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OZET

Bu calismada, gidalarda sikhikla kullanilan sitrik asit, fosforik asit, benzoik asit,
kalsiyum propiyonat ve sitrik asit ile fosforik asit karisiminin in vitro genotoksik
etkileri, insan perferal kan lenfositlerinde, kromozom anormalligi (KA), kardes
kromatit degisimi (KKD), mikroniikleus (MN) ve komet testleri kullamlarak
belirlenmistir. Sitrik asitin 50, 100, 200 ve 3000 ug/ml, fosforik asitin 25, 50, 100
ve 200 pg/ml, benzoik asitin 50, 100, 200 ve 500 pg/ml, kalsiyum propiyonatin
50, 100, 200 ve 1000 pg/ml ile sitrik asit ve fosforik asit karisiminin 25, 50, 100
ve 200 pg/ml’lik Kkonsantrasyonlart kullamilmistir. Yapilan analizlerde,
kullanilan katki maddelerinin tiimii kromozomal anormallik, kardes kromatit
degisimi ve mikroniikleus frekansimi kontrole gore istatistiksel olarak anlamh
sekilde artirmistir. Komet testinde ise, primer DNA hasan sitrik asitin en
yiiksek dozunda, diger uygulamalarda ise hemen hemen tiim dozlarda kontrole
gore anlamh oranda artis gostermistir. Komet kuyruk yogunlugu ve komet
kuyruk uzunlugu, kontrole gore tiim uygulamalarda onemli diizeyde artmstir.
Mitotik indeks, tiim uygulamalarda kontrole gore anlamh diisiis gostermistir.
Replikasyon indeksi ve niikleer boliinme indeksi, c¢alismada kullamlan
maddeler tarafindan herhangi bir sekilde etkilenmemistir. Elde edilen bulgular,
calismada kullanilan maddelerin in vitro kiiltiire alinmis ve izole edilmis insan
lenfositlerinde klastojenik, mutajenik ve sitotoksik etkili oldugunu ayrica

primer DNA hasarim indiikledigini gostermistir.
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ABSTRACT

In this study, the in vitro genotoxic effects of citric acid, phosphoric acid,
benzoic acid, calcium propionate and combination of citric acid and phosphoric
acid, frequently used in foods, have been determined in human peripheral blood
lymphocytes by using chromosome aberrations (CAs), sister chromatid
exchanges (SCEs), micronuclei (MN) and comet assay. 50, 100, 200 and 3000
pg/ml concentrations of citric acid; 25, 50, 100 and 200 pg/ml concentrations of
phosphoric acid; 50, 100, 200 and 500 pg/ml concentrations of benzoic acid; 50,
100, 200 and 1000 pg/ml concentrations of calcium propionate; 25, 50, 100 and
200 pg/ml concentrations of citric acid and phosphoric acid combination were
used. All of the additives used in this study statistically increased the frequency
of chromosome aberrations, sister chromatid exchanges and micronuclei
compared to controls. The primary DNA damage in comet assay significantly
increased by the highest concentration of citric acid and by almost all the
concentrations of other additives. The comet tail intensity and comet tail length
significantly increased compared to controls. Mitotic index statistically
decreased in all the treatments compared to controls. Replication and nuclear
division indices were not effected by the additives used. The results of

experiments showed that the additives used in this study have clastogenic,
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mutagenic, cytotoxic and also DNA damaging effects in cultured and isolated

human lymphocytes.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Xvii

Bu c¢alismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler
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Kisaltmalar
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1. GIRIS

20. yilizyilin basinda, ¢cogu dogal kaynakli olmak {iizere bir ka¢ bin kimyasal madde
kullanilmakta iken, son yillarda yaklasik 80.000 civarinda kimyasal madde, gesitli
amaclar i¢in kullanilmakta ve bu sayr her gegen yil artmaktadir. Kimyasal
maddelerin kullanimi 6zellikle 1940'lardan sonra hizla artmis ve 1985 yilinda 250
milyon ton/yil'a ylikselmistir. Bugiin bu rakam 400 milyon ton/yil'a ulagmustir.
Kimyasal maddelerin yogun ve nispeten kontrolsiiz olarak kullanilmaya baslandigi
yillarda yapilan hatalardan dolay1 insan sagligi ve c¢evre zarar gormiistiir. Gerek
kimyasal maddelerin her alanda yogun olarak kullanilmaya baslanmasi1 gerekse
kontrolstiz kullanimin yarattig1 ciddi saglik ve ¢evre sorunlari, toplumlarda kimyasal
kullanimina kars1 korku ve tepkilerin olugsmasina neden olmustur. Kimyasallarin
insan saglig1 lizerindeki etkileri devamli tartisma konusu olmaktadir [Karakaya A. E.,
2008]. Ozellikle 1960’lardan sonra, toksikoloji bilimindeki hizli gelismenin yani sira,
kimyasal maddeler icin risk yonetimi uygulamalarinin gelistirilmesi, giivenli
kimyasal kullanimi olanagin1 getirmistir. Bugiin ilag, gida katki maddeleri, kozmetik,
tarim ilaci, endiistri kimyasali olarak kullanilan her kimyasalin insan sagligi ve
cevreye olan etkisi ayrintili olarak incelenmekte, insan sagligi ve gevre iizerinde
kabul edilemez o6l¢iide risk tasiyanlarin kullanimina izin verilmemektedir [Beier,

1990; Sarikaya, 2005].

Artan diinya niifusu yeni gida kaynaklarinin bulunmasini zorunlu kildig1 gibi, mevcut
kaynaklarin daha verimli kullanilmasini da zorunlu hale getirmistir. Ayrica hizli
endistrilesme ve kentlesme, hazir yiyeceklere olan talebi de arttirmistir. Bundan
dolay1 da, gidalarin uzun siire bozulmaksizin saklanabilmesi 6nem kazanmistir. Son
30 yildir, basta gelismis tllkelerde olmak {izere, yiyeceklere katilan kimyasal
maddelerin sayilar1 hizli bir sekilde artmistir. Ornegin sadece Ingiltere’de 1 yil
icerisinde kullanilan kimyasal maddelerin toplam miktarinin 200.000 tonu gegtigi

sanilmaktadir [Arslan, 2004].



Gida katki maddeleri, c¢esitli amaclar i¢in kullanilan kimyasal madde gruplar
icerisinde en ¢ok dikkati ¢ceken gruptur. Ciinkii bu maddeler, kisinin istemi disinda
hayati boyunca maruz kalabildigi maddelerdir. Bu maddeler genel anlamda
“gidalarin Ozelliklerini istenilen bigimde etkilemek amaciyla kullanilan maddeler”
olarak tanimlanmaktadir. Bu ozellikler arasinda goriiniim, lezzet, doku, besleyici

deger ve depolama omrii sayilabilir [Altug ve ark., 2000].

Gida katki maddeleri; yiyeceklerin hazirlanmasi sirasinda besinlerin bozulmasini
onlemek, tadini, yapisini ya da besin degerini artirmak amaciyla besinlere eklenmis
maddelerdir. Onceleri bu amagla dogal katki maddeleri kullanilmakla birlikte son
yillarda teknolojinin gelismesi ile birlikte, liretimi hizlandiran ve maliyeti diigiiren
suni katki maddeleri de kullanilmaya baslanmistir [Giirsoy, 2001]. Gidalara katilan
kimyasal maddeler mikrobiyolojik bozulmayir onleme ve dayanikliligi artirma,
besleyici degeri koruma, teknolojik islemlere yardimci olma, renk, goriiniis, lezzet,
koku gibi duyusal 6zellikleri diizeltme gibi pek ¢cok amagla kullanilan maddelerdir.
Bu maddeler gelisigiizel ve tiiziik dis1 kullanildiginda, tiiketiciler arasinda alerjik ve
toksik reaksiyonlarin goriilmesine neden olabilmektedir [Arslan, 2004]. Kullanilan
gida katki maddeleri sagliga zarar vermeyecek miktarda kullanilsalar bile, bu
maddelerin zaman igerisinde viicutta birikerek dokularda tahribata neden olabilecegi,
dolayisiyla insan sagligimi dogrudan ya da dolayli olarak tehdit edebilecegi goz
oniinde bulundurulmas1 gereken énemli hususlardir. Iste bu risk nedeniyle gida katk1
maddeleri de dahil olmak lizere ¢esitli maddelerin mutajenik, klastojenik, aneugenik
etkileri in vivo ve in vitro testlerle arastirilmaktadir. Yapilan bir ¢ok arastirmada
kimyasallarin mutajenik etkileri ile kanser olusturma riski arasinda pozitif bir iligki

oldugu saptanmistir [Kaderlik ve ark., 1992]

Cesitli kimyasallarin mutajenik, klastojenik, aneugenik etkilerinin belirlenmesinde
kullanilan in vitro test yontemlerinden insan lenfosit kiiltiirii olduk¢a sik kullanilan
bir yontemdir. Periferik kandaki beyaz kan hiicrelerinden lenfositler kullanilarak,

cesitli kimyasallarin genotoksik etkili olup olmadiklari, kromozomal anormallik,



kardes kromatit degisimi ve mikroniikleus testi kullanilarak
degerlendirilebilmektedir. Ayrica kimyasallarin primer DNA hasarmi indiikleyip
indiiklemedigi de, son yillarda gelistirilen komet testi kullanilarak

degerlendirilmektedir.

Bu calismanin amaci, gidalarda siklikla kullanilan katki maddeleri olan sitrik asit,
fosforik asit, benzoik asit ve kalsiyum propiyonatin genotoksik etkilerini, kiiltlire
almmig insan periferal lenfositlerinde kromozom anormalligi (KA) testi, kardes
kromatit degisimi (KKD) testi, mikroniikleus (MN) testi ve izole edilmis

lenfositlerde komet testi kullanarak in vitro yontemlerle aragtirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Gida Katki Maddeleri

1950’11 yillardan bu yana hizla artan diinya niifusuna paralel olarak gida maddelerine
duyulan gereksinimin ¢ogalmasi, sehirlesme ve insanlarin yasam bi¢imlerinde olusan
degismeler, yiliksek kalitede ve cesitlilikteki gida maddelerine duyulan ihtiyag,
seyahat ve nakil imkanlarinin gelismesi, yeni gida isleme ve pazarlama yontemleri
nedeniyle katki maddelerinin iiretimi ve gidalarda kullanimi biiyiik oranda artmustir.
Gidalarin organoleptik Ozelliklerinin diizeltilmesi, depolama Omriiniin uzatilmasi,
mikrobiyal kaynakli bozunmalarin engellenmesi ve gida islemede yardimci olmak
gibi nedenlerle kullanilan katki maddeleri, gida endiistrisinin vazgegilmez bir
parcasini olusturmaktadir. Bu maddelerin gidalarda giivenilir bir sekilde kullanimi1
ise, tiiketiciler acisindan bu konunun en énemli yoniinii olusturmaktadir. Bu nedenle
diinyadaki pek ¢ok uluslar arast ve ulusal kuruluslar, katki maddelerinin gidalarda
giivenilir bir sekilde kullanimlar1 amaciyla spesifikasyonlar ve sinirlamalar
getirmislerdir. Ulkemizde de 6 Mart 1988’de yiiriirliige giren “gida katk1 maddeleri
yonetmeligi” gida katki maddelerinin kullanilmasina iliskin tanim ve kisaltmalari,
genel hiikiimleri, isaretleme ve etiketleme ile ilgili prensipleri ve teknik hiikiimleri

kapsamaktadir [Altug ve ark., 2000].

Gida katkir maddeleri, Tiirk Gida Kodeksi yonetmeliginde “Tek basina gida olarak
tilkketilmeyen veya gidanin karakteristik bileseni olarak kullanilmayan, tek basina
besleyici degeri olan veya olmayan, teknolojik bir amag¢ dogrultusunda {iretim,
isleme, hazirlama, ambalajlama, tasima veya depolama asamalarinda gidaya ilave
edilmesi sonucu, kendisi ya da yan iiriinleri, dogrudan ya da dolayl1 olarak o gidanin
bileseni olan maddeler” olarak tanimlanmistir. Bu teblig kapsaminda, renklendiriciler
ve tatlandiricilar disinda yer alan gida katki maddelerinin fonksiyonlarinin tanimlari

ise asagidaki sekilde verilmistir.



a) Ambalajlama gazlari: Gida maddesi kaba yerlestirilmeden 6nce, yerlestirilirken
veya yerlestirildikten sonra kap icine verilen hava disindaki gazlardir.

b) Antioksidanlar: Yaglarin acilagsmasi ve renk degisikligi gibi oksidasyonun neden
oldugu bozulmalar1 Onleyerek, gidalarin raf Omiirlerinin uzatilmasini saglayan
maddelerdir.

¢) Aroma arttiricilar: Gidanin mevcut tat ve/veya kokusunu artiran maddelerdir.

¢) Asitler: Asitligi arttiran ve/veya gidada eksi bir tat olusumunu saglayan

maddelerdir.

d) Asitlik diizenleyiciler: Gidalarin asitlik veya alkalili§ini degistiren veya kontrol
eden maddelerdir.

e) Emiilgatorler: Bir gida maddesinde, yag ve su gibi birbiri ile karigmayan iki veya
daha fazla fazin homojen bir karisim olusturmasini veya olugan homojen karigimin
siirekliligini saglayan maddelerdir.

f) Emiilsifiye edici tuzlar: Peynirde bulunan proteinleri dispers hale getirerek yag ve
diger bilesenlerin homojen dagilimini saglayan maddelerdir.

g) Hacim arttiricilar: Gidalarin faydalanilabilir enerji degerini 6nemli oranda
artirmadan, gidalarin hacmini artiran maddelerdir.

g) Itici gazlar: Gidanm bulundugu kaptan disar1 ¢ikmasini saglayan hava digindaki
gazlardir.

h) Jellestiriciler: Jel olusumu ile gidada farkli bir yap1 olugturan maddelerdir.

1) Kabarticilar: Gaz olusturarak hamurun/yumurtali soslu hamurun hacmini artiran
madde veya madde karisimlaridir.

1) Kivam arttiricilar: Gidanin kivamini arttiran maddelerdir.

j) Koruyucular: Gidalarin mikroorganizmalarla bozulmalarin1 Onleyerek, raf
omiirlerinin uzatilmasini saglayan maddelerdir.

k) Kopiik olusturucular: Siv1 veya kati gidalarda, gaz fazin homojen dagilimini
saglayan maddelerdir.

1) Kopiiklenmeyi onleyiciler: Kopiiklenmeyi azaltan veya dnleyen maddelerdir.

m) Metal baglayicilar: Metalik iyonlarla kimyasal kompleks olusturan maddelerdir.

n) Modifiye nisastalar: Fiziksel veya enzimatik uygulamaya, asit veya alkali ile

inceltmeye veya agartmaya tabi tutulmus olsun veya olmasin yenilebilir



nigastalarin bir veya daha fazla kimyasal isleme tabi tutulmasi ile elde edilen
maddelerdir.

0) Nem vericiler: Gida maddelerinin diisiik nemli ortamdan etkilenip kurumasini
onleyen veya toz gidalarin sivi ortamlarda ¢6ziinmesini kolaylastiran maddelerdir.
0) Parlaticilar: Yaglayicilar da dahil, gidalarin dis ylizeyine uygulandiginda parlak

bir goriiniim veren veya koruyucu bir tabaka saglayan maddelerdir.

p) Sertlestiriciler: Meyve ve sebzelerin yapisini koruyan ya da dokularini sert veya
gevrek hale getiren veya mevcut jellestiriciler ile reaksiyona girerek jel olusumunu
saglayan veya giiclendiren maddelerdir.

r) Stabilizérler: Gidalarin fiziko-kimyasal durumlarini korumalarini saglayan; gidada
bulunan iki veya daha fazla birbiri ile karismayan fazin homojen dagiliminin
stirekliligini saglayan, gidalarin var olan renklerini koruyan veya kuvvetlendiren,
proteinler arasi c¢apraz bag olusturarak gida parcaciklarinin baglanmasinin
saglanmasi gibi gidalarin baglanma kapasitelerini artiran maddelerdir.

s) Taswyicilar: Tasiyict ¢oziiciiler dahil olmak iizere, gida katki maddelerini ve
aromalar1 ¢ozmek, seyreltmek veya bunlarin dagilimimi saglamak i¢in kullanilan ya
da herhangi bir teknolojik etki gostermeden gida katki maddeleri ve aromalari
fiziksel yollarla modifiye ederek, bu maddelerin teknolojik fonksiyonlarini
degistirmeden, uygulama ve kullanimin1 kolaylastiran maddelerdir.

s) Topaklanmay: onleyiciler: Gida pargaciklarinin birbirine yapisma egilimini azaltan

veya Onleyen maddelerdir.

t) Un islem maddeleri: Hamurun islenme ve pisirilme kalitesini gelistirmek amaci ile

una veya hamura ilave edilen, emiilgatorler disindaki maddelerdir.

Yine Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeliginin 5. maddesinin a ve b bendinde hangi

maddelerin gida katki maddesi olarak kullanilamayacag belirtilmistir. Bunlar;

1) Islem yardimcilari,

2) Bitki iiretiminde bitkileri korumak i¢in kullanilan maddeler,

3) Aromalar,

4) Gida maddelerine beslenme 6gesi olarak katilan mineral vitamin, iz elementler ve

benzeri uriinler,



5) Pektin igeren maddeler ve kurutulmus elma posasi veya turunggillerin kabugundan
veya her ikisinin karisimindan, seyreltik asit muamelesini takiben sodyum ve
potasyum tuzlar ile kismi nétralizasyon sonucu elde edilen tiirev maddeler (sivi
pektin),

6) Sakiz mayalari,

7) Beyaz veya sar1 dekstrin, kavrulmus veya dekstrine edilmis nisasta, asit veya
alkali uygulamas1 ile modifiye edilmis nisasta, agartilmis nisasta, fiziksel olarak
modifiye edilmis nigasta ve amilolitik enzim uygulamasina tabi tutulmus nisasta,

8) Amonyum kloriir,

9) Kan plazmasi, yenilebilir jelatin, protein hidrolizatlar1 ve bunlarin tuzlari, siit
proteini ve gluten,

10) Glutamik asit, glisin, sistein, sistin ve bunlarin tuzlar1 digindaki aminoasitler ve
bunlarin tuzlar1 ve katki fonksiyonuna sahip olmayanlari,

11) Kazeinatlar ve kazein,

12) Iniilin.

Hazir besinlerdeki katki maddelerinin kullaniminda, iireticiler ozellikle asagidaki

kistaslar1 dikkate almaktadirlar.

e Besinsel degeri artirmak,

e Kaliteyi artirmak,

e [srafi azaltmak,

e Saklama kalitesini artirmak,
e (Gidanin kabuliinii artirmak,
e Hazirlamayi kolaylastirmak,

e (iday1 daha kullanigh hale getirmek.

Diinyada kullanimina onay verilen yaklagik 2800 katki maddesinin 300 tanesine
Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’'nde gidalarda degisik miktarlarda kullanilmasina
izin verilmistir. Avrupa Birligi’nde kullanimina onay verilen katki maddesi sayist ise

297°dir [Sarikaya, 2005].



2.2. Gida Katki Maddelerinin Kullanimi

Gida katki maddeleri, insanlarin dogrudan ya da dolayli olarak maruz kaldiklar
kimyasallar icinde 6nemli bir yere sahiptir. Zira diinyada milyonlarca insan bu
maddelere istekleri disinda maruz kalmaktadirlar. Bu nedenle bir gida katki
maddesinin kullanima sunulmadan 6nce, ulusal ve uluslararasi bir¢cok kurulusun
onayindan ge¢mesi gerekmektedir. Gida katki maddelerinin kullanim izinlerinin
verilmesinde ilk basamak, kullanima sunulacak olan kimyasalin deney hayvanlarinda
hangi miktarlarda hangi etkileri gostereceginin saptanmasidir. Bu amagla genellikle
fare, rat, kobay gibi deney hayvanlar1 kullanilmaktadir. Kimyasalin etkisini
belirlemek amaciyla dncelikle bu maddenin yiiksek konsantrasyonlar da dahil olmak
tizere ¢esitli dozlari oral, intraperitonal veya buna benzer yollarla deneklere verilerek
muhtemel tiim toksik etkileri arastirilir. Tiim toksisite testlerinde bir kimyasal madde
icin ortalama 3000 civarinda deney hayvani kullanilir. Bu testler uluslar arasi
kuruluslarin belirledigi iyi laboratuar uygulamalar1 (GLP) kurallarina gore ¢aligan
laboratuarlarda yapilir. Caligmalarda kullanilan testler asagidaki gibidir [Saygi, 2003;
Sarikaya, 2005].

A. Toksikokinetik Caligmalar: Incelenen katki maddesinin organizmada emilimi,

dagilimi, biyotransformasyonu ve atilimi incelenir.

B. Toksisite Testleri:

1. Akut Toksisite Testi: En az ii¢ doz ve tek seferde uygulanan ve 1, 2, 24, 48, 72 ve
96 saat gibi kisa siireler i¢cinde uygulanan testlerdir.

2. Subakut Toksisite Testi: Kimyasal madde deney hayvanlarina her giin bir veya
daha fazla tekrarlanan sekilde verilir.Test stiresi 1-3 haftadir.

3. Subkronik Toksisite Testi: Sican ve kopek gibi deney hayvanlarinin secildigi bu
testte deney stiresi 3 aydir.

4. Kronik Toksisite Testi: Uzun donemde kimyasal madde maruziyetinin neden

olabilecegi toksik etkilerin saptanmasi icin dizayn edilen toksisite testidir.



Deneysel kronik toksisite testi siiresi deneyde kullanilan hayvanin tiim 6mriince,
Ornegin bu siire siganlarda yaklasik 2 yil, kdpeklerde ise 5-7 yil kadar olabilir.

5. Mutajenik etki: DNA iizerinde kalic1 degisikliklerdir.

6. Karsinojenik etki: Kanser yapici etkidir.

7. Teratojenik etki: Sakat yavru dogumlarina yol agan etkidir.

8. Transplasental Karsinojenik etki: Gebenin yavrusunda dogumdan yillar sonra
kanser olusumudur.

9. Immiinotoksik etki: Immiin sistem iizerinde toksik etkidir.

10. Fertilite testi: Ureme yetenegi iizerine etkidir.

11. Norotoksik etki: Sinir sistemi izerine toksik etkidir.

Toksisite test sonuglart uluslararsi/ulusal kuruluslarca olusturulan bilimsel
komitelerce degerlendirilerek giivenli kullanim i¢in gerekli sayisal degerlere ulasilir
[Sarikaya, 2005]. Calismalar sonunda katki maddesinin higbir etkisinin bulunmadigi
bir doz elde edilmezse, bu maddenin kullanimina izin verilmez. Eger deney
hayvanina higbir etki gostermeyen bir doz elde edilirse, bu doz etkisiz doz veya

NOAEL (No Obversed Adverse Effect Level) olarak tanimlanir.

Besinlere katilacak katki maddesinin maksimum miktarlarinin belirlenmesi i¢in katki
maddesinin ADI (Acceptable Daily Intake) yani giinlik alinabilecek miktarinin
belirlenmesi gereklidir. Katki maddesinin ADI degeri toksikolojik testlerle belirlenir.
Deney hayvanlarina belirli dozlarda katki maddesi verilerek bunlarin metabolizmast,
atitlmi  ve emilimi incelenir [WHO, 2001]. Deney insanlar {iizerinde
uygulanamayacagindan, giivenlik faktorii olarak isimlendirilen bir faktdr kullanilir.
Giivenlik faktorii genellikle 100°diir. Yani deney hayvaninda hicbir etki gostermeyen
dozun 1/100’i insan i¢in kabul edilir. Boylece giinliik alinabilecek miktar (ADI)
insanin viicut agirhiginin kilogrami bagina mg olarak belirlenir. Giinliik maksimum

alim= ADI X Viicut agirhigi [WHO, 2001].
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2.2.1. Gida Katki Maddelerinin Giivenli Kullanimi i¢in Calisan Uluslararasi

Kuruluslar

1. CAC (Codex Alimentarius Commission): Birlesmis milletlere bagli olarak
calisan bir kurulustur. Kurulusun gorevi, diinyada gida ile ilgili uygulamalarin
teknoloji ve saglik agisindan standardize edilmesidir.

