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Bu caligmanin amaci, unda beyazlatict madde olarak kullanilan Potasyum bromat’in
insan periferal lenfositlerinde genotoksik etkiye sahip olup olmadigini kardes kromatid
degisimi (KKD=SCE), kromozom aberasyonu (KA) ve mikronukleus (MN) testleri ile
aragtirmak ve bu testler yardim ile insanlar ig¢in herhangi bir genotoksik risk olusturup
olusturmadigimi saptamaktir. Hiicreler 400, 450, 500, 550 pg/ml konsantrasyonlarda
Potasyum bromat’la 24 ve 48 saat muamele edilmistir.

Bu calismada, Potasyum bromat 24 saatlik muamele siiresinde KKD’yi kontrole
nazaran genel olarak artirmig fakat bu artisin istatistiksel olarak Onemli olmadigi
bulunmugtur. Halbuki 48 saatlik muamele siiresinde ise KKD’yi tiim konsantrasyonlarda
kontrole nazaran nemli derecede uyarmistir. KA, kontrole gore tiim dozlarda ve 24 saatlik
muamele siiresinde uyarilmistir. 24 saatlik muamele siiresinde tiim dozlarda saptanan AH
ylizdesinin pozitif kontroldekinden (MMC) yiiksek oldugu, fakat aradaki farkin Snemli
olmadig1 saptanmistir. Potasyum bromat’la 24 saat muamele edilen kiiltiirlerde hiicre basina
diisen anormallik sayisinin (KA/hiicre) kontrolden istatistiksel olarak onemli derecede
yiiksek oldugu ve bu artisin da doza bagl oldugu bulunmustur. Potasyum bromat’la 48 saat
muamele edilen kiiltlirlerde AH oraninin tiim muamele siirelerinde kontrole nazaran 6nemli
derecede yliksek oldugu saptanmigtir. Bu muamele siiresinde hiicre basina diisen anormallik
sayisinin kontrolden onemli derecede yiiksek oldugu belirlenmistir. 48 saatlik muamele
siiresinde hiicre basina diisen anormallik sayisinin doza bagli artis gosterdigi saptanmistir.
Bunun yaninda, Potasyum bromat’in 24 ve 48 saatlik muamelelerde hem replikasyon
indeksini (RI) hem de mitotik indeksi (MI) olumsuz yonde etkiledigi saptanmistir. Potasyum
bromat 24 saatlik muamelede mikronukleus olusumunu doza baglh olarak uyarmigtir. 48
saatlik muameleli kiiltiirlerde ise mikronukleuslu hiicre oraninin kontrole nazaran daha
yiiksek oldugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Insan periferal lenfositleri, potasyum bromat, Kardes Kromatid
Degisimi (KKD), Kromozom Aberasyonu (KA), Mikronukleus (MN)



ABSTRACT
MSc THESIS

THE GENOTOXIC EFFECTS OF FOOD ADDITIVE POTASSIUM
BROMATE ON HUMAN PERIPHERAL LYMPHOCYTES IN
VITRO

Fatma Funda KAYA

Department of Biology
Institute of Natural and Applied Sciences
University of Cukurova

Supervisor: Prof. Dr. Mehmet TOPAKTAS
Year: 2005, Pages: 82

Jury: Prof. Dr. Mehmet TOPAKTAS
Prof. Dr. Riisti HATIPOGLU
Assoc. Prof. Dr. Eyyiip RENCUZOGULLARI

The aim of this study was to investigate genotoxic effect of Potasium bromate which
used as bleaching agent in flour, on human peripheral blood lymphocytes by determining
sister chromatid exchange (SCE), chromosomal aberrations (CA) and micronucleus tests
(MN) and determine whether the chemical has any genotoxic potential for humans. Cells
were treated with 400, 450, 500, 550 ug/ml concentrations of potassium bromate for 24 and
48 hours.

In this study, 24 hours treatments of Potassium bromate increased generally the SCE
frequency but differences between the treatments and control were not statistically
significant. However, Potassium bromate increased the SCE frequency statistically
significant when compared with control at all used concentrations for 48 hours treatment
periods. In addition, CA were also induced at all concentrations for 24 hours treatment
periods. It was found that increasing the percentage of abnormal cells (AH%) was higher
than that of positive control (MMC), however this difference was not statistically significant.
During the 24 hours treatment periods, potassium bromate significantly increased the
frequency of CA per cell when compared with control. This inducing was also dose-
dependently. The percentage of abnormal cells (AH%) was increased at all the
concentrations for 48 hours treatment period. Additionally, Potassium bromate decreased
both the replication index (RI) and mitotic index (MI), for 24 and 48 hours treatment periods.
Micronucleus formation was induced by Potassium bromate at 24 hours treatment period in a
dose-dependent manner without statistically significant. However, at 48 hours treatment
period, the frequency of the micronucleated cells were statistically increased when compare
with the control.

