclamistir. Ames testinde Salmonella typhimurium TA98 ve
TA100 suslart kullamlmustir. Sonuglara gore her iki Salmonella susunda mutajenik
etki gordlmemistir.
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Tsuda ve ark. (2001) yaptiklar: galigmada gunl ik olarak oral yoldan verilen azo
boyalarin (amarant, alura kirmizisi ve asit kirmizisi) erkek ve gebe farelerde DNA
hasarlarim comet teknigi ile incelemeyi amaglamiglardir. Gebe farelere oral yoldan
24 hafta boyunca test maddes sadece tek konsantrasyonda (2000 mg/kg) verilmistir.
Uctlincl haftada kolonda (kal 1n barsak), altinci haftada da karaci ger de DNA hasarlar:
meydana gelmistir. Calisma sonucuna gore bu l¢ azo boyanin da ¢ok disuk dozda
dahi kolonda DNA hasarlarina sebep oldugu bildirilmistir.

Sasakia ve ark. (2002) yaprmis olduklar: ¢alismada, tartrazin ve eritrozinin de
arasinda bulundugu 39 gida katki maddesinin comet testi teknigiyle fare
organlarindaki genotoksik etkisini arastirmay: amaglamistir. Calismann sonuclarina
gore tartrazin ve eritrozin midede DNA hasarina neden oldugu saptanmustir.

Mansoura ve ark. (2007), gida boyaar1 olarak kullanilan azo boyaarin
Pseudomanas putida mt-2'  de genotoksik etkilerini argtirmuslardir. Azo boyalarin S9
mix varliginda genotoksik oldugu vurgulanmustir.

Poula ve ark. (2009), amarant, sunset sari, tartrazin gibi azo boyalarin fare
barsak hiicrelerini genotoksik olarak nasil etkiledigini MN testi ile arastirmislardir.
Boyalar: farelere gava) yontemiyle ile 24 saatlik periyotlarla vermislerdir. Bu
¢alismanin sonucuna gore boyalarin sadece en yiksek dozu mikronukleus olusumunu
uyarmistir.

Giri ve Srivastava (2011), yaptiklar ¢alismada Trignella foenum- graecum
(cemen otu) kok meristemlerinde sunset sarisimin genotoksik etkilerini arastirmay:
amaclamiglardir. Calisma sonucunda anafazda ve metafazda sayica bir hayli fazla
olan anormalliklere rastlandigindan sunset sarisinin genotoksik oldugu bildirilmistir.

Mpountoukasa ve ark. (2010) yaprmis olduklari calismada amarant ve
tartrazinin insan periferal lenfositlerinde genotoksik etkilerini KKD testi ile
arastirmay1 amaclamislardir. Amarantin en yiuksek dozda (8mM) KKD’ yi uyardgin,
tartrazinin ise KKD’ yi uyarmaggint bildirilmiglerdir. Calismada buzagi timus
hiicrelerinde DNA’ ya nad baglandiklarimt incelemek icin PCR ve agaroz je
elektrofez tekniklerinden yararlamilmistir. Calisgma sonucuna gére bu boyalardan
sadece amarantin insan periferal lenfositlerinde genotoksik etkis oldugu ve iki

boyanin da dogrudan DNA’ ya bglandiklar1 agiklanmustir.
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Sayed ve ark. (2012) sunset sarisinin insan somatik ve treme hiicreleri tUzerine
genotoksik etkisini arastirmay: amaglamislardir. Sonuglara gére somatik hicrelerde
SCE testinden yararlanilmis, ¢ok sayida kromozom fragmentlerine rastlanmis ve
sunset sarist genotoksik oldugu belirtilmistir.

Gomes ve ark. (2013) sunset sarisi, bordo kirmizisi ve tartrazin sarisinin
Allium cepa L. kok meristematik hlcrelerinde 24 ve 48 saatlik muamelede
sitotoksisitesini arastirmay1 amaclamistir. Calisma sonucuna gore boyalarin mitotik
indeksi disurdigu gozlenmis ve bu U¢ gida boyasimn da sitotoksk oldugu
aciklanmustir.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu calisma da test maddesi olarak dogal bir gida renklendiricisi olan 4-
Metilimidazol, materyal olarak da sigara igmeyen yaslar: birbirine yakin saglikl iki
erkek (22 ve 24 yaslarninda) ve iki bayandan (25 yasinda) alinan periferik kan

kullanmImustir.

3.1. Gida Renklendiricilerinin Siniflandirilmas:

Bu calismada test maddesi olarak kullanilan 4- Metilimidazol bir gida
renklendiricisidir. Gida renklendiricileri su sekilde siniflandirilir:
Gidalarda kullanilan renklendiriciler dogal ve sentetik boyalar olmak Uzere iki simifa

ayrilir,

3.1.1. Dogal Renklendiriciler

Yapay renk maddelerinin saglik Uzerine bazi olumsuz etkilerinden dolay:
kullantminda sinirlamalar vardir. Bu durum doga renk maddelerinin kullammina
olan ilgiyi arttirmistir. Gidalara renk vermek icin katilan fakat E numarasi olmayan
genellikle meyva, sebze ve baharatlardan elde edilen dogal renk maddeleri de vardir.
Mesela sar1 renk igin safran, yesil renk icin 1spanak, kirmizi pancardan izole edilmis
renk maddeleri sentetik renk maddel erine aternatif olarak kullanabilmektedir. Dogal
gida boyalar: sentetik renk maddelerine kiyasla genelde zor ¢ozindrler, asitlige, 1si
ve is1ga karst oldukca duyarlidirlar, renkleri kalici degildir ve Uretim masraflar: daha
pahalidir. Bu nedenlerden dolayr dogal gida boyalarn her gidada
kullanmlamamaktadir.

Dogal boyalar, dogada bulunan kaynaklardan elde edilen organik boyalardir.
Kullanildhig1 gidada boyanin ismi veya varsa E numaras: yazilir. Mesela bitkilerden
elde edilen safran, UzUm ekstrakti veya minerallerden elde edilen altin ve gimus
dogal boyalara drnektir. Birde dogala 6zdes boyalar vardir ki bunlar; kimyasal sentez
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yoluyla Uretilmektedir ve bu boyalarin kimyasal yapisi dogada bulunan dogal
boyalarlaaynidir. Gidalarda renklendirici olarak kullanmilan dogal boyalar sunlardir:

Klorofiller: Klorofil bitkilerin yaprak, ham meyve ve otsu bitkilerinin
govdelerindeki yesil gorinumini saglayan renk maddesidir. Bu madde sayesinde
fotosentez yaparlar. Yapraklar yaslandikca klorofil parcalanir ve yesil renk kaybolur.
Birgok meyva ham haldeyken fazla miktarda klorofil igerdiginden renkleri yesildir.
Ancak olgunlasma ilerledikge Kklorofil yavas yavas kaybolur, sar1 veya kirmizi
karotenoitler veya pembe — mor renk tonlatndaki antosiyaninler hakim olur.

Antosiyaninler: En yaygin doga pigment maddeleri olup bunlar
antosiyanidinlerle sekerin yaptigi1 glikozitlerdir. Pembeden mora kadar degisen renk
tonlarint veren maddelerdir. Antosiyaninler, hiicre 6z suyunda glikozit formunda
bulunmaktadirlar. Yani, antosiyanidinlerle sekerin yaptigi glikozitlerdir. Tereyag:,
krema tozu, margarin, dondurma, yogurt gibi gidalarda renk maddesi olarak
kullanmImaktadr.

Karotenoitler: Karotenoitler, saridan koyu kirmiziya ve menekseden siyaha
kadar degisen farkli renkte maddelerdir. Ancak cogunlugu sart — krmizi renktedirler.
Genel olarak sar1 renkli meyve ve sebzeler karotenoit, yesil renkli olanlar ise hem
klorofil hem karotenoit igerirler. Nitekim klorofil kaybolunca karotenoitlerin rengi
ortaya c¢ikar. Yani, yesil renkli sebzelerdeki, karotenoitlerin rengi, klorofilin gugli
rengi tarafindan maskelenmektedir.

Biksin: Biksin yagda eridigi halde, norbiksin adi verilen tlrevi suda
¢OzUnurddr. Sulandirilmis ekstrakti, dondurma sanayinde triind renklendirme amaci
ile cok kullamlmaktadir. Ayrica tereyagi, margarin, msirdzii yagi ve salata
mayonezlerinde de genis kullanim alanina sahiptir.

Karamel: Karamel, koyu kahve renkli amorf bir maddedir. KontrollU bir
1sitmaislemi uygulanarak dekstroz, laktoz, malt surubu, hidrolize nisasta ve 6zellikle
sakkoroz gibi bazi karbonhidratlarin 190°C’ a kadarisitiimalar: ( yakilmalar: ) ile
elde edilir. Kahverenginin tonu, sicaklik derecesine gore degisir. Karamel, kompleks
bir bilesime sahip, suda kolloit halde ¢6zinur bir maddedir. Bu kolloitler elektrik
yuki tasimadiklarindan Uretimde uygulanan islemleri etkileyebilmektedirler.
Kullamm alam daha ¢ok gazli igecekler olan karamelin Uretim sirasinda izoelektrik
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noktas: onem tasimaktadir. Ornegin, kola ve kok biralarinda ortama ilave edilen
karamelin koagulasyonunun Onlenebilmes igin kuvvetli negatif elektrik yuki
tagimasi ve izoelektrik noktasinin pH 2.0 veya altinda olmast gerekir.

Ucuz bir maddedir. Bu 6zellikleri nedeniyle gorbalar, firin trunleri, pasta ve
sekerleme endustrisinde ¢ok fazla kullanilan bir renk katkisidir. Renk verme yaninda
lezzet maddesidir. Sivi veya toz halde satilmaktadir. Gidalarda % 0.1 — 10 arasnda
ilave edilir.

Karameller 4 gruptaincelenir:

Sade karamel: Yiksek sicekliklarda 1sitilan  karbonhidratlarin
karamelizasyonu sonucunda olusan, koyu kahverengiden siyaha kadar renk veren bir
maddedir. Sivi veya kat1 formlarda bulunur. Suda ¢ozinar.

Kostik sllfit karamel: Karbonhidratlarin  sllfit  bilesikleri  varliginda
kontrolli 1sil islemiyle elde edilmektedir. Amonyum bilesikleri kullamlmaz. Koyu
kahverengiden siyaha dogru sivi veya kat1 formlar: da bulunmaktadr.

Amonyum karamel: Karbonhidratlarin amonyum bilesikleri varliginda
kontrolli 11l islemiyle elde edilmektedir. Sllfit bilesikleri kullanilmaz. Koyu
kahverengiden siyaha dogru sivi veya kat1 formlar: da bulunmaktadir.

Silfit-amonyum karamel: Karbonhidratlarin stilfit ve amonyum bilesikleri
varliginda kontrollU 1sil islemleriyle elde edilmektedir. Koyu kahverengi siyaha
kadar olan renklerde sivi veya kat1 formlarda bulunmaktadir.