2. JECFA (The Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives): 1956
yilindan bu yana katki maddelerinin insan sagligi yoniinden degerlendirilmesi
icin toplanan FAO/WHO ortak uzmanlar komitelerine verilen isimdir. Bu
komiteler, gida katki maddeleri i¢in tiim bilimsel verileri inceleyerek
degerlendirmeler yapmakta ve ADI degerlerini tespit etmektedir.

3. JMPR (The Joint FAO/WHO Meeting on Pesticides Residues): Bu kurulug gida
tirtinlerindeki pestisit kalintilarin1 degerlendiren ve gidalarda giinliik alimda insan
sagligina zarar mermeyecek maksimum pestisit miktarlarin1 belirleyen bir
kurulustur.

4. SCF (Eu-Scientific Committe on Food): Avrupa Birligi’nin gidalarla ilgili
toksikoloji, hijyen ve beslenme konularinda yetkili olan komitesidir.

5. FDA (Food and Drug Administration): Yukarida bahsedilen kuruluslar arasinda
en eski tarihe sahip olan kurulustur. ABD’nin ulusal kurulusu olsa da tiim

diinyada referans olarak gosterilen bir kurumdur [Sarikaya, 2005; Karaali, 1994].

2.3. Antioksidan Gida Katki Maddeleri

Antioksidan maddeler uzun Omiirlii gidalarda oksitlenmeyi engelleyerek gidalarin
daha uzun Omiirli olmasini saglayan maddelerdir. Serbest radikal olusumunu
engelleyerek oksidasyon reaksiyonlarini inhibe ederler. Serbest radikaller,
aminoasitlerin oksidasyonu yaninda, peptid baglarinin hidrolizi, disiilfit baglarinin
olusumu ve capraz baglanmalara yol acabilirler. Bunun sonucunda enzimler
fonksiyon kaybina ugrayabilirler ve boylece gidalarda bozulmalara yol agabilirler
[Giirsoy, 2001]. Antioksidan maddelere Ornek olarak sitrik asit, fosforik asit,

butillendirilmis hidroksi anisol, butillendirilmis hidroksi toluen verilebilir.
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2.4. Sitrik Asit (E-330)

Sitrik asit, bitki ve hayvanlarin bilinen metabolitleri arasinda yer alir. ilk olarak
limon suyundan izole edilmis daha sonra bir¢ok organizmanin fermentesyonla bu
asidi iirettigi belirlenmistir. Endiistriyel olarak kullanimina da 1860 yilinda Italya’da
baslanmistir. 1893 yilinda Penicillium mold tirii mantarin sekerden sitrik asit
tirettigi tespit edilmistir. Yine 1917 yilinda Aspergillus niger’in de hizli ve verimli
bir sitrik asit lireticisi oldugu belirlenmistir [Elmaci, 2001]. Bu madde, ticari olarak
kolayca elde edilmesi ve ekonomik olarak uygun olmasi nedeniyle gidalarda siklikla
kullanilir. Gidalara asitlestirme, pH diizenleyicisi, nadiren renk verici olarak
katilmaktadir. Bu madde mesrubatlarda, sekerli gidalarda, konservelerde
kullanilmasinin yani sira, kozmetik endiistrisinde de kullanilmaktadir. Sitrik asidin
Tirk Gida Kodeksi’nde hangi gidalarda ne kadar kullanilacagini belirten gostergeleri
Cizelge 2.1°deki gibidir.

Cizelge 2.1. Sitrik asitin gidalarda kullanimina izin verilen degerleri

Gida Maddesi En yiiksek Miktar

Kakao ve kakao tirtinleri ile Cikolata ve % 0,5

Cikolata iirtinleri Tebligi’nde yer alan iiriinler

Saraplar 1 gl
Meyve Sulari 3 g/l
Nektarlar 5¢/1

Sitrik asit, bitki ve hayvan hiicrelerinin yapisinda dogal olarak bulunan zayif organik
bir asittir. Organizmada sitrik asit dongiisii olarak da isimlendirilen (Krebs dongiisii,
trikarboksilik asit dongiisii) dongii ile olusur. Sitrik asit dongiisiinde karbohidratlar,
yag asitleri ve aminoasitler gibi enerji bakimindan zengin molekiiller oksidasyona
ugrar. Dairesel bir yol izleyen ve oksijenli ortamda gerceklesen bu dongiiniin ilk
basamaginda asetil-CoA ve oksaloasetik asitten sitrik asit sentezi gerceklestirilir.

Sitrik asit dongiisii ile organizma icin gerekli olan enerji yani ATP sentezlenir
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[Goziikara, 1989; Kocak, 2005]. Bu madde i¢in bazi1 LDsy degerleri Cizelge 2.2°de
verilmistir [Glirsoy, 2001].

Cizelge 2.2. Sitrik asitin ¢esitli canli gruplarinda bazi1 LDs, degerleri

Canli tiirti | Uygulama Sekli | LDs, degeri
Rat Oral 11700 mg/kg
Rat Intraperitonal 883 mg/kg
Rat Subkutan 5500 mg/kg
Fare Oral 5040 mg/kg
Fare Intraperitonal 961 mg/kg
Fare Subkutan 2700 mg/kg
Fare Intravendz 42 mg/kg
Tavsan Oral 7000 mg/kg
Tavsan Intravendz 330 mg/kg

Gidalarda oldukga siklikla kullanilan bu maddenin genotoksik etkileri ile ilgili olarak
cok fazla calisma yapilmamistir. Yapilan sinirli sayidaki ¢aligmalarin bazilar1 su
sekildedir. 1984 yilinda Japonya’da yapilan bir ¢calismada sitrik asit de dahil olmak
tizere toplam 347 sentetik katki maddesinin Salmonella/mikrozom testi ve in vitro
Cin hamsteri fibroblast hiicreleri kullanilarak genotoksisitesi belirlenmeye
calisilmigtir. Sitrik asit her iki testte de herhangi bir etki gostermemistir [Ishidate ve

ark., 1984].

Aktac ve ark. (2003) yaptiklar1 bir calismada sitrik asidin fare karacigeri lizerine
toksik etkilerini incelemiglerdir. 10 giin siire ile bu maddelerin uygulanmasiyla tim
deney gruplarinda karacigerde kromatin yikimi, vakuollii ve camsi sitoplazmali
hepatositler, hepatositler igerisinde kollajen fiberlerinde artis seklinde nekrotik
degisikliklere rastlamislardir. Yine urikaz aktivitesi kontrole gore tiim gruplarda
artarken, katalaz aktivitesinde istatistiksel olarak onemli bir artisa rastlamamislardir

[Aktag ve ark., 2003].
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Kocak (2005), sitrik asitin in vivo genotoksik etkisini 7inca tinca (L., 1758) (Pisces:
Cyprinidae) eritrositlerinde mikroniikleus testi ile arastirmistir. Arastirict sitrik asidin
200, 300 ve 400 pg/ml’lik dozlarini kullanmis ve uygulama gruplarinin tamaminda

MN olusumunun kontrole gére 6nemli oranda arttigini belirlemistir [Kocak, 2005].

Tiirkoglu (2007), sitrik asidin 4. cepa’da mitotik indeksi kontrole gére anlamli
oranda disiirdiigiinii, ayrica 5 saatlik uygulamadan sonra metafaz safhasinda artis
oldugunu, 10 ve 20 saatlik uygulamalarda anafaz ve telofaz safhalarinda distiis
oldugunu belirtmistir. Ayrica sitrik asidin anafazda kopriiler, c-mitoz, kalgin
kromozomlar ve yapisikliga sebep oldugunu gostermistir. Tiim uygulama gruplarinda
sitrik asidin kromozomal anormalliklerde kontrole gore anlamli oranda artisa neden
oldugunu gostermistir [Tiirkoglu, 2007]. Yukarida belirtilen ¢alismalar diginda, sitrik
asitin insan lenfositlerinde genotoksisitesi ile ilgili herhangi bir c¢alisma

bulunmamaktadir

2.5. Fosforik Asit (E-338)

Fosforik asit, fosfor grubu iceren inorganik bir asittir. Gidalarda asitlestirici,
emiilsifiyer, selatdr, tampon olarak pisirilmis yiyeceklerde, kolali igeceklerde,
peynirde, pisirilmis uzun Omiirlii etlerde, alkol icermeyen aromali igceceklerde
siklikla kullanilmaktadir. Fosforik asit viicutta 6zellikle kemik ve dislerin yapisina
katilmasi nedeniyle onemli bir maddedir. Yine karbohidrat, yag ve proteinlerin
bircok metabolik islemlerinde oldukca 6nemli bir yere sahiptir. Bununla birlikte
viicutta agir1 miktarda fosforik asit bulunmasi, kalsiyum eksikligine ve dolayisiyla
zayif dis ve kemik yapisinin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir. Fosforik asitin Tiirk
Gida Kodeksi’nde hangi gidalarda ne kadar kullanilacagini belirten gostergeleri

Cizelge 2.3 deki gibidir.
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Cizelge 2.3. Fosforik asitin gidalarda kullanimina izin verilen degerleri

Gida Maddesi En yiiksek Miktar

Alkol icermeyen aromali igecekler | 700 mg/L
Ek besinler 1 g/kg

Fosforik asitin karsinojenik, norotoksik etkileriyle 1ilgili olarak bir bilgi
bulunmamaktadir. Bununla birlikte genotoksisite ¢alismalari da oldukca az ve sadece
bakterilerle sinirlidir. Fosforik asit Salmonella typhimurium TA97, TA98, TA100,
TA104 suslarinda ve Escherichia coli’de herhangi bir mutajenik etki gdstermemistir
[Dose, 1994]. Yukarida belirtilen c¢alismalar disinda, benzoik asitin insan
lenfositlerinde genotoksisitesi ile ilgili herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Uzun
omiirlii gidalarda siklikla kullanilan bu madde i¢in bazi LDsy degerleri Cizelge

2.4’de verilmistir.

Cizelge 2.4. Fosforik asitin ¢esitli canli gruplarinda bazi LDs, degerleri

Canli tiirii | Uygulama Sekli | LDsy degeri
Rat Oral 1530 mg/kg
Fare Oral 1250 mg/kg
Tavsan Deri 2740 mg/kg

2.6. Antimikrobiyal Gida Katki Maddeleri

Antimikrobiyal katki maddeleri, gidalarda bulunabilecek mikroorganizmalarin hiicre
zar, hiicre duvari, gen yapisi, protein yapist ya da enzim sistemlerini etkileyerek
durdurucu veya oldiiriicii 6zellige sahip olan maddelerdir [Eksi, 1989]. Gidalara
eklenen antimikrobiyal maddeler tat ve kokuyu korurken, yag ve benzeri maddelerin
acillagmasin1 engeller. En Onemli gorevleri besinleri mikroorganizmalardan
korumaktir [Saldamh, 1985]. Antimikrobiyal maddeler yukarida bahsedilen olumlu
etkilerinin yam sira, ¢esitli sekillerde sagligi olumsuz yonde de etkileyebilirler, bu

nedenle en yiiksek kullanim smirlarinin {izerinde kullanilmamasi gerekli olan
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maddelerdir. Yaygin olarak kullanilan antimikrobiyal maddelere oOrnek olarak
benzoik asit, kalsiyum propiyonat, sodyum nitrat, sodyum nitrit, sorbik asit, kalsiyum

asetat verilebilir.

2.7. Benzoik Asit (E-210)

Benzoik asit, toluenin likid faz oksidasyonu ile elde edilmektedir. Benzoik asit ve
tuzlart katki maddesi olarak gidalarda, bunun yam sira kozmetik endiistrisinde de
kullanilmaktadir. Yillik benzoik asit iiretiminin 638.000 ton oldugu belirtilmektedir.
Benzoik asit, birgok bitki ve hayvanda dogal olarak bulunan bir maddedir. Ozellikle
slit ve siit iirlinlerinde ¢okca bulunmaktadir. Kirazda yaklasik % 0.05 oraninda, bir
cok Vaccinium tirlerinin olgun meyvasi (6rnegin kizilcik) 300-1300 mg oraninda
serbest benzoik asit igermektedir. Yine Nectria galligena mantan ile infekte olmus
elmada da gozlemlenmektedir. Hayvanlarda da ilk olarak omnivorlar veya
herbivorlarda (6rnegin Lagopus mutus, Ovibos moschatus ve Elephas maximus’da
tespit edilmistir [Wilson ve ark. 2004]. Diger yandan memelilerde idrarda hippurik
asidin bir parcast olarak bulunur [WHO, 2000]. Bu madde aromali ig¢eceklerde,
alkollii iceceklerde, soslarda ve diger bircok gidada yogun olarak kullanilmaktadir.
Gidalarda 6zellikle asitlestirme amaciyla kullanilmaktadir. Benzoik asitin Tiirk Gida
Kodeksi’nde hangi gidalarda ne kadar kullanilacagini belirten gostergeleri Cizelge
2.5’deki gibidir.

Cizelge 2.5. Benzoik asitin gidalarda kullanimina izin verilen degerleri

Gida Maddesi En yiiksek Miktar
Aromal1 igecekler 150 pg/mL
Alkollii icecekler 200-500 pg/mL
Soslar 1000 pg/mL
Pigmis kirmizi pancar | 2000 pg/mL

Tohda ve ark. (1980), benzoik asitin insan lymphoblastoid hiicrelerinde 30 mM’lik
konsantrasyonda [Tohda ve ark.,, 1980], yine Zeiger ve ark. (1988) S.
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typhimurium’un TA97, 98, 100, 1535 ve 1537’lik suslarinda 5000 pg/petri iizerinde
sitotoksik etkili oldugunu belirtmislerdir [Zeiger ve ark., 1988].

Ishidate ve arkadaslart (1984), benzoik asitin  genotoksik etkilerini
Salmonella/mikrozom testi ve in vitro Cin hamsteri fibroblast hiicreleri kullanilarak
belirlemiglerdir. Arastiricilar benzoik asitin her iki testte de zayif genotoksik etkili

bir madde oldugunu belirtmislerdir [Ishidate ve ark., 1984].

Sasaki ve arkadaslar1 (2002), benzoik asit ve tuzlarinin genotoksik etkilerini 8 farkli
fare organinda (mide, idrar kesesi, beyin, karaciger, bobrek, akciger, kolon, kemik
iligi) komet test yontemiyle aragtirmislardir. Arastiricilar benzoik asit ve tuzlarinin
calisilan fare organlarinda DNA hasarina neden olmadigini belirlemislerdir [Sasaki

ve ark., 2002].

Akta¢ ve ark. (2003), benzoik asitin fare karacigerinde tiim deney gruplarinda
nekrotik degisikliklere neden oldugunu belirlemislerdir. Bu degisiklikler kromatin
yikimi, vakuollii ve camsi sitoplazmali hepatositler, hepatositler igerisinde kollagen
fiberlerinde artis seklinde gerceklesmistir. Urikaz aktivitesi kontrole gore tiim
gruplarda artarken, katalaz aktivitesinde istatiksel olarak Onemli bir artisa

rastlamamislardir [Aktag ve ark., 2003].

Sarikaya ve Solak (2003), benzoik asidin 50, 75 ve 100 mM’lik dozlarin1 kullanarak
Drosophila’da SMART testi ile etkilerini incelemislerdir. Arastiricilar, benzoik asitin
Drosophila’da mutasyonlarda artisa neden oldugunu, ayrica yasam siiresi iizerinde
de Onemli oranda etkili oldugu ve kontrole gore yasam siiresini kisalttigini

bildirmislerdir [Sarikaya ve Solak, 2003].

Yukarida belirtilen c¢aligmalar disinda, benzoik asitin insan lenfositlerinde
genotoksisitesi ile ilgili herhangi bir ¢aligma bulunmamaktadir. Gidalarda siklikla

kullanilan bu madde i¢in baz1 LDsy degerleri Cizelge 2.6’daki gibidir.
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Cizelge 2.6. Benzoik asitin ¢esitli canli gruplarinda bazi LDs, degerleri

Canli tiiri | Uygulama Sekli | LDso degeri
Rat Oral 1700-2530 mg/kg
Fare Oral 1736-2370 mg/kg

2.8. Kalsiyum Propiyonat (E-282)

Uzun Omiirli ekmeklerde antimikrobiyal bir madde olarak kullanilmaktadir. Ekmek
hamuruna un agirhig1 iizerinden yaklasik olarak % 0,1-0,3 oraninda katilabilmektedir.
Propiyonat, kiifleri inhibe ettigi ve mayalara etki etmedigi icin bir anti-rop ajani
olarak uygun goriilmektedir. Firinlanmis gidalarda hem sodyum hem de kalsiyum
propiyonat kullanilabilmekte, ancak ekmekte bir zenginlestirici olmasindan dolay1
kalsiyum propiyonat tercih edilmektedir [G6¢men, 2001]. Kalsiyum propiyonatin
Tiirk Gida Kodeksi’nde hangi gidalarda ne kadar kullanilacagini belirten gostergeleri
Cizelge 2.7°deki gibidir.

Cizelge 2.7. Kalsiyum propiyonatin gidalarda kullanimina izin verilen degerleri

Gida Maddesi En yiiksek Miktar
Ambalajli dilimli ekmek ve ¢avdar ekmegi 3000 mg/kg
Enerjisi azaltilmig ekmek 2000 mg/kg
Kismen firimlanmig ambalajli ekmek 2000 mg/kg
Ambalajl ekmek cesitleri 2000 mg/kg

Kalsiyum propiyonatin karsinojenik, teratojenik ve norotoksik etkileri ile ilgili
calismalar bulunmamaktadir. Genotoksisitesi ile ilgili olarak yapilan birka¢ ¢alisma
bulunmaktadir. Kalsiyum propiyonat Bacillus subtilis rekombinasyon testi, E. coli
ve S. typhimurium reversion testinde herhangi bir mutajenik etki gostermemistir
[Ohta ve ark. 1980]. Yapilan bagka bir calismada kalsiyum propiyonatin AMES

testinde negatif etkili oldugu ancak Cin hamsteri akciger hiicrelerinde kromozomal



18

anormalliklere neden oldugu belirlenmistir [Ishidate ve ark., 1984]. Tiirkoglu (2008),
kalsiyum propiyonatin A. cepa kromozomlarinda kromozomal anormallik frekansini
kontrole gore oOnemli oranda artirdigini, mitotik indeksi de Onemli oranda
diistirdiglini  belirtmistir  [Turkoglu, 2008]. Kalsiyum propiyonatin insan
lenfositlerinde genotoksik etkileri ile ilgili herhangi bir calisma yoktur. Cogunlukla
uzun Omiirlii ekmeklerde kullanilan bu madde i¢in bazi LDsy degerleri Cizelge

2.8’deki gibidir.

Cizelge 2.8. Kalsiyum propiyonatin ¢esitli canli gruplarinda bazi LDs, degerleri

Canli tiirii | Uygulama Sekli | LDsg degeri
Rat Oral 3920 mg/kg
Fare Oral 2350 mg/kg

2.9. Mutajenite Testleri

Son yillarda diinya niifusunun hizla artmasi nedeniyle gida maddeleri gereksinimi de
artmistir. Gida endiistrisindeki ¢ok hizli gelisim sonucunda giinliik yagsantimiza giren
birgok yeni kimyasal maddenin karsinojenik risklerini ortaya ¢ikarmak i¢in en akilci
yaklagim, deney hayvanlarinda tiimor olusumudur. Bu testlerde, kimyasal maddenin
uygulanmasiyla, deney sonuglarinin alinmasi arasinda gecen siirenin ¢ok uzun
olmasindan o6tiirii, bunlara uzun siireli testler adi verilmistir. Uzun siireli testler
maliyet acisindan oldukc¢a pahalidir. Bu nedenle arastiricilar, karsinojenite ile ilgili
olarak bilgi verecek, kisa zamanda sonu¢ veren ve diisiik maliyetli testler
gelistirmiglerdir. Bu testler, kimyasallarin mutajenik etkilerini belirlemeye yoneliktir

[Akin, 1990; Sarikaya, 2005]

Cesitli  kimyasal maddelerin genotoksik, mutajenik, sitotoksik etkilerinin
arastirilmasinda degisik canli gruplarini kapsayan c¢esitli metodlar kullanilmaktadir.
Bu testlerde bakteriler, mayalar, bitkiler, hayvanlar ve insan hiicre kiiltiirleri
kullanilmaktadir. Bakterilerle yapilan testler arasinda en iyi bilineni ve en fazla
kullanilan1 Ames testidir. Salmonella typhimirium kullanilarak yapilan bu yontem,

genotoksik ve karsinojenik etkinin arastirilmasinda bir¢ok kimyasal madde igin



19

uygulanmaktadir. Bakteriyel uygulama, fazla masrafli olmamasi ve kimyasallarin
cok farkli dozlarmmin uygulanabilmesi nedeniyle tercih edilen bir test metodudur
[Celik, 2003]. Ayrica Salmonella mutasyon testi, kimyasalllarin potansiyel
karsinojen olup olmadiklarin1 kisa siirede ortaya koyan 0zgiin bir metot olarak

tanimlanmaktadir [Johnson, 2003].

Mayalar, oOkaryot olduklar1 ve yiiksek yapili organizmalarin hiicre yapilarina
benzerlik gosterdikleri i¢in ¢ok fazla kullanilan gruplardan birisidir. Saccharomyces
cerevisiae ve Saccharomyces pompe en fazla kullanilan tiirlerdir. pH degisimlerini
ve sicaklik degisimlerini tolere edebilecek sekilde fizyolojik agidan dayanikli
organizmalardir. Genotoksisite ¢alismalarinda Saccharomyces cerevisiae soylarinin
hem haploid hem de diploit formlar1 kullanilabilirken, Saccharomyces pompe
soylarinin sadece haploitlerinde gen mutasyonlar1 i¢in genotoksisite caligmalari

yapilabilir [Celik, 2003].

Genotoksik etkinin belirlenmesinde kullanilan kisa siireli test yontemlerinden birisi
de Allium testidir. Allium test hizli, hassas ve yenilenebilir 6zelliklere sahip olmasi
nedeniyle sik¢a kullanilan bir testtir. Allium testinde, Allium cepa, Allium sativum
ve Vicia faba yaygin olarak kullanilan yiiksek yapili bitkilerdir. Allium testi, ilk
olarak 1938’de Levan tarafindan kullanilmig daha sonra Fiskesj6 tarafindan cesitli
kimyasallarin toksisitesinin belirlenmesinde standart bir metod olarak Onerilmistir
[Fiskesjo, 1985; Rank ve Nielsen, 1993]. Bitkiler kolay ve ucuz elde edilmesi,
kromozomlarmin genellikle biliylikk ve az sayida olmasi nedeniyle toksisite

calismalarinda tercih edilmektedir.