KeyWords: Human peripheral lymphocytes, potassium bromate, Sister Chromatid
Exchange (SCE), Chromosome Aberration (CA), Micronukleus (MN)
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1. GIRIS Fatma Funda KAYA

1.GIRiS

Gida katki maddeleri, besinlerin hazirlanmasi sirasinda ilave edilen fakat
normal olarak besinin kendi iceriginde bulunmayan maddeler olarak tanimlanirlar.
Tirk Gida Kodeksi Yonetmeliginde gida katki maddeleri “Tek basina gida olarak
tilkketilmeyen veya gida ham veya yardimci maddesi olarak kullanilmayan, tek basina
besleyici degeri olan veya olmayan; secilen teknoloji geregi kullanilan islem veya
imalat sirasinda kalinti veya tiirevleri mamul maddede bulunabilen, gidanin
tiretilmesi, tasnifi, islenmesi, hazirlanmasi, ambalajlanmasi, taginmasi, depolanmasi
sirasinda gida maddesinin tat, koku, goriiniis, yapt ve diger niteliklerini korumak,
diizeltmek veya istenmeyen degisikliklere engel olmak ve diizeltmek amaciyla
kullanilmasina izin verilen maddeler” olarak tanimlanmaktadir (Boyacioglu, 2002).
Belirli gorevleri olan ¢ok ¢esitli gida katki maddeleri [renklendiriciler,
antimikrobiyal maddeler, tatlandiricilar, emiilsifiyerler (yaglarla suyun karigimini
saglayan maddeler), enzimler, pH’y1 kontrol eden maddeler, koku vericiler gibi]
vardir.

Kullanim1 insanlik tarihi kadar eski olan ekmekte de bir ¢ok gida katki
maddeleri kullanilmaktadir. Tiirk Gida Kodeksine gore ekmek, “bugday ununa igme
suyu, tuz, maya, gerektiginde enzim, tahil unlari, soya unu, bitkisel yag, sakkaroz,
glikoz surubu, bugday kepegi, kuru gluten ve benzeri maddeler ile Tirk Gida
Kodeksinde izin verilen katki maddeleri katilarak hazirlanan karigimin teknigine
uygun sekilde yogurulup fermantasyona birakilmasi ve pisirilmesi ile yapilan iiriin”
olarak tanimlanmaktadir (Boyacioglu, 1998a).

Tiim diinyada temel gida maddesi olan ekmek iiretimi i¢in un, su, tuz ve maya
ana bilesenler olarak kabul edilmekte, ekmegin iiretim formiiliine ilave edilen
maddeler istege bagli bilesenler veya ekmek katki maddeleri olarak ifade
edilmektedir.

Ekmek katki maddeleri; firin tiriinlerine {iretim sirasinda, normal olarak
oldukca diisik oranlarda, ilave edilen ¢esitli tiirlerdeki maddeler olarak
tanimlanabilir. S6z konusu katki maddelerinin  kullannom amaci, genel olarak,

tiretimin gergeklestirilmesini kolaylastirmak veya son iirlinde yumusaklik, lezzet, raf
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omrii, vb gibi kalite 6zelliklerinin gelistirilmesini saglamaktir. Ekmek {iretiminde
kullanilan tiim katki maddelerinin, uygun oranlarda kullanildiklarinda, tiretim ve
ekmegin son kalitesi lizerine olumlu olarak etki ettigi ileri siiriilmektedir (Pyler,
1994: Boyacioglu, 1998b’den).

Baslica ekmek katki maddeleri sunlardir:

1.Enzimler

Ekmek tiretiminde onemli olan enzim kategorileri; nigastay1 basit sekerlere
parcalayan amilazlar1 da igeren karbohidrazlar, hamurda mevcut proteinleri modifiye
eden proteinazlar ve bugday ve undaki yaglari hidrolize eden lipazlardir. Baglica
enzimler: amilazlar, lipoksigenaz, glukoz oksidaz (GOX), heksoz oksidaz (HOX),
pentozanaz ve proteazlardir (Pyler, 1994: Boyacioglu, 1998b’den).

2.0kside Edici, Yiikseltgen Maddeler

Oksidasyon, hamur {izerine uzayabilirliginin azalmasi, uzamaya karsi
direncinin artmasi ve siilfidril iceriginin azalmasi seklinde etki etmektedir. Bu
amagla kullanilan baslica maddeler: askorbik asit, potasyum iodat, kalsiyum iodat,
aseton peroksit, kalsiyum peroksit, azodikarbonamiddir (Anonymous, 1988:

Boyacioglu, 1998b’den).

3.Hamuru Uygun Duruma Getiriciler, Hamur Kuvvetlendiriciler,

Ekmek I¢ini Yumusaticilar, Emiilgatorler, Yiizey Aktif Maddeler

Bu amagla kullanilan baslica maddeler: sodyum stearol-2-laktilat (SSL),
kalsiyum stearol-2-laktilat (CSL), DATA esterleri, etoksile edilmis monogliserit
(EOM), polisorbat 60, siiksinile edilmis monogliserit (SMQG), sorbitan monostearat,
monogliseritler, gliserol monostearat (GMS), lesitindir (Boyacioglu, 1998b).
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4 Kiif Onleyiciler

Kiif onleyiciler, gidaya ilave edildiginde kiif gelisimini durduran veya
onemli derecede geciktiren ve gidanin kiifsiiz raf dmriinii uzatan maddelerdir. Ekmek
yapiminda yaygin olarak kullanilan kiif 6nleyici maddelere propionik asit, kalsiyum
propiyonat, sodyum propiyonat, sodyum diasetat, asetik asit (sitke) ve
monokalsiyum fosfat 6rnek verilebilir. (Boyacioglu, 1998b).