Karmin ve Karminik Asit: Bu renk katkisinin aktif maddes karminik
agittir. Karmin, karminik asidin aliminyum pigmenti ile meydana getirdigi bir
bilesiktir. Pahal1 oldugu icin gida sanayinde kullaniimasi ekonomik degildir. Pembe
renkli dragje kaplamalarda, ayrica FD & C boyalarinin 6zellikle proteinli gidalarda

sakincal1 olmasi nedeniyle cogu zaman bu gidalarda karminden yararlamimaktadir.
3.1.2. Sentetik Renklendiriciler
Sentetik boya maddeleri  (Ing. Coalter dyes) 1870 li yllarda kesfedilmistir.

19.yuzyilin sonlarinda sentetik boya organik komur katranindan Uretilerek tereyag:

ve peynirde kullamlmstir. Bu yizden bu renklendiricilere komir katram
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renklendiriciler de denilmektedir. Sentetik (suni veya yapay boyalar) kimyasa
yapilart bakimindan dogada bulunmayan ve kimyasal sentez yoluyla dretilen
boyalardir.

3.2. Kullanillan Kimyasal Maddeler
3.2.1. 4-Metilimidazol (4-MEI)’ uUn Kimyasal Yapsi ve Ozellikleri

Bu ¢alismada test maddesi olarak kullanilan 4-Metilimidazol karameller renk
maddesi grubundan amonyakli karameller at grubuna girmektedir. 4-
Metilimidazol’ un kimyasal yapsi ve baz1 6zellikleri asagida agiklanmustir.

H3C
N
\

/
N

= i

UIPAC ADI:

4-Methyl-1H-imidazole

5-Methyl-1H-Oimidazole

CasNo: 822-36-6 (Sigma)

Kimyasal Formuli: C4HgN>

Molekuler Agirhigi: 82.11 g/mol

Kat1 Yogunlugu: 1.02 g/cm®

4 —Metilimidazol su ve alkol icerisinde ¢ozinen agk sari kristalin bir kati
maddedir. Bu madde 44-47° C' de erir ve 263 °C’ de kaynar. Parlama noktadse
157°C’ littp://en.wikipedia.org/wiki/4-Methylimidazol€).
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3.2.2. 5'-Bromo-2'-deoxyuridine (BrdUrd) (Sigma)

BrdUrd kardes kromatidlerin farkli boyanmasim belirleyebilmek amaciyla
kullandmistir. BrdUrd eriyigi bidistile su igerisinde hazirlanmis, daha sonra 0.2 pm
por ¢apindaki membran filtre (Sartorius marka) ile steril edilmistir. Bu eriyikten 50
ul alinarak kdltdr tdplerine ilave edildiginde kdltdr, son konsantrasyonu 10 pg/ml
olacak sekilde BrdUrd icermistir
Kimyasal adi: 5'-Bromo-2'-deoxyuridine
Kapali formuli: CoH11BrN,Os
Molekl agir higr: 307.10 g/mol
Erime noktasi: 191-194°C
CASNo: 59-14-3
Sigma No: B 5002

3.2.3. Cytochalasin B (Sigma)

Mikronukleus (MN) testinde, hiicre bolinmesi sirasinda sitokinezi
engellemek ve iki nukleuslu hicreler olusturmak amaciyla kullanilmustir. 5 mg
Cytochalasin B’ yi, 3ml %50 lik etil alkolde ¢ozerek 6mg/ml stok ¢ozelti elde edilir.
Kimyasal adi: Cytochaasin B
Kapali1 formili: CyyH3z7NOs
Molekal agir hgr: 479.61 g/mol
Erime noktasi: 218-223°C
Kaynama noktasi: 218-223°C
Safhik dizeyi: %98
CASNo: 14930-96
Acik formala:
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Sigma No: C-6762

3.2.4. Entellan (Merck)

Hazirlanan preparatiar daimi hale getirmek amaciyla lam ile lameli birbirine
yapistirmak igin kullanilan seffaf yapiskan sividir (Cat. No. 7961).

3.2.5. Fiksatif

KKD ve KA’ y incelemek amaciyla yapilan preparasyon igin kullamlan
fiksatif, 1 hacim glasial asetik asit’ in 3 hacim metanol ile karstirilmasi sonucu
hazirlanmigtir. MN inceleme amaciyla yapilan preparasyon igin ise iki farkl: fiksatif
kullanmlmustar. Ik fiksatif muamelesi icin 1 kisim glasial asetik asit 5 kisim metanol
ile karistirlldiktan sonra bu karisim 1/1 oraninda %0.9 NaCl ile seyreltiimesiyle
(1/5/6) hazirlanmustir. Diger fiksatifler ise 1 hacim glasiyal asetik asit 5 hacim
metanol (1;5) karistirllmasiyla elde edilmistir. Fiksatif kullanilmadan iki saat dnce
hazirlanmis ve buzdolabinda saklanmistir. Her seferinde preparat yapim isleminden

iki saat 6nce taze olarak hazirlamp kullamlmstir.
3.2.6. Giemsa (Merck)
Giemsa boyasi Merck firmasindan (Cat. No. 9204) temin edilmistir. Sorensen

tamponu icinde hazirlanip, filtre edilmis % 5’ lik boya eriygi, kromozomlari ve MN

testinde nukleuslart boyamak icin kullanid mistir.
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3.2.7. Hipotonik Eriyik

% 0.4 |uk KCI (Merck) hipotonik eriyik olarak kullammustir. Eriyik bidistile
su igerisinde stok halinde hazirlamp, agzi kapali cam kap igerisinde buzdolabinda
(+4°C) saklanmustir. Her preparasyondan yaklasik bir saat once yeterli miktarda
hipotonik eriyik alinmus, inktibator ile 37°C’ ye kadansitilarak kullanilmustr.

3.2.8 Kolkisin (Kolsisin) (Sigma)

Kolkisin (Colchicine) (Sigma Cat. No. C9754), KKD ve KA’ y inceleme
amaciyla preparatlarin hazirlanmasinda mitotik zehir olarak kullanilmistir. Kolkisin
eriyigi steril saf su icerisinde hazirlanmis ve kromozom medyumunun her
mililitresinde 0.06 pg olacak sekilde (0.06 ug/ml) 2.7 ml’ lik kromozom medyumu
icerisndeki hicre kiltirine ilave edilmistir. Kolkisn' e ait ozdlikler gagida
verilmistir.

Kimyasal adi: Colchicine
Kapali formili: CxHsNOg
Molekdl agirhgr: 399.4

Etil asetat icerigi: %3.4
Kloroformigerigi: <%0.1
Sigma No: C-9754

Acik formali:

CH,-0
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3.2.9. Kromozom M edyumu

Bu calismada Gibco firmasinin Urettigi PB Max. Kromozom medyumu
(cat.no. 12552-013) hicre kdltdrd icin kullamilmigtir. PB Max medyumu tam
medyumdur. Fakat heparin icermemektedir. Bu medyum her tipe 2.5 ml olacak
sekilde paylastinlmis ve bu miktarlarda kullanilmustir. Kalthr tlpleri steril olarak

temin edilmistir.
3.2.10. Mitomycin C (MMC) (Sigma)

Mitomycin C, pozitif kontrol olarak kullamlimugtir. Stok, 2 mg Mitomycin
C' yi 30 mL steril saf suda gozerek elde edilir.
Kimyasal adi: 6-Amino-1,1a,2,8,8a,8b-hexahydro-8-(hydroxymethyl)-8amethoxy-5-
methyl-azirino[2',3":3,4] pyrrolo[1,2-a]indole-4,7-dione carbamate (ester)
Kapah formuli: Ci5H18N4Os

Acik formali:

NH,
CHs

et H

Molekul agir higr: 334.33 g/mol
Erime noktaa: >360°C
CASNo: 50-07-7
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3.2.11. Nitrik Asit (HNO3)

Lamlar: temizlemek amaciyla 1 N ¢ozelti olarak hazirlanmistir. Plastik sisede
saklanarak her defasindatekrar tekrar kullanilmistir.

3.2.12. Sorensen Tamponu (Sorensen Buffer)

KKD’ ni incelemek amagyla preparat yapimi sirasinda preparatlar Sorensen
tamponu icerisinde UV lambasi ile isinlandirilmigtir. Ayrica bu tampon %5’ lik
Giemsa boyasi hazirlanmasinda da kullanilmistir. Bu tampon eriyik tampon A ve
tampon B olmak Uzere iki stok cozelti halinde hazirlanmus olup bu c¢ozeltiler
calismanmin amacina uygun olarak birbirleriyle degisik miktarlarda karistirilarak
kullanmImstir.

Hazir lanmsr:
Tampon A:11.34 gr KH,PO,4 250 ml saf su iginde eritilmistir (pH=4.8).
Tampon B:14.83 gr NapHPO,..12H,0 250 ml saf su iginde eritilmistir(pH=9.3).

3.2.13. Standart Saline Citrate (SSC) Eriyigi

11.05 gr tri sodyum sitrat (C6H5Na307.2H20) tartilarak bir miktar saf su
icerisinde eritilmistir. Daha sonra 21.9 gr NaCl tartilarak yine saf su icerisinde ancak
ayn bir kapta eritilmistir. Iki eriyik, bir siseye dokulerek iyice karistirilmis ve tizerine
500 ml oluncaya kadar saf su ilave edilmistir. Hazirlanan bu stok eriyik 5 x SSC' dir
ve bu eriyik buzdolabinda saklanmistir. KKD’ yi incelemek igin deney yagirken bu
stoktan 20 ml anarak tizeri 100 ml oluncaya kadar saf su ile tamamlanmis ve elde
edilen 1 x SSC eriyigi kullanilmstir.
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3.3. Kullanilan Deney Ekipmanlari
3.3.1. Flow Kabin (Steril Kabin)

Hucre kdltard tdplerine kromozom mediumu konulmasi, kan ekiminin
yapilmasi, test eriyiklerinin ve kdltir tiplerine ilave edilmes sirasinda steril bir
ortam olarak, % 99.9 partikll tutma o6zellikli filtreye sahip, 1500 m3/h emis
kapasiteli, UV ve flloresan ampuli olan LABORMED marka flow kabin
kullanilmustir.

3.3.2. Hassas Terazi

Hava akimlarina karsi 6zel cam paravanlarla korunan ve 0,0001 gr
hassasiyetindeki GEC AVERY marka terazi kimyasallarin tartilmasinda
kullanmImustir.

3.3.3. inkiibator

Hucre Kkdltdrinin yapilmasinda ve bazi  eriyiklerin  37°C’ ye kadar
1sitiimasinda I ncucel | marka 0°C -100°C ayarlanabilir inkibator kullanil migtir.

3.3.4. Mikroskop

Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan OLYMPUS marka binokuler
151k mikroskobu preparat incelemeleri sirasinda kullamlmistir. Fotograflar ise yine
Olympus marka mikroskopta dijital olarak gekilmistir.

3.3.5. pH Metre

Kimyasallarin pH degerlerini saptamak icin WTW 315i (Germany) marka pH

metre kullanilmigtir.
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3.3.6. Santrifi;

Rotor ¢apr 21 cm olan ve 4000 devir/dak’ ya (rpm) kadar yikselebilen devir
hizi, 99 dk.” Ik zaman ayarlayici, acilabilir basliga sahip ve 28 tup kapasiteli
HETTICH UNIVERSAL marka santrifj ¢alismalarda kullanilmistir.