Drosophila’nin kullanildigr mutajenite testlerinde, toksisite testi, sterilite testi, Basc
(Muller-5) testi gibi ¢esitli metodlar gelistirilmistir. Drosophila’da en ¢ok kullanilan
test, eseye bagl letalite testidir. Bu testte lireme hiicrelerinde goriilen mutasyonlar
incelenmektedir. /n vivo mutajenite testleri i¢in rat, fare, hamster gibi memeli

hayvanlar kullanilarak, kimyasallarin etkileri arastirilmaktadir [Celik, 2003].
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2.9.1. Kromozom anormallikleri (KA) metodu

Sik¢a kullanilan testlerden biridir. Kiiltiire alinmis periferal kan lenfositlerinde
kromozomal anormallik frekansinin belirlenmesi esasina dayanir. Mesleki olarak ya
da cevresel olarak, bilinen ya da siiphelenilen genotoksik maddelere maruziyeti ya da
maruziyetin biyolojik etkilerini degerlendirmede en fazla kullanilan yontemdir.
Genetik hasarin boyutunu saptar. Yapisal degisimler, kromozomal anormallik teknigi
kullanilarak, mitotik metafaz kromozomlarinda degerlendirilir [Cakmak, 2000].
Kromozom aberasyonlart uzun zamandan beri, genotoksik maddelere maruz kalan
insanlarin, bu maddelerden nasil etkilendiklerinin saglam bir gdstergesi olarak
kullanilmaktadir. Insan populasyonlar1 {izerine yapilan calismalar, periferal
lenfositlerdeki spontan kromozom anormalliklerinin frekansi ile kanser olugumu
arasinda dogru orant1 (pozitif korelasyon) oldugunu ortaya koymaktadir [Natarajan,
2002; Bolognesi, 2003; Yiizbasioglu ve ark., 2006; Yilmaz ve ark., 2008]. Kullanilan
fiziksel veya kimyasal ajanlarin etkisine gore kromozom kirigi, kromatid kirigi,
fragment, disentrik kromozom, kardes kromatidlerde birlesme (sister union), halka
kromozom, kromatidlerde degisim (triradial, quadriradial sekiller), gap, kromozom
kontraksiyonu, poliploidi, endoreduplikasyon, translokasyon, inversiyon gibi
kromozom aberasyonlari meydana gelebilir [Cakmak, 2000; Celik, 2003]. Yakin
kromozomlardaki basit kiriklarda, kirik uglar tekrar birlesebilmekte ve ortaya
yeniden diizenlenmis kromozomlar ¢ikmaktadir. Bu olay onarilma seklinde ya da
disentrik kromozomlar, translokasyonlar, ters donmeler (inversiyon) big¢iminde
olabilmektedir. Daha karmasik diizenlemeler ise halka (ring) seklinde ortaya
cikabilmektedir. Asentrik fragmentlerin olusumu ise kromozomlardaki basit kiriklar
sonucudur. Kromatid acgikligi olan gap ise kromatid kolundaki boyanmamig
acikliklar olarak bilinir, bunlar kromatid koluyla ayni uzantidadir ve kromatid

koluyla arasindaki uzaklik kol kalinligina esit ya da daha kiictiktiir [Cakmak, 2000].
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2.9.2. Kardes kromatit degisimi (KKD) (Sister Chromatid Exchange-SCE)

metodu

Kimyasal mutajenlerin ve karsinojenlerin genotoksik etkilerinin arastirilmasinda
kullanilan sitogenetik uygulamalardan biri de kardes kromatit degisimi (KKD)
metodudur. Kardes kromatit degisimi ilk olarak Taylor’un 1958 yilinda bitki
hiicrelerinde yapmis oldugu ¢alismalarla gdzlemlenebilmistir [Taylor, 1958].
Kromozomlarin igaretli timin varliginda 1. mitozda bir defa kendilerini eslemelerine
izin verilmis, ikinci replikasyonda ise ortamda izotop bulunmadan kendilerini
eslemeleri beklenmis, daha sonra otoradyografide DNA’nin semikonservatif
eslenmesi sonucunda, her kromozoma ait sadece bir kromatidin isaretlendigi
gozlenmistir. Isaretleme sonucu olusan kardes kromatidler arasinda Ozdes
segmentlerin simetrik degisimi ilk kez Taylor tarafindan kardes kromatid degisimi
olarak tanimlanmistir [Celik, 2003]. Daha sonralar1 KKD’lerdeki kiriklari goriiniir
hale getirmek i¢in, DNA’da timin analogu gibi davranan 5-Bromodeoxyuridine
(BrdU)’nin  hiicre dongiisii sirasinda kardes kromatidlerin arasina girmesi
saglanmistir, ardindan florasan 151k altinda 1sinlanip Giemsa ile boyanarak goriiniir
hale getirilmistir [Natarajan, 2002]. BrdU, deoksitimin (dT) ve deoksiuridin (dU)
birbirlerinin analogu olan maddelerdir. BrdU, dT ve dU arasindaki tek fark,
tasidiklar1 benzen halkasindaki 5. karbon atomuna dT’de CHj; (metil), dU’de H
(hidrojen) atomu ve BrdU’de Br (brom) atomunun bagli olmasidir. DNA
replikasyonu sirasinda eger ortamda BrdU varsa, DNA’nin semikonservatif sentez
mekanizmasina gore, sentezlenen yeni poliniikleotid zincirinde timinin yerini BrdU
alacaktir. DNA i¢ine yerlesmis olan BrdU, uv lambasi ile 1sinlanmaya maruz
birakildiginda, boyama sonucunda bu bolgelerin daha acik renkli gézlenmesini saglar
[Topaktas ve Renciizogullari, 1995]. Bu boyanma farki, DNA’da kardes kromatidler
arasinda olusan degisimleri gostermektedir. KKD yontemi, DNA hasarlarinin
belirlenmesinde hassas testlerden bir tanesidir [Palitti ve ark., 1982, Aksoy ve ark.,
2006; Yiizbasioglu ve ark., 2008]. Kardes kromatit degisimleri sadece florasan ve
gimsa ile degil aym1 zamanda DAPI veya propidium iodid gibi flérasan 1sima

gosteren boyalar ile de belirlenebilmektedir.
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2.9.3. Mikroniikleus metodu

Cesitli kimyasal ve fiziksel ajanlarin klastojenik ve aneugenik etkilerini belirlemek
icin kullanilan yontemlerden birisi de, sitokinezi bloklanmis hiicrede mikroniikleus
(Cytokinesis-Blocked ~ Micronucleus  Assay=CBMN  Assay)  metodudur.
Mikroniikleus (MN) yontemi ilk olarak 1886 yilinda anemik kedilerin kirmiz1 kan
hiicrelerinde  Howell’in  gozlemleriyle ortaya c¢ikmistir. 1907°de  Jolly,
mikroniikleuslarin varligini dogrulamistir. Bu yilizden mikroniikleuslar, hematolojide
Howell-Jolly cisimleri olarak bilinirler [Cakmak, 2000]. 1950’lerde bitki
hiicrelerinde kromozom hasarinin Slgiilmesinde, 1970’lerde hayvan hiicrelerinde ve
daha sonra 1976 yilinda Haddle ve arkadaslari tarafindan kiiltiire edilmis insan
lenfositlerinde kimyasal kanserojenleri belirlemeye yonelik bir test olarak
kullanilmaya baslanmistir [Cakmak, 2000; Demirel ve Zamani, 2002]. Yontemin
kabul gérmesi yavas olmustur, ¢linkii degerlendirmeye alinan hiicrelerin bdliinme
gecirip gecirmedigini saptamak giigtiir. 1985°de Fenech ve Morley tarafindan
mikroniikleus yonteminde, sitokinezi durdurmak iizere sitokalasin B (Cyt B) adli
kimyasalin kullanilmasiyla ilk bdliinmesini geg¢irmis mitotik hiicrelerin biniikleer
goriintiilerinin taninabilmesi bu zorlugun iistesinden gelinmesini saglamistir [Fenech
ve Morley, 1985]. 1993’de Migliore ve arkadaslari, in vitro calismalarda izole
lenfositler yerine, tam kanin kiiltiire alinmasini, mikroniikleus yonteminde daha iyi
deneysel kosullar1 ve sonuglari saglamasi agisindan Onermistir [Migliore ve ark.,

1989].

Sitokinezin durduruldugu mikroniikleus yonteminde kullanilan Cyt B, aktin
polimeraz inhibitoérii olan bir maddedir. Bu 0&zelligi ile niikleer bdoliinmeyi
durdurmadan, mitotik sitokinezi yani sitoplazmanin boliinmesini durdurur. Cyt B
etkisiyle, hiicre c¢ekirdegi boliiniirken, sitoplazma boliinmesi (sitokinez) durur ve
biniikleer hiicreler ortaya ¢ikar. Mikroniikleuslar, spontan olarak ya da genotoksik
ajanlara maruziyet sonucunda, asentrik kromozomal fragmentlerin ya da tim
kromozomlarin hiicre bdliinmesi sirasinda, ana c¢ekirdek disinda yavru cekirdek
seklinde kalmasindan olugsmaktadir. Mitozun anafazinda sentrik elementler kutuplara

cekilirken, genotoksik ve/veya aneugenik etkiler sonucu ortaya ¢ikmis asentrik
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elementler ve ig ipliklerine baglanamamis kromozomlar kutuplara c¢ekilmeyerek,
hiicre boliinmesi sonunda ayni sitoplazma iginde, hiicre ¢ekirdeginden ayri olarak

membranla ¢evrili bir yap1 olusturur (Sekil 2.1) [Cakmak, 2000].

Giliniimiizde mikroniikleus metodu; genotoksisite ve sitotoksisite calismalarinda;
kromozom kirigi, kromozom kaybi, kromozomlarin farkli sekillenmesi
(niikleoplasmik kopriiler), hiicre boliinmesinin inhibe edilmesi, gen ampilifikasyonu,
nekrosis ve apoptosisin basit morfolojik olgiitler kullanilarak degerlendirilmesini

saglar [Fenech, 2000 ve 2006].

e
¢ )

/’,.-— ‘.\.‘ -'_,'
o e
 ++ W

G, 5, G:

= \
37

/ ol

S A
oce U

0.0 T

— KROMOZOM HERROL
APOPTOZS : _ KIRILMAS]
DISENTRIK & GEN
KROMOZIOM  eavpl AMPILIFIKASYOMLU

Sekil 2.1. Sitotoksik ve genotoksik ajanlarin etkisiyle mikroniikleus olusumu,
apoptozis ve nekroz [Fenech, 2006’dan]

2.9.4. Comet (Kuyruklu yildiz) (Single Cell Gel Electrophoresis) Metodu

DNA’da klastojenik etki ortaya cikaran cesitli kimyasal ajanlarin, bu etkilerini
belirlemek i¢in hizli ve kolay test yontemleri gelistirilmeye ¢alisilmistir. Bu

gelistirilmeye ¢aligilan test tekniklerinden birisi de tek hiicre jel elektroforezi veya
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comet (kuyruklu yildiz) (Single cell gel electrophoresis=Microgel Electrophoresis
Technique) testidir. Son yillarda gelisen comet assay teknigi DNA hasarini ve
tamirini belirlemek icin hassas bir genotoksisite testidir [Singh ve ark., 1988;
Fairbairn ve ark., 1995; Sasaki ve ark., 2002]. Bu teknik DNA tek zincir kiriklarini
ve tamamlanmamig DNA tamir bolgelerini gosteren hassas, basit ve hizli bir
genotoksisite testi olarak kabul gormektedir [Ross ve ark. 1995; Tice ve Vazquez,
1998; Tice ve ark., 2000; Sasaki ve ark., 2002]. Genetik toksikolojide, apoptosis ve
DNA tamiri ¢alismalarinda siklikla kullanilan bu yontem ile hemen hemen tim

hiicrelerde DNA hasar1 direkt olarak belirlenebilmektedir.

Canli hiicrelerde DNA tek sarmal kirilmalariin tespiti ilk kez Rygberg ve Johanson
(1978) tarafindan gergeklestirilmistir. DNA’nin ayrilmasina izin veren hafif alkali
sartlar altinda, lam f{izerindeki agarozda gomiilmiis olan hiicreleri lize ederek
proteinlerinden ayirmislardir. Daha sonra nétralize edip, akridin oranj kullanarak
DNA’y1 boyamiglar ve kirmizi florasanla (tek sarmal) yesilin (¢ift sarmal) oranini
saptamglardir. Fakat bu teknik ¢ok yaygin olarak kullanmilmamistir [Unal, 1998]. Bu

nedenle noétral teknik 1984°te Ostling ve Johanson tarafindan modifiye edilmistir.

Ostling ve Johanson [1984], agarozla slispanse edilen hiicreleri lam {izerine yayarak,
yiiksek tuz ve deterjanla lize etmisler ve ardindan elektroforezise tabi tuttuktan sonra
akridin oranjla boyamigslardir. Eger DNA kirik igeriyorsa, ¢ekirdekten anoda dogru
go¢ ederek kuyruklu yildiz goriinlimiinii vermektedir. Bu nedenle hasarli hiicrelere
comet yani kuyruklu yildiz adi verilmistir. Fakat DNA ¢ift sarmal kiriklarinin
tespitine izin veren noétral sartlar, tek sarmal kiriklarmin belirlenmesine izin
vermemektedir. Oysa, DNA’da hasar olusturan ¢ogu ajan, DNA ¢ift sarmalindan
cok, DNA tek sarmalinda hasar meydana getirmektedir. Bunun yaninda noétral
sartlarda proteinler tam olarak uzaklastirllamamaktadir. Bu nedenlerden dolayi,
1988’de Singh ve arkadaglar tarafindan alkali sartlar altinda DNA tek zincir
kiriklarinin tespitine izin veren teknik gelistirilmistir. Kullanilan daha giiglii lizis

kosullar1, proteinlerin % 95’inden fazlasini ¢oktiirebilmektedir [Unal, 1998].
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DNA’da meydana gelen kirilmalarin artmasiyla, DNA parcalar1 comet kuyrugu igine
gbc etmektedir. Daha hasarli olan apoptotik hiicrelerde ise bas ve kuyruk tamamen
dagilmis ve hedgehog (kirpi) olarak isimlendirilmistir [Fairbairn ve ark., 1995].
Comet  tekniginin  sonuglarmin  degerlendirilmesinde  farklt  yontemler
kullanilmaktadir. Gelismis laboratuarlarda genellikle goriintii analizi programlari
kullanilmaktadir. Bunun yaninda cometler hasarsiz, az hasarli, orta derecede hasarh
ve hasarli seklinde goz ile degerlendirilebilmektedir. Goriintii analizi yapilan
laboratuarlarda kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti (kuyruk
uzunlugu ve kuyruk icindeki toplam DNA miktarinin birbirine orani) dikkate

aliarak sonuglar degerlendirilebilmektedir.

Comet tekniginin farkli sekillerdeki uygulamalar1 sonuglari etkilemektedir. Ornegin
elektroforez sartlar (stire, voltaj), lysing sollisyonu sartlari (tuz konsantrasyonu, siire,
pH) metodun hassasiyetini etkileyebilmektedir. Bu nedenle deneyde sartlar standart
tutulmak zorundadir. Bu teknigin; az sayida hiicre gerektirmesi, degisik hiicre ve
dokulara uygulanabilmesi, hassas, hizli ve gilivenilir olmasi genotoksisite
arastirmalar1 igerisinde oldukca fazla diizeyde kullanilmasina neden olmaktadir

[Singh ve ark., 1988; Unal, 1998; Tice ve ark., 2000].
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Sekil 2.2. Comet Assay Teknigi Kullanilarak Incelenebilecek Hiicre Tipleri [Unal,

1998°den]
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kromozom incelemesi icin materyal

Bu arasgtirmada sitrik asit, fosforik asit, benzoik asit ve kalsiyum propiyonatin
genotoksik etkilerini incelemek amaciyla insan periferal kan kiiltiiri ve izole
lenfositler kullanilmistir. Her bir test materyali i¢in kullanilacak olan periferik kan,
sigara, alkol ve ila¢ kullanmayan, herhangi bir saglik problemi ve genotoksik
ajanlara maruz kalma Oykiisii olmayan 24-25 yaslarinda bir bayan ve bir erkek

dondrden temin edilmistir.

3.1.2. Test Materyali

Test materyali olarak kullanilan maddelerden sitrik asit (Katalog No: 5949-29-1)
Merck’den, benzoik asit (Katalog No: 65-85-0) ve fosforik asit (Katalog No:231-
633-2) Sigma’dan, kalsiyum propiyonat (Katalog No: 4075-81-4) ise Fluka’dan

temin edilmistir.

Sitrik Asit

Sitrik asit (2-hidroksi-1,2,3 propan tri karboksilik asit) gidalarda antioksidan
asitlestirici olarak kullanilan zayif organik bir asittir. Suda ¢oziilebilir, yar1 seffaf,
renksiz veya beyaz kristal tozlar halindedir. Molekiil formiilii C¢HsO7-H,O olup,
molekiiler agirhig1 210,14 gr’dir.

Fosforik Asit

Fosforik asit gidalarda antioksidan asitlestirici olarak kullanilan kuvvetli inorganik

bir asittir. Suda ¢6ziilebilir sivi bir asittir. Molekiil formiilii H;PO4 olup molekiiler

agirlig 97,9924 gr’dir
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Benzoik Asit
Benzoik asit gidalarda antimikrobiyal olarak kullanilan zay1f bir organik asittir. Kati
beyaz kristal yapisinda bir maddedir. Molekiil formiili C;HsO;, olup molekiiler

agirhig 122,13 gr’dir. Yapisal formiilii asagidaki gibidir.

COOH

Sekil 3.1. Benzoik asitin yapisal formiili

Kalsiyvum Propiyonat

Kalsiyum propiyonat gidalarda antimikrobiyal olarak kullanilan bir maddedir. Kati,
beyaz kristal yapida olan maddenin molekiil formiilii C¢H;9CaO4, molekiiler agirlig

186,22 gr’dur.

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

6115) Biochrom’dan alinmistir.
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3.2. Metot

3.2.1.Kiiltiire Ahmms Insan Lenfositlerindeki Cahsmalar

Kromozom Anormalligi ve Kardes Kromatid Degisimi Calismalari

Lenfosit kiiltiirlerinin hazirlanmasinda her bir katki maddesi i¢in ayr1 ayri saglikli,
sigara icmeyen 24-25 yaslarinda bir bayan ve bir erkek bireyden alinan ve 1/10
oraninda heparinize edilmis 0,2 mL periferik kan, steril sartlarda 2,5 mL’lik besi
ortammna (Kromozom Medium B) ekilmistir. Bu ortama, daha dnceden sartorius
membran  filtre ile steril  edilerek  hazirlanan  BrdU = (5-Bromo-2-
deoksiuridin=Bromodeoksiiiridin) soliisyonundan 10 pg/mL (mikrogram/mililitre)
olacak sekilde ilave edilmistir. Daha sonra kiiltiir tiipleri, 37 °C’deki inkiibatorde 72
saat inkiibasyona alinmistir. Kiiltlir siiresinin baslangicindan 24 ve 48 saat sonra
sitrik asitin 50, 100, 200 ve 3000 pg/mL’lik, benzoik asitin 50, 100, 200 ve 500
ng/mL’lik, kalsiyum propiyonatin 50, 100, 200 ve 1000 pg/mL’lik, fosforik asitin
25, 50, 100, ve 200 ng/mL’lik, sitrik asit ve fosforik asit karigiminin 25, 50, 100 ve
200 pg/mL’lik dozlart ilave edilmistir. Ayrica her bir kimyasal i¢in bir negatif
kontrol bir de pozitif kontrol (MMC, 0,10 pg/mL) kullamlmistir. inkiibasyon
stiresinin bitiminden 2 saat dnce (kiiltlirtin 70. saatinde) her tiipe, 0,06 pg/mL olacak

sekilde kolkisin soliisyonu ilave edilmistir.

Inkiibasyon siiresinin bitiminde tiipler 1200 rpm’de (dakikadaki devir sayis1) 10
dakika santrifiij edilmis ve istte kalan sivi (slipernatant) atilmistir. Tiipiin dibinde
kalan ve hiicreleri ihtiva eden 0,5-0,7 mL’lik kismi vorteks yardimiyla iyice
kanistirilarak homojen hale getirilmistir. Sonra bu tiiplere, 37 °C’de bekletilen
hipotonik soliisyondan (0,075 M KCl), vorteks iizerinde damla damla (5 mL) ilave
edilmistir. Tipler 37 °C’deki etiivde 30 dakika bekletilmistir. Siire sonunda 1200
rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant atildiktan sonra, tiiplere dnceden
buzdolabinda sogutulan 3:1 metanol:asetik asitten olusan soguk fiksatif, vorteks

tizerinde damla damla (5 mL) ilave edilmistir. Buzdolabinda 45 dakika bekletilmistir.
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Bu tiipler 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant atilmistir.

Fiksatifle yikama islemi ii¢ kez tekrarlanmustir.

Son fiksatif isleminden sonra tiipiin dibinde kalan 0,5-0,7 mL’lik beyaz kan
hiicrelerini i¢eren ¢okelti pipetaj yapilarak homojen hale getirilmistir. Pastor pipetine
cekilen bu siispansiyon, dnceden 1 N HNOs (Nitrik asit)’te temizlenmis ve % 70’lik
etil alkolde buzdolabinda bekletilen nemli lamlar iizerine 15-20 cm yiikseklikten
farkli alanlara damlatilarak hiicrelerin patlatilmasi ve kromozomlarin yayilmalari
saglanmistir. Hazirlanan bu preparatlar 24 saat oda sicakliginda 1sik almayan

ortamda kurumaya birakilmislardir.

Mikroniikleus Calismasi

Mikroniikleus c¢alismasinda, lenfosit kiiltiirlerinin hazirlanmasinda her bir katki
maddesi i¢in ayr1 ayr1 saglikli, sigara icmeyen 24-25 yaslarinda bir bayan ve bir
erkek bireyden almman ve 1/10 oraninda heparinize edilmis 0,2 mL periferik kan,
steril sartlarda 2,5 mL’lik besi ortamina (Kromozom Medium B) ekilmistir. Daha
sonra kiiltlir tiipleri, 37°C’deki inkiibatdrde 72 saat inkiibasyona alinmistir. Kiiltiir
sliresinin baslangicindan 24 saat sonra, sitrik asitin 50, 100, 200, 3000 pg/mL’lik,
benzoik asitin 50, 100, 200, 500 ug/mL’lik, kalsiyum propiyonatin 50, 100, 200,
1000 pg/mL’lik, fosforik asitin 25, 50, 100, 200 ng/mL’lik, sitrik asit ve fosforik asit
karistmmin 25, 50, 100 ve 200 pg/mL’lik dozlar1 ekilmistir. Inkiibasyonun 44.
saatinde hiicrelerin sitokinezini bloklamak amaciyla ortama sitokalasin B (5,2

png/mL) ilave edilmistir

Inkiibasyon siiresinin bitiminde tiipler 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve
slipernatant atilmistir. Tiiplin dibinde kalan ve hiicreleri ihtiva eden 0,5-0,7 mL’lik
kismu vorteks yardimiyla iyice karistirilarak homojen hale getirilmistir. Sonra bu
tiiplere, 4°C’de bekletilen hipotonik soliisyondan (0,075 M KCI), vorteks iizerinde
damla damla (5 mL) ilave edilmis ve tiipler 4°C’de 5 dakika bekletilmistir. Siire
sonunda 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve silipernatant atildiktan sonra,

tiiplere onceden buzdolabinda sogutulan 3:1 metanol:asetik asitten olusan soguk
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fiksatif, vorteks lizerinde damla damla (5 mL) ilave edilmis ve buzdolabinda 10
dakika bekletilmistir. Fiksatifle yikama islemi ii¢ kez tekrarlanmistir. Uciincii

fiksatife sitoplazmalarin korunmasi amactyla % 1°lik formaldehit ilave edilmistir.