Tiirkiye’de un ve ekmek katkisi olarak 1983 yilindan beri Gida Katki
Maddeleri Yonetmeligi’'nde kullanilmasi uygun goriilen katki maddelerinin katilma
amaci; bugday ve unda belirlenen eksiklikleri gidererek daha kaliteli bir ekmek
tiretmek, bozulmalar ve bugdaydan kaynaklanan, undaki mantar hastaliklarini
onlemektir. Bu nedenle enzimler, C vitamini (askorbik asit), emiilgatorler (besinlerin
emiilsiyon halinde kalmasin1 saglayan maddeler) ve koruyucu maddeler Avrupa ve
Amerika’da oldugu gibi bizde de kullanilmaktadir. Ayrica ekmegin kalitesini arttiran
bir faktdr de kullanilan unun beyazligidir. Ekmek yapiminda un beyazlatic1 olarak
kullanilan katki1 maddelerinden biri de Potasyum bromat (KBrOs) tir.

Avrupa Birligi iilkelerinden Ingiltere hari¢ giiniimiize kadar hamur
giiclendirici olarak Potasyum bromat kullanimina izin verilmektedir.

Tiirkiye’de ekmeklere katilan Potasyum bromat miktarini kontrol etmek
miimkiin degildir. Toplam 1000°den fazla un fabrikas1 yaninda kiigiik kapasiteli
imalathane tipi tesisler de oldukca fazladir. Pek ¢ok firmada egitimli teknik eleman
yerine ustalar gérev yapmaktadir. Kalitesiz unlar1 diizeltecegi timidiyle gelisigiizel,
gereksinimden fazla agartici kullanilmasi un niteligini bozabilir. Ayrica gida katki
maddelerinin genotoksik etkiye sahip olup olmadiginin kisa siireli testler ile
belirlenmesi gerekir.

Perry ve Evans (1975), tarafindan mutajen ve kanserojenlerin kardes
kromatid degisimi (KKD) (Sister Chromatid Exchange = SCE) ve kromozom
aberasyonunu (KA) (Chromosomal Aberration = CA) uyardigin1 saptamalarindan
sonra mutajen ve kanserojenlerin belirlenmesinde kullanilmaya baglanan kisa

zamanl1 test sistemlerinden en yaygin olarak kullanilanlar; kardes kromatid degisimi
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(KKD) (Sister Chromatid Exchange = SCE) ve kromozom aberasyonu (KA)
(Chromosomal Aberration = CA) testleridir. Carrano ve ark. (1978), mutajen ve
kanserojenlerin toksik dozlarin altindaki dozlarda meydana getirdikleri genetik
hasarlarin kisa zamanda, hassas bir sekilde ve kantitatif olarak gosterilmesinin KKD
ve KA analizi ile miimkiin olabilecegini belirtmislerdir. Ayrica ayni arastirmacilar
bir maddenin mutasyon meydana getirmesi ile KKD olusumunun uyarilmasi arasinda
lineer bir iliski oldugunu da belirtmislerdir. Goriildiigii gibi bir maddenin mutajen ve
kanserojen olup olmadiginin belirlenmesi, bu maddenin KKD ve KA’y1 uyarip
uyarmadiginin saptanmasi ile miimkiin olabilmektedir.

Genotoksiditenin belirlenmesinde kullanilan bir baska metod mikroniikleus
(MN) testidir. Mikroniikleus hiicre boliinmesinin anafaz evresinde kromozomlarin
geri kalmasindan ya da asentrik kromozom fragmentlerinden kaynaklandigi gibi,
multipolar anafaz ve telofaz da mikroniikleus olusumuna sebep olmaktadir (Topaktas
ve Renciizogullari, 1995). Rothfuss ve ark (2000), meme kanserinin olusumundan
sorumlu olan gendeki (BRCA1) mutasyonlarin sitogenetik olarak belirlenmesinde
MN testinin giivenilir bir sekilde kullanilabilecegini belirtmiglerdir. Bu ¢alismada
BRCA1 geni mutasyona ugramis kisilerin lenfositlerinin gamma (y) 1sinlart ile
1sinlandirilmasindan sonra MN’li biniikleer hiicrelerin oranimnin arttig1 saptanmstir.
Uzun zamandan beri uygulanan sitogenetik bir teknik olan MN testi mitoz boliinme
geciren tlim bitki, hayvan ve insan hiicrelerinde, fiziksel ve kimyasal ajanlarin
meydana  getirdigi  genotoksik  etkilerin  belirlenmesinde  giivenli  olarak
kullanilmaktadir.

Potasyum bromat’in genotoksik etkilerini arastirmak amaciyla bugiine kadar
bir ¢cok calisma yapilmistir. Ishidate ve ark (1984), Potasyum bromat’in ilk
genotoksik taramasini Cin hamster fibroblast hiicrelerinde 3 mg/petri dozda
Salmonella/mikrozom (AMES) testi ve 0,25 mg/ml dozunda Cin hamster fibroblast
hiicrelerinde kromozom anormalligi testi ile arastirmislar, Potasyum bromat’in her
iki testte de genotoksisite yoniinden pozitif sonug verdigini belirlemislerdir.