3.3.7. Su Banyosu

Hucre kiltarh preparatlar hazirlandiktan sonra, kardes kromatidlerin farkl:
boyanmasinda kullamlan SSC eriyiginin 58-60°C’ de sabit kalmasu saglamak
amaciyla BM 302 NUVE marka 0-60°C ayarlanabilir su banyosu kullanilmistir.

3.4. Lamlarin Temizlenmes

Kultur stiresinin bitiminden iki glin Once etiketli olan lamlar saleye dizilerek
Uzerlerini iyice Ortecek sekilde 1 N nitrik asit konmustur. Salenin agz1 kapatilarak bu
sekilde 24 saat bekletilmistir. Stre bitiminde lamlar yarim saat akan ¢cesme suyunda
iyice yikanmistir. Lamlar 3-4 defa saf sudan gegirildikten sonra sale saf su ile
doldurularak buzdolabinda saklanmustir.

3.5. Sterilizasyon

3.5.1. BrdUrd ve Test Maddes Eriyiginin Sterilizasyonu

BrdUrd eriyigi steril bir erlen iginde bulunan ve steril olan saf su iginde 5'-
bromo-2'-deoxyuridine maddesinin eritilmesiyle hazirlanmustir. Bu eriyik steril
sartlarda por ¢apt 0.2 um olan bakteri filtresnden (Sartorius, membran filtre)
gegirilerek steril edilmistir. Sonra vida kapakli steril cam kaltir ttplerine konulan bu
eriyik, etrafi aliminyum folyo ile kapatilarak buzdolabinda saklanmustir. Ayrica test
maddesinin steril saf suda hazirlanms eriyigi de ayni sekilde steril edilmistir.
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3.5.2. Saf Suyun Sterilizasyonu

Temiz bir vida kapakli 100 ml’ lik kiltUrsisesine saf su doldurularak sisenin
agzi pamukla iyice kapatiimistir. Sterilizasyon esnasinda otoklavdaki buhardan
pamugun 1slanmamasi icin Uzeri auminyum folyo ile ortilmustir. Sisedeki saf su
otoklavda 1.2 atm buhar basincindave 121°C’ de 20 dk. steril edilmjtir.

3.6. Kardes Kromatid Degisimi (KKD) (Sister Chromatid Exchange= SCE) ve
Kromozom Anormalliklerini (KA) (Chromosome Aberration=CA) Saptamak
Amacayla Hucre Kdaltardnin Yamlmas, Preparatlarin  Hazirlanmas,

Boyanmasi ve Mikroskobik Inceleme

Insanlarda genotoksik etkiye sahip olabilecek mutgjenlerin ve kanserojenlerin
genotoksik etkilerinin saptanmasi basta KKD, KA ve MN testleri yardimiyla
saptanabilmektedir. Bu tlr ¢aligmalar planlanirken, uygulamrken ve yorumlamirken
uludararas: yonergelere uygun hareket edilmesi zorunlulugu bulunmaktadir. Bundan
dolay1 4-Metilimidazol’ un insan lenfositlerindeki genotoksik etkilerinin olup
olmadiginin arastirildigit bu c¢alisma Albertini ve ark. (2000) lar tarafindan
yayinlanan IPCS (The International Programme on Chemical Safety) yonergesine
gore gergeklestirilmistir.

3.6.1. Hicre K ltdrindn Yapilmas ve Prepar atlarin Hazirlanmasi

Bu calismada KKD ve KA’ ni saptamak amagyla hiicre kltirintn yapilmasi
ve preparatlarin hazirlanmast Evans (1984), Perry ve Thompson (1984)' un
metotlarina uygun olarak gergeklestirilmistir. Saglikli ve sigara igmeyen yaslar
birbirine yakin iki erkek (22 ve 24 yagslarinda) ve iki bayandan (25 yasinda) alinan
1/10 oramnda heparinize edilmis kan Ornekleri kromozom medyumlarina steril
sartlarda 6 damla (0.2 ml) (Rencuzogullar1 ve Topaktas, 1991) ekilmistir. Yine steril
sartlarda ve daha Once hazirladigimiz BrdUrd eriyiginden her tipe son

konsantrasyonu 10 pg/ml olacak sekilde ilave edilerek iyice karistirilmig ve hicre
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kalturd inkUbatorde 37+1°C’ de 72 saat igin inkibe edilmgtir. 4-MEI’ Un etkisini
incelemek igin kdltur stiresinin bitiminden 24 ve 48 saat 6nce 4-MEI’ Un daha Once
steril  bidistile su igerisinde hazirlanmis ve dsteril edilmis eriyiginden son
konsantrasyonu 300, 450, 600, 750 pg/ml 4-MEI kultlr tuplerine ilave edilmistir.
Test maddesi 4-MEI suda ¢ozindugu icin ¢ozict kontrol kullaniimarmistir. Ayrica 24
ve 48 saatlik muamele siirelerinde pozitif kontrol olarak MMC kullanilmigtir. MMC
tuplere son konsantrasyonu 0.25 pg/ml olacak sekilde ilave edilmistir. Kiltlr
suresinin bitiminden 2 saat 6nce (yani kdltirin 70. saatinde) her tlpe hazirlanan
kolkisin eriyiginden ilave edilmis (0.06 pg/ml) ve tupler hafifce sallanarak iyice
karistirilmustir. Hicreler 2 saat stiresince (37°C' de) kolkisin ile 6n muameleye tabi
tutulmustur.

Kultdr siresinin sonu olan 72. saatin bitiminde preparat yapma islemine
gecilmigtir. Kultur tapleri 2000 devir/dk’ da 5 dk. santrif(j edilmg, stpernatant
atilmistir. Dipte kalan ve hiicreleri ihtivaeden 0.5-0.7 ml’ lik s/ iyice karistirildiktan
ve hicreler reslispanse edildikten sonra tiplere, etiivde 37°C’ de tutulan hipotonik
eriyik ilave edilmistir. Bu eriyigin ilaves damla damla ve karistirarak yapilmstir ve
hiicre suspansiyonu pipetaj yapilarak homojen hale getirilmistir. Aks halde
hicrelerde kimelesme olmakta ve amaca uygun olmayan preparatlar
hazirlanmaktadir. Her tipe 5 ml hipotonik eriyik ilave edildikten sonra tipler, agzi
kapatilarak inktbatére konulmustur. Hucreler 5 dk. hipotonik eriyikte 37°C’ de
muamele edilmistir. Strenin sonunda tupler 10 dk. 1200 devir/dk santriflj edilmis,
stpernatant atilmistir. Daha sonra hipotonik eriyik ilavesinde oldugu gibi yavas
yavas ve karistirarak her tipe 5 ml olacak sekilde soguk fiksatif ilave edilmistir.
Hucreler oda sicakliginda 20 dk. fiksatif ile muamele edilmis ve sonra hiicre
stispansiyonu 1200 devir/dk 10 dk. santrifdj edilmis ve slipernatant atildiktan sonra
tlplere tekrar fiksatif ilave edilmistir. Bu islem 3 kere tekrarlanmistir. 3. fiksatif
muamelesinin sonunda tlpte kalan sivinin tamamen berraklastigr gorulmustar. Her
fiksatif ilavesinden sonra tUpler santriflj edilerek Ustteki sivi atilmigtir. Son
santrifijden sonra tuplerin dibinde 0.5-0.7 ml sivi kalacak sekilde slpernatant
atildiktan sonra preparat yapma islemine gecilmistir. TUpln dibinde toplanan
hlicreler pasteur pipeti ile karistirilarak homojen hale getirilmistir. Pasteur pipetine 4-
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5 damla olacak sekilde bu hiicre stispansiyonundan cgekilmistir. Ozel olarak
hazirlanmig diizenege tutturulan pasteur pipetinden daha 6nce temizlenmis ve saf su
icerisnde buzdolabinda saklanmis lamlarin Uzerine 50 cm yukseklikten farkl:
alanlara 1" er damla olmak Uzere hicre slspansiyonu damlaiarak (her lama 3-4
damla) hicrelerin ve dolayisiyla kromozomlarin lam Uzerinde yayilmasi
saglanmustir. Hiicre stispansiyonunun lamlara damlatilmas: esnasinda damlalarin ust
Uste dismemesine dikkat edilmistir. Bu sekilde hazirlanan preparatlar kurumak tzere
24 saat oda sicakliginda bekletilmistir.

3.6.2. Preparatlarin Boyanmasi ve Daimi Preparatlarin Hazirlanmasi

Bir kromozoma ait kardes kromatidlerin farkli boyanmasin (Sister Chromatid
Differentiation = SCD) saglamak amaciyla Speit (1984), Speit ve Haupter’ in (1985)
gelistirdikleri metot modifiye edilerek kullamlmistir. Bu amagla bir gunlik
preparatlar 1sinlama kabina konarak Uzeri bir film seklinde Sorensen tamponu ile
Ortllecek sekilde kapatiimustir. Isinlama eriyigi 5 ml Sorensen Tampon A, 5 ml
Sorensen Tampon B aliip bu karisimin destile su ile 100 ml” ye tamamlanmasyla
hazirlanmistir (pH=6.8). Isinlama eriyiginin az ya da fazla olmasimin kardes
kromatidler arasindaki kontrast farkini 6nemli derecede etkiledigi gorilmustir. Bu
sekilde ince bir tabaka halinde 1sinlama eriyigi ile ortilen preparatlar, karanlikta 15
cm yukseklikten 30 W’ 1k 254 nm dalga boyunda 1s1k yayabilen tek ultraviyole
lambasi ile 30 dk. isinlandinlmustir. Isinlama bittikten sonra preparatlar 1 x SSC
eriyigi icerisinde 60°C (+2 °C)’ de 60 dk. inkilbe edilmitir. inkiilbasyon siiresi
bitmeden 15 dk. 6nce % 5’ lik Giemsa boya eriygi hazirlanmustir.

%5’ lik Giemsa boyasun hazirlanmasi: 4 ml tampon A, 4 ml tampon B ve
4 ml Giemsa kanstinlarak Gzerine 80 ml oluncaya kadar saf su ilave edilmistir
(pH=6.8). Sonra bu boya dik bir sale icerisine filtre k&gich yardimiyla stizilmustur.
Inkiibasyon siiresinin sonunda preparatlar 1 x SSC eriyiginden alinarak dogrudan
boya icerisne konmus ve yaklasik olarak 20 dk. boya icerisinde bekletilmistir
(kardes kromatidler arasindaki en iyi kontrast farki bu siirenin sonunda elde

edilmistir). Bu strenin sonunda preparatlar boyadan ¢ikarilmis ve U¢ ayr1 kaptaki saf
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sudan gegirilerek preparatlarin zerindeki fazla boyanin akmasi saglanmistir. Bundan
sonra preparatlar dik vaziyette kurumaya birakilmistir. Boyanms preparatlar
kuruduktan sonra entellan ile kapatilarak daimi hale getirilmistir.

3.6.3. Daimi Preparatlarda Mikroskobik inceleme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar  OLYMPOS CX21 marka 1si1k
mikroskobunda immersiyon objektifi ile incelenmistir (10 x 100 = 1000 blyltmede).
Bu incelemeler sirasinda kardes kromatid degisimi sayisi (KKD) ve kromozomal
anormallikler belirlenmistir. Ayni preparatlarda birinci, ikinci ve U¢Uncl mitoz
boluinmeyi gegiren hicrelerin sayisi ve toplam hiicre icerisnde mitoz bolinmeyi
geciren hucrelerin sayist saptanmistir. Bu incelemeler sonucunda proliferasyon
indeksi (PI) ve mitotik indeks (M1) saptanmustir.