Son fiksatif isleminin sonunda tiipiin dibinde kalan 0,5-0,7 mL’lik ¢okelti pipetaj
yapilarak homojen hale getirilmistir. Pastor pipetine ¢ekilen bu siispansiyon, daha
onceden 1 N HNOj; (Nitrik asit)’te temizlenmis ve % 70’lik etil alkolde buzdolabinda
bekletilen nemli lamlar iizerine 10-15 cm yiikseklikten farkli alanlara damlatilmastir.

Hazirlanan bu preparatlar 24 saat oda sicaklifinda kurumaya birakilmiglardir.

Preparatlarin boyanmasi

Her bir uygulama i¢in yapilan preparatlarin bir kismi, mitotik indeks, kromozomal
anormallikler ve mikroniikleus olusumlarinin tespiti i¢in, homojen boyamada
kullanilmigtir. Bunun ig¢in preparatlar kuruduktan sonra Sorensen tamponu ile
hazirlanmis % 5’lik Giemsa ile (pH=6,8) 15-20 dakika boyanmustir. Preparatlarin bir
kismi ise, bir kromozoma ait kardes kromatidlerin farkli boyanmasini saglamak
amactyla kullanilmistir. Bu yonteme gore bir giin boyunca kurutulan preparatlar diiz
bir tepsiye konarak iizeri ince bir tabaka halinde 1sinlama soliisyonu (Sorensen
tamponu, pH=6,8) ile kapatilmistir. Bu preparatlar, 15 cm yiikseklikten, 254 nm
(nanometre) dalga boyunda 1sik yayabilen UV lambasi ile karanlikta 13 dakika
1sinlanmistir. Preparatlar 60°C sicakliktaki 1xSSC (Sodyum kloriir + Tri-Sodyum
sitrat) soliisyonunda 1 saat inkiibe edildikten sonra, Sorensen tamponu ile hazirlanan

% 5’lik Giemsa ile (pH= 6,8) 20 dakika boyanmuistir.

Her iki yontemde de Giemsadan ¢ikarilan preparatlar saf sudan gegirilerek, boyanin
fazlasinin akmasi saglanmistir. Oda sicakliginda kurutulan preparatlar, DPX ile

daimi hale getirilmis ve mikroskobik incelemeye alinmistir.
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Mitotik indeks ve kromozom anormalliklerinin saptanmasi

Mitotik indeksin (MI) saptanmasinda, biitiin uygulamalar i¢in kadin ve erkek bireye
ait preparatlarin her birinden 1000’er hiicre olmak iizere toplam 2000 hiicre
incelenmistir. Bollinen hiicre sayisinin toplam hiicreye orani yiizde cinsinden
hesaplanarak  mitotik indeks belirlenmistir. Kromozomal anormalliklerin
saptanmasinda, her bir uygulama i¢in kadin ve erkek bireye ait preparatlarda 46+1
kromozomlu ve kromozomlar iyi dagilmis olan 100’er hiicre (toplam 200 hiicre)
degerlendirilerek kromozom anormallikleri tespit edilmistir. Incelenen toplam hiicre
icindeki anormal hiicrelerin yiizdesi ve hiicre basina diisen kromozom anormalligi

(KA/Hiicre) sayisi belirlenmistir.

Replikasyon Indeksi ve Kardes kromatid degisiminin saptanmasi

Replikasyon indeksini hesaplamak i¢in kadin ve erkek bireyden hazirlanan
preparatlarin her birinden 100 hiicre olmak {izere her uygulama i¢in toplam 200
hiicre incelenmistir. Incelenen hiicreler arasinda birinci (M), ikinci (M,) ve iigiincii
(M3) metafaz evresindeki hiicreler sayilmis ve replikasyon indeksi (RI) = 1x(M;)+
2x(M2)+ 3x(M3)/N (N= incelenen toplam hiicre sayisi) formiilityle hesaplanmstir.
Kardes kromatid degisimi (KKD) sayisinin belirlenmesinde, kadin ve erkek bireye
ait preparatlarin her birisinde, kromozomlar1 iyi dagilmis ve ikinci mitoz boliinme
geciren 25’er hiicre olmak iizere, her bir uygulama dozu i¢in toplam 50 hiicre
incelenmistir. Kardes kromatid degisimi sayisi, bir kromozomun acik boyanmis
kromatidindeki koyu boyanmis parcalarin veya koyu boyanmis kromatidindeki agik
boyanmis parcalarin sayilmasiyla, olusan kirilma sayisina gore birli, ikili, ti¢li ve

dortlii degisimler olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Birli, ikili, ti¢li ve dortlii kardes kromatid degisimleri

Niikleer Boliinme Indeksi ve Mikroniikleus Frekansinin Saptanmasi

Daimi hale getirilmis preparatlarda her bir doz ve siire i¢in erkek ve disi dondrde
toplam olarak 2000 biniikleat hiicrede mikroniikleus frekanslari belirlenmistir.
Niikleer boliinme indeksi belirlenirken, her bir dondérden 500 hiicre sayilmis ve
1xN;+2xN,+3x(N3+Ny)/N formiiliinden yararlanilarak 1, 2, 3, 4 ¢ekirdekli hiicrelerin

sayisina gore niikleer boliinme indeksi tespit edilmistir.

3.2.2. izole Edilmis insan Lenfositlerindeki Calismalar

Comet Testi

Komet teknigi, Singh ve ark.’nin (1988) yaptig1 ¢alismalar dikkate alinarak ve bazi
modifikasyonlarla kullanilmigtir. Bu test tekniginde de her bir katki maddesi i¢in ayr1
ayr1 saglikli ve sigara igmeyen bir bayan ve bir erkek bireyden alinan periferal kan
lenfositleri kullanilmistir. Bu amagla donoérlerden heparinli enjektdrle alinan taze
periferal kan ependorflara konulmustur. Daha sonra igerisinde 1’er mL PBS bulunan
ependorflara, stok kandan 100’er pl eklenmis, siispanse edilmis ve 10 dak. buz dolu
kapta bekletilmistir. Stire sonunda, her bir ependorfun dip kismina 100’er ul lenfosit
ayirict soliisyon (Biocoll) eklenmis ve 4 °C’de 1060 rpm de 3 dakika santrifiij

edilmistir. Santrifiij sonrasit ependorflarin igerisinde eritrostlerin iizerinde olusan
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bulutsu kismin 100°er pl’si alinarak ayr1 ependorfa aktarilmis ve buz iizerine
konulmustur. Daha sonra stok haline getirilmis izole lenfositlerin 100’er pl’si

kullanilacak her bir doz i¢in ayr1 ependorflara alinmigtir.

Lenfositler, 100’er pl test maddesinin ¢esitli dozlar ile (sitrik asitin 50, 100, 200 ve
3000 pg/mL’lik, benzoik asitin 50, 100, 200 ve 500 pg/mL’lik, kalsiyum
propiyonatin 50, 100, 200 ve 1000 pg/mL’lik, fosforik asitin 25, 50, 100 ve 200
ng/mL’lik, sitrik asit ve fosforik asit karistminin 25, 50, 100 ve 200 pg/mL’lik,
pozitif kontroliin 0.30 pg/mL’lik dozlar1) siispanse edilmis ve 37 °C’de 1 saat
inkiibasyona almmustir. Izole edilen lenfositlerde, trypan blue ile hiicrelerin
canliliklariin > % 97 oldugu tespit edilmistir. Inkiibasyon siiresinin bitiminde
ependorflar 3000 rpm’de 5 dak. santrifiij edilmis, siipernatant atilmig ve her bir doz
icin 100°er ul PBS ile resiispanse edilmistir. Diisiik erime 1s1l1 agari 75 pl’si, 100 pl
lenfositle karistirilip, 6nceden yiiksek erime 1sil1 agar ile kaplanan lamlarin iizerine
damlatilmig ve 24X60 mm’lik lamel ile kapatilmistir. Bu halde preparatlar 15-20
dak. buzdolabinda bekletilmistir.

Lamlarin tizerindeki lameller dikkatlice kaldirilmis ve igerisinde lizing soliisyonu
bulunan saleler icerisine konulmus ve buzdolabinda en az 1 saat bekletilmistir. Liziz
isleminden sonra lamlar, igerisinde elektroforez tamponu (pH>13) bulunan tanka
yerlestirilmis ve DNA sarmalinin ¢6ziilmesi i¢in 20 dak. bekletilmistir. Daha sonra
25 V, 300 mA’da 20 dakika elektroforez yapilmistir. Preparatlar, nétralizasyon
tamponu (pH=7.5) ile 5’er dakika, toplam 3 kez muamele edilmistir. Notralizasyon
sonucunda lamlarin iizerine 20 pg/ml’lik etidyum bromid’in 50 pl’si yayilmis ve
24X60 mm’lik lamel ile kapatilmistir. Boyamaya alinan preparatlar +4 °C’de 10-15
dakika bekletilmistir. Tiim bu islemler, ¢evre kaynakli DNA hasarin1 onlemek

amactyla karanlik ortamda yapilmstir.

Goruntlii Analizi ve Komet Sayimi

Boyanan preparatlar Olympus marka florasan mikroskop (546 nm eksitasyon ve 590

nm bariyer filtreli) altinda 40X biiylitmede incelenmistir. Kullanilan her bir kimyasal
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icin her bir dondrden 100’er komet olmak iizere toplam 200 komet “Comet Assay
IV, Perceptive Instruments Ltd., UK” kullanilarak incelenmis ve sonuglar % kuyruk

yogunlugu ve kuyruk uzunlugu cinsinden degerlendirilmistir.

[statistiksel Analizler

Yapilan ¢alismada, mitotik indeks, replikasyon indeksi, niikleer boliinme indeksi,
hiicre basina diisen kardes kromatid degisimi sayisi, anormal hiicre frekansi, hiicre
basina diisen kromozom anormalligi, mikroniikleus frekansi ve % kuyruk yogunlugu
ve kuyruk uzunlugu i¢in doz-etki iliskisini ortaya koymak amaciyla SPSS 13.0
bilgisayar programiyla regresyon analizi uygulanmistir. Deney gruplarindaki mitotik
indeks, replikasyon indeksi, niikleer boliinme indeksi, kromozomal anormallikler ve
mikrontikleus frekanslarinin kontrol gruplar ile farklilik gosterip gostermediginin
belirlenmesinde z dagilim testi kullanilirken, kardes kromatid degisimleri ve komet

degerlendirilmesinde students-t testi kullanilmastir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Sitrik Asit Uygulamasi

Sitrik asit uygulamasi ile insan lenfosit kiiltiirlerinde 5 tip yapisal, 2 tip de sayisal
olmak iizere toplam 7 tip anormalligin olustugu saptanmistir. Bunlardan yapisal
anormallikler kromatid ve kromozom kiriklari, kardes kromatidlerde birlesme,
kromatid degisimi ve disentrik kromozomlardir. Sayisal anormallikler ise poliploidi
ve endoreduplikasyon’dur (Resim 4.1 - 4.4). Bu anormalliklerden en sik
rastlanilanlar1 kardes kromatidlerde birlesme ve kromatid kirigidir. Yapilan analizler,
anormal hiicre yiizdesinin ve hiicre basina diisen anormalliklerin kontrole gore tiim
uygulamalarda istatistiksel olarak dnemli oranda arttifin1 ve bu artisin doza baglh

oldugunu gostermistir (24 saatlik uygulamada r=0,87, 48 saatlik uygulamada r=0,67)
(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Sitrik asit uygulamasi ile insan periferal lenfositlerinde olusan
kromozomal anormallikler ve frekanslar

Test maddesi Uygulama Anormallikler Anormal hiicre KA/Hiicre
Siire Doz Yapisal Sayisal + SH (%) + SH
(saat) (ug/ml) kkb ktk dis kzk ktd p er
Kontrol 24 0,00 2 - - - - - - 1,00 £ 1,10 0,025 + 0,01
Pozitif Kontrol 24 0,10 18 25 7 3 12 3 - 30,00 + 3,24 0,325+ 0,03
Sitrik asit 24 50 15 4 5 1 - 1 1 1250+234*  0,135+0,02%
100 25 5 7 1 - 5 - 1900+£277% 0,190 +0,03*
200 35 5 10 - -5 - 20,00 £ 2,83* 0,250 + 0,03*
3000 - - - - - - - Toksik Toksik
Kontrol 48 0,00 3 1 - - - - - 2,00 = 0,98 0,020 + 0,01
Pozitif Kontrol 48 0,10 2 7 6 - 31 3 - 3400+335 0,430 + 0,04
Sitrik asit 48 50 34 2 2 - -1 - 19,00 = 2,77* 0,190 + 0,03*
100 27 9 - - 11 - 18,50 = 2,75% 0,185 +0,03*
200 30 2 3 1 1 4 - 18,50 +2,75* 0,185 +0,03*
3000 - - - - - - - Toksik Toksik

ktk: kromatid kirigi, kzk: kromozom kirigi, kkb: kardes kromatidlerde birlesme, dis: disentrik, er:
endoreduplikasyon, kd: kromatid degisimi, p: poliploidi

*Kontrole gore p< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
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Resim 4.1. Sitrik asit uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan kromozomal
anormallikler a) kardes kromatitlerde birlesme, b) kromatit kirig1
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Resim 4.2. Sitrik asit uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan kromozomal
anormallikler a) disentrik kromozom, b) kromozom kirig1
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Resim 4.3. Sitrik asit uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan kromozomal
anormallikler a) kromatid degisimi, b) poliploidi



40

Resim 4.4. Sitrik asit uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan kromozomal
anormallikler a) endoreduplikasyon

Kardes kromatid degisim frekanst 50 pg/ml’nin 24 saatlik uygulamasi hari¢ tiim
uygulamalarda kontrole gore istatistiksel agidan 6nemli diizeyde artig gostermistir ve
bu artis doza bagl olarak gergeklesmistir (24 saatlik uygulamada r=0,97, 48 saatlik
uygulamada r=0,96) (Cizelge 4.2, Resim 4.5). Yapilan c¢aligmalarda sitrik asidin
replikasyon indeksi lizerine herhangi bir etkisi gézlenememistir. Mitotik indeks tiim
uygulamalarda kontrole gore doza baglh diisiis gostermistir. Bu diisiis, istatistiksel
olarak onemli diizeydedir (24 saatlik uygulamanin 50 pg/ml’lik konsantrasyonu
hari¢) (24 saatlik uygulama i¢in r=-0,88, 48 saatlik uygulama i¢in r=-0,67). 3000
ng/ml’lik konsantrasyon ise tiim uygulamalarda toksik etki gostermistir (Cizelge

4.2).
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Cizelge 4.2. Sitrik asitin insan lenfositlerinde KKD, Ri ve MI frekanslar iizerine

etkisi
Test maddesi Uygulama
Sire Doz Min-  KKD/hicre M, M, M; Ri+ SH Mi + SH
(saat) (ug/ml) maks. +SH (%)
KKD
Kontrol 24 0,00 1-19 4,70 £ 0,45 42 81 77 2,180,053 7,60+ 0,59
Pozitif Kontrol 24 0,10 9-53  3220+1,65 48 99 53 2,03+£0,052 4,80+0,47
Sitrik asit 24 50 1-17 552+0,43 22 61 117 2,48+0,048 6,70+0,56
100 2-23 582+046+ 46 64 91  224+0,056 5,10+0,49*
200 1-23 6,32+0,56+ 52 69 79  2,14+0,045 5,00+ 0,48%*
3000 - Toksik - - - Toksik Toksik
Kontrol 48 0,00 1-13 3,36 £ 0,27 39 70 91 2,26 £0,054 10,40 + 0,68
Pozitif Kontrol 48 0,10 22-69 46,38 +1,72 110 72 18  1,54+0,046  6,30+0,54
Sitrik asit 48 50 1-14 5,48+£036+ 49 79 72 2,12+ 0,054 7,20 £ 0,57**
100 3-14 576+0,32+ 50 69 81 2,16+0,056 6,60+ 0,53%*
200 3-15 7204043+ 50 68 82  2,16+0,056 7,10+ 0,57**
3000 - Toksik - - - Toksik Toksik

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

Resim 4.5. Sitrik asit uygulamasi ile insan periferal lenfositlerinde olusan kardes
kromatid degisimleri
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Sitrik asit uygulamasiyla, kiiltiirdeki insan lenfositlerinde mikroniikleus frekanslar
kontrole gdre tiim uygulamalarda doza bagli olarak 6nemli oranda artig gostermistir
(r=0,88) (Cizelge 4.3, Resim 4.6). Sitrik asit uygulamasiyla biniikleat hiicreler
igerisinde bir, iki ve dort mikroniikleus gozlenmistir. Bununla birlikte sitrik asidin

niikleer boliinme indeksi tizerine herhangi bir etkisinin olmadigi belirlenmistir.

Cizelge 4.3. Sitrik asitin insan lenfositlerinde mikroniikleus frekanslari ve niikleer
boliinme indeksi lizerine etkisi

Test Uygulama Sayilan BN hiicreler iginde Niikleer boliinme
maddesi ~ Siire Doz  biniikleat mikroniikleus MN + SH indeksi + SH
(saat) (ug/ml)  hiicre frekanslari (%) (NBI)
sayist (1) (2 3 &)
Kontrol 48 0,00 2000 6 0o 0 0 0,30+0,12 1,84+0,30
Pozitif Kontrol 48 0,10 2000 220 20 0 O 13,0+0,75 1,30+0,25
Sitrik Asit 48 50 2000 33 0 0 0 1,65+0,28* 1,43+0,27
100 2000 45 1 0 0  2,35+0,34* 1,41+0,26
200 2000 48 0 0 1 2,60+0,36* 1,34+0,26

3000 - - - - - Toksik Toksik

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

Resim 4.6. Sitrik asit uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan mikroniikleuslu
binukleat hiicreler a) bir mikroniikleuslu biniikleat, b) iki
mikroniikleuslu biniikleat

Sitrik asit, komet testinde kuyruktaki DNA yogunlugunu ve komet kuyruk

uzunlugunu, kontrole goére tiim konsantrasyonlarda artirmis ancak bu artis sadece en
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ylksek doz olan 200 pg/ml’de istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Cizelge 4.4,

Resim 4.7). 200 pg/ml’lik konsantrasyon, pozitif kontrolden daha fazla DNA

hasarina neden olmustur.

Cizelge 4.4. Sitrik Asit ile 1 saat uygulama sonucunda insan lenfositlerinde olusan

DNA hasari
Test Maddesi Doz Kuyruk yogunlugu Kuyruk uzunlugu
(ng/ml) (%) (nm)
Kontrol 0,00 5.81+1.46 4891 +£1.82
Pozitif Kontrol 0,30 14,45 £ 1,64 68.65+1.97
Sitrik Asit 50 5,88+ 1,45 49,09 + 1,62
100 925 +2.48 51,73+ 3,25
200 16,10 £ 2,95+ 74,92 + 4,44+
3000 Toksik Toksik

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

Resim 4.7. Sitrik asit ile muamele edilen izole insan lenfositlerinde olusan DNA
hasarlarinin komet testi ile goriiniimii a) hasarsiz DNA, b) az hasarli
DNA, c) orta hasarli DNA, d) ¢ok hasarli DNA
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4.2. Fosforik Asit Uygulamasi

Fosforik asit uygulamasi sonucunda insan lenfositlerinde 5 tip anormallige
rastlanmistir. Bunlardan 4 tanesi yapisal (kromatid ve kromozom kiriklari, kardes
kromatidlerde birlesme ve disentrik kromozom), 1 tanesi ise sayisal (poliploidi)
anormalliktir (Resim 4.8 - 4.10). Bu anormalliklerden en sik rastlanani kromatid
kirigidir. Yapilan analizler, anormal hiicre yiizdesinin ve hiicre basina diisen
anormalliklerin kontrole gore tiim uygulamalarda istatistiksel olarak énemli oranda
arttigini (25 pg/ml harig) ve bu artisin doza bagh oldugunu gostermistir (24 saatlik
uygulamada r=0,70, 48 saatlik uygulamada r=0,94) (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Fosforik Asit uygulamasi ile periferal insan lenfositlerinde olusan
kromozomal anormallikler ve frekanslari

Test maddesi Uygulama Anormallikler
Yapisal Sayisal ~ Anormal hiicre KA/Hiicre
Sire Doz ktk kzk ktd f kkb dis P + SH (%) +SH
(saat) (pg/ml)
Kontrol 24 0,00 1 - - 2 - - - 1,50 + 0,86 0,015+ 0,008
Pozitif kontrol 24 0,10 26 2 0 2 2 - - 21,00 + 2,88 0,210 + 0,029
Fosforik asit 24 25 7 - - - 1 - - 4,00 £ 1,39 0,040 + 0,013
50 11 1 - - 1 - 1 7,00 + 1,80%* 0,070 £ 0,018*
100 11 2 - - 1 1 - 7,50 + 1,86* 0,075 +0,019*
200 12 - - - 2 - - 7,00 + 1,80* 0,070 +0,018%*
Kontrol 48 0,00 1 - - 2 - - - 1,50+ 0,36 0,015+0,013
Pozitif kontrol 48 0,10 63 15 33 11 2 - - 45,00£3,52 0,620 + 0,034
Fosforik Asit 48 25 8 - - - 1 - - 4,50+ 1,47 0,045 £ 0,015
50 10 2 - - 1 1 - 7,00 = 1,80* 0,070 +0,018*
100 15 1 - - - 1 1 9,00 +2,02*%* 0,090 + 0,020**
200 19 - - - 4 1 - 11,50+£2.25%* 0,120 £ 0,023**

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

* Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlaml1 (z-testi)

** Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlaml1 (z-testi)
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Resim 4.8. Fosforik Asit uygulamasi ile insan lenfositlerinde olusan kromozomal
anormallikler a) kromatid kirig1, b) kromozom kirigi
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Resim 4.9. Fosforik Asit uygulamasi ile insan lenfositlerinde olusan kromozomal
anormallikler a) kardes kromatidlerde birlesme, b) disentrik kromozom
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Resim 4.10. Fosforik Asit uygulamasi ile insan lenfositlerinde olusan kromozomal
anormallikler a) poliploidi

Fosforik asit uygulamasi sonucunda, hem 24 saatlik ve hem de 48 saatlik
uygulamada, tim konsantrasyonlarda, kardes kromatid degisimi frekansi kontrole
gore istatistiksel agidan dnemli diizeyde artig gostermistir. Bu artis doza bagli olarak
gerceklesmistir (24 saatlik uygulamada r=0,89, 48 saatlik uygulamada r=0,87)
(Cizelge 4.6, Resim 4.11). Fosforik asit ile hiicrelerde minimum 2 ve maksimum 24
arasinda kardes kromatid degisimi gézlenmistir. Bu uygulamada, mitotik indeks, 24
saatlik siirede, 100 ve 200 pg/ml’lik dozlarda kontrole gore istatistiksel olarak
onemli oranda diisiis gosterirken, 48 saatlik uygulamada 50 ve 200 pg/ml’lik
konsantrasyonlar istatistiksel olarak anlamli diisiis gostermistir (Cizelge 4.6).
Yapilan c¢alismalarda fosforik asitin  replikasyon indeksini etkilemedigi

belirlenmistir.
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Cizelge 4.6. Fosforik Asitin insan lenfositlerinde KKD, RI ve MI frekanslari {izerine

etkisi
Uygulama
Test maddesi “Siire Doz  Min-max KKD/hiicre M; M, M; Ri+ SH Mi + SH
(saat) (ug/ml) KKD +SH (o)
Kontrol 24 0.00 0-7 3,12+0,28 33 43 121 2,41+£0,049 7,45+0,59
Pozitif kontrol 24 0,10 22-44 34,06 £ 0,90 98 81 21 1,62 £0,047 4,20 £ 0,45
Fosforik asit 24 25 2-11 4,040,227+ 41 66 103 2,41+0,057 7,25+0,58
50 2-9 4,44+ 0,20+ 56 75 69 2,07+0,064 6,30+ 0,54
100 4-12 6,26+ 0,28+ 49 62 &9 2,20+ 0,057 5,90 +0,53*
200 3-13 6,30+ 0,29+ 45 57 98 2,27+0,057 5,60+0,51%*
Kontrol 48 0.00 0-7 3,14+ 0,28 33 44 123 245+0,054 7,40+0,59
Pozitif kontrol 48 0,10 42-68 53,74 £ 0,95 97 88 15 1,59+ 0,044 3,10+0,39
Fosforik Asit 48 25 2-22 6,54+0,49+ 34 54 112 239+0,054 6,85+0,56
50 3-13 6,48 +£0,33+ 26 57 117 246+0,050 5,75+0,52*
100 2-21 7,20+ 046+ 45 51 108 2,36+0,058 6,00+0,53
200 6-24 9,06 +£0,48+ 31 56 113 241+0,053 5,50+0,51*

+Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (t testi)
* Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)

Resim 4.11. Fosforik Asit uygulamast ile insan periferal lenfositlerinde olusan kardes
kromatit degisimleri
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Fosforik asit uygulamasiyla, mikronukleus tasiyan binukleat hiicrelerin frekansinda
da artiglar meydana gelmistir. Bu artis, kontrole gore, 25 pg/ml harig, tiim
uygulamalarda istatiksel olarak anlamli diizeydedir. Mikroniikleus frekansindaki artig
doza bagli olarak gergeklesmistir (r=0,73) (Cizelge 4.7, Resim 4.12). Fosforik asit,
insan lenfositlerinde sadece bir mikrogekirdekli biniikleat hiicrelerin olusmasina
neden olmustur. Fosforik asit uygulamasinin niikleer boliinme indeksi iizerine

herhangi bir etkisinin olmadig tespit edilmistir.