Fujie ve ark (1988), Potasyum bromat’t erkek Long-Evans siganlarma 165-
501 mg/kg dozlarda intraperitonal ve intra gastrik (gavaj) olarak vermisler, erkek

Long-Evans sicanlarinin kemik iligi hiicrelerinde doza bagli olarak intraperitonal
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enjeksiyonun 12 saat sonrasinda maksimum dereceye ulasan kromozomal
anormallikler tespit etmislerdir.

Hayashi ve ark (1988), erkek ddY farelerinde Potasyum bromat’in 0-400
mg/kg dozlarinda mikronukleus testi ile genotoksik etkisini arastirmislar, tek
intraperitonal enjeksiyon sonucunda mikronukleus olusumunu saptamiglardir.

Awogi ve ark (1992), Potasyum bromat’t CD-1 erkek farelerine 0-250 mg/kg
dozlarinda intraperitonal olarak vermisler, periferik kan retikiilositlerinde
mikronukleus testi ile 6nemli derecede mikronukleus olusturdugunu saptamislardir.

McLaren ve ark (1994), Potasyum bromat’in erkek Wistar sicanlarina 20-80
mg/kg dozlarda intraperitonal olarak enjeksiyonundan sonra, bobrek korteksinden
cekirdek izolasyonu yapmislar ve poli ADP-ribosil transferaz akiviteleri ve notr filtre
elusyon yontemi ile DNA’da iki iplik kirilmalarinda artiglar belirlemislerdir.

Ballmaier ve Epe (1995), Potasyum bromat’in L1210 fare I6semi hiicreleri ve
LLC-PK1 domuz bobrek hiicrelerinde DNA hasarint 0-10 mM dozlarda
aragtirmiglar, in vitro kosullarda, sadece glutatyon eklendikten sonra DNA hasari
goriildiigiinii ve LLC-PK1 hiicrelerinde, L1210 hiicrelerine nazaran DNA hasarinin 2
kat fazla oldugunu ayrica HPLC ile DNA hasarlarinin ¢ogunun 8-hidroksiguanin
oldugunu saptamislardir.

Speit ve ark (1999), Potasyum bromat’in V79 hiicrelerinde genotoksik
etkisini 8-oksodeoksiguanozin (8-o0xodG) miktarlarin1 komet ve HPLC ile olgerek
arastirmislar ve 5-20 mM dozlarda oksidatif DNA hasar1 ve mutasyon saptamisladir.

Robbiano ve ark (1999), sigan ve insan bobrek birincil doku kiiltiirii hiicreleri
ve sican bobreklerinde Potasyum bromat’in mikronukleus ve DNA hasari
olusturmasimi komet ve mikronukleus testlerini kullanarak arastirmislar, bu
calismada 0.56-1.8 mM dozlarda istatistiksel olarak kontrollere nazaran O6nemli
derecede DNA hasar1 ve mikronukleus olusumunu belirlemislerdir.

Kargalioglu ve ark (2002), Potasyum bromat’in 10-10° mM dozlar arasinda
yaptiklar1 ¢alismada 454 mM’da Salmonella’da ¢ogalmay1 kontrole nazaran %50
diisiirdiigiinii bulmuslardir.

Plewa ve ark (2002), Potasyum bromat’in sitotoksik ve genotoksik etkilerini

arastirmuslar, sitotoksik etkisini Salmonella mikroplate sitotoksisite testi ile 0.0005-
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100 mM dozlarda yaptiklar1i galismalarda Salmonella hiicrelerinde 454 mM’da
hiicrelerin kontroliin %50’si kadar tiredigini bulmuslar ve genotoksik etkisini tek
hiicre jel elektroforez testi (komet) ile 5-10 mM dozlarda CHO AS52 hiicrelerinin
0.963 mM’da kontroliin %50’si kadar iiredigini ve CHO ASS52 hiicrelerinin
genotoksik potansiyelini 1.2 g/L olarak belirlemislerdir.

Poul ve ark (2004), CHO hiicrelerinde Potasyum bromat’in genotoksik
etkilerini komet ve mikronukleus testlerini kullanarak arastirmiglar, 10 mM’da her
iki testte  DNA hasar1 ve mikronukleuslu hiicrelerin frekansim1 arttirdigini
saptamiglardir.

Yukaridaki c¢alismalardan da goriildiigii gibi Potasyum bromat’in insan
kaninda in vitro genotoksik etkisiyle ilgili herhangi bir ¢aligma yapilmamustir. iste bu
calismanin amaci, un beyazlaticis1 olarak kullanilan Potasyum bromat’in insan
periferal lenfositlerinde genotoksik etkiye sahip olup olmadigini kromozom
aberasyonu (KA), kardes kromatid degisimi (KKD=SCE) ve mikronukleus (MN)
testleri ile arastirmak ve bu testler yardim ile insanlar i¢in herhangi bir genotoksik

risk olusturup olusturmadigini saptamaktir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Bu arastirma ile ilgili olarak, un beyazlatici ve ekmek katki maddeleri ile

yapilan kanserojenite ve genotoksidite ¢alismalari asagidaki sekilde 6zetlenebilir.