3.6.3.1. KKD Sayisnmin ve Proliferasyon indeksinin (Pl) (Replikasyon
indeksi=RI) Saptanmas

3.6.3.1.(1). KK D Sayisinin Saptanmasi

KKD sayisi, her kisinin kan kultirine ait preparatlardan iyi dagilmis ve ikinci
mitozu geciren 25 hiicrede (doért kisiden toplam 100 hiicre) saptanmigtir. Her Kisinin
25 ikinci mitoz bdlunmeyi geciren hicrelerinde KKD sayisi belirlenmis bundan her
Kisi icin hiicre basina diisen ortalama KKD sayisi (KKD/hticre) hesaplanmistir. KKD
say1st bir kromozomun agik boyanmis kromatidindeki koyu boyanmis parcalarin
veya koyu boyanmis kromatidindeki agik boyanmis parcalarin  sayilmasiyla
belirlenmistir. Ortadan bir parga degisimi olmus ise bu iki KKD olarak
degerlendirilmistir (Sekil 3.1.8). Ugtan parga degisimi olmus ise bu da bir KKD
olarak sayilmustir (Sekil 3.1.b). Ancak bu incelemeler esnasinda kromatidlerin primer
bogum bdlgelerinden donum yapip yapmadiklarina dikkat etmek gerekir. Bu
durumda kromozomlarda KKD yoktur (Sekil 3.1.c).
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{/
U

2 EED 1 EED EEKD Yok

Sekil 3.1. Kardes Kromatid Degisiminin Oldugu ve Olmadigi Durumun Sematik
Olarak Gosterilmesi (Topaktas ve Speit, 1990).

/

3.6.3.1.(2). Proliferasyon indeks (PI) (Replikasyon Indeksi=RI)’ nin Saptanmas

4-MEI’ in DNA replikasyonu Uzerindeki etkilerini argtirmak amaciyla Pl
bulunmustur. Her kisinin kan kdltirinden yapilan preparatlardan tesadifi secilmis
100 htcrenin incelenmesiyle Pl belirlenmistir. Bu incelemeler sirasinda gézlenen
birinci, ikinci ve U¢linct mitoz bolinmeyi geciren hiicreler sayilmistir. Bu verilerden
yola cikilarak her bir kisinin kan kaltirindeki Pl su sekilde hesaplanmustir:

1 < MI)+2xM2)+3 =< (M3)

Pl =
100

MZ1: Birinci mitozu geciren hiicrelerin sayisi
M2: ikinci mitozu gegiren hiicrelerin sayisi

M3: Uclincli mitozu gegiren hiicrelerin sayisi
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Birinci, ikinci ve Uglincl metafaz plaklar: su sekilde ayirt edilmistir (Topaktas
ve Speit. 1990): BrdUrd, deoxytimidin (dT) ve deoxyuridin (dU) birbirlerinin
anologu olan bilesiklerdir. BrdUrd, dT ve dU arasindaki tek fark tasidiklar
heterosiklik benzen halkasindaki besinci C atomuna baglanan gruplarin farkl:
olmasindan kaynaklanmaktadir. Besinci C atomuna baglanan grup dT' de CH,
BrdUrd deBrvedU’ deH atomuduSgkil 3.2).

o
Il

o o
Il Il

CH H

HN/i:W 3 HN Br HN/i:ﬂ
)\ //k //k
O N o "N (e} N

HO—CH, HO—CH, HO—CH,
@) O @)
OH OH

OH
Deoxytimidin (dT) Bromodeoxyuridin (BrdUrd) Deoxyuridin (dU)
Sekil 3.2. Deoxytimidin (dT), Bromodeoxyuridin (BrdUrd) ve Deoxyuridin(dU)’ in
kimyasal yapilari.

BrdUrd, DNA’ m yapisinda bulunan timin bazlarinin anologu oldugundan
kaltor ortamina BrdUrd eklendiginde hiicreler DNA’ lami replike ettikleri esnada
(birinci S fazinda) yeni sentezlenen polinukleotid ipligi icine timinin yerine ortamda
bulunan BrdUrd girecektir. Boyle hicrelerin kromozomlari boyandiginda bir
kromozomun her iki kromatidi de (BrdUrd/dT : dT/BrdUrd) homojen koyu renkte
boyanacaktir. Bu hucreler birinci mitoz boltinmeyi gegiren hiicrelerdir (Sekil 3.3 A
ve Sekil 3.4). Birinci mitoz bdlinmeyi geciren hiicrelerden meydana gelen yavru
hicreler tekrar S fazina girdiginde (BrdUrd' |i ortamda ikinci S fag timin igeren
polinukleotid ipligine komplementer olarak sentezlenen yeni DNA ipliginde BrdUrd
yer alacaktir. Bu iki polinukleotid ipligi bir kromozomun koyu boyanan kromatidini
(BrdUrd/dT) olusturacaktir. BrdUrd igeren iplige komplementer olarak sentezlenen
yeni iplige de BrdUrd girecektir ve bir kromatidi olusturan iki polinukleotid ipligi de
BrdUrd icereceginden (BrdUrd/BrdUrd) bu kromatid, aym: kromozomun agik
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boyanan kromatidini olusturacaktir (BrdUrd/BrdUrd). iste bu hiicrenin metafaz
devresinde kromozomlar boyandiginda tim kromozomlarin kromatidlerinden biris
koyu digeri agik renkte boyanacaktir (BrdUrd/dT: BrdUrd/BrdUrd). Bunlarda ikinci
mitoz bolinmeyi geciren hiicrelerdir (Sekil 3.3 B ve Sekil 3.5). Bu hucreler tekrar S
fazina girdiginde (BrdUrd' li ortamda Ugiincl S fag) ikinci mitozda agik boyanan
kromatidden (BrdUrd/BrdUrd) tim polinukleotid ipliklerine BrdUrd girmis olan bir
kromozom meydana gelecektir ve bu kromozomun her iki kromatidi de acik
boyanacaktir (BrdUrd/BrdUrd: BrdUrd/BrdUrd). Ikinci mitozda koyu boyanan
kromatidden ise (dT/BrdUrd), bir kromatidin her iki ipligi BrdUrd li ve dier
kromatidinin bir ipligi timinli diger ipligi BrdUrd li olan bir kromozom
(BrdUrd/BrdUrd:dT/BrdUrd) olusacaktir. Bu kromozom da boyandiginda bir
kromatidi koyu renkte, diger kromatidi acik renkte olacaktir. iste boyle hiicrenin
metafaz devresinde preparat yapildiginda bazi kromozomlarin her iki kromatidi agik
renkte, bazi kromozomlarin bir kromatidi agik diger kromatidi koyu renkte
boyanacaktir. Bu hiicreler de tigincti mitoz bdlinmeyi gegiren hiicrelerdir (Sekil 3.3
C ve Sekil 3.6). iste bu sekilde birinci, ikinci ve Uglncl mitoz bolinmeyi gegiren
hicreler ayirt edilmis, 100 hiicre iginde bu hicrelerin say1si saptanmis ve elde edilen

veriler kullanilarak yukaridaki formile gore Pl hesaplanmistir
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Sekil 3.3. BrdUrd' nin DNA Yapsina Girmesi ile Birinci, ikinci ve Uglincli Mitoz
Bolunmeyi Gegiren Hucrelerin Ayirt Edilmesinin - Sematik  Olarak
Aciklanmasi (During, 1985' e gore Topaktave Speit, 1990° dan).
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Sekil 3.4. Birinci mitoz bdlunmeyi gegiren hicrenin metafaz kromozomlar:
(X1000).

10 pm

Sekil 3.5. ikinci mitoz bolinmeyi geciren hiicrenin metafaz kromozomlar: (X1000).
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10

Sekil 3.6. Uclincii mitoz bolinmeyi geciren hiicrenin metafaz  kromozomlar:
(X1000).

3.6.3.2. Kromozom Anormallikleri (KA) ve Mitotik indeksin (M) Saptanmas

3.6.3.2.(1). Kromozom Y api ve Sayr Anormalliklerinin Saptanmas

Her bir kisiden hazirlanan preparatlardan iyi dagilmis kromozomlara sahip
toplam 100 hiicre (dort kisiden toplam 400 hiucre) KA’ y saptamak amaciyla
incelenmistir. Bu incelemeler sonucunda KA’ 1 hicreler ve toplam KA sayisi
saptanmistir. Bu hicrelerde gozlenen yap1 ve sayr anormallikleri kaydedilmistir.
KA’ 1 hicrelerin  ylzdelerinin  hesaplanmasinda sadece yapisal kromozom
aberasyonlar1 gz oniinde bulundurulmustur. incelenen bu 100 hiicre iginde
anormallik tasiyan hicrelerin ylzdesi hesaplanmistir. Toplam KA sayisi incelenen
hiicre say1sina bolUnerek hiicre basina disen KA sayist (KA/HUcre) saptanmstir. Bu
calismada gap’ lar anormallik olarak dgerlendirilmemistir (Mace ve ark. 1978).
Gap’ lar ile kromatid ve kromozom tipi kriklar arasindaki farklar su sekilde ayirt
edilmistir (Preston, 1987 e gore; Kauderer ve ark. 1991’ den): Gap’ larda, kromatidin
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birinde (kromatid tipi gap) veya kromatidin her ikisinde (kromozom tipi gap) gorulen
boyanmamis bdlge bir kromatidin kalinligindan daha azdir. Kiriklarda bir
kromatiddeki (kromatid tipi kirik) veya her iki kromatiddeki (kromozom tipi kirik)
boyanmamis bolge bir kromatidin kalinhigindan daha fazladir. iste bu olgulere gore
gap ve kromatid kiriklar: birbirinden ayirt edilmistir. Mace ve ark. (1978) ise gap
bolgesinde DNA ipliginde kirik olmadigim elektron mikroskobu fotograflarinda
gostermislerdir. Bu ¢calismada kromatid kirigi ve tek kol birlesmes gibi anormallikler
kromatid tipi anormallik olarak degerlendirilmistir. Ayrica kromozom kirigi, kardes
kromatid birlesmes, kromatid degisimi, halka kromozom, fragment ve disentrik
kromozom olusumu gibi anormalikler de kromozom tipi anormallikler olarak

degerlendirilmistir.

3.6.3.2.(2). Mitotik Indeksin (M1) Saptanmasi

4-MEI’ in mitoz bolinme Uzerine etkilerini belirlemek amagyla Ml
saptanmustir. MI” i belirlemek igin her bir lgiye ait preparatlarda toplam 3 bin hiicre
incelenmis ve bunlar arasinda mitoz bolinme gegiren hicrelerin sayisi
kaydedilmistir. 3 bin hticre i¢inde mitoz bdlinme gegiren hicrelerin oranm ylzde

cinsinden hesaplanarak M1 saptanmustir.