Cizelge 4.7. Fosforik Asitin insan lenfositlerinde mikroniikleus frekanslar1 ve niikleer
boliinme indeksi lizerine etkisi

Uygulama Sayilan BN hiicreler i¢inde Niikleer Boliinme
Test maddesi ———————— Dbiniikleat mikroniikleus frekanslar MN = SH Indeksi + SH
Stre Doz hicre (%) (NBI)
(saat) (ug/ml)  sayisi @@ 3)
Kontrol 48 0,00 2000 2 - - 0,10+0,07 1,84+ 0,42
Pozitif Kontrol 48 0,10 2000 44 - - 2,20+0,33 1,29 +£ 0,36
Fosforik Asit 48 25 2000 5 - - 0,25+0,11 1,69 + 0,41
50 2000 10 - - 0,50 £0,16* 1,68 + 0,41
100 2000 9 - - 0,45 +0,15* 1,54+ 0,39
200 2000 10 - - 0,50 £ 0,16* 1,71 £ 0,41

*Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)

Resim 4.12. Fosforik Asit uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan mikroniikleuslu
binukleat hiicre (biniikleat hiicredeki 1 mikroniikleus)
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Fosforik asit uygulamasi sonucunda, komet testi ile, primer DNA hasarlarinin
olustugu gézlenmistir. DNA hasarlari, kontrole gore tiim uygulamalarda istatistiksel
olarak anlamli diizeydedir. Fosforik asit uygulamasi lenfositlerde komet
kuyrugundaki DNA yogunlugunu ve kuyruk uzunlugunu 6nemli diizeyde artirmistir.
Ozellikle 200 pg/ml dozda kontrole gore 5 kat artis gdzlenmistir (Cizelge 4.8, Resim
4.13). Yine fosforik asitin ¢alismada kullanilan tiim dozlari, pozitif kontrol olan

MMC’den daha fazla DNA hasarina neden olmustur.

Cizelge 4.8. Fosforik Asit ile 1 saat uygulama sonucunda insan lenfositlerinde olusan

DNA hasari
Test maddesi Doz Kuyruk yogunlugu Kuyruk uzunlugu
(ug/ml) (%) (um)
Kontrol 0,00 5.81 £1.46 4891 £1.82
Pozitif Kontrol 0,30 14,45 + 1,64 68.65+1.97
Fosforik Asit 25 10,64 + 1,26+ 77,54 £ 4,11+
50 11,60 = 1,35+ 73,58 £ 3,10+
100 11,41 £ 1,09+ 77,22 + 3,09+
200 53,74 + 1,90+ 251,08 £ 4,83+

+ Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml (t testi)
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Resim 4.13. Fosforik asit ile muamele edilen izole insan lenfositlerinde olusan DNA
hasarlarinin komet testi ile gorlinlimii a) hasarsiz DNA, b) az hasarh
DNA, c) orta hasarli DNA, d) ¢cok hasarli DNA
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4.3. Benzoik Asit Uygulamasi

Benzoik asit ile yapilan uygulama sonucunda, insan lenfositlerinde toplam 7 tip
anormallige rastlanmistir. Bunlardan 6 tanesi yapisal tiptedir. Bu anormallikler,
kromatid ve kromozom kiriklari, kardes kromatidlerde birlesme, kromatid degisimi,
fragment, ve disentrik kromozomlardir. Bu uygulama sonucunda 1 adet sayisal
anormallik belirlenmistir ki bu da poliploididir (Resim 4.14 - 4.17). Yapisal
anormalliklerden en sik rastlanan1i kromatid kirigi ve kardes kromatidlerde
birlesmedir. Yapilan analizler anormal hiicre yiizdesinin ve hiicre bagina diisen
anormalliklerin kontrole gore tiim uygulamalarda istatistiksel olarak 6nemli oranda
arttigint ve bu artisin doza bagh oldugunu gostermistir (24 saatlik uygulamada
sirastyla r=0,95 ve 0,97, 48 saatlik uygulamada sirastyla r=0,85 ve r=0,83) (Cizelge
4.9).

Cizelge 4.9. Benzoik asit uygulamasi ile insan periferal lenfositlerinde olusan
kromozomal anormallikler ve frekanslar

Test maddesi Uygulama Anormallikler Anormal hiicre KA/hiicre
Yapisal Sayisal + SH (%) + SH
Siire Doz ktk kzk ktd f dis kkb P
(saat)  (pg/ml)
Kontrol 24 0,00 1 - - - - 1 - 1,00 £ 0,70 0,010 + 0,007
Pozitif Kontrol 24 0,10 20 5 1 2 - 11 - 19,00 + 2,77 0,195 £ 0,028
Benzoik asit 24 50 13 - - - - 2 - 7,50 £ 1,86* 0,075+ 0,019*
100 11 2 1 - 4 1 - 9,50 £2,07** 0,095+ 0,027**
200 15 2 - - 2 4 2 12,50 £2,34%* 0,125 £ 0,023**
500 28 10 - - 5 2 - 20,00 £2,83** 0,225 + 0,030%*
Kontrol 48 0,00 4 - - - 1 - - 2,50 £ 1,10 0,025 +0,011
Pozitif Kontrol ~ 48 0,10 27 3 7 2 4 10 - 24,00 + 3,02 0,265 + 0,031
Benzoik asit 48 50 10 4 - 1 1 5 - 10,50 £2,17* 0,105 £ 0,022*
100 14 2 - 1 2 3 - 11,50 £2,26%* 0,115 +0,023**
200 15 3 - 3 3 5 - 13,00 +£2,38%* 0,145 + 0,025%*
500 14 6 - 2 3 10 - 17,50 £2,69** 0,175 +0,027**

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

* Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlaml1 (z testi)

** Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
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Resim 4.14. Benzoik asit uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan kromozomal
anormallikler a) kromatid kirig1, b) kromozom kirigi



Resim 4.15. Benzoik asit uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan kromozomal
anormallikler a) fragment, b) disentrik kromozom
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Resim 4.16. Benzoik asit uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan kromozomal
anormallikler a) kardes kromatidlerde birlesme, b) kromatid degisimi
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Resim 4.17. Benzoik asit uygulamasiyla insan lenfositlerinde olugsan kromozomal
anormallikler a) poliploidi

Kardes kromatid degisim frekansi, benzoik asit uygulamasi sonucunda, tim
uygulamalarda kontrole gore istatistiksel agidan 6nemli oranda artig gostermistir. Bu
artis doza bagli olarak gerceklesmistir (24 saatlik uygulamada r=0,87, 48 saatlik
uygulamada r=0,76) (Cizelge 4.10, Resim 4.18). Minimum-maksimum KKD sayisi,
2-19 arasinda degigsmektedir. Benzoik asit uygulamasi sonucunda, mitotik indeks tiim
uygulamalarda kontrole gore doza bagli diisiis goOsterirken, bu diislis 24 saatlik
uygulamada sadece 500 pg/ml’de, 48 saatte ise 100, 200 ve 500 pg/ml’de
istatistiksel olarak anlamlidir (24 saatlik uygulama i¢in r=-0,99, 48 saatlik uygulama
icin 1=-0,96) (Cizelge 4.10). Yapilan calismalarda, benzoik asidin en yiiksek
konsantrasyon olan 500 pg/ml’de replikasyon indeksini disiirdiigii, ancak bu

diisiisiin istatistiksel olarak onemli olmadig1 belirlenmistir.
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Cizelge 4.10. Benzoik asitin insan lenfositlerinde KKD, Ri ve MI frekanslari iizerine

etkisi
Uygulama
Test maddesi  “Sie Dog Min-max ~ KKD/hiicre M; M, M; Ri+SH Mi + SH
(saat) (pg/ml) ~ KKD +SH (7o)
Kontrol 24 0,00 0-7 2,80 +£0,24 27 95 78 2,26 +0,048 6,10+ 0,54
Pozitif kontrol 24 0,10 6-40 16,70 = 1,27 83 68 49 1,83 +£0,056 4,05+0,44
Benzoik asit 24 50 2-10 4,02+0,24+ 38 59 103 233+0,055 5,85+0,52
100 2-12 5,68+034+ 41 67 92 2,26 +0,055 5,35+£0,50
200 2-13 6,62+036+ 26 64 110 2,42+0,050 4,85+0,48
500 4-16 7,54+£035+ 40 65 95 2,28 +0,055 3,60+ 0,42**
Kontrol 48 0,00 0-6 2.88+0,23 40 83 77 2,19+£0,053 6,80+ 0,56
Pozitif kontrol ~ 48 0,10 7-43 21.84 +1,54 80 69 51 1,86 + 0,056 3,85+0,43
Benzoik asit 48 50 2-13 6.68+0,37+ 34 58 110 2,40+0,054 5,60+0,51
100 3-14 6.92+039+ 50 76 74 2,12+0,055 4,65+0,47*
200 2-19 6.92+039+ 43 65 92 2,25+0,056 4,15+0,45%*
500 5-17 8.66 0,40+ 72 117 11 1,69 £ 0,040 2,15+ 0,32%**

+Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (t testi)
* Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlaml1 (z testi)
** Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

\

1

Resim 4.18. Benzoik asit uygulamasi ile insan periferal lenfositlerinde olusan kardes

kromatid degisimleri
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Benzoik asit uygulamasiyla mikroniikleus frekanslarinda da artiglar gozlenmistir.
Benzoik asit, tiim dozlarda MN frekansini artirmis fakat bu artis, sadece 200 ve 500
ng/ml’lik dozlarda istatistiksel olarak anlamlidir. Mikroniikleus frekansindaki artig
doza bagli olarak gerceklesmistir (r=0,79) (Cizelge 4.11, Resim 4.19 - 4.20). Benzoik
asit uygulamasiyla insan lenfositlerinde bir, iki ve dort mikrogekirdekli biniikleatlara
rastlanmistir. Benzoik asit uygulamasinin niikleer boliinme indeksi {lizerine herhangi

bir etkisinin olmadig1 tespit edilmistir.

Cizelge 4.11. Benzoik asitin insan lenfositlerinde mikroniikleus frekanslar1 ve
niikleer boliinme indeksi {izerine etkisi

Uygulama Sayilan BN hiicreler
Test maddesi ———————— Biniikleat i¢inde mikroniikleus MN = SH Niikleer boliinme
Stire Doz hiere sayi1sl frekanslart (%) indeksi + SH
(saat) (pg/ml) (NBI)
(OERERC)
Kontrol 48 0,00 2000 4 - - - 0,20 + 0,09 1,44 + 0,38
Pozitif kontrol 48 0,10 2000 7307 1 - 4,50 £ 0,46 1,28 £ 0,36
Benzoik asit 48 50 2000 7 1 - - 0,45 +0,15 1,49 + 0,38
100 2000 0 - - - 0,50 £ 0,16 1,45+ 0,38
200 2000 0 2 - 2 1,10 +£ 0,23** 1,45+ 0,38
500 2000 18 1 - - 1,00 +0,22%* 1,34+ 0,36

*Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlaml1 (z-testi)
**Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlaml1 (z-testi)

Resim 4.19. Benzoik asit uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan mikroniikleuslu
binukleat hiicreler a) bir mikroniikleuslu biniikleat, b) iki
mikroniikleuslu bintikleat
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Resim 4.20. Benzoik asit uygulamasiyla uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan
mikroniikleuslu binukleat hiicreler a) dort mikroniikleuslu biniikleat

Benzoik asit ile yapilan komet testi sonuglarina gore, bu maddenin DNA’da tek
zincir kiriklarmma neden oldugu ve kuyruktaki DNA yogunlugunu ve kuyruk
uzunlugunu kontrole gore tiim uygulamalarda istatistiksel olarak onemli diizeyde

artirdig1 belirlenmistir (Cizelge 4.12, Resim 4.21).

Cizelge 4.12. Benzoik asit ile 1 saat uygulama sonucunda insan lenfositlerinde

olusan DNA hasari
Test Maddesi Doz Kuyruk yogunlugu  Kuyruk uzunlugu
(ug/ml) (%) (um)
Kontrol 0,00 5.81+1.46 48.91+1.82
Pozitif Kontrol 0,30 14,45+ 1,64 68.65+1.97
Benzoik asit 50 9,83 + 0,99+ 71,10 £ 2.64+
100 9,76 + 1,07+ 78,12 + 4,41+
200 9,96 £ 1,12+ 80,29 + 4.48+
500 8,94 + 0,86+ 70,10 + 2.44+

+Kontrole gore p< 0,05 diizeyinde anlamli (t testi)
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Resim 4.21. Benzoik asit ile muamele edilen izole insan lenfositlerinde olusan DNA
hasarlarinin komet testi ile gériiniimii a) hasarsiz DNA, b) az hasarli DNA,
c) orta hasarli DNA, d) ¢ok hasarli DNA



61

4.4. Kalsiyum Propiyonat Uygulamasi

Kalsiyum propiyonat uygulamasi sonucunda insan lenfositlerinde toplam 6 tip
anormallige rastlanmistir. Bunlardan 5 tanesi yapisal (kromatid ve kromozom
kiriklari, kardes kromatidlerde birlesme, fragment, ve pulverizasyon), 1 tanesi ise
sayisal anormallik olarak degerlendirilmistir (poliploidi) (Resim 4.22 - 4.24). Bu
anormalliklerden en sik rastlanani kromatid kirigidir. Yapilan analizler, anormal
hiicre yiizdesinin ve hiicre basina diisen anormalliklerin kontrole gore tiim
uygulamalarda istatistiksel olarak 6nemli oranda arttifin1 ve bu artisin doza bagh
oldugunu gostermistir (24 saatlik uygulamada r=0,84 ve r=0,83, 48 saatlik
uygulamada sirastyla r=0,75 ve r=0,72) (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13. Kalsiyum Propiyonat uygulamas: ile periferal insan lenfositlerinde
olusan kromozomal anormallikler ve frekanslari

Test maddesi Uygulama Anormallikler
Yapisal Sayisal Anormal hiicre KA/Hiicre
Sire Doz kk kzk kd f kkb pl P *+SH (%) *SH
(Saat)  (pg/ml)
Kontrol 24 0,00 1 - - - 1 - - 1,00 + 0,70 0,010 + 0,007
Pozitif kontrol 24 0,10 19 9 2 - 11 - - 20,50 + 2,85 0,205 + 0,029
Kalsiyum Propiyonat 24 50 11 6 - 1 3 - - 10,00 +2,12* 0,105+ 0,022*
100 10 1 - 2 8 - 1 12,00 +2,30* 0,120 + 0,023*
200 12 3 - 2 - - - 8,50+ 1,97* 0,085+ 0,020*
1000 18 4 - 2 1 3 12 20,00 +2,83* 0,200 + 0,028*
Kontrol 48 0,00 2 - - - - - - 1,00 £ 0,70 0.010 + 0,007
Pozitif kontrol 48 0,10 25 5 12 4 7 - 2 27,50 +3,16 0.275 + 0,032
Kalsiyum Propiyonat 48 50 10 1 - 5 - - 9,00 +2,02* 0.095 +0,021*
100 14 1 - - 4 - - 9,50 +2,07*  0.095+ 0,020*
200 14 - - - 6 - - 10,00 + 2,12* 0.100 + 0,021*
1000 - - - - - - - Toksik Toksik

ktk: kromatid kirigi, kzk: kromozom kirigi, ktd: kromatid degisimi, f: fragment, kkb: kardes
kromatidlerde birlesme, pl: pulverizasyon, p: poliploidi.
* Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
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Resim 4.22. Kalsiyum Propiyonat uygulamasi ile insan lenfositlerinde olusan
kromozomal anormallikler a) kromatid kirigi, b) kardes kromatitlerde
birlesme
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Resim 4.23. Kalsiyum Propiyonat uygulamasi ile insan lenfositlerinde olusan
kromozomal anormallikler a) kromozom kirigi, b) poliploidi
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Resim 4.24. Kalsiyum Propiyonat uygulamasi ile insan lenfositlerinde olusan
kromozomal anormallikler a) fragment, b) pulverizasyon
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Kalsiyum propiyonat uygulamasi, tiim muamelelerde, insan lenfositlerinde, kardes
kromatid degisim frekansini kontrole gore istatistiksel acidan Onemli oranda
artirmigtir. Bu artis doza bagl olarak gerceklesmistir (24 saatlik uygulamada r=0,75,
48 saatlik uygulamada r=0,77) (Cizelge 4.14, Resim 4.25). Mitotik indeks tiim
uygulamalarda kontrole nazaran, doza bagh diisiis gosterirken (24 saatlik uygulama
icin 1=-0,91, 48 saatlik uygulama i¢in r=-0,76), bu diislis 24 saatlik uygulamada
sadece 1000 pg/ml’de, 48 saatlik uygulamada ise, tiim konsantrasyonlarda
istatistiksel olarak onemli diizeydedir (Cizelge 4.14). Yapilan ¢aligmalarda kalsiyum
propiyonatin replikasyon indeksini etkilemedigi belirlenmistir. Ayrica 1000
pg/ml’lik uygulama, 48 saatte toksik etki gostermistir, bu nedenle bdliinmekte olan

hiicre goriilememistir.

Cizelge 4.14. Kalsiyum Propiyonatin insan lenfositlerinde KKD, RI ve MI
frekanslar1 iizerine etkisi
Uygulama Min-
Test maddesi Sire. Doz max KKD/hicre M, M, M; Ri+SE Mi + SH
(Saat) (ug/ml) KKD +SH (%)
Kontrol 24 0,00 0-8  296+025 27 34 139 256+0,051 6,70+0,56
Pozitif kontrol 24 0,10 8-25 1620+£0,75 90 56 54  1,82+0,058 4,75+0,48
Kalsiyum Propiyonat 24 50 2-11  498+031+ 18 35 147 2,65+0,045 6,30+0,54
100 2-13  6,14+0,32+ 17 27 156 2,70+0,044 5,85+0,52
200 3-19  6,82+0,38+ 13 51 136 2,62+0,043 5,50+0,51
1000 222 7,92+046+ 64 67 69  2,03+0,058 4,60+0,47*
Kontrol 48 0,00 0-8  296+025 27 34 139 256+0051 6,70+0,56
Pozitif kontrol 48 0,10 2245 31,54+0,84 103 54 43 1,70£0,057 2,90+0,38
Kalsiyum Propiyonat 48 50 5-11  690+023+ 18 55 127 2,55+0,046 4,55+ 0,47%
100 5-11  7,02£024+ 17 52 131 2,57+0,046 425+0,45%*
200 5-13 7524028+ 28 53 119 246+0,052 420+ 0,45%*
1000 - Toksik - - - Toksik Toksik

+ Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlaml (t testi)
* Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
** Kontrole gére P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
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Resim 4.25. Kalsiyum Propiyonat uygulamasi ile insan periferal lenfositlerinde

olusan kardes kromatid degisimleri

Kalsiyum propiyonat uygulamasi sonucunda, insan lenfositlerinde, mikronukleus

olusumlar1 gézlenmistir. Mikroniikleus frekanslari tiim uygulamalarda kontrole gore

istatistiksel olarak onemli oranda artmistir. Mikroniikleus frekansindaki artis, doza

bagli olarak gerceklesmistir (r=0,86) (Cizelge 4.15, Resim 4.26). Kalsiyum

propiyonat insan lenfositlerinde bir ve iki mikroniikleuslu hiicrelerin olugsmasina

neden olmustur. Kalsiyum propiyonat uygulamasinin niikleer boliinme indeksi

tizerine herhangi bir etkisinin olmadigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.15. Kalsiyum Propiyonatin insan lenfositlerinde mikroniikleus frekanslari

ve niikleer bolunme indeksi tizerine etkisi

Uygulama Sayilan BN hiicreler
Test maddesi — Biniikleat icinde MN=+SH Ni@kleer Boliinme
Sire Doz hiicre  mikroniikleus (%) indeksi = SH
(Saat) (pg/ml) sayist frekanslari (NBI)
O @ 3
Kontrol 48 0,00 2000 1 - - 0,05+0,05 1,80 + 0,42
Pozitif kontrol 48 0,10 2000 81 3 - 435+046 1,45 +£0,38
Kalsiyum Propiyonat 48 50 2000 10 - - 0,50+ 0,16* 1,76 +£ 0,42
100 2000 10 1 - 0,60+£0,17* 1,67 £ 0,41
200 2000 14 - - 0,70 £0,19** 1,54 +£ 0,39
1000 2000 - - - Toksik Toksik

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

** Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlaml1 (z-testi)
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Resim 4.26. Kalsiyum Propiyonat uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan
mikroniikleuslu binukleat hiicreler a) bir mikrogekirdekli biniikleat
hiicre b) iki mikrogekirdekli biniikleat hiicre

Yapilan ¢aligmalar sonucunda kalsiyum propiyonatin, komet testinde primer DNA
hasarin1 kontrole gore tiim uygulamalarda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
artirdigr belirlenmistir. Kalsiyum propiyonat uygulamasiyla, hem kuyruktaki DNA
yogunlugu ve hem de kuyruk uzunlugu, uygulanan dozlarda Onemli artis
gostermistir. Kuyruk yogunlugundaki artis, en yiiksek konsantrasyonda, pozitif
kontrolden bile daha yiiksek diizeydedir (Cizelge 4.16, Resim 4.27).