2.1. Benzoil Peroksit fle Yapilmis Kanserojenite ve Genotoksisite Calismalar

Bilindigi lizere taze Ogiitiilmiis un sar1 renkte olup birka¢ hafta sonra dogal
olarak beyazlamakta veya agarmaktadir. Ancak bazi1 piyasalarda hala agartmaya
talep s6z konusu oldugundan, seyreltilmis toz formdaki Benzoil peroksit, dogal
olarak olusan bir madde olan ksantofillerden meydana gelen, un pigmentlerini
agartmak veya beyazlatmak icin kullanilmaktadir.

Benzoil peroksit’le ilk kanserojenite caligmasi 1955 yilinda yapilmistir.
Oppenheimer (1955), bu ¢alismada farelere % 0,5, % 2, % 3 Benzoil peroksit i¢eren
haplar1 deri altina implante etmis, Benzoil peroksit’in tiimor olusturmadigini
saptamistir.

Bir bagka arastirmada Van Duuren ve ark (1963), Swiss-Millerton farelerine
42 hafta boyunca haftada 3 kere Smg Benzoil peroksit’i deriye silirmiisler, bu dozda
Benzoil peroksit’in tiimor-baglatici etkisinin olmadigini bulmusglardir.

Saffiotti ve ark (1962), Swiss farelerine 80 hafta boyunca haftada 2 kere %
0,5 Benzoil peroksit’in deriye siiriilmesinden sonra bu dozda Benzoil peroksit’in
tiimor-baglatici etkisinin olmadigini saptamislardir.

Sharrat ve ark (1964), 1) erkek albino siganlarinin (120 hafta) ve albino
farelerin (80 hafta) igme suyuna 28, 280 ve 2800 mg/kg dozlarda Benzoil peroksit’i
ekleyip; 2) deri alt1 tek enjeksiyon yapip (siganlar - 120mg ve fareler - 50mg) ve 3)
farelere 6 hafta boyunca 25 mg deriye siiriip histopatolojik incelemeler yapmislar, bu
dozlarda Benzoil peroksit’in tiimor-baslatici etkisinin olmadigini bulmuslardir.

Hueper (1964), Bethesda siyah sicanlarina 50 mg Benzoil peroksit iceren
jelatin haplar deri altina implante edildikten 96 hafta sonra implantasyon bolgesi

veya bagka hicbir bolgede tiimor olmadigini géstermistir.
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Poirier ve ark (1967), Charles River CD sicanlarina 12 hafta boyunca haftada
2 kere 2,9 mg/kg deri alti tek enjeksiyon yaptiktan sonra bu dozda Benzoil
peroksit’in tiimor-baglatici etkisinin olmadigini bulmuglardir.

Maya geri mutasyon testinde ve Salmonella testinde S9 mix varliginda ve
yoklugunda Benzoil peroksit’in genotoksik olmadigi bulunmustur (Bionetics, 1975:
Kraus ve ark. 1995’den).

Kraus ve arkadaslarinin (1995) bildirdigine gore, Yamaguchi ve Yamashita
(1980), Salmonella testinde S9 mix varliginda ve yoklugunda Benzoil peroksit’in
genetoksik risk tasimadigini bulmuslardir.

Slaga ve ark (1981), SENCAR farelerine 52 hafta boyunca haftada 2 kere 1,
10, 20, 40 mg Benzoil peroksit deriye siiriildiikkten sonra bu dozda Benzoil
peroksit’in tiimor-baglatici etkisinin olmadigini bulmuslardir.

Kraus ve arkadaslarinin (1995) bildirdigine gore, Birnboim (1983), insan
beyaz kan hiicrelerinde Benzoil peroksit’in DNA’da tek zincir kirigina sebep
oldugunu saptamustir.

Gensler ve Bowden (1983), Benzoil peroksit’le muamele edilmis JB6
epidermis hiicrelerinde DNA tek zincir kirilmalarini saptamiglardir.

Deflora ve ark (1984), Salmonella genotoksisite testinde S9 mix varliginda ve
yoklugunda Benzoil peroksit’in genotoksik olmadigini, E.coli bakterilerinde DNA
tamirini S9 mix varliginda negatif olarak, S9 mix yoklugunda pozitif olarak
etkiledigini belirlemislerdir.

Kurokawa ve ark (1984), SENCAR farelerine 52 hafta boyunca haftada 2
kere 20 mg Benzoil peroksit deriye siiriildiikten sonra karsinoma olugmasi tespit
etmislerdir.

Kraus ve arkadaglarinin (1995) bildirdigine gore, Jarventaus ve ark. (1984),
Benzoil peroksit’in genotoksik etkisini belirlemek i¢cin CHO hiicrelerinde, kardes
kromatid degisimi (KKD) testini kullanmiglar, S9 mix varliinda KKD’nin
uyarildigini saptamiglardir.

Ishidate ve ark (1984), CHL hiicrelerinde Benzoil peroksit’in kromozom
anormalligi olusturmadigini ve Salmonella testinde S9 mix varliginda ve yoklugunda

genotoksik risk tasimadiginu bulmuslardir.
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Hartley ve ark (1985), BALB kiiltiirleri ve normal insan c-keratinosit
kiiltiirlerinde, Benzoil peroksit’in DNA tek zincir kirilmalarina sebep oldugunu ve
sitotoksik oldugunu saptamiglardir.