3.7. Mikronukleus (MN) Olusumunu Saptamak Amaciyla Hicre Kalturdndn

Y apilmasi, Prepar atlarin Hazirlanmasi, Boyanmas: ve Mikroskobik incelemeler

3.7.1. Hicre K alturandn Yapilmas ve Prepar atlarin Hazirlanmasi

In vitro mikronukleus testinde Rothfuss ve ark. (2000)' m gelistirdikleri
yontem modifiye edilerek kullanilmistir. Bu yonteme gore, saglikli ve sigara
icmeyen yaslart birbirine yakin iki erkek ve iki bayandan (KKD ve KA testi igin kan
alinan kisilerden) alinan /10 oraninda heparinize edilmis kan ornekleri kromozom
medyumlarina steril sartlarda 6 damla (0.2 ml) ekilmistir ve hiicreler 37£1°C’ de 68
saat inkube edilmistir. Calismada kullamlan gida renklendiricisinin  etkisini
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belirlemek icin son konsantrasyon 300, 450, 600, 750 pug/ml olacak sekilde 4-MEI
kdltdr ortamina, kultdrin baglangicindan 20 ve 44 saat sonrailave edilmistir. Ayrica
her deneyin bir kontrolti, bir de pozitif kontrol grubu vardir. Inkibasyonun
baslangicindan 44 saat sonra her tlpe son konsantrasyonu 6 pg/ml olacak sekilde
sitokalasin-B maddes ilave edilmis ve boylece bdlinen hicrelerde sitokinez
engellenmistir. Inkiibasyonun sonunda, kiltur tipleri 2000 devir/dk’ da5 dk. santrifj
edilerek sipernatant atilmis ve hiicrelerin bulundugu tiplere hipotonik eriyik (%0.4
KCI, 37°C) ilave edildikten sonra tipler inkibasyon yapmaksizin direkt olarak
santriflje alinmustir. Hipotonik eriyik, klltlre yavas yavas ve pipetg yapilarak ilave
edilmistir. Kaltdr tdpleri 1200 devir/dk’ da 10 dk. santrifllj edilmg ve sipernatant
atilarak soguk birinci fiksatif (1/5/6=glasiyal asetik asit/metanol/%0.9 NaCl) ilave
edilmis ve hicreler bu fiksatif ile muamele edilmistir. Birinci fiksatif ile oda
sicakliginda 20 dk. muameleden sonra 1200 devir/dk’ da 10 dk. daha santrifij
edilmis, sipernatant atilmistir. ikinci ve Uciincti fiksatif muamelesi ise 1 kisim
glasiyal asetik asit, 5 kism metanol karisiminin sonucunda hazirlanmis  (1/5)
fiksatifle yapilmig, ikinci ve uguncu fiksatif muameles 10 dk. oda sicakliginda
yapilmis, her fiksatif muamelesinden sonra tlplerdeki hticre siispansiyonu 10 dk.
1200 devir/dk santifiyj edilmis ve stpernatant atilmigtir. Kaltdr tdplerinin dibinde
toplanmis olan hicreler restispanse edilmistir. Daha sonra, hiicre stispansiyonu soguk

ve temiz lamlar Gzerine 10 cm yukseklikten damlatilarak preparatlar hazirlanmstir.
3.7.2. Preparatlarin Boyanmasi

Hazirlanan preparatlar bir gin sonra Sorensen tamponunda hazirlanmis
%5 lik Giemsa boyas ile 7-8 dk. boyanmis ve U¢ ayr1 kapta bulunan saf sudan

gegirilerek kurumaya birakilmistir. Kuruma isleminden sonra preparatlar entellan ile

kapatilarak incelemeye hazir hale getirilmistir.
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3.7.3. Mikronukleus Testi icin Hazirlanan Preparatlarda Mikroskobik inceleme

Hazirlanan daimi preparatlar OLYMPUS marka 151k mikroskobunda 10 x
40=400 biyutmede incelenmistir.

3.7.3.1. Mikronukleus Sayis ve Nukleus Béliinme indeksinin (NBI) Saptanmasi

Mikronukleus sayisim belirlemek amaciyla her bir kisiye ait daimi
preparatlarda her kisinin, her muamele grubu ve kontrollerinde iki nukleusa sahip
(binukleer) toplam 1000 hicre (Sekil 3.8) incelenmis (4 kisi 4000 hicre) ve bu
binukleer hlcreler igerisinden mikronukleusiu olanlar saptanmistir.  Bundan
mikronukleuslu iki nukleuslu hiicre %' si hesaplanmsstir. Ayricaincelenen hiicrelerde
toplam mikronukleus sayisi belirlenmistir. Toplam mikronukleus sayisindan MN
%' s hesaplannstir. Binukleer hiicre ve mikronukleus ayirimi Titenko-Holland ve
ark. (1997) ve Fenech (2000)' e goOre yagmustir: (1) Hucreler belirgin
sitoplazmasiyla yuvarlak ya da oval gortinime sahip olmalidir; (2) Benzer olarak,
nukleuslar belirgin nukleus zariyla gevrili yuvarlak ya da oval olmalidir; (3)
Icerisinde MN sayilan hiicreler sadece bir nukleus boltiinmes geciren hiicrelerdir; (4)
MN’ lar sadece ana nukleusun 1/3 U ya da daha kiguk olduklanda hesaba
katilmalidir; (5) MN’ lar ana nukleus gibi boyanmaldir; (6) MN’ lar ana nukleustan
acik bir sekilde ayrilmig olmalidir. Sitokinez bloklama yénteminin en 6nemli yarari,
bolunen hiicre populasyonunda nukleus bdlinmesinin ilerleyisini ve cogalmasin
belirleyecek imkam vermesidir. Bu durum, sitokalasin-B ilavesinin ardindan olusan
bir nukleuslu, iki nukleuslu, multinukleusu (>2) hicrelerin sayilmasiyla yapilir.
Nukleus bolinme indeksi (NBI) Eastmond ve Tucker (1989) tarafindan Onerilen
formile gore hesaplanmustir.

NBI= (Ml + 2xMII + 3xMIll + 4xMIV) / N

Formle gore, Ml bir nukleuslu (Sekil 3.7), Ml iki nukleudu (Sekil 3.8), MlII
U¢ nukleuslu (Sekil 3.9), MIV dort nukleuslu (Sekil 3.10) hicrelerin sayisini, N ise
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toplam hiicre sayisim gostermektedir. NBI' nin hesaplanmas kimyasal veya fiziksel
bir maddenin sitotoksik etkisini gostermede 6nemli bilgiler saglar (Fenech, 1997).
Bu nedenle, MN olusumunu saptamak icin incelenen preparatlar daha sonra nukleus
boltinme indeksini (NBI) belirlemek icin tekrar incelenmistir. Bu galismada NBI
icin, her bir kisinin preparatlarindan tesadifi secilmis alanlarda toplam 1000 hicre (4
Kisi 4000 hticre) incelenmistir.

10 pm

Sekil 3.7. Bir nukleudu hticre (X1000).
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Sekil 3.8. iki nukleuslu hiicre (X 1000).

Sekil 3.9. Ug nukleuslu hiicre (X1000).
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10 pm

Sekil 3.10. Dort nukleuslu hiicre (X1000).

3.8. Mikroskopta Fotograf Cekme

Fotograf ¢cekme islemi OLYMPUS marka trinokiler mikroskoba bagl: dijital
fotograf makinesinde 1000 biyitmede yapilmigtir (Olympus CX31RTSF, 7.1
Megapixel). 1., 2. ve 3. mitoz bolunmeyi geciren hiicrelerin, sik rastlanan ve ilging
olan KA’ lam, mikronukleuslu binukleer hiicreler ile 1, 2, 3, 4 nukleuslu hiicrelerin

fotograflar: ¢ekilmistir.

3.9. Istatistiksel Analiz ve Sonuglarin Degerlendirilmesi

Mikroskobik inceleme sonucunda elde edilen KA, KKD, MI, PI, MN ve NBI
parametrelerine ait veriler icin her bir muameleli grubun ortalamalar: ile kontrol
kultarlerinin ortalamalar arasindaki farkin dnemli olup olmadig: t-testi metodu ile
kontrol edilmistir. Konsantrasyon-etki iliskisini ortaya koymak amaciyla regresyon
ve korelasyon analizleri yapilmis, regresyon denklemi ve korelasyon katsayisi (r)
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bulunmus ve regresyon dogrusu gizilmistir. Mikroskobik incelemeler sonucunda elde

edilen bulgular gizelge ve grafikler halinde verilmistir.
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4BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. 4-Metilimidazol’ uninsan Periferal Kan Lenfositlerindeki Genotoksik
Etkileri

4.1.1.1. 4-Metilimidazol’ un Kardg Kromatid Degisimi (KKD) Uzerindeki
Etkileri

Dort farkli konsantrasyondaki (300, 450, 600, 750 pg/ml) 4-Metilimidazol
ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan perifera lenfositlerinde saptanan ortalama
kardes kromatid sayilarn (KKD/HUcre) cizelge 4.1 de goOrulmektedir. 4-
Metilimidazol, 24 saatlik muameleli killturlerde en yuksek iki konsantrasyonda, 48
saatlik muamele siresinde ise tim konsantrasyonlarda KKD’ yi 6nemli derece de
uyarmistir (Cizelge 4.1) (Sekil 4.1). Ancak KKD’ deki bu uyaima pozitif
kontroldeki (MMC) kadar olmamustir.

4-MElI hem 24 hem de 48 saatlik muamele sirelerinde KKD’ vyi
konsantrasyona bagli olarak artirmustir (Sekil 4.2, Sekil 4.3).
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Cizelge 4.1. Degisik Konsantrasyonlarda 4-Metilimidazol ile 24 ve 48 Saat Muamele
Edilmis Olan Insan Perifera Kan Lenfositlerinde ve Onlarin Kontrol
Kulturlerinde Hucre Basina Diusen Ortalama KKD Sayisi.

Muamele
Test Maddesi Siresi Konsantrasyon Min-Max KKD/HucretSH
(saat) (Hg/ml) KKD
Kontrol - -- 0-14 4.55+0.442
MMC (PK) 24 0.25 8-80 23.18+1.94
300 0-22 4.76%0.187 bs
450 0-24 6.04+0.604 by
4-Metilimidazol 24 600 0-64 7.74+0.191 a3 bs
750 1-40 8.24+0.289 a3 by
MMC(PK) 48 0.25 5-89 31.31+1.94
300 2-46 6.39+0.3544a; bs
4-Metilimidazol 48 450 3-31 9.04+0.561a, bs
600 0-42 11.24+0.9a; bs
750 2-39 12.5440.41 a3 b;

a Kontrol ile; b: Pozitif Kontrol ile aradaki fark dnemlidir.
aub1: P<0.05; azbz: P<0.01; asbs: P<0.001
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Sekil 4.1. KKD uyarilmis metafaz plagi (14 KKD)(450ug/ml 4-Metilimidazol, 24
saatlik muamele, 9).(X1000)

y = 0,008x + 2 454
r= 0881 o

300 400 00 800 T B0
Kenstrasyon (pafml}
Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlarda 4-Metilimidazol ile 24 saat muamele edilen insan
periferal lenfositlerinde KKD/Hucre nin konsantrasyona bgli artisimi gosteren
regresyon dogrusu ve korel asyon katsayist (P=0,019).
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y= 0,004 + 2574 /
r=1 980 o

KHDVHicre

T T T T T
ana 400 500 L0 ] =u1]

Kenstrasyen (pgdml)

Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonlarda 4-Metilimidazol ile 48 saat muamele edilen insan
periferal lenfositlerinde KKD/HUicre nin konsantrasyona bgli artisim gosteren
regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi (P=0,011).