Cizelge 4.16. Kalsiyum Propiyonat ile 1 saat uygulama sonucunda insan
lenfositlerinde olusan DNA hasar1

Test maddesi Doz Kuyruk yogunlugu Kuyruk uzunlugu
(ng/ml) (%) (nm)
Kontrol 0,00 5.81+1.46 4891 +£1.82
Pozitif Kontrol 0,30 14,45 + 1,64 68.65+1.97
Kalsiyum propiyonat 50 7,60 = 1,20 65.17 + 1.69+
100 10,14 + 1,32+ 55.54 £ 1.53+
200 12,75+ 1,81+ 64.11 £ 1.80+
1000 16,58 £2,01+ 66.41 £ 1.91+

+ Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (t testi)
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Resim 4.27. Kalsiyum propiyonat ile muamele edilen izole insan lenfositlerinde
olusan DNA hasarlarinin komet testi ile goriiniimii a) hasarsiz DNA,
b) az hasarli DNA, c) orta hasarli DNA, d) ¢ok hasarli DNA
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4.5. Sitrik Asit ve Fosforik Asit Karisimi Uygulamasi

Sitrik Asit ve Fosforik Asit karigimi uygulamasi sonucunda insan lenfositlerinde
toplam 5 tip yapisal anormallige rastlanmistir. Bunlar kromatid ve kromozom
kiriklari, kardes kromatidlerde birlesme, fragment ve halka kromozomdur (Resim
4.28 — 4.30). Bu anormalliklerden en sik rastlanilan1 kromatid kirigidir. Yapilan
analizler anormal hiicre yiizdesinin ve hiicre bagina diigen anormalliklerin kontrole
gore tim uygulamalarda istatistiksel olarak 6nemli oranda arttigin1 ve bu artisin doza
bagl oldugunu gostermistir (24 saatlik uygulamada r=0,60, 48 saatlik uygulamada
=0,91) (Cizelge 4.17).

Cizelge 4.17. Sitrik asit ve fosforik asit karisimi uygulamasi ile insan periferal
lenfositlerinde olusan kromozomal anormallikler ve frekanslari

Test maddesi Uygulama Anormal hiicre KA/Hiicre
Siire Doz Anormallikler + SH (%) + SH
(saat)  (ug/ml) "kik kzk f kkb kd h
Kontrol 24 0,00 3 - - - - - 1,50 £ 0,86 0,015 + 0,009
Pozitif Kontrol 24 0,10 25 11 - 7 14 - 25,00 + 3,06 0,285 + 0,032
SA+FA 24 25 6 2 - 4 - - 10,00£2,12%% 0,110 % 0,022%*
50 12 1 3 1 - - 9,00 £ 2,02%%* 0,090 £ 0,020%**
100 5 2 - 1 - - 8,50 +1,97* 0,085 +0,020*
200 17 - 1 3 - - 10,50 £2,17** 0,105 + 0,022**
Kontrol 48 0,00 3 - - - - - 1,50 = 0,86 0,015 + 0,009
Pozitif Kontrol 48 0,10 33 20 1 7 29 - 38,50+3,44 0,450 + 0,035
SA+FA 48 25 18 - - 2 - - 950£2,07** 0,100+ 0,021%*
50 4 - - 2 - - 8,00 +1,92* 0,080 +0,019*
100 4 2 - 3 - - 9,50 +2,07** 0,095 +£0,021**
200 2204 - 2 -1 17,50£2,69%* 0,175+ 0,027%*

ktk: kromatid kirigi, kzk: kromozom kirigi, f. fragment, kkb: kardes kromatidlerde birlesme, kd:
kromatid degisimi, h: halka kromozom

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

**Kontrole gore p< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
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Resim 4.28. Sitrik asit ve fosforik asit karigimi uygulamasiyla insan lenfositlerinde
olugan kromozomal anormallikler a) kromatid kirigi, b) kromozom
kirig



71

Resim 4.29. Sitrik asit ve fosforik asit karigimi uygulamasiyla insan lenfositlerinde
olusan kromozomal anormallikler a) fragment, b) kardes kromatitlerde
birlesme
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Resim 4.30. Sitrik asit ve fosforik asit karigimi uygulamasiyla insan lenfositlerinde
olusan kromozomal anormallikler a) halka kromozom

Sitrik asit ve fosforik asitin birlikte uygulanmasi sonucunda, kardes kromatid
degisim frekansi, tiim uygulamalarda kontrole gore istatistiksel agidan anlamli artis
gostermistir. Bu artis doz artisina baghdir (24 saatlik uygulamada r=0,68, 48 saatlik
uygulamada 1r=0,73) (Cizelge 4.18, Resim 4.31). Sitrik asit ve fosforik asitin birlikte
uygulamasi, mitotik indekste de tiim uygulama gruplar1 ve siirelerinde kontrole gore
istatistiksel olarak onemli diizeyde diisiis gostermis ve bu diisiis yine doza bagh
olarak gerceklesmistir (24 saatlik uygulamada r=-0,62 ve 48 saatlik uygulamada r=-
0,51) (Cizelge 4.18). Yapilan calismalarda sitrik asit ve fosforik asitin birlikte

uygulamasinin replikasyon indeksini etkilemedigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.18. Sitrik asit ve fosforik asit karisiminin insan lenfositlerinde KKD, RI ve
MI frekanslari iizerine etkisi

Test maddesi Uygulama Min.-

Sire Doz maks. KKD/hiicre M; M, M; Ri+SH Mi + SH
(saat) (pg/ml) KKD +SH (%)
Kontrol 24 0,00 3-11 6.18+£031 14 20 166 2.76+0.040 8.15+0.61
Pozitif Kontrol 24 0,10 20-36 2776059 64 68 68 2.02+0.058  4.60%0.47
SA+FA 24 25 5-19 9.60+£0.46+ 13 44 143 2.65+0.042 520+ 0.50%
50 5-17 830£0.33+ 25 34 141 258+0.050 3.85+0.43%
100 5-13 8.98+0.32+ 22 31 147 2.63+0.048 4.10+0.44*
200 6-15  10.02+0.35+ 28 32 140 2.56+0.051 4.10+0.44*
Kontrol 48 0,00 3-11 6.18+£031 14 20 166 2.76+0.040 8.15+0.61
Pozitif Kontrol ~ 48 0,10 24-66  44.36+1.00 96 54 50 1.77+0.058 3.50+0.41
SA+FA 48 25 6-15 924029+ 24 34 142 259+0.049  4.90+0.48*
50 4-16 8.98+0.39+ 29 39 132 252+0.052 4.85+0.48*
100 5-17 876+ 033+ 28 49 123 248+0.052  5.00+0.49*
200 6-13  1020£030+ 53 70 77  2.12+0.057  4.95+0.49*

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

Resim 4.31. Sitrik asit ve fosforik asit karistmi uygulamasi ile insan periferal
lenfositlerinde olusan kardes kromatit degisimleri

Sitrik asit ve fosforik asit karigimi uygulamasiyla mikroniikleus frekanslari kontrole
gore tim uygulamalarda istatistiksel olarak 6nemli diizeyde artmistir. Mikroniikleus

frekansindaki artis doza bagli olarak gergeklesmistir (r=0,89) (Cizelge 4.19, Resim
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4.32). Sitrik asit ve fosforik asit, insan lenfositlerinde bir, iki ve dort mikroniikleuslu

biniikleatlarin olusmasina neden olmustur. Sitrik asit ve fosforik asit karisimi

uygulamasinin niikleer boliinme indeksi lizerine herhangi bir etkisinin olmadigi

belirlenmistir.

Cizelge 4.19. Sitrik asit ve fosforik asit karistminin insan lenfositlerinde
mikroniikleus frekanslar1 ve niikleer boliinme indeksi iizerine etkisi

Test maddesi Uygulama Sayilan ~ BN hiicreler iginde Niikleer

- biniikleat mikroniikleus MN+SH boliinme
Stire Doz hiicre frekanslart (%) indeksi+SH

(saat)  (pg/ml) sayisi (NBI)
H 2 6B *

Kontrol 48 0,00 2000 5 - - - 0,25 +£0,11 1.96 £ 0.44
Pozitif kontrol 48 0,10 2000 42 4 4 - 3,10 £ 0,39 1.08 +£0.33
SA+FA 48 25 2000 12 2 - - 0,80 + 0,20* 1.55+£0.39
50 2000 8 1 - 1 0,70 = 0,19* 1.70 £ 0.41
100 2000 9 - - 0,60 + 0,17* 1.67 £ 0.41
200 2000 29 3 - - 1,75 £0,29** 1.75+£0.41

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

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



75

Resim 4.32. Sitrik asit ve fosforik asit karisimi uygulamasiyla insan lenfositlerinde
olusan mikroniikleuslu binukleat hiicreler a) bir MN’li biniikleat b) iki
MN’li bintikleat ¢) dort MN’li biniikleat

Sitrik asit ve fosforik asit karisimi uygulamasiyla, izole edilmis insan lenfositlerinde
komet kuyrugundaki DNA yogunlugu kontrole gore tiim dozlarda anlamli artig
gostermistir (Resim 4.33). Bu artis Ozellikle en yiiksek konsantrasyonda pozitif
kontrolden daha da fazla olmustur. Komet kuyruk uzunlugundaki artis ise 100 ve 200
png/ml’lik dozlarda onemli diizeydedir. Artig diizeyi, bu iki konsantrasyonda da
pozitif kontrolden daha fazla olarak ortaya ¢ikmistir (Cizelge 4.20).
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Cizelge 4.20. Sitrik asit ve fosforik asit karigimi ile 1 saat uygulama sonucunda insan
lenfositlerinde olusan DNA hasar1

Test Maddesi Doz Kuyruk yogunlugu  Kuyruk uzunlugu
(ug/ml) (%) (um)
Kontrol 0,00 5.81 £1.46 4891 £1.82
Pozitif Kontrol 0,30 14,45+ 1,64 68.65+1.97
Sitrik Asit + Fosforik Asit 25 6,95 + 0,90+ 54,69 + 2,58
50 733+ 1,23+ 5331+ 1,55
100 20,40 + 1,72+ 96,43 + 4,41+
200 38,21 + 3,04+ 86,31 + 3,49+

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

Resim 4.33. Sitrik asit ve fosforik asit karigimi ile muamele edilen izole insan
lenfositlerinde olusan DNA hasarlarinin komet testi ile goriiniimii a)
hasarsiz DNA, b) az hasarli DNA, c) orta hasarli DNA, d) ¢ok hasarli
DNA
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5. TARTISMA

Gida katki maddeleri son yillarda, ev yapimi olmayan hazir gidalarda yogun olarak
kullanilan maddelerdir. Gidalarda antioksidan, antimikrobiyal ya da buna benzer
bircok amag i¢in kullanilmasi ve giinlimiiz insaninin hazir yiyecege olan diiskiinliigii
nedeniyle dogumdan 6liime kadar maruz kalinan bu maddelerin, insanlarda uzun
stireli tiiketime bagl olarak olusturabilecegi yan etkiler olduk¢a 6nem kazanmustir.
Nitekim bazi1 katki maddelerinin kullanimi, toksik ve karsinojenik ozellikleri
nedeniyle ¢esitli iilkelerde yasaklanmistir. Ornegin AF-2 (2-[2-furyl]-3-[5-nitro-2-
furyl] acrylamide) ile yapilan caligmalar sonucunda, bakteri ve insan hiicrelerinde
DNA hasarma ve yine bakteri, mantar, bécek ve insan hiicrelerinde mutasyonlara ve
memeli hiicrelerinde kromozomal anormalliklere neden oldugu igin 1965 yilinda
Japonya’da, son zamanlarda da tiim diinyada kullanimi yasaklanmis olan bir
maddedir [IARC, 1983]. Yine butter yellow (p-dimethylamino-azobenzene-azo
bilesigi) deney hayvanlarinda gostermis oldugu karsinojenik ozellikleri nedeniyle
once ABD’de ardindan da Avrupa’da yasaklanmis olan bir gida katki maddesidir
[IARC, 1975]. Cesitli kimyasallarin karsinojenik o6zelliklerinin belirlenmesinde
genotoksisite ¢calismalar1 ¢ok fazla tercih edilmektedir. DNA’da hasar olusturan etki
olarak da isimlendirilen genotoksik etki, kanser baslatici bir mekanizma olarak kabul
edilmekte, bu nedenle de gelistirilen ¢esitli yontemler ile DNA’daki hasarin
saptanmasi kanser riskinin belirlenmesinde yardimci olabilmektedir [Salama ve ark.,

1999].

Bu calismada, gida katki maddelerinin bu kadar yogun kullanilmas: ve bazilarinin
karsinojenik ve toksik etki gostermeleri nedeniyle, giinlilk yasantimizda c¢ok kez
maruz kaldigimiz ve daha Once insan lenfositlerinde genotoksisiteleri ile ilgili
herhangi bir calisma yapilmayan sitrik asit, fosforik asit, benzoik asit ve kalsiyum

propiyonatin in vitro genotoksik etkileri incelenmistir.

Bu calismada sitrik asit, uygulanan tiim konsantrasyon ve siirelerde kromozomal
anormallik frekansini kontrole gore anlamli oranda artirmistir. Sitrik asit insan

lenfositlerinde 7 tip anormallige neden olmustur. Bunlar kromatit ve kromozom
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kiriklari, kardes kromatitlerde birlesme, fragment, disentrik kromozom, poliploidi ve
endoreduplikasyondur. Bu anormalliklerden en sik rastlanilan1 kardes kromatitlerde

birlesmedir.

Fosforik asit, 24 saatlik uygulamanin 25 pg/ml’lik konsantrasyonu haricinde, tiim
uygulama siireleri ve konsantrasyonlarinda, anormallik frekansinda kontrole gore
anlaml artiglara sebep olmustur. Fosforik asit uygulamasiyla insan lenfositlerinde 5
tip anormallige rastlanmistir. Bunlar kromatit ve kromozom kiriklari, kardes
kromatitlerde birlesme, disentrik kromozom ve poliploididir. Bu anormalliklerden en

sik rastlanani kromatit kirigidir.

Benzoik asit, tiim uygulama konsantrasyonlari ve siirelerinde kontrole gore
kromozomal anormallik frekansini istatistiksel olarak 6nemli diizeyde artirmustir.
Benzoik asit ile yapilan uygulama sonucunda, insan lenfositlerinde toplam 7 tip
anormallige rastlanmistir. Bunlar kromatid ve kromozom kiriklari, kardes
kromatidlerde birlesme, kromatid degisimi, fragment, disentrik kromozomlar ve

poliploididir. Bu anormalliklerden en sik rastlananlar1 kromatid kirigidir.

Kalsiyum propiyonat da insan lenfositlerinde kromozomal anormalliklerin frekansini
artirmigtir. Bu artig, uygulanan tiim konsantrasyon ve siirelerde anlaml diizeydedir.
Kalsiyum propiyonat uygulamasi sonucunda insan lenfositlerinde toplam 6 tip
anormallige rastlanmistir. Bunlar kromatid ve kromozom kiriklari, kardes
kromatidlerde birlesme, fragment, pulverizasyon ve poliploididir. Kromatid kirigi, en

cok gozlenen anormallik tipidir.

Bu calismada, yukarida verilen gida katki maddelerinin tek tek uugulanmasina ilave
olarak, gidalarda siklikla birlikte kullanilabilen ya da maruziyetin birlikte en fazla
olabildigi maddeler olan sitrik asit ve fosforik asitin, insan lenfositlerinde birlikte
etkisi de incelenmistir. Sitrik asit ve fosforik asitin birlikte uygulamasi, tim
konsantrasyon ve siirelerde kromozomal anormalliklerin olusumunda anlamli artisa
neden olmustur. Bu maddeler 5 tip anormallige sebep olmustur. Bunlar kromatid ve

kromozom kiriklari, kardes kromatidlerde birlesme, fragment ve halka
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kromozomdur. Bu uygulama sonucunda en c¢ok gozlenen anormallik kromatid

kirigidir.

Bu calismada, kromozom anormallikleri testi ile elde edilen sonuglar, kullanilan
katki maddelerinin tamaminin insan lenfositlerinde, besiyeri ortamimin pH’smni
degistirmeden, kromozomal anormalliklerde ©Onemli artislara neden oldugunu
gostermistir. Kiiltiire alinmig insan lenfositlerinde cesitli fiziksel ve kimyasal
ajanlarla olusan kromozomal anormalliklerin belirlenmesi olduk¢a Onemlidir. Zira
hiicrelerde ortaya ¢ikan kromozomal anormalliklerin kanser gelisiminde erken
haberci rolii oynadig1 bilinmektedir [Bonassi ve ark. 1995, Hagmar ve ark. 1998].
Calisma sirasinda en fazla goriilen anormallikler kromatit kiriklaridir. Kromatit
kiriklari, DNA’da meydana gelen ¢ift zincir kiriklar1 sonucunda olusan ve tek bir
kromatitte gozlenen kiriklardir. Kromatit kiriklar1 uygulanan maddelerin ¢ogunlukla
ge¢ S veya G, asamasinda etkili oldugunu gdstermektedir [Natarajan, 2002]. Bu
calismada kullanilan katki maddelerinin en fazla neden oldugu ikinci anormallik tipi
kardes kromatitlerde birlesmedir. Bu anormallik kromozom kollar1 arasinda karsilikl
birlesme olarak gozlenir ve cogunlukla kromozom uglarinda meydana gelen terminal
delesyonlar sonucunda olusabilir [Kayraldiz ve Topaktas, 2001;Y1iizbasioglu ve ark.,
2006]. Calismada tiim maddeler tarafindan olusturulan bir diger anormallik tipi
kromozom kiriklaridir. Kromozom kiriklari, kromozomlarin her iki kolunda da
gbzlenen tamir edilmemis ¢ift zincir kiriklaridir [Savage, 1993]. Fosforik asit
uygulamasi disinda, diger maddelerin tamami fragment olusumuna neden olmustur.
Fragmentlerin, kromozom ya da kromatitlerde meydana gelen kirilmalar ile
genellikle terminal delesyonlar sonucunda olustugu bilinmektedir [Kayraldiz ve
Topaktas, 2001; Yilmaz ve ark., 2008]. Disentrik kromozomlar, kalsiyum propiyonat
disinda, kullanilan tim maddeler tarafindan olusturulan bir anormallik tipidir.
Disentrik kromozomlar, iki kromozom kolu arasindaki fiizyon sonucu olusan
translokasyonlarla meydana gelmektedir. Disentrik kromozomlar, non-homolog
kromozom kollar1 arasindaki fiizyon ile veya homolog kromozomlarin iki kisa yada
iki uzun kolu arasindaki fiizyon ile gerceklesebilmektedir [Andersen ve Pedersen-

Bjergaard, 2000].
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Sitrik asit ve fosforik asit karisgmimin uygulamasi disinda diger tiim maddeler
poliploid hiicre olusumlarina neden olmustur. Poliploidi, haploid kromozom
komplementinin ikiden fazla katlarda goriilmesiyle ortaya ¢ikmaktadir [Topaktas ve
Speit, 1990]. Poliploidi, uygulanan maddelerin ig ipligi sisteminde de anormal
etkilere neden olduklarin1 gostermektedir. Kromatit degisimi, sitrik asit ve benzoik
asit uygulamalarinda gozlenen bir anormalliktir. Tipik olarak triradiyal veya
quadriradiyal olarak gozlenmekte olan kromozomlar arasi degisimlerdir [Satoh ve
ark., 2002; Yilmaz ve ark., 2008]. Halka kromozom, sadece sitrik asit ve fosforik asit
karistminin  uygulamasinda gozlenen bir anormalliktir. Halka kromozomlar,
kromozomlarin her iki uglarinda meydana gelen terminal delesyonlar sonucunda
yapigkan hale doniisen uglarin birbiriyle birlesmesi ile meydana gelmektedir.
Pulverizasyon sadece kalsiyum propiyonat uygulamasinda rastlanan bir
anormalliktir. Ozellikle en yiikek doz olan 1000 pg/ml’de ¢ok miktarda gdzlenmistir.
Kromozom pulverizasyonu, interfaz niikleusu senkronize olmayan bir sekilde mitoza
girmigse ortaya ¢ikmaktadir. Kromozom fragmentleri ya da geri kalmis
kromozomlarin pulverizasyona neden olabilecegi bildirilmistir [Ikeuchi ve Matsui,
1974]. Dort  kromatit igeren diplokromozomlar olarak da isimlendirilen
endoreduplikasyon, sadece sitrik asit uygulamasinda gozlenmistir. Bu anormallik
kromatid ayrilmasi olmaksizin ardarda iki DNA replikasyonunu takiben ortaya
cikmaktadir. Endoreduplikasyonun olugmasinda ig ipliklerinin bozulmasit ve
DNA’da meydana gelen hasarlar 6nemli rol oynamakla birlikte, mitoz boliinmede
anafazda kromatid ayrilmasinda ©Onemli gorev alan DNA topoizomerazlarda
meydana gelebilecek bozukluklar da endoreduplikasyonun ortaya ¢ikmasina neden

olmaktadir [Cortes ve Pastor, 2003].

Farkli katki maddeleri ile yapilan caligmalarda da benzer sonuglara rastlanmstir.
Antimikrobiyal bir madde olarak kullanilan sodyum metabisiilfit, insan
lenfositlerinde kromozom anormalligi frekansini kontrole gore oOnemli oranda
artirmig ve kromatit ve kromozom kiriklari, kardes kromatitlerde birlesme, kromatid
degisimi, poliploidi ve endoreduplikasyon gibi anormalliklerin olusmasina neden
olmustur [Renciizogullar1 ve ark., 2001a]. Tatlandiric1 olarak kullanilan maltitol,

insan lenfositlerinde kromozomal anormallik frekansini kontrole gore artirmustir.
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Ancak bu artis, sadece 2,5 pg/ml’lik konsantrasyonda anlamli iken, diger
konsantrasyonlarda anlamli degildir. Tatlandiric1 olarak kullanilan aspartam, insan
lenfositlerinde kromozom anormalligi frekansini kontrole gore tiim dozlarda (500,
1000 ve 2000 pg/ml) ve siirelerde (24 ve 48 saat) doza bagl olarak artirmustir.
Aspartam, insan lenfositlerinde kromatit kirig, kromozom kirigi, kardes
kromatitlerde birlesme, disentrik kromozom, tek kromatit birlesmesi ve poliploidiye
neden olmustur [Renclizogullar1 ve ark., 2004]. Arslan (2004), gidalarda
antimikrobiyal bir madde olarak kullanilan borik asitin 24 saatlik uygulamasinin 400
ng/ml’lik konsantrasyonu disinda 600, 800 ve 1000 pg/ml’lik konsantrasyonlarda
tim uygulama siirelerinde kromozomal anormallik frekansini doza bagli olarak
artirdigini belirlemistir. Borik asit, insan lenfositlerinde kromatid ve kromozom
kiriklar, kardes kromatid birlesmesi, kromatid degisimi ve poliploidi gibi
anormalliklarin ortaya c¢ikmasina neden olmustur [Arslan, 2004]. Maltitol, insan
lenfositlerinde kromatid ve kromozom tipi anormalliklerin olusumuna neden
olmustur [Canimoglu ve Renciizogullari, 2006]. Kaya ve Topaktas (2007), agartici
olarak kullanilan potasyum bromatin, insan lenfositlerinde 24 ve 48 saatlik siirelerde
ve tim konsantrasyonlarda, kromozom anormalligi frekansimi kontrole gore
istatistiksel olarak 6nemli oranda artirdigini belirlemislerdir. Bu artis pozitif kontrol
olarak kullanilan MMC’nin neredeyse 2 kati kadar gézlenmistir. Potasyum bromat
insan lenfositlerinde kromatit ve kromozom tipinde anormalliklerin artisina neden
olmustur [Kaya ve Topaktag, 2007]. Renciizogullar1 ve ark. (2008), antimikrobiyal
bir madde olan bifenilin insan lenfositlerinde kromozom anormallik frekansini
kontrol ve ¢oziicii kontrole gore tiim dozlarda (10, 30, 50 ve 70 pg/ml) Onemli
oranda artirdigini belirlemislerdir. Arastiricilar bu maddenin kromatid ve kromozom
tipinde bir¢ok yapisal anormallige sebep oldugunu belirtmislerdir [Renciizogullar1 ve
ark., 2008]. Yavuz-Kocaman ve ark. (2008), antimikrobiyal bir madde olan
potasyum metabisiilfitin insan lenfositlerinde 25, 50, 100 ve 200 pg/ml’lik
konsantrasyonlarda kromozom anormalligi frekansini kontrole gore dnemli diizeyde

artirdigini belirtmiglerdir [Yavuz-Kocaman ve ark., 2008].