Saladino ve ark (1985), normal insan brong epitel hiicre kiiltiirlerinde, Benzoil
peroksit’in sitotoksik oldugunu ve DNA tek zincir kiriklart olusturdugunu
saptamislardir.

Iversen (1986), Tiiysiiz Oslo farelerine 58 hafta boyunca haftada 2 kere %5
Benzoil peroksit’i deriye siirmiis ve bu dozda Benzoil peroksit’in timor-baslatic
etkisinin olmadigini bulmustur.

Kraus ve arkadaslarinin (1995) bildirdigine gore, Matula ve ark. (1987),
E.coli SOS testinde genotoksik risk tagimadigini, ancak Salmonella testinde S9 mix
yoklugunda  genotoksikken, S9 mix varliinda genotoksik  olmadigini
belirlemislerdir.

Hergenhahn (1987), NMRI farelerine 16 ve 24 hafta boyunca haftada 2 kere
20 ve 40 mg Benzoil peroksit’in deriye siiriilmesinden sonra bu dozda tiimor-
baslatici etkisinin olmadigini bulmustur.

Schweizer ve ark (1987), Sibirya altin hamsterlere 64 hafta boyunca haftada
3 kere 160 mg Benzoil peroksit’i deriye siirmiisler, bu dozda Benzoil peroksit’in
tiimdr baslatic1 etkisinin olmadigini1 bulmuslardir.

Kraus ve arkadaslarinin (1995) bildirdigine gore, Swierenga ve ark. (1987),
T51B mutasyonu, hepatositlerde DNA tamiri ve V79 hiicrelerinde kardes kromatid
degisimi testlerinde S9 mix yoklugunda genotoksik oldugunu ayni zamanda T51B
epitel hiicrelerinde kullanilan dozlarin sitotoksik oldugunu ve DNA tek zincir
kiriklart olusturdugunu saptamislardir.

Iversen (1988), SENCAR farelerine 52 hafta boyunca haftada 2 kere %5
Benzoil peroksit’in deriye siiriilmesinden sonra bu dozda Benzoil peroksit’in timdr
baslatici etkisinin olmadigini bulmustur.

Kraus ve arkadaslarinin (1995) bildirdigine goére, NTP (ABD Ulusal
Toksikoloji Programi) (1990), cergevesinde yapilan bir c¢alismada SENCAR
farelerine 26 hafta boyunca haftada 1 kere 20 mg Benzoil peroksit deriye stiriilmiis,

bu dozda Benzoil peroksit’in tlimor baslatici etkisinin olmadigi saptanmustir.
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Athar ve ark (1990), SENCAR farelerine 26 hafta boyunca haftada 2 kere 20
mg Benzoil peroksit deriye siiriildiikten sonra bu dozda Benzoil peroksit’in timor
baslatic1 etkisinin olmadigini bulmuslardir.

Kraus ve arkadaglarimin (1995) bildirdigine gore, Gimenez-Conti ve ark.
(1993), SENCAR farelerine 100 hafta boyunca haftada 2 kere 0.1, 0.3, 0.6, 2 ve 20
mg Benzoil peroksit’in deriye siiriildiikten sonra bu dozda Benzoil peroksit’in timor
baslatic1 etkisinin olmadigini bulmuslardir.

Kraus ve arkadaglarinin (1995) bildirdigine goére, NTP (ABD Ulusal
Toksikoloji Programi) (1994), cercevesinde yapilan calismada Swiss (CD-1)
farelerine ve B6C3F1 farelerine 52 hafta boyunca haftada 1 kere 20 mg Benzoil
peroksit deriye sliriilmiis, sonra bu dozda Benzoil peroksit’in tiimdr baslatict

etkisinin olmadig1 saptanmustir.

2.2. Klor ile Yapilmis Kanserojenite, Toksisite ve Mutajenite Cahsmalari

Klor; unlarin, kek iiretiminde oldugu gibi, 6zel amaglar i¢in muamelesinde,
biskiivi ve kraker unlarinda ise sulu hamurun akis karakteristiklerini, yayilmay1 ve
iiretilen biskiivi ¢apin1 kontrol etmekte kullanilmaktadir.

Un degirmenlerinde ayni zamanda, mikrobiyal bulagmay1 azaltmanin bir yolu
olarak, 6gilitme Oncesi bugday1 tavlamak i¢in kullanilan suya klor ilave edilmektedir.
Bu durum tipik olarak diisiik kiif ve bakteri sayisi ile sonuglanmaktadir.

Klorun un proteinlerini diger okside edici maddelerin etkisine benzer yolla
okside ettigi kabul edilmektedir. Kiikiirt iceren amino asitleri modifiye etmesine
ilaveten, klor ayn1 zamanda proteinler ve doymamus yag asitleri ile de kombinasyona
girmektedir.