4.1.1.2. 4-Metilimidazol’ un Kromozom Anormallikleri (KA) Olgumu
Uzerindeki Etkileri

Dort farkli konsantrasyonda (300, 450, 600, 750 pg/ml) 4-Metilimidazol ile
24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde saptanan kromozom
anormallik gesitleri, kromozom anormalligine sahip anormal hiicre ytizdes ve hiicre
basina diisen kromozom anormallikleri (KA/Hucre) gizelge 4.2." de gorulmektedir.

4-Metilimidazol, 24 ve48 muamele sirelerinde tim konsantrasyonlarda
anormal hiicre (AH) %' sinin kontrole nazaran artirmasina neden olmus 48 saatlik
muamelede ise bu artis konsantrasyona bagli olarak gergeklesmistir (Cizelge 4.2).
Ayrica KA/Hucre sayisi 24 ve 48 saatlik muamelelerde ve tim konsantrasyonlarda
istatistiki bakimdan énemli bir artis gostermistir (Cizelge 4.2). Yani 4-Metilimidazol
kromozom aberasyonu olusumunu uyarmistir. Ayrica KA’ daki an 48 saatlik
muameleli kiltdrin en yiksek konsantrasyonunda, pozitif kontrol olan MMC’ deki

kadar olmustur.
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4-MEl, 48 saatlik muameleli kiltirlerde hem kromozom aberasyonlu hiicre
oraninin (KA’ 1 hiicre yizdesinin) hem de hiicre basina disen KA sayisinin
(KA/hlicre) konsantrasyona bagl olarak artmasina neden olmustur (Sekil 4.4) (Sekil
4.5).

4-Metilimidazol ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde kromatid
tipi anormalliklerden Ozellikle kromatid kirig: (Sekil 4.6., Sekil 4.7 ve Sekil 4.8.) en
fazla gorilen anormallik arasinda sayilabilir. Kromozom tipi anormalliklerden
0zellikle kromozom kirig: (Sekil 4.8), fragment (Sekil 4.8 ve 4.9) ve kardes kromatid
bilesimi (KKB) (Sekil 4.10) gibi yapisal anormalliklere ve poliploidi (Sekil 4.11)
gibi kromozom say1 anormalliklerine rastlanmistir. Ayrica 4-Metilimidazol ile 24 ve
48 saat muamele edilen kilturlerde en disik konsantrasyon (300ug/ml) harig, diger
tum konsantrasyonlarda dikkate deger miktarda kromozom kontraksiyonu
gozlenmistir (Sekil 4.12).
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Cizelge 4.2. Degisik Konsantrasyonlarda 4-Metilimidazol Ile 24 ve 48 Saat Muamele

4. BULGULAR VE TARTISMA

Edilmis Olan insan Periferal Kan Lenfositlerinde ve Onlarin Kontrol
Kultdrlerinde Kromozom Anormallik Cesitleri, Anormal Hicre Orani, KA/

Hucre.
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i y = 0,038 - 0,185
r = 0,903

a

Ancrmal Hiicre %
g

pd

|~ 3

309 a0 50 a0 700 800
Kenstrasyon (pg/ml)
Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonlarda 4-Metilimidazol ile 48 saat muamele edilen
insan perifera lenfositlerinde AH%' sinin konsantrasyona bgli artisin
gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi (P=0,007)

Khy

¥ = 3.B4E333333333333E-4x + 7 HDDES
r=0339

KA T Hiicre

amw e =0 20 70 Bl
Kensantrasyen (pgiml)
Sekil 4.5. Farkli konsantrasyonlarda 4-Metilimidazol ile 48 saat muamele edilen
insan periferal lenfositlerinde KA/HUcre' nin konsantrasyona bgli
artisim gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi (P=0,011)
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Sekil 4.6. Kromatid kirig: (B') bulunan metafaz plag: (300pug/ml 4-Metilimidazol, 24
saatlik muamele, 7). (X1000).

10 pm

Sekil 4.7. Kromatid kirigi (B') bulunan metafaz plag: (600pg/ml 4-Metilimidazol, 24
saatlik muamele, 4. (X1000).
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_— | —

Sekil 4.8. Kromatid kiriklart (B'), kromozom kiriklart ( B' ") ve fragmentler (F)
bulunan metafaz plag:i (750ug/ml 4-Metilimidazol, 48 saatlik muamele,)).
(X1000).

i

Sekil 4.9. Fragment (F) bulunan metafaz plagi (750 pg/ml 4-Metilimidazol, 24
saatlik muamele, ¢). (X1000).
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10 pm

Sekil 4.10. Kardes kromatid birlesmes (KKB) bulunan metafaz plag: (450 pg/ml 4-
Metilimidazol 24 saatlik muamele, &). (X1000).

10 pm

Sekil 4.11. Poliploid hiicre kromozomlari (450 pug/ml 4-Metilimidazol 24 saatlik
muamele, &). (X1000).
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1O i

Sekil 4.12. Kontraksiyonlu kromozoma sahip metafaz plagi (450 pg/ml 4-
Metilimidazol 24 saatlik muamele, ¢). (X1000).

4.1.1.3. 4-Metilimidazol’ un DNA Replikasyonu ve Mitoz Bélinme Uzerindeki
Etkileri

4-Metilimidazol’ un DNA replikasyonu Uzerindeki etkisi proliferasyon indeks
(P) (Replikasyon indeks (RI))’ nin, mitoz bolinme Uzerindeki etkis ise mitotik
indeks (M1)" in bulunmasyoluyla saptanmustir.

4-Metilimidazol ile 24 saat muamele edilen kiltirlerde Pl kontroldekine
nazaran genel olarak diismus, ancak bu disUsin en yiksek iki konsantrasyonundaki
4-MEI ile muameleli kilturlerde 6nemli oldugu saptanmustir. 750 pg/ml 4-MEI ile
muameleli klltirdeki PI’ deki dgls pozitif kontroldekinden de fazla olmustur
(Cizelge 4.3.). 48 saat 4-MEI ile muamele edilen kilturlerde tum konsantrasyonlarda
test maddesi, kontroldekine nazaran PI’ m onemli derecede diismesine neden
olmustur. PI’ deki bu dgiis 450 pg/ml ve 600 pg/ml konsantrasyonlarinda pozitif
kontroldeki kadar olmus, 750 pg/ml konsantrasyonundaki disls ise pozitif
kontroldekinden de daha fazla olmustur (Cizelge 4.3.). 48 saatlik muameldi
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kalturlerdeki PI’ deki ditis konsantrasyona bagli bir durum gostermistir (Sekil 4.13).
Y ani 4-MEI DNA replikasyonunu 6nemli derecede engellemistir.

24 saatlik muameleli kiltirlerde en disik konsantrasyon hari¢ diger ¢
konsantrasyonda MI” nin kontrole nazaran digmesine neden olmustur (Cizelge 4.3.).
Ayrnica en yiksek konsantrasyonda ise MI' deki diglis pozitif kontroldeki kadar
olmustur (Cizelge 4.3.). 48 saatlik muameleli kiltirlerde ise 4-MEI, tim
konsantrasyonlarda MI’ nin kontroldekine nazaran énemli derecede dgmesine yol
acmistir (Cizelge 4.3.). Bu disls tim konsantrasonlarda pozitif kontroldeki kadar
olmustur. Pl ve MI’ deki bulgular birlikte dgerlendirilecek olursa 4-MEI, hem DNA

replikasyonunu hem de hiicre bolinmesini olumsuz yonde etkilemektedir.
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Cizelge 4.3. Degisik Konsantrasyonlarda 4-Metilimidazol ile 24 ve 48 Saat Muamele
Edilmis Olan Insan Periferal Kan Lenfositlerinde Proliferasyon indeksi
(P1) ve Mitotik indeks (M1).

Muamele
Test Sire Kons. M1 M2 M3 PI+SH MItSH
Maddesi | (saat) | (ug/ml)
Kontrol -- -- 149 114 137 | 1.9675+0.02 5.732+0.46
MMC(PK) 24 0.25 246 91 63 | 1.5800+0.08 2.615+0.41
300 197 120 83 | 1.7150+0.08 5.215+0.85
4-MEI 24 450 190 132 78 | 1.7200+0.09 3.627+0.59 a;
600 256 102 44 1.5425+0.07 a, 4.115+0.34 a; by
750 273 85 42 1.4225+0.03a3b; | 2.857+0.43 &,
MMC(PK) 48 0.25 239 105 56 1.5425+0.04 1.473+0.37
300 176 132 92 1.7900+£0.05a;b; | 3.183+0.79 a;
4-MEI 48 450 215 132 583 1.5950+0.02 ag 2.415%0.55 a,
600 247 113 40 1.5125+0.07a, 2.508+0.49 a,
750 261 114 25 1.4100£0.01agb, | 1.565+0.43 a,

a Kontral ile; b: Pozitif Kontrol ile aradaki fark énemlidir.

ab1: P<0.05; azhz: P<0.01; asbs: P<0.001
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Sekil 4.13. Farkli konsantrasyonlarda 4-Metilimidazol ile 48 saat muamele edilen
insan periferal lenfositlerinde PI’ nin konsantrasyona bgli azalisin
gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi (P=0,048).

4.1.1.4.4-Metilimidazol’ un Mikronukleus (MN) Olgumu ve Nukleus Bélinmes
Uzerindeki Etkileri

4-Metilimidazol 24 saatlik muameleli  klltorlerde en  yiksek ki
konsantrasyonda, 48 saatlik kultUrlerde ise hemen hemen tim konsantrasyonlarda
MN olusumunu 6nemli derecede artirmistir (Cizelge 4.4). Bazi binukleer hlicrede bir
mikronukleus, bazi hicrelerde ise iki mikronukleuslara rastlanmistir (Sekil 4.14 ve
Sekil 3.15).
4-Metilimidazol ile 24 saat muamele edilen kulturlerde tim
konsantrasyonlarda NBI kontrole nazaran 6nemli derecede dismustir (Cizelge 4.4).
Bu disis en distik iki konsantrasyonda (300 ve 450 pg/ml) pozitif kontrol deki
kadar, yuksek iki konsantrasyonda (600 ve 750 pg/ml) ise pozitif kontroldekinden
daha fazla olmustur. Bu muamele stiresindeki NBI’ nin dgust konsantrasyona bagli
durum gostermistir (Sekil 4.16).
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48 saat muamele edilen kiltirlerdeki NBI' deki dgus kontroldekinden
Onemli derecede fazla olmustur. Bu muamele stiresinde 450 pg/ml ve 600 pg/ml
konsantrasyonlarda 4-MEl ile muamele edilen kiltirlerde NBI pozitif
kontroldekinden dnemli derecede dustik, en distk (300 pug/ml) ve en yiksek (750
pag/ml) konsantrasyonlardaise pozitif kontroldeki kadar bulunmustur (Cizelge 4.4).