Bu calismada kullanilan gida katki maddelerin tamami, insan lenfositlerinde kardes

kromatid degisimlerinin frekansinda artiglara neden olmustur. Sitrik asit, 24 saatlik
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uygulamada, 50 pg/ml hari¢ diger tiim dozlarda KKD frekansini énemli oranda
artirmistir. 3000 pg/ml’lik doz, 24 ve 48 saatlik uygulamalarda toksik etki
gostermistir. Fosforik asit, KKD frekansini tim doz ve siirelerde kontrole gore
onemli diizeyde artirmigtir. Bu artig 24 saatlik uygulamada, 100 ve 200 pg/ml’lik
dozlarda, kontrole gore 2 kat, 48 saatte 25, 50 ve 100 pg/ml’de 2, en yiiksek doz olan
200 pg/ml’de 3 kat seklinde gozlenmistir. Benzoik asit, KKD’yi tiim dozlarda
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli miktarda artirmigtir. 24 saatlik uygulamada
100, 200 ve 500 pg/ml’de kontrole gore 2 kattan fazla, 48 saatlik uygulamada tiim
dozlarda hemen hemen 3 kattan fazla KKD indiiklemesi goézlenmistir. Kalsiyum
propiyonat, kontrole gore tiim dozlarda kardes kromatid degisimi frekansini 6nemli
oranda artirmigtir. Bu artig, 24 saatlik uygulamada, 50 pg/ml harig, diger tiim
dozlarda kontrole gore 2 kattan fazla gézlenmistir. 1000 pg/ml’lik doz, 48 saatlik
uygulamada toksik olarak bulunmustur. Sitrik asit ve fosforik asitin karisimi da,
kardes kromatid degisimi frekansini kontrole gore tiim konsantrasyonlarda anlaml
diizeyde artirmistir. Kardes kromatit degisimi, c¢esitli kimyasal maddelerin
genotoksik etkilerinin belirlenmesinde kullanilan ve duyarliligi yiiksek olan
sitogenetik bir testtir. Ozellikle DNA’da capraz baglanmalara yol acan ajanlar,
kardes kromatit degisimi frekansim1 artirmaktadir. Kardes kromatit degisiminin
olusum mekanizmasinda, DNA tek zincir kiriklar1 etkin bir rol oynamaktadir.
Bununla birlikte, DNA tek zincir kiriklarinin 6nlenmesinde gorev alan XRCCl,
PARP-1 ve DNA LIG3 gibi proteinlerde meydana gelen anormallikler de kardes
kromatit degisimine neden olabilmektedir [Wilson III ve Thompson, 2007].

Gida katki maddeleri ile yapilan sitogenetik arastirmalarda KKD testi yaygin olarak
kullanilmaktadir. Renclizogullar1 ve ark. (2001a), antimikrobiyal bir madde olan
sodyum metabisiilfitin 24 ve 48 saatlik siirelerde 75, 150 ve 300 npg/ml’lik
konsantrasyonlarda kardes kromatid degisimi frekansin1i 6nemli oranda artirdigini
belirtmiglerdir [Renciizogullar1 ve ark., 2001a]. Un agarticis1 olarak kullanilan
potasyum bromat, insan lenfositlerinde 24 ve 48 saatlik uygulamalarda 400, 450, 500
ve 550 pg/ml’lik dozlarda kardes kromatit degisimi frekansini kontrole gore artirmus,
ancak bu artig sadece 48 saatlik uygulamada istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Borik asit, insan lenfositlerinde KKD frekansin1 sadece 48 saatlik uygulamada
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artirmig, ancak bu artis istatistiksel olarak onemli bulunmamustir [Arslan, 2004].
Antimikrobiyal bir katki maddesi olarak kullanilan 1-(5-bromofur-2-yl)-2-bromo-2-
nitroethene’in insan lenfositlerinde yiiksek dozlarda S9’suz ortamda KKD frekansini
az miktarda etkiledigi belirlenmistir [Borroto ve ark., 2004]. Renciizogullar1 ve ark.
(2004), tatlandirict olarak kullanilan bir gida katki maddesi olan aspartamin, 24 ve
48 saatlik siirelerde insan lenfositlerinde KKD frekansin1 kontrole gére dnemli bir
oranda etkilemedigini bildirmiglerdir [Renciizogullar1 ve ark., 2004]. Yapay
tatlandirict olarak kullanilan Maltitoliin 1,25, 2,5 ve 5 ug/ml’lik dozlari, 24 ve 48
saat siireler ile insan lenfositlerine uygulanmis ve bu maddenin KKD frekansini
istatistiksel olarak 6nemli diizeyde artirdig1 tespit edilmistir [Renciizogullar1 ve ark.,
2006]. Mpountoukas ve ark. (2008), antimikrobiyal katki maddeleri olan potasyum
sorbat, sodyum benzoat ve potasyum nitritin sitogenetik etkilerini, insan
lenfositlerinde incelemislerdir. Arastiricilar potasyum sorbatin 4 ve 8§ mM’lik
konsantrasyonlarda, sodyum benzoatin ise 8 mM’lik konsantrasyonda KKD
frekansini kontrole gore onemli miktarda artirdigini belirlemislerdir. Potasyum
nitritin  ise kullanilan konsantrasyonlarda herhangi bir etkisinin olmadigi
belirlenmistir [Mpountoukas ve ark., 2008]. Renciizogullar1 ve ark. (2008),
antimikrobiyal bir madde olan bifenilin insan lenfositlerinde KKD frekansini kontrol
ve ¢Oziicli kontrole gore tiim dozlarda (10, 30, 50 ve 70 pg/ml) anlamli miktarda
artirdigini gozlemislerdir [Renciizogullar1 ve ark., 2008]. Yavuz-Kocaman ve ark.
(2008), antimikrobiyal bir madde olan potasyum metabisiilfitin insan lenfositlerinde
25,50, 100 ve 200 pg/ml’lik konsantrasyonlarda, kardes kromatit degisimi frekansini
kontrole gore onemli diizeyde artirdigini belirtmislerdir [Yavuz-Kocaman ve ark.,

2008].

Bu calismada kullanilan gida katki maddelerinin, mikronukleus olusumu da
tetikledigi belirlenmistir. Bu maddelerin MN frekansi iizerine etkileri su sekilde
olmustur. Sitrik asit, tiim konsantrasyonlarda, MN frekansini kontrole gore
istatistiksel olarak dnemli oranda artirmigtir. Fosforik asit, en diisiik konsantrasyon
olan 25 pg/ml harig, tiim dozlarda MN frekansini istatistiksel olarak onemli oranda
artirmistir. Benzoik asit sadece en yiiksek iki doz olan 200 ve 500 pg/ml’de

miknoniikleus frekansin1 kontrole gore anlamli diizeyde artirmistir. Kalsiyum
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propiyonatin bu arastirmada kullanilan tiim konsantrasyonlari, MN frekansini
artirmistir, bununla birlikte en yiiksek doz olan 1000 pg/ml toksik etki gdstermistir.
Sitrik asit ve fosforik asit karisimi da tiim dozlarda, MN frekansint kontrole gore
istatistiksel olarak onemli miktarda artirmistir. Mikroniikleuslar, asentrik fragment
ve/veya mitozda kutuplara ¢ekilememis tam bir kromozomdan olusurlar. Telofazda
ayr1 kalmis kromozomlar ve fragmentlerin etrafinda ¢ekirdek zar1 tesekkiil eder ve
bdylece ana niikleusdan daha kii¢iik yapida olan mikroniikleuslar olusur. Bu metod
sadece boliinme ozelligi gosterebilen hiicrelerde kullanilabilmektedir. Kromozom
kayiplarinin tam olarak belirlenebilmesi acisindan MN metodu olduke¢a kullanislidir

[Fenech, 2000].

Mikroniikleus metodu, cesitli gida katki maddelerinin genotoksik &zelliklerinin
belirlenmesinde bagka arastiricigsar tarafindan da kullanilmistir.  Renclizogullar ve
ark. (2004), tatlandirict olarak kullanilan bir gida katki maddesi olan aspartamin
sadece en yiiksek dozda MN frekansin1 anlaml seviyede artirdigini belirlemislerdir
[Renciizogullar ve ark., 2004]. Gidalarda antimikrobiyal ajan olarak kullanilan 1-(5-
bromofur-2-yl)-2-bromo-2-nitroethene’in mikroniikleus olusumunu indiiklemedigi
belirlenmistir [Borroto ve ark. 2004]. Macioszek ve Kononowicz (2004), gidalarda
renklendirici olarak kullanilan quinoline saris1 ve brillant siyahinin insan
lenfositlerinde kontrole gdre tiim uygulamalarda MN frekansini artirdigini, bu iki
maddeden Brillant siyahimin quinoline sarisina gére daha fazla MN olusumuna neden
oldugunu belirtmislerdir [Macioszek ve Kononowicz, 2004]. Yapay tatlandirici olan
maltitol, mikroniikleus frekansin1 24 saatlik uygulamada 1,25 ve 5 pg/ml’lik
dozlarda, 48 saatlik uygulamada ise tiim dozlarda kontrole gdére 6nemli oranda
artmistir [Canimoglu ve Renciizogullari, 2006]. Kaya ve Topaktas (2007), agartici
olarak kullanilan potasyum bromatin, 24 saatlik uygulamasinda sadece 500 ve 550
pg/ml’de, 48 saatlik uygulamasinda ise tiim dozlarda mikrogekirdek olusumunu
anlamli olarak indiikledigini belirtmislerdir [Kaya ve Topaktas, 2007].
Antimikrobiyal bir madde olan bifenil, insan lenfositlerinde mikroniikleus frekansini
kontrol ve ¢dziicli kontrole gore tiim dozlarda (10, 30, 50 ve 70 pg/ml) Snemli
oranda artirmistir [Renciizogullar1 ve ark., 2008]. Yavuz-Kocaman ve ark. (2008),

antimikrobiyal bir madde olan potasyum metabisiilfitin insan lenfositlerinde 25, 50,
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100 ve 200 pg/ml’lik konsantrasyonlarda mikroniikleus frekansini kontrole gore

onemli oranda artirdigin1 gézlemislerdir [Yavuz-Kocaman ve ark., 2008].

Komet testinde, sitrik asit sadece en yiiksek konsantrasyonda DNA hasarini anlaml
diizeyde artirmistir. 3000 pg/ml’lik doz toksik etki gostermistir. Fosforik asit, DNA
hasarin1 tiim dozlarda kontrole gore anlamli oranda artirmistir. En yliksek doz olan
200 pg/ml’deki DNA hasarinin miktari, kontroliin yaklagik 9 katidir. Benzoik asit,
uygulanan tiim dozlarda DNA hasarini istatistiksel olarak dnemli diizeyde artirmistir.
Kalsiyum propiyonat, kuyruk yogunlugunu en diisiik doz hari¢, kuyruk uzunlugunu
ise tiim dozlarda kontrole gére 6nemli miktarda artirmistir. Sitrik asit ve fosforik asit
karigimi, kuyruk yogunlugunu tiim konsantrasyonlarda, kuyruk uzunlugunu ise en
yiiksek iki konsantrasyonda anlamli diizeyde artirmistir. Komet testi son yillarda
gelistirilen, oldukg¢a giivenilir bir test yontemidir. /n vitro ve in vivo daki bir¢ok
hiicrede, ¢esitli maddelerin etkisi ile meydana gelen DNA hasariin belirlenmesinde

¢okea kullanilmaktadir.

Gida katki maddelerinin in vitro DNA hasarlar1 tizerine etkilerinin komet ile
incelenmesi konusunda, su ana kadar yapilmis ¢cok fazla ¢alisma bulunmamaktadir.
Macioszek ve Kononowicz (2004), renklendirici olarak kullanilan quinoline sarist ve
brillant siyahinin izole insan lenfositlerindeki DNA hasarini, kontrole goére tim
uygulamalarda artirdigini belirlemislerdir. Blaszczyk (2006), antioksidan bir katki
maddesi olan ethoxyquin’in 1-250 uM’lik konsantrasyonlar arasinda DNA hasarini
kontrole gore ve doza bagli olarak Onemli oranda artirdigim1 goézlemislerdir

[Blaszczyk, 2006].

Sitotoksisitenin gostergesi olan mitotik indeksteki diisiis, bu ¢alismada kullanilan
maddelerde farkli derecelerde ortaya ¢ikmustir. Sitrik asit, 24 saatlik uygulamada en
yiiksek dozda, 48 saatlik uygulamada ise tiim dozlarda mitotik indekste diisiislere
neden olmustur. Fosforik asit, 24 saatlik uygulamada en yiiksek 2 dozda, 48 saatte
ise 50 ve 200 pg/ml’de mitotik indeksi anlamli diizeyde diisiirmiistiir. Benzoik asit
uygulamasi, 24 saatte en yiiksek dozda, 48 saatte en diisiik doz hari¢ tiim dozlarda

mitotik indekste anlaml diisiislere neden olmustur. Kalsiyum propiyonat, 24 saatte
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en yliksek dozda, 48 saatte tiim dozlarda mitotik indekste anlamli azalmalara neden
olmustur. Sitrik asit ve fosforik asit karigimi, tiim uygulama siireleri ve
konsantrasyonlarinda, mitotik indeksi istatistiksel olarak anlamli oranda
diustirmistiir. Mitotik indeksteki bu diisiisler, ¢calismada kullanilan bu maddelerin
Ozellikle uygulama siliresinin artmasina bagli olarak sitotoksik etki gosterdiklerinin
kanitidir. Bu maddelerin mitotik indeks iizerine etkileri, mitoza giren hiicrede G;
asamasinin bloke edilmesinden [Van’t Hof, 1968] veya ATP seviyesinin diisiisiine
bagli olarak enerji iiretim merkezlerinin baskilanmasindan [Epel, 1963; Jain ve
Andsorbhoy, 1988] yada DNA polimeraz gibi mitotik 1§ ipliklerinde etkili olan
cesitli enzim yapilarinin bozulmasindan kaynaklanmis olabilir [Hidalgo ve ark.,

1989; Yiizbasioglu ve ark., 2006].

Cesitli gida katki maddeleri ile yapilan ¢alismalarda, bu maddelerin mitotik indeks
lizerine etkileri de incelenmistir. Antimikrobiyal bir madde olan sodyum
metabisiilfit, mitotik indeksi en yiiksek iki konsantrasyon olan 150 ve 300 pg/ml’de
kontrole gore 6nemli oranda diislirmiistiir [Renciizogullar1 ve ark., 2001a]. Aspartam,
mitotik indeksi tiim konsantrasyon ve siirelerde, kontrole gore onemli diizeyde
azaltmistir [Rencilizogullar1 ve ark., 2004]. Arslan (2004), borik asitin 600 ve 800
png/ml’lik konsantrasyonlarda, 24 saatlik uygulamada mitotik indeksi kontrole ve
¢oziicii kontrole gore onemli oranda diisiirdiiglinii, 48 saatlik uygulamada ise tiim
konsantrasyonlarda Onemli oranda diisiirdigiinii belirlemistir [Arslan, 2004].
Canimoglu ve Renciizogullar1 (2006), maltitoliin mitotik indekste herhangi bir
degisiklige sebep olmadigin1 ve bu nedenle sitotoksik olmayan bir madde oldugunu
belirtmislerdir [Canimoglu ve Renciizogullari, 2006]. Gidalarda un agarticis1 olarak
kullanilan potasyum bromat, mitotik indeksi tim dozlarda Onemli oranda
diistirmistiir [Kaya ve Topaktas, 2007]. Mpountoukas ve ark. (2008) kiiltiire alinmis
insan lenfositlerinde potasyum sorbatin ve sodyum benzoatin kullanilan dozlarda
mitotik indeksi etkilemedigini, potasyum nitratin ise 0,2 mM’lik konsantrasyonda
istatistiksel olarak onemli diizeyde diislirdiiglinii belirlemislerdir [Mpountoukas ve
ark., 2008]. Renciizogullar1 ve ark. (2008), bifenilin 10, 30, 50 ve 70 pg/ml’lik
konsantrasyonlarda, mitotik indeksi etkilemedigini gézlemislerdir [Renciizogullar1 ve

ark., 2008]. Antimikrobiyal bir madde olan potasyum metabisiilfit, insan
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lenfositlerinde 25, 50, 100 ve 200 pg/ml’lik konsantrasyonlarda, mitotik indeksi

kontrole gére 6nemli oranda diigtirmiistiir [ Yavuz-Kocaman ve ark., 2008].

Bu c¢alismada kullanilan gida katki maddeleri, replikasyon ve niikleer boliinme
indekslerini etkilememistir. Bu 6zellik ¢alismada kullanilan maddelerin, daha ziyade
hiicre dongiisiiniin sentez safhasindan sonra etki gdsterdiklerini diislindiirmektedir.
Schilderman ve ark. (1995), antioksidan bir katki maddesi olan biitillendirilmis
hidroksi anisol (BHA) ve bu maddenin metabolitleri olan tert-butylhydroquinone
(TBHQ) ve tert-butylquinone’nin insan lenfositlerinde hiicre proliferasyonunu 10, 50
ve 100 pM’lik konsantrasyonlarda onemli oranda artirdiginmi  belirlemislerdir
[Schilderman ve ark., 1995]. Sodyum metabisiilfit replikasyon indeksini en yiiksek
iki konsantrasyon olan 150 ve 300 upg/ml’de kontrole gore Onemli oranda
distirmistiir [Renclizogullar1 ve ark., 2001a]. Borik asit, insan lenfositlerinde
replikasyon indeksini tiim konsantrayonlarda kontrole ve ¢oziicii kontrole gore
istatistiksel olarak dnemli oranda diisiirmiistiir [Arslan, 2004]. Aspartam, replikasyon
indeksini sadece 48 saatlik uygulamanin en yiiksek konsantrasyonunda istatistiksel
olarak onemli oranda diisiirmiistiir [Renciizogullar1 ve ark. 2004]. Borroto ve ark.
(2004), antimikrobiyal etkili olan 1-(5-bromofur-2-yl)-2-bromo-2-nitroethene’in
uygulanan tiim siirelerde S9’lu ve S9’suz ortamda, hemen hemen tiim dozlarda
niikleer boliinme indeksini kontrole goére Onemli oranda diisiirdigiinii, ancak
replikasyon indeksini en fazla 48 saatlik ve S9’suz ortamda Onemli oranda
diistirdligiinii belirtmislerdir [Borroto ve ark., 2004]. Yapay tatlandirici olan maltitol
replikasyon indeksinde herhangi bir degisiklige sebep olmamistir [Canimoglu ve
Renciizogullar1, 2006]. Kaya ve Topaktas (2007), potasyum bromatin replikasyon
indeksini 6nemli oranda diislirdiglinii belirtmislerdir [Kaya ve Topaktas, 2007].
Mpountoukas ve ark. (2008) potasyum sorbat ve sodyum benzoatin, 4 ve 8 mM’lik
konsantrasyonlarda replikayon indeksini kontrole gore 6nemli oranda diisiirdiigiinii
ancak potasyum nitritin bu indeksi etkilemedigini belirlemislerdir [Mpountoukas ve
ark., 2008]. Antimikrobiyal etkili katki maddesi olan bifenil, replikayon ve niikleer
boliinme indekslerini en yiiksek 2 doz olan 50 ve 70 pg/ml’lik konsantrasyonlarda
kontrole gore onemli oranda diislirmiistlir [Renciizogullar1 ve ark., 2008]. Yavuz-

Kocaman ve ark. (2008), antimikrobiyal bir madde olan potasyum metabisiilfitin
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insan lenfositlerinde 25, 50, 100 ve 200 pg/ml’lik konsantrasyonlarda replikasyon ve
niikleer boliinme indekslerini kontrole gore dnemli oranda diisiirerek sitotoksik etki

gosterdigini gézlemislerdir [Yavuz-Kocaman ve ark., 2008].

Gida katki maddelerinin genotoksik etkilerinin belirlenmesinde in vitro insan
periferal lenfositleri disinda, birgok in vivo ve in vitro yontem de kullanilmaktadir.
Roychhoudhury ve Giri (1989) Fast green FCF, indigo karmin, oranj G, tartrazin ve
metanil sarisinin genotoksik etkilerini 4. cepa kromozomlarinda incelemislerdir.
Aragtiricilar, ¢alismada kullanilan gida boyalarinin tamaminin poliploid hiicre
olusumuna neden oldugunu belirtmislerdir. Ayrica bu maddelerin yliksek dozlarinin
kromozom kiriklarina ve mikroniikleus olusumuna neden oldugu belirlenmistir.
Kullanilan bu maddelerin arasinda en fazla etkinin metanil saris1 ve Fast green FCF

tarafindan olusturuldugu gézlenmistir [Roychhoudhury ve Giri, 1989].

Sodyum metabisiilfitin sitogenetik etkileri A. cepa’da incelenmistir. Aragtiricilar
sodyum metabistilfitin 7,50, 15 ve 30 pg/ml’lik konsantrasyonlarin1 10 ve 20 saat
siire ile 4. cepa kok uglarina uygulamislardir. Sodyum metabisiilfit mitotik indeksi
tim dozlarda ve uygulama siirelerinde, kontrole gore 6nemli oranda diistirmiistiir.
Sodyum metabisiilfit, ayn1 zamanda anormallik frekanslarin1 da 6nemli diizeyde

artirmigtir [Renciizogullar1 ve ark., 2001b].

Donbak ve ark. (2002), borik asidin sitogenetik etkilerini Allium cepa
kromozomlarinda incelemislerdir. Borik asitin 1000, 2000 ve 4000 pg/ml’lik
dozlarmi 10 ve 20 saatlik siirelerle 4. cepa kok uglarina uygulamislardir. Borik asit
tim uygulama grup ve siirelerinde mitotik indeksi kontrole gore Onemli oranda
diistirmustiir. Borik asit A//ium kromozomlarinda ¢ogunlukla c-mitoz olusumuna
neden olmustur. Bu madde, anormallik frekansini, 10 saatlik uygulamanin tiimiinde,
20 saatlik uygulamada ise en yiiksek konsantrasyonda istatiksel olarak 6nemli oranda

artirmistir [Donbak ve ark., 2002].

Macioszek ve Kononowicz (2004) quinoline saris1 ve brillant siyahinin Vicia faba

kok ucu hiicrelerinde uygulanan tiim konsantrasyonlarda mikroniikleus frekansini
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kontrole gore istatistiksel olarak énemli oranda artirdigini ve mitotik indeksi dnemli
diizeyde disiirdiigiinii gozlemislerdir. Arastiricilar bu iki maddenin, primer DNA
hasarin1 6nemli oranda artirdifini komet teknigi kullanarak belirlemislerdir

[Macioszek ve Kononowicz, 2004].

Biitillendirilmis hidroksi anisoliin A. cepa’da biiyiime ve mitotik indeks {izerine
etkilerinin incelendigi bir ¢calismada da, bu maddenin 194 uM’lik konsantrasyonda
A. cepa’nin gelisimini 50% oranda azalttigi, ayrica 48 saatlik uygulamada, 283
uM’lik konsantrasyonun mitotik indeksi 6nemli oranda diisiirdiigii belirlenmistir [Jos

ve ark., 2005].