Ingiltere Saglik Boliimii’niin 1996°da yayinladig1 Gida, Tiiketici Uriinleri ve
Cevredeki Kimyasallarin  toksisite, mutajenite, kanserojenitesi  {izerinde
hazirlanan raporuna goére, 90 gin boyunca klorlanmis undan yapilmis
kekler  verilen sicanlarda higbir toksikolojik sonu¢ bulunamamistir. Fakat, Klor
iceren maddelerin  bobrek {istl yaglarda biriktigi saptanmistir

(http://www.archive.official-documents.co.uk/document/doh/toxicity/toxic.htm).
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2.3.Klor Dioksit ile Yapilmis Kanserojenite, Toksisite ve Mutajenite Calismalar

Klor dioksit agartma etkisine sahip olmakla birlikte bu etki Benzoil peroksit
ile kiyaslandiginda nispi olarak azdir.

Ingiltere Saglik Boliimii’niin 1996°da  yaymladigi  Gida, Tiiketici Uriinleri
ve Cevredeki Kimyasallarin toksisite, mutajenisite, kanserojenite {izerinde
calisan Komitelerin raporunda, Klor dioksit’in bakterilerde gen mutasyonlarina
ve farelerde oral olarak degil, sadece karin zarma enjekte edildiginde (i.p.)
kromozom  hasarina  ve  mikronukleus  olusumuna  sebep oldugu
Salmonella, BA13 (ARA testi) ve E. coli‘de DNA hasar1 igin Pol testi ve fare
lenfoma L5178Y TK+/- testlerine gore Klor dioksit’in mutajenik olmadigi
belirtilmistir

(http://www.archive.official-ddocuments.co.uk/document/doh/toxicity/toxic.htm).

2.4. Potasyum Bromat ile Yapilmis Kanserojenite ve Genotoksisite Calismalari

Genel bir hamur gelistirici olarak uzun bir kulanim ge¢misi olan Potasyum
bromat ilk olarak maya gidasinin bir bileseni seklinde sunulmus ve 1980°1i yillarin
ortalarina kadar, en etkili oksidant madde olarak kullanilmistir. Giiniimiizde de
kullanimina devam edilmektedir.

Potasyum bromat yavas etki eden ve diisiik pH’da ve yiiksek sicaklikta aktif
olmaya baslayan okside edici bir madde oldugundan etkisini son fermantasyonun
ileri asamalarinda ve pisirme isleminin basinda gostermektedir. Bromat sistein’in
stilfidril gruplarin1 molekiil i¢i ve molekiiller aras1 disiilfit baglarina gevirerek
bagimsiz protein konformasyonlarin1 stabilize eder ve bitisik, komsu protein
molekiilleri arasinda baglar olusturur. Bu degisimin sonucu olarak da hamura daha
fazla dayaniklilik kazandirir (Kamman ve ark 1984 ve Pyler ve ark. 1994:
Boyacioglu, 1998b’den).

Kurokawa ve ark. (1983), F344 siganlarinin igme suyuna 250 ve 500 ppm

dozlarda Potasyum bromat ilave etmisler ve sicanlarda 110 hafta sonra bobrek
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tiimorlerinin varhi@1 igin histopatolojik incelemeler yaparak Potasyum bromat’in
F344 siganlarinda kanserojenik oldugunu saptamislardir.

Kurokawa ve ark (1985), erkek F344 siganlarinin igme suyuna 500 ppm N-
etil-N-hidroksietilnitrosamin (EHEN) ile 2 hafta boyunca kanserlesmeyi uyardiktan
sonra 15, 30, 60, 125, 250 ve 500 ppm Potasyum bromat verilerek etkisini
arastirmislar, 30 ppm’den fazla doz almis siganlarda 6nemli derecede tiimdr artisi
saptamiglardir.

Kurokawa ve ark (1986b), erkek F344 siganlarinin igme suyuna 15, 30, 60,
125, 250 ve 500 ppm dozlarda Potasyum bromat’1 104 hafta boyunca ilave ederek,
uzun vadeli diisiik dozlarin bobrek tlimoérleri lizerindeki etkisini histopatolojik
incelemeler yaparak arastirmiglar, 125, 250 ve 500 ppm dozlarinda doza bagli olarak
bobrek tiimorlerini olusturdugunu saptamiglardir.

Kurokawa ve ark (1986a), F344 sicanlarinin ve B6C3F1 farelerinin igme
suyuna 250 ve 500 ppm dozlarda Potasyum bromat ilave etmisler ve 110 hafta sonra
bobrek tiimorlerinin varligr i¢in histopatolojik incelemeler yapilarak uzun vadeli
kanserojenite testi yapmuslardir. Ayrica disi farelere de 500 ve 1000 ppm dozunda
Potasyum bromat’t 78 hafta boyunca vermislerdir. Sonugta disi farelerde tlimor
olusumu goriilmezken, Potasyum bromat’in hem erkek hem disi sicanlarda
kanserojenik oldugunu saptamislardir.

Kurokawa ve ark (1987), erkek F344 sicanlarinin igme suyuna 500 ppm
Potasyum bromat’1 104 hafta boyunca ilave ederek Potasyum bromat’a maruz kalma
siireci ile bobrek tiimorleri olugsmasi arasindaki iligkiyi histopatolojik incelemeler
yaparak arastirmislardir. Arastiricilar, bobrek adenomalarin olusmast i¢in bu
calismada yapilan sartlar altinda 26 haftanin ge¢mesi gerektigini, bu adenomalarin
tetiklenmesi icin si¢anlarin en az 13 hafta boyunca Potasyum bromat’a maruz
kalmalar1 ve toplam dozun 4 g/kg olmasi1 gerektigini belirlemislerdir.