Sonu¢ olarak farkli konsantrasyonlardaki 4-MEI ile muamele edilen
kultdrlerde test maddesinin nukleus bolinmesi Uzerindeki etkis genel olarak hiicre
proliferasyonu ve mitoz bolinme Uzerindeki etkisine benzemektedir. Cunkd,
Ozellikle 48 saatlik muamele siiresinde tim konsantrasyonlardaki Pl ve MI

parametrelerindeki dists kontrol dekine nazaran dnemli bulunmustur (Cizelge 4.3.).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Muamele Edilmis Olan Insan Periferal Kan Lenfositlerinde MN

Cizelge 4.4. Degisik Konsantrasyonlarda 4-Metilimidazol ile 24 ve 48 Saat
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Sekil 4.14. Tek mikronukleus igeren iki nukleuslu hiucre (600 pg/ml, 48 saatlik
muamele, ). ( X1000).

10 pm

Sekil 4.15. iki mikronukleusiceren iki nukleuslu hiicre (750 pug/ml,24 saatlik
muamele, ). (X1000).
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Sekil 4.16. Farkli konsantrasyonlarda 4-Metilimidazol ile 24 saat muamele edilen
insan periferal lenfositlerinde NBI’ nin konsantrasyona bl azalisim
gOsteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi (P=0,026).

4.2 Tartisma

4.2.1. 4-Metilimidazol’ uninsan Periferal Lenfositlerinde Kardes Kromatid
Degisimi (KK D) ve Kromozom Aberasyonu (KA) Uzerindeki Etkisi

Bu calisma 4-Metilimidazol’ un KKD’ yi uygy uyarmadigim arastiran ilk
calismaolup, bu arastirmada test maddesinin insan periferal lenfositlerinde KKD’ i
konsantrasyona bagli olarak uyardigi saptanmustir. Alija ve ark. (2003) yaptiklar:
calismada 4-Metilimidazol ile ayni grupta olan beta karotenin sadece en yuksek
dozda (10uM) KKD’ yi artirdigim saptamuslardir. Sentetik renklendiriciler grubuna
dahil olan azo boyalardan sunset sarisi ile yapilan calismada Sayed ve ark. (2012)
test maddesinin KKD’ yi ciddi sekilde attirdigim ve sunset sarimin genotoksik
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oldugunu agiklamistir. Yine bir azo boya olan tartrazin ve amarant ile yapilan
calismada Mpountoukasa ve ark. (2010) insan periferal lenfositlerinde bu
maddelerin genotoksik olup olmadig: arastirmislar ve arastirmacilar tartrazin ve
amarantin kontrol grubuna gore KKD’ vyi arttrdigint bildirmislerdir. Giri ve ark.
(1988) 4-Metilimidazol ile ayn: gruba ait olan turuncu G boyasinin fare kemik iligi
hiicrelerinde KKD’ yi konsantrasyona bgli olarak arttigi saptamiglardir. Yine Giri
ve ark. (1990) yaptiklari calismada hizli yesil FCF nin farelerin kemik il
hiicrelerinde genotoksik etkisinin olup olmadigimi arastirmay: hedeflemisler ve
arastiricilar izl yesil FCF nin KKD’ yi ciddi anlamda uyargini belirtmislerdir. Giri
ve ark. (2006) sentetik gida boyalari grubuna giren yesil S nin fare kemik ilgi
hiicrelerinde 50-200 mg/kg viicut agirligi konsantrasyonlarinda yesil S nin KKD’ i
uyarmadigi, fakat en yiuksek dozda (400 mg/kg vucut agirligi) KKD’ yi uyarggin
saptamiglardir. Bizim ve diger arastincilarin sonuglarina gore degisik gida
renklendiricileri KKD’ yi uyarmaktad. Bu durumda, gida renklendiricilerin
genotoksik risk tasidiklar: sbz konusu olabilir.

Yukaridaki sonuclara karsilik Zuno ve ark. (1994) sentetik boyalar
grubundan eritrozinin B6C3F1 farelerinde kemik iligi hicrelerinde eritrozinin
kontrole nazaran KKD’ yi d§lrduginu saptamislardir. Loprieno ve ark.(1992) in
vitro olarak Cin hamster yumurtalik hicrelerinde karminik asidin genotoksik olup
olmadigint arastirmiglar ve arastincilar karminik asidin KKD’ yi uyarmagsin
aciklamuglardir. Gasiorowski ve ark. (1997)  yaptiklari calismada Aronia
melanocarpa’dan izole ettikleri antosiyaninlerin  benzo(a)pyrene ve  2-amino
fluorene’ in mutgjenik etkilerine kagi antimutejenik etkilerini Ames testi ve in vitro
olarak insan lenfositlerinde KKD testi ile arastirmayr amaglamislardir. Calisma
sonucuna gore antosiyaninlerin antimutajenik oldugu bildirilmistir.

Yukaridaki gida renklendiricileri ile yapilan calismalarin sonuglari toplu
olarak degerlendirilecek olursa gogu renklendiriciler KKD’ yi uyarngtir. Bazilar: ise
KKD’ yi uyarmam ve uyaran mutgjenlerin etkisini de azaltmisglardir. Yapilan bu
calismalardaki sonuglarin farklilik gostermesi test edilen gida boyalarinin her birinde
yapisal farkliliklarinin oldugundan kaynaklanmaktadir.
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Bu ¢alismada insan periferal lenfositlerinde 4-Metilimidazol’ un hem 24 hem
de 48 saatlik muamele stirelerinde kromozom aberasyonunu konsantrasyona bagli
olarak uyardig: saptanmustir. Ozellikle 4-Metilimidazol kromatid kirigi ve kromozom
kiriklarina neden olmaktadir. Benzer calismalar 4-Metilimidazol’ un dsindaki
renklendirici gruplarinda da yapilmistir. Abe ve Sasaki (1976) iclerinde dort farkli azo
boyaminda bulundugu 33 farkli kimyasal maddenin Cin hamster yumurtalik
hiicrelerinde mutajenitesinin arastirmiglardir. Calisma sonucuna gore azo boyalarin
hepsi konsantrasyona bagli olarak kromozom aberasyonunu artirmustir. Patterson ve
Butler (1982) tartrazinin memeli hicrelerindeki genotoksik etkisini arastirmay:
hedeflemislerdir. Muntiacus muntjac (geyikgillerden; hint mungagi) in vivo
lenfositleri Uzerinde yaptiklar: ¢alismada kromozom aberasyonu testi uygulanmis ve
tartrazin ile muamele edilen gruplarin kontrol grubuna goére KA’ y uyardigi
belirlenmistir. Roychoudhury ve Giri (1989) indigo karmin, turuncu G, tartrazinin
Allium cepa hiicrelerinde genotoksik etkilerini incelemislerdir. Calismanin sonucun
gore bu test maddelerinin yiksek dozunda kromozom kiriklarina rastlanmis ve
KA’ yuyardiklar saptanmustir. Ozaki ve ark. (1998), red 3, red 40, red 102, blue 1,
blue 2 sentetik boyalarinin fare kemik iligi hicrelerinde genotoksik etkisinin olup
olmadigint arastirmigtir. Calisma sonucuna gére bu bes sentetik boyandan mavi 2
boyasi hari¢ digerlerinin KA’ yuyarmadigi saptanmistir. Giri ve ark. (2006), yesil G
sentetik gida boyasinin in vivo fare kemik iligi hicrelerinde KA’ y artirdigin
saptamiglardir. Calisma sonucuna gore KA artisi kontrole gore sadece 200 ve 400
mg/kg vicut agirhig: da saptanmistir. Agarwala ve ark. (1994), aspir sarisi ve kokum
kirmizisi Swiss abino erkek farelerinde klastojenik etkilerinin olup olmadigin
arastirmiglardir. Calismada kullanilan KA testine gore az da olsa klastojenik oldugu
ortaya gikmuistir.

Goruldigu  gibi  birgok arastincimn  gida  renklendiricileriyle  yaptigi
kromozom aberasyonlar1 calismalarindan elde ettigi sonuclar bizim sonuglar:
destekler yondedir.

Calismamizin sonucuyla farklilik gosteren sonuclara ulasilan bazi calismalar
davardir.
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Brusck ve ark. (1992) karamelin 4. grubunun Cin hamster Ureme
hiicrelerindeki kromozom aberasyonuna uyarip uyarmadigim arastirmislar ve
arastiricilar test maddesinin KA’ y uyarmadigim saptamugslardir. Allen ve ark (1992)
yaptiklart ¢alismada yine karamelin alt grubu ile (3.grup) Cin Hamster treme
hiicrelerine olan genotoksik etkisinin olup olmadigim arastirmiglardir. Calisma
sonucuna gore karamelin bu alt grubu KA’ y uyarmamistir. Das ve Mukherjee
(2004) sentetik boyalarin sicanlarda in vivo kemik iligi hicrelerinde genotoksik
etkilerini arastirmiglardir. Calisma sonucuna gore calisilan sentetik boyalarin
mutgjenik ve genotoksk olmadigi aciklanmigtir. Goruldigi gibi bazi arastiricilarin
sonuglart bizim calisma sonucumuzdan farkli ¢ikmustir. Bunun nedeni de test
maddel erinin farkli olmasidir.

Ayrica bazi gida renklendiricilerinin de antiklastojenik etkilerinin oldugu
saptanmustir. Ornegin; Mukherjee ve ark. (1991) beta karotenin in vivo fare kemik
iligi eritrositlerinde siklofosfamidin mutgjenik etkisine kars1 antimutgjenik etkisini
arastirmiglardir. Calismada KA ve MN testlerinden yararlanilmis ve calisma
sonucuna gore eritrozinin sigan eritrositlerinde siklofosfamidin mutagjenik etkisini
dustrdigt saptanmustir. Loprieno ve ark. (1992) karminik asitin Cin Hamster
yumurtalik hticrelerinde KA testi ile genotoksik etkisi incelemislerdir. Arastirma
sonucuna gore KA’ yuyarmamistir. Ragunathan ve Panneerselvam (2007) yaptiklar
calismalarinda kurkuminin, Allium cepa’ mn kok ucu hicrelerinde sodyum azidin
(SA) neden oldugu kromozom aberasyonlarina karst antimutajenik etkisini
arastirmiglardir.  Calismada SA’ m muameleli gruplarda olusturdugu kromozom
aberasyonlarim kurkuminin azalttigi saptanmistir. Kurkuminin bu ¢alismada en iyi
antimutajenik etkiyi gosterebildigi konsantrasyon Sug/ml’ dir.

Bu calismada 4-MEI, KKD ve KA’ y uyarmistir. Bu sonuclara gore 4-MEl
genotoksik risk tasimaktadir. Bircok gida renklendiricisiyle yapilan calismalarda
bizim sonuglarimzi destekleyen sonuglar alinmugtir. Ancak bazilar ise KKD ve
KA’ y uyarmamis, bazilari ise bilinen genotoksinlerin genotoksik etkilerini
azaltmglardir. Tum bu durumlar g6z Onunde bulundurulacak olursa gida
renklendiricilerin kullamma sunulmadan ©6nce mutlaka genotoksik risk tasiyip

tasimadiklarinin arastirilmast gerekir.
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4.2.2.4-Metilimidazol’ un Mikronukleus (MN) Olgumlari Uzerindeki Etkileri

Bu calisma, 4-MEI’ nin mikronukleus olgumu Gzerindeki etkisini arastiran
ilk arastirmadir. Bu nedenle bu caligmadan elde edilen sonuclar diger besin
renklendiricilerinin MN olusumu Uzerindeki etkilerini arastiran calismalarda elde
edilen sonuclarla karsilastirilacaktir. 4-Metilimidazol 24 saatlik muamele stiresinde
sadece en yiksek iki konsantrasyonda, 48 saat muamele slresinde ise tim
konsantrasyonlarda kontrole nazaran MN olusumunu artirmustr.