Tiirkoglu (2007), sodyum benzoat, borik asit, potasyum sorbat, sitrik asit ve sodyum
sitratin genotoksik etkilerini 4. cepa kok ucu hiicrelerinde incelemislerdir. Arastirici,
calisilan maddelerin tamaminin mitotik boliinmeyi azalttigin1 gozlemistir. Mitotik
indeksteki diisiis, genel olarak uygulanan maddenin konsantrasyonuna ve uygulama
siiresine bagli olarak diisiis gostermistir. Anormallik frekanslari, uygulanan
maddenin dozu ve siiresi arttikca artig gostermistir. Calismada uygulanan maddeler
anafaz kopriilerine, C-mitoza, mikrogekirdek olusumuna, geri kalmis kromozomlara,
yapisikliga, cesitli kiriklara ve esit olmayan dagilimlara neden olmustur [Tiirkoglu,

2007].

Tirkoglu (2008), bir baska calismasinda, sodyum propiyonat, kalsiyum propiyonat
ve potasyum propiyonatin genotoksik etkilerini A. cepa kromozomlarinda
incelemistir. Arastirict bu maddelerin 1000, 1500, 2000, 2500 ve 3000 pg/mL’lik
konsantrasyonlarini, 24, 48 ve 72 saat siire ile uygulamigtir. Arastirict bu maddelerin
ticliniin de mitotik indeksi onemli oranda diisiirdiiglinii, kromozomal anormallik
frekansin1 da 6nemli oranda artirdigini belirlemistir. Bu maddelerin etkisiyle c-mitoz,
anafaz kopriileri, mikroniikleus, yapisiklik, kalgin kromozomlar ve kromozom

kiriklarina rastlanmistir [ Tiirkoglu, 2008].

Olgunlastirilmis  peynirlerde koruyucu madde olarak kullanilan lisozimin S.

typhimurium’un TA98 ve 100 suslarinda yapilan ¢aslismalar sonucunda, mutajenik
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bir madde oldugu belirlenmistir [Nagao ve ark., 1977]. Ebringer ve ark. (1982),
nitrofuran grubuna ait olan 3-(5-nitro-2-furyl)akrilik asit (5-NFAA)’in Salmonella
typhimurium’un TA98 ve TA100 ile, Escherichia coli’'nin WP2 uvrA+ ve WP2
uvrA suslarinda mutajenik etkili bir madde oldugunu yayimlamiglardir [Ebringer ve
ark., 1982]. Pagano ve Zeiger (1987), sodyum bistilfitin Salmonella typhimurium’ un
hisG46 ve his D6610 mutasyonlarini igeren suslarinda pH=5 ve 6’da, zayif bir
mutajen oldugunu, hisC3076 ve hisD3052 mutasyonlarini i¢eren suslarinda mutajen

olmadigin1 belirlemislerdir [Pagano ve Zeiger, 1987].

Propionik asit ile yapilan bir ¢aligmada, bu maddenin E. coli’de DNA tamir testleri
harig, SOS chromo testi, Salmonella/mikrozom testi, in vitro kardes kromatid
degisimi testi ve in vivo mikroniikleus testinde negatif etki gosterdigi belirlenmigtir
[Basler ve ark. 1987]. Ohara ve ark. (1988), propionik asitin 160 pg/petri
konsantrasyonunda, AMES’de mutasyon frekansini artirdigin1 belirtmislerdir [Ohara
ve ark. 1988]. Surjan (1989), bu maddenin Drosophila’da mitotik rekombinasyonlara
neden oldugunu belirlemistir [Surjan, 1989].

Renciizogullar1 ve ark. (2004), tatlandiric1 olarak kullanilan bir gida katki maddesi
olan aspartamin genotoksik etkisini, AMES test yontemi kullanarak belirlemislerdir.
Aspartamin herhangi bir mutajenik etkisine rastlanamamistir [Renciizogullar1 ve ark.,
2004]. Gidalarda koruyucu madde olarak kullanilan sodyum benzoatin, ¢in hamsteri
hiicrelerinde 6zellikle yiliksek konsantrasyonlarda, kromozomal anormalligi ve
kardes kromatit degisimini [Abe ve Sasaki, 1977] ve mitotik indeksi [Ishidate ve
Odashima, 1977] artirdig1, Vicia faba kok ucu hiicrelerinde doza bagli olarak
mitotik indekste azalmaya, kromatin erezyonu ve anafazda kopriilere neden oldugu

[Njagi ve Gopalan, 1982] belirlenmistir.

Hasegawa ve ark. (1984), sorbik asit, sodyum sorbat ve potasyum sorbati, Cin
Hamsteri V79 hiicrelerinde  in vitro  olarak KKD, KA ve GT6 direngli
mutasyonlarda c¢alismislardir. Arastiricilar, sodyum sorbatin KKD, KA ve GT6
direncli mutasyonlarda artisa neden oldugunu belirlemislerdir. Sorbik asit ve

potasyum sorbatin en yiiksek dozlarda (1000 ve 2000 pg/ml) anormalliklere neden
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oldugu belirlenmistir. Arastiricilar sodyum sorbatin potasyum sorbat ve sorbik asite
oranla daha fazla klastojenik etkili bir madde oldugunu belirlemislerdir [Hasegawa

ve ark., 1984].

Ishidate ve ark. (1984), 190 sentetik, 52 dogal kaynakli olmak iizere toplam 242 tane
gida katki maddesinin genotoksik etkilerini, AMES ve in vitro Cin Hamsteri
fibroblast hiicrelerinde kromozom anormalligi testini kullanarak belirlemeye
calismislardir. Calisilan katki maddelerinden 3 tanesi (erythorbic asit, klorin dioksit
ve beet red) sadece AMES testinde, 43 tanesi sadece ¢in hamsteri fibroblast
hiicrelerinde ve 11 tanesi ise (kalsiyum hipoklorit, cinnamik aldehit, L-sistein mono
hidroklorit, ECF, hidrojen peroksit, potasyum bromat, sodyum klorit, sodyum
hipoklorit, sodyum nitrit, kakao pigmenti ve karamel) her iki test yonteminde de

pozitif etkili olarak bulunmustur [Ishidate ve ark., 1984].

Luca ve ark. (1987), sodyum nitritin mutajenik etkilerini in vivo ve in vitro test
yontemleriyle aragtirmiglardir. /n vivo deneylerde, sodyum nitritin 1.72, 5.18, 15.55
ve 46.66 mg/kg’lik dozlar1 rat, fare ve tavsana uygulanmistir. Uygulama yapilan
canlilarin tamaminda sodyum nitrit, kromozom anormalligi frekansin1 dénemli oranda
artirmistir. Ayrica farede mikroniikleus olusumunu da 6nemli oranda indiiklemistir.
In vitro testler, BSC-1 ve HeLa hiicrelerinde sodyum nitritin 265 ve 530 ug/ml’lik
dozlar1 kullanilarak yapilmistir. /n vitro caligmalarda da bu madde kromozom

anormalligi frekansin1 6nemli oranda artirmistir [Luca ve ark., 1987].

Gidalarda koruyucu olarak gorev yapan sodyum nitrit, in vitro hamster embriyonik
hiicrelerinde 50 ve 100 mM’lik konsantrasyonlarda ve ¢in hamsteri hiicrelerinde
kromozomal anormalliklere sebep olmus, fare kemik iligi hiicrelerinde KKD ve MN
frekanslarin1 artirmistir [Tsuda ve ark., 1976; Ishidate ve Odashima, 1977]. Ayrica S.
typhimurium’un TA1535 suslarina mutajen oldugu belirlenmistir [Akin ve Siimer,

1991].

Schlatter ve ark. (1992) sodyum sorbatin ¢in hamsteri V79 hiicrelerinde 2500

pg/ml’lik  konsantrasyonda mitoz bolinmeyi durdurdugunu belirlemislerdir
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[Schlatter ve ark., 1992]. Potasyum sorbat ve sodyum sorbatin genotoksik etkileri,
AMES, Cin hamsteri ovaryum hiicrelerinde HGPRT ve KKD, fare ve ¢in hamsteri
kemik iligi hiicrelerinde MN ve c¢in hamsterinde KA ve KKD test yontemleri
kullanarak belirlenmistir. Calismada kullanilan maddeler, in vitro yontemlerde
herhangi bir etki gdstermemistir. Potasyum sorbatin taze hazirlanmis ve bekletilmis
cozeltileri in vivo caligmalarda herhangi bir etki gdstermezken, sodyum sorbatin
bekletilmis soliisyonu zayif klastojenik etki gostermistir. Bununla birlikte taze
hazirlanmis sodyum sorbat ¢ozeltisi herhangi bir etki géstermemistir [Miinzner ve
ark., 1990]. Schlatter ve ark. (1992), ¢in hamsteri V79 hiicrelerinde 2500 pg/ml’lik
konsantrasyonda, potasyum sorbatin mitotik indeksi diislirdiiglinii ancak genotoksik

etkili bir madde olmadigini belirlemislerdir [Schlatter ve ark., 1992].

Mukherjee ve ark. (1992), ester gum’in genotoksik ve klastojenik etkilerini in vitro
olarak farede kromozom anormalligi ve kardes kromatid degisimi test yontemlerini
kullanarak calismislardir. Arastiricilar, elde ettikleri bulgulara gore, ester gum’in
zayif klastojenik etkili bir madde oldugunu belirlemislerdir [Mukherjee ve ark,
1992].

Mukherjee ve Chakrabarti (1997), tatlandirict olarak kullanilan acesulfame-K’nin
fare kemik iligi hiicrelerinde 15, 30, 60, 450, 1500 and 2250 mg/kg dozlarda, doza
bagli olarak klastojenik etkide dnemli bir artisa neden oldugunu belirlemislerdir
[Mukherjee ve Chakrabarti, 1997]. Bircok gidada renklendirici olarak kullanilan
titanyum dioksidin Cin hamsteri ovaryum hiicrelerinde KKD ve MN frekanslarini

Oonemli oranda artirdig1 belirlenmistir [Lu ve ark., 1998].

Gidalarda koruyucu bir madde olarak kullanilan kalsiyum sorbatin HeLa hiicreleri ve
plazmid DNA ve AMES ile yapilan genotoksisite ¢alismalar1 bu maddenin mutajenik
olmadigin1 gostermistir [Ferrand ve ark., 2000]. Sasaki ve ark. (2002) 39 gida katki
maddesinin genotoksik etkilerini, 8 farkli fare organinda komet teknigi ile
incelemislerdir. Arastiricilar, farelere katki maddelerini intraperitonal olarak 3 ile 24
saat boyunca uygulamislardir. Uygulama siireleri sonucunda farelerin mide, kolon,

karaciger, bobrek, idrar kesesi, akciger, beyin ve kemik iligi dokularinda olas1t DNA
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hasarin1 tespit etmislerdir. Elde edilen sonuclar, calismada kullanilan katk1
maddelerinden bazilarinin olduk¢a yiiksek genotoksik riske sahip oldugunu
gostermistir. Allura kirmizisi, new coccine, tartrazin, erythrozin, filoksin ve rose
bengal mide, kolon, ve idrar kesesi hiicrelerinde DNA hasarin1 doza bagli olarak
artirmistir. Bu boyalarin tamami gastrointestinal organlarda en diisilk dozda bile
DNA hasarina neden olmustur. Bu boyalar icersinde allura kirmizisi, new coccine ve
tartrazin ADI degerine yakin dozlarda, kolon hiicrelerinde DNA hasarini
artirmiglardir. Gida boyalari disinda BHA, BHT, bifenil, sodyum o-fenilfenol,
thiabendazol, sodyum siklomat, sakkarin, sodyum sakkarin ve siikraloz da

gastrointestinal organlarda DNA hasarini artirmislardir [Sasaki ve ark., 2002].

Sarikaya ve Cakir (2005), sodyum nitrit, sodyum nitrat, potasyum nitrit ve potasyum
nitratin genotoksik etkilerini Drosophila’da somatik mutasyon ve rekombinasyon
testi ile arastirmistir. Arastiricilar, calismada kullanilan bu dort katki maddesinin 50,
75 ve 100 mM’lik konsantrasyonlarinin genotoksik etkili oldugunu belirtmistir.
Calismada en sik rastlanilan mutasyon tipinin small single spots tipi mutasyonlar
oldugu ve konsantrasyon artisina bagli olarak mutasyon frekansinin arttig

belirtilmistir [Sarikaya ve Cakir, 2005].

Farombi ve Onyema (2006), gidalarda siklikla kullanilan bir madde olan
monosodyum glutamatin, ratlarda genotoksik etkilerini ve ¢ vitamini, e vitamini ve
quercetin’in koruyucu roliinii in vivo olarak ¢alismislardir. Monosodyum glutamat 4
mg/g dozda karaciger, bobrek ve beyinde oksidatif hasara neden olmustur ancak C ve
E vitaminleri ve quercetin, bu hasarin olusumunu inhibe etmislerdir. Yine bu madde
kemik iliginde mikroniikleus frekansin1 6nemli oranda artirmis, ancak C vitamini ve
quercetin bu olusumu inhibe etmistir. E vitamini, monosodyum glutamat etkisiyle

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

Kayraldiz ve Topaktas (2007), sodyum metabisiilfitin in vivo genotoksik etkilerini rat
kemik 1iligi hiicrelerinde kromozom anormalligi test yontemiyle belirlemeye
calismistir. Arastiricilar, sodyum metabisiilfitin 250, 500, 750 ve 1000 mg/kg’lik

dozlarm1 6, 12 ve 24 saat slireyle ratlara intraperitonal ve gavaj yoluyla
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uygulamislardir. Yapilan ¢alisma sonucunda intraperitonal uygulamanin daha etkili
bir sekilde anormal hiicre frekansini tiim dozlarda artirdigi belirlenmistir. Aym
zamanda mitotik indeks, intraperitonal uygulamada gavaja gore daha fazla diisiis
gostermistir. Sodyum metabisiilfit kromatid ve kromozom kiriklarina, fragment
olusumuna, kromatid degisimlerine ve kardes kromatidlerde birlesmeye neden

olmustur [Kayraldiz ve Topaktas, 2007].

Luan ve ark. (2007), un agarticist olan potasyum bromatin in vitro genotoksik
etkilerini, insan limfoblastoid TK6 hiicrelerinde comet, mikroniikleus ve timidin
kinaz (7TK) gen mutasyon testlerini kullanarak belirlemislerdir. Arastiricilar, 4 saatlik
uygulama sonucunda, alkali ve notral comet testlerinde bu maddenin DNA’da tek ve
cift zincir kiriklarina neden oldugunu, ayrica mikroniikleus olusumunu ve 7K

mutasyonlarini doza bagli olarak artirdigini belirtmislerdir [Luan ve ark., 2007].

Yavuz-Kocaman ve ark. (2008), antimikrobiyal bir madde olan potasyum
metabisiilfitin rat kemik iligi hiicrelerinde 150, 300 ve 600 mg/kg’lik dozlarda
kromozom anormalligi frekansini kontrole goére onemli oranda artirdigini, mitotik

indeksi ise diisiirdiigiinii belirtmislerdir [ Yavuz-Kocaman ve ark., 2008].

Bu caligmada, genotoksik etkileri incelenen sitrik asit, organizmada bir¢ok metabolik
islemde gorev alan bir maddedir. Glikolizisde goérev alan temel enzim olan
fosfofruktokinazin inhibitoriidiir. Yine yiiksek yapili organizmalarda, gidalarda
bulunan kalsiyumun etkin sekilde kullaniminda da gérev almaktadir. Sitrik asit, kan
plazmasinda submilimolar diizeyde bulunur ve hemoglobine bagli olmayan demirin
biyolojik olarak aktivasyonunu kontrol eder. Nonheme demir ile birleserek, demir
sitrat komplekslerini olusturur. Demir sitrat kompleksi, canli organizmalarda demir
metabolizmasinda olduk¢a Onemli bir rol oynamaktadir [Gautier-luneau ve ark.,
2007]. Kan plazmasinda serbest olarak bulunan demirin aktiflestirilmesi, her ne
kadar organizma i¢in gerekli ise de bu islem oldukga toksik olan serbest hidrojen
radikallerinin olusmasina neden olmaktadir [Pierre ve Fontecave, 1999]. Gautier-
luneau ve ark. (2007), demir sitrat kompleksi ile birlikte, H,O, bulunan ortamda

oldukga fazla oranda OH" radikalleri olustugunu belirlemislerdir [Gautier-luneau ve
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ark., 2007]. Yine demir-sitrat kompleksi, mitokondriyal lipit peroksidasyonuna
neden olabilmekte [Castilho ve ark., 1999; Santos ve ark., 2001], ferrik sitratin oto
indirgenmesi sirasinda OH™ radikalleri olusabilmektedir [Gutteridge, 1991]. Serbest
radikaller, kisa omiirlii, kararsiz, molekiil agirlig1 diisiik ve ¢ok etkin molekiillerdir
[Mercan, 2004]. Serbest radikallerin yiiksek diizeyde reaktif bilesikler olmalari, en
dis yoriingelerinde eslesmemis elektron tagimalarindan ve bu nedenle kolayca diger
organik ve anorganik molekiillerle reaksiyona girmelerinden kaynaklanmaktadir
[Sarag, 2005]. Serbest radikaller kararsiz bir yapida olduklar1 i¢in, hiicrede DNA gibi

bircok organik molekiille reaksiyona girip, ¢esitli anormalliklere neden olabilirler.

Demirin aktiflestirilmesinde ve ayni1 zamanda ¢6ziiniir hale gelmesinde 6nemli rolii
olan sitrik asidin, bu kompleks etkilesimler sirasinda serbest radikal olusumuna
sebep olmasi, bu maddenin gercekten, uluslararasi otoritelerin belirttigi gibi giivenli
bir katki maddesi olup olmadigi konusunu diisiindiiriicii boyutlara ulagtirmaktadir
[Gautier-luneau ve ark., 2007]. Calismamiz sirasinda, sitrik asitin gdstermis oldugu
genotoksik etki, biiyiik bir olasilikla demir sitrat kompleksleri nedeniyle olusan

serbest hidroksil radikalleri nedeniyledir.

Bu c¢alismada kullanilan diger bir madde olan fosforik asit, bir¢ok hazir gidada,
antioksidan katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Antioksidanlar, serbest radikal
yakalayici bir 0zellik gostermektedirler. Antioksidanlar, serbest radikaller i¢in kolay
bir elektron hedefi olustururlar. Eger serbest radikaller, istedikleri elektronu
antioksidanlardan saglarlarsa baska bir yapiya zarar vermezler [Taner, 2007].
Boylece antioksidanlar, serbest radikallerin etkilerini noétrallestirerek diger
maddelerle reaksiyona girmelerini engellerler. Bununla birlikte bir¢ok antioksidan
madde, belirli konsantrasyonlarin {izerinde prooksidan etki gostererek DNA’da hasar
meydana getirebilmektedir. Pro-oksidan aktivite, bir antioksidanin ortamda
bulunmadigi zamandan, daha fazla oksidatif stres olusturdugu durumdaki aktivitesi
olarak tanimlanmaktadir. Bir bilesigin oksidan molekiile elektron verme yetenegi bu
bilesigi antioksidan yapar. Ancak farkli kosullar altinda bu 6zellik, bilesigi bir pro-

oksidana da doniistiirebilir [Atmaca, 2004]. Calismamizda antioksidan olarak
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kullanilan maddelerden fosforik asit, prooksidan etki gostererek kromozomal

anormalliklere ve DNA hasarina neden olmus olabilir.

Bu arastirmada kullanilan maddelerden benzoik asit ve kalsiyum propiyonat da, diger
maddeler gibi, insan lenfositlerinde genotoksik etki gostermistir. Diger bir¢ok
antimikrobiyal maddelerde oldugu gibi, bu iki antimikrobiyal madde de genotoksik
etkilidir. Bu maddelerin genotoksik etki mekanizmalar1 tam olarak bilinmemekle
birlikte, insan lenfositlerinde meydana gelen bioaktivasyon sonucunda, farkli ve daha
aktif metabolitlere doniismeleri ile gergeklesmis olabilir. Yapilan c¢alismalarda
XRCC1, PARP-1 ve DNA LIG3 gibi proteinlerin fonksiyonlarinda meydana gelen
bozukluklarin, DNA’da tek zincir kiriklarina sebep oldugu belirtilmistir [Wang ve
ark., 2005]. Bu calismada kullanilan benzoik asit ve kalsiyum propiyonatin da bu
proteinlerin fonksiyonlarinda bozulmalara neden olarak, DNA’da tek zincir
kiriklarima sebep oldugu ve bdylece mutajenik etkilerini ortaya ¢ikardigi
diistintilebilir. Bununla birlikte, biiylik sitosolik fosfoprotein olan ve mikrotiibiillerin
diizenlenmesinde gorev alan OP18/statmin aktivitesinin, bu maddeler ya da bunlarin
metabolitlerinin etkisiyle engellenmesi ile sitotoksik etkilerini ortaya ¢ikarmis
olabilirler. Ancak bunlarin etki mekanizmasi ile ilgili detayli ¢aligmalarin yapilmasi

gereklidir.

Sitrik asit ve fosforik asitin birlikte uygulamasi da, insan lenfositlerinde ¢esitli
anormalliklere neden olmustur. Ancak bu uygulama, her iki maddenin tek baslarina
uygulamalarindan daha fazla genotoksik aktivite gdstermemistir. Bir arada
kullanildiklarinda, DNA’daki hasar miktarini, tek baslarina kullanilmalarindan daha
fazla arttirmamasinin nedeni, bu maddelerin birbirleri iizerinde antagonistik bir etki

gostermesi ve dolayisiyla etki azalmasindan kaynaklanmis olabilir.

Calismamizda kullanilan katki maddeleri olan sitrik asit, fosforik asit, benzoik asit ve
kalsiyum propiyonatin, insan lenfositlerinde genotoksik, sitotoksik ve aneugenik
etkili oldugu gozlenmistir. Ancak bu maddelerin etki mekanizmalarini
belirleyebilmek ve genotoksik maddelerdir diyebilmek icin, diger genotoksik test

sistemleriyle de test edilmeleri gerekmektedir. Ancak yine de, tim diinyada
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kullanimu gittik¢e yayginlasan ve iireticiler agisindan biiyiik 6nem tasiyan gida katki
maddelerinin, insan saglig1 agisindan risk olusturup olusturmadigi, 6zellikle fast food
aligkanliginin ve hazir besinlere olan diigkiinliigiin arttig1 su giinlerde olduk¢a dnem
arz etmektedir. Bu ¢aligmada ve daha Once yapilan birgok caligmada, gesitli gida
katki maddelerinin toksik ya da genotoksik risklere sahip oldugu, hatta bazilarinin
karsinojenik 0Ozellikte oldugu kanitlanmistir. Bu sekilde zararli etkileri bilinen
maddelerin  kullaniminin ~ sinirlandirilmast  ya da  kullanimdan kaldirilmasi
gerekmektedir. Bununla birlikte, heniiz ¢ok fazla toksisite testleri yapilmamis ve
tamamlanmamis olan katki maddelerinin, bir an 6nce bu eksikliklerinin ulusal ve
uluslar aras1 saglik otoriteleri tarafindan giderilmesi ve insanlar i¢in gercekten
giivenli olanlarin belirli dozlarda kullanimma izin verilmesi gerekmektedir.
Tiiketicilerin de katkili gidalardan ziyade, dogal olanlarina yonelmeleri, en azindan
hazir gida tiikketimini minimuma indirmeleri, saglik agisindan olduk¢a Onemli

goriinmektedir.
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