Hayashi ve ark (1988), erkek ddY farelerine 0-400 mg/kg dozunda Potasyum
bromat’1 intraperitonal olarak vererek yaptiklari mikronukleus testi sonucunda
mikronukleus olusumunu saptamislardir.

Sai ve ark (1991), erkek F344 siganlarina intraperitonal olarak 70 mg/kg

dozunda Potasyum bromat ve antioksidant maddeler verildikten sonra 8-
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hidroksiguanozin miktarlar1 (8-ox0-dG), lipid peroksidasyonu (LP) dereceleri ve
bobrek agirliklarinda artiglar saptamislardir.

Kurata ve ark (1992), F344 sicanlarina intragastrik (mideye verme) olarak
maksimum doz 300 mg/kg Potasyum bromat tek doz verildikten sonra nefropati
belirtileri i¢in bakilmis, 104 hafta sonra tek doz verilmis sicanlarda bobrek kanseri
goriilmedigini belirlemislerdir.

Sai ve ark (1992a), Potasyum bromat’in bobreklerde olusturdugu oksidatif
DNA hasarina karsit antioksidant maddelerin koruyucu rollerini erkek F344
siganlarina intraperitonal (karin zarma enjeksiyon) olarak 80 mg/kg Potasyum
bromat ve antioksidant maddeler verildikten sonra 8-hidroksideoksiguanozin (8-oxo-
dG) miktarlarin1 aragtirmiglar, glutatyonun (800 mg/kg), sisteinin (400 mg/kg)
intraperitonal olarak ve 5 giin boyunca, vitamin C’nin 200 mg/kg intragastrik olarak
verilmesinin  8-0xo-dG miktarinda azalmaya sebep oldugunu, 0,3 ml/kg
dietilmaleat’1n intraperitonal olarak verilmesi ile 8-0x0-dG artisin oldugunu, 18.000
U/kg lipozom kaplanmis superoksid dizmutaz intraperitonal olarak ve 5 giin boyunca
vitamin E intragastrik olarak verildiginde bir etki goriilmedigini saptamislardir.

Sai ve ark (1992b), Potasyum bromat ile F344 sican kan hiicrelerinde
mikronukleus indiiklenmesi ve antioksidantlar ile mikronukleus olusumunun
onlenmesini arastirmiglardir. Intraperitonal olarak 60 mg/kg Potasyum bromat
verildikten 0.5 saat Once ve sonra intraperitonal olarak 80 mg/kg glutatyon, 400
mg/kg sistein, 18.000 U/kg lipozom kaplanmis superoksid dizmutaz, 5 giin boyunca
200 mg/kg/giin vitamin C intragastrik olarak ayrica 4. giin 60 mg/kg Potasyum
bromat intraperitonal olarak verilmistir. Glutatyon, sistein ve lipozom kaplanmis
superoksid dizmutaz verilen sicanlarda mikronukleus olusmasinin énemli derecede
onlendigini, vitamin C’nin mikronukleus olusumunu onleyici etkisinin olmadigini
saptamiglardir.

Umemura ve ark (1993), icme suyuna 2 hafta boyunca 500 ve 1750 ppm
Potasyum bromat verilen siganlarin bobrek dokulari iizerinde mikroskobik
incelemeler yaparak, bobrek agirliklarint 6lgerek ve bobrek hiicrelerinin boliinme

indeksini 6lgerek aragtirmislar, Potasyum bromat verildikten sonra erkek siganlarin
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bobreklerinde hyalin damlaciklar1 saptamiglar ve hiicre boliinmelerinde artis
belirlemislerdir. Ayn1 sonuglar disi sicanlarda goriilmemistir.

Cho ve ark (1993), Sprague-Dawley sig¢anlarma intraperitonal olarak 500
mg/kg Potasyum bromat verildikten sonra bobrek ve karaciger preparatlarina HPLC-
ECD analizi yaparak 8-hidroksiguanin miktarlarindaki artisin karacigere nazaran
bobreklerde daha ¢ok oldugunu saptamislardir.

Sai ve ark (1994), Potasyum bromat’in F344 sicanlarinin bobrek hiicrelerinde,
zamana ve doza bagli olarak tiimor olusturmasini, 8-0xo-dG miktarlarini 6lgerek
aragtirmiglar, 0,5-5 mM dozlarindan sonra 8-o0xo-dG miktarinin Onemli derecede
arttigini bulmuslardir.

Umemura ve ark (1995), Potasyum bromat ile kanserojeneziste oksidatif
stresin roliinii fare ve siganlarin igme suyuna 30 hafta boyunca 100, 200, 400 ve 500
ppm Potasyum bromat ekleyerek 8-oxo-dG miktarlarin1 belirleyerek arastirmislar, 8-
0x0-dG’nin 200 ve 400 mg/kg dozlarinda 6nemli derecede arttigin1 saptamiglardir.

Lee ve ark (1996), intraperitonal olarak tek doz 80 mg/kg ve 160 mg/kg
Potasyum bromat verildikten sonra bobrek ve karacigerdeki oh8Gua glikosilaz
enziminin aktivitesini 6lgmiisler, doza ve zamana bagli olarak