Adams ve ark. (1992) karamelin Cin Hamster yumurtalik htcrelerinde
genotoksik etkisinin olup olmadiginm arastirmiglardir. Calismada yararlanilan MN
testi sonuglarina gore karamelin sadece yiUksek dozda mikronukleus olusumunu
arttirdigim saptarmiglardir.

Roychoudhury ve Giri (1989) indigo karmin, turuncu G, tartrazinin Allium
cepa hicrelerinde genotoksik etkilerini incelemislerdir. Calismada test maddel erini
genotoksik etkis MN testi ile degerlendirilmis ve galisma sonucun gore bu test
maddelerinin yiksek dozunda kromozom kiriklarina rastlanmis ve MN olusumunu
uyardiklar: saptanmistir. Aym ¢alismada tartrazin ve eritrozinin Allium cepa Uzerinde
genotoksik ve sitotoksik etkilerinin olup olmadigim arastirmisglardir. Bu ¢alismaya
gore tartrazin ve eritrozinin poliploidi hiicre olusumunu ciddi bir sekilde uyarmus,
yuksek dozda mikronukleus olusumlarim uyardigini saptamislardir. Macioszek ve
Kononowicz (2004) yaptiklar: calismada quinoline sar1 ve brillant black BN insan
periferal  lenfositlerinde  mikronukleus olusumunu uyarip  uyarmadiklarin
arastirmiglardir. Arastirma sonucuna goére her iki test maddesinin de mikronukleus
olusumunu arttirmigtir. Beije (1987), bir azo boya olan direkt black 38’ in vivo gan
kemik iligi hicrelerinde genotoksik etkisinin olup olmadigint incelemislerdir.
Calisma sonucuna gore test maddesinin mikronukleus olusumunu arttirdigi
saptanmistir. Lima ve ark. (2003) dogal renklendirici grubuna giren annatto
boyasinmin fare kemik iligi hicrelerinde en yiiksek dozda (10.670 ppm) mikronukleus
olusumunu arttirdigr saptamiglardir. El-Makawy ve El-Ashmaoni (2003), yapmis
olduklar: galismada Beta karotenin erkek ve disi sicanlarda MNPCE (mikronukleusiu

polikromatidli eritrosit) de MN olgumunu uyardigini bu nedenle genotoksik
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oldugunu saptamiglardir. Poula ve ark. (2009), amarant, sunset sar1, tartrazin gibi azo
boyalarin fare barsak hicrelerini genotoksik olarak etkisnin olup olmadigint MN
testi ile arastirmiglardir. Boyalar: farelere gavaj yontemiyle ile 24 saetlik periyotlarla
vermiglerdir. Bu galismanin sonucuna gore boyalarin tim konsantrasyonlarda MN
olusumunu arttirmistir. Goruldigu gibi baska arastiricilarin gida renklendiricileriyle
yaptig1 ¢caligmalarin birgogunda da gida renklendiricilerinin MN olusumunu uyardigi
saptanmistir. Bu sonuclar bizim sonuglar: destekler yondedir. Bununla beraber bazi
renk maddeleri ise MN olusumunu uyardigi bilinen maddelerin etkilerini azalttig
belirlenmistir. Ornegin;

Mukherjee ve ark. (1991) beta karotenin in vivo fare kemik iligi
eritrositlerinde siklofosfamidin  mutgjenik etkisine karsi antimutgjenik etkisini
arastirmiglardir. Calismada MN  testinden yararlamlmus ve eritrozinin  sican
eritrositlerinde siklofosfamidin mutajenik etkisini dustrdigt saptanmistir. Cao ve
ark. (2008) yaptiklar1 calismada Akrilamid kanserojeninin HepG2 (hepatoseltler
kanser) hucrelerinde meydana getirebilecegi genotoksik hasarlara karsi kurkuminin
koruyucu etkisini arastirmiglardir. Bu calismada yararlamlan mikronukleus testi
sonuglarina gore kurkumin tuketimi akrilamidin neden oldugu genotoksisiteyi
Onlemek amaciyla makul bir yol olabilecegi savunulmustur. Serpeloni ve ark. (2011)
4-Metilimidazol ile aynm gruptan olan klorofilin cisplatinin mutajenik etkisine karsi
fare kemik iligi hucrelerinde antigenotoksik etkisini arastirmiglardir. Y apilan ¢alisma
sonucuna gore klorofilin cisplantin mutgjenik etkisini azalttigi agiklanmistir. Santos
ve ark. (2012), icerisinde annatto maddes olan Bixa orella L. ekstraktimn
mikronukleus olusumunu uyarmadigi saptanmistir.

4.2.3.4-Metilimidazol’ un Hucre Proliferasyonu, Mitoz Bdlinme ve Nukleus
Bolunmes Uzerindeki Etkileri

4-MEI' nin kiltire edilmj insan lenfositlerindeki sitotoksik etkisi,

proliferasyon indeksi (PI), mitotik indeksi (MI) ve nukleus bolinme indeksi (NBI)
bulunarak saptanmustir.
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Bu calisma 4-MEI' nin insan periferal lenfositlerinde yadan ilk sitotoksik
calismadir. 4-MEI, PI’ nin 24 saatlik muamelede en yiiksek iki konsantrasyonda, 48
saatlik muamelede tim konsantrasyonlarda PI’ nin d§mesine neden olmustur. Y ani
4-MEI DNA replikasyonunu olumsuz yonde etkilemistir. 4-MEI ile 24 ve 48 saat
muamele edilen kiltirlerdeki MI" deki dglis PI’ deki diilise benzemektedir. 4-MEl,
24 ve 48 saatlik muameleli kiltirlerde ise tim konsantrasyonlarda NBI' nin
dusmesine yol agmistir. Yani 4-MEI (¢ teste gore de sitotoksiktir. Gomes ve ark.
(2013) sunset sarisi, bordo kirmizisi ve tartrazin sarisimin Allium cepa L. kok
meristematik hicrelerinde 24 ve 48 saatlik muamelede sitotoksisitesini arastirmay:
amaclamistir. Calisma sonucuna gore boyalarin hiicrelerde hiicre siklusarini inhibe
ederek mitotik indeksi duslrdigt gozlenmis ve bu U¢ gida boyasimin da sitotoksik
oldugu agiklanmigtir. Ying ve ark. (2010), yapmis olduklar: ¢alismada demir oksit
nanopartikdllerinin  in vitro olarak insan lenfositlerinde sitotoksik —etkisini
arastirmiglar ve demir oksidin yiizey alanit kaplama Ozelliginden dolay1 ortamdaki
lenfositlerin ytizeyini kaplayarak hiicreleri inhibe etti gini saptamigslardir. Wise Sr. ve
ark. (2010) yapmus olduklar: ¢alismada glimis nanopartikullerin balik hiicrelerinde
sitotoksik oldugunu ve bunun nedeninde giimis nanopartikillerinin antibakteriyel ve
antifungal 6zelliklerinden dolay: sitotoksik etki olusturdugunu agiklamiglardir. Shi ve
ark. (2006) kurkuminin insan over kanser hicreleri Uzerinde antiproliferasyon ve
apoptozis etkisini arastirmay1 amaclamiglardir. Calisma sonucuna gore kurkuminin
hiicre blyumesini engelleyerek ve apoptozis harekete gegirerek kanser hiicrelerinde
hiicre proliferasyonunu engellemekte ve apoptozis uyarmaktadir.

Bizim ve diger arastirmacilarin sonuglarim toplu olarak degerlendirecek
olursak, bazi gida renklendiricilerin gerek norma hicrelerde gerekse tumoér
hiicrelerinde sitotoksik etki gosterdikleri, hiicre bolinmesini bask: altina aldiklar: ve

apoptozise neden olduklar1 gorilmektedir.

74



5. SONUCLAR VE ONERILER Rima CEL iK

5. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda doga gida renklendiricis olarak kullanilan 4-metilimidazol’ un
KKD’ yi ve KA’i1yhem kontrole nazaran hem de konsantrasyona bagli olarak
uyardigi saptanmistir. MN olusumunu ise genel olarak uyarmis ancak bu bu uyariima
yiksek konsantrasyonlarda kontrole nazaran istatistiki olarak dnemli bulunmustur.
Sonuclar toplu olarak degerlendirildiginde 4-Metilimidazol’ un genotoksik risk
olusturabilecegini sdyleyebiliriz. Zeiger ve ark (1998) ve NTP (2007) 4-MEI’ un
Samonella typhimurium TA97,TA98, TA1535 suslarinda genotoksik olmadiginin
belirtmiglerdir. Bizim ve bu arastirmalarin sonuglar: birlikte degerlendirilecek olursa
4-MEI’ nin genotoksik olup olmagsi hakkinda kesin karar verebilmek icin in vivo
genotoksisite calismalarinin sonuglarinaihtiyag vardir.

4-MEI 24 saatlik muamele siresinde yuksek iki konsantrasyonda, 48 saatlik
muamele slresinde ise tUm konsantrasyonlarda kontrole nazaran Pl ve MI’ nin
dismesine neden olmustur. Halbuki NBI' deki dils hem 24 saat, hem de 48 saat
muamele strelerinde tim konsantrasyonlarda saptanmis ve 24 saatlik muamelede
NBI' deki dgiis konsantrasyonuna bagli durum gostermistir. PI, Ml ve NBI
parametrelerindeki dists 4-MEI’ nin sitotoksik etkisi oldgunu gostermektedir.

Gida katki maddeleri arasinda yer alan renklendiriciler hazir gidalarin tiketimi
ile viicudumuza girmektedir. Neredeyse ginlik alinan bu renklendiricilerin kanser
gelisimi Uzerindeki etkileri hala tartisiimaktadir. Chan ve ark. (2006) da disi ve erkek
sicanlar Uzerinde yaptiklart calismada erkek sicanlara 0, 625, 1250, 2500 ppm;
disilere ise 0, 1250, 2500, 5000 ppm 4-Metilimidazol vermislerdir (106 hafta). Bu
calismada en yuksek dozda disi siganlarda heyecanlanma hiperaktivite ve yuriyuste
bozukluklar gézlenmistir. Yine bu disilerde mononikleer |6semili hiicre gorulme
sikligi  kontrol grubuna nazaran artmustir.  Calismamin  sonucuna gére  4-
metilimidazol’ Un erkek ve dii sicanlarda alveolar/bronsiyal adenom veya karsinom
icin indukleyici olabilecegini ve disi siganlarda mononukleer |6semi hiicrelere neden
olabilecegini belirtilmistir. Bizim ve baska arastiricilarin sonuglarina gore gerek

normal gerekse kanser hiicrelerinde, genel olarak sitotoksik etki gostermektedirler.
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Tdm bu veriler gbz oninde tutulacak olursak gida renklendiricilerinin
genotoksik ve kanser riski olusturup olusturmayacaginin, sitotoksik etkilerinin olup
olmadiginin mutlaka saptanmast gerekir. Alinacak sonuglara gére kullanilip

kullanilmayacagina karar verilmelidir.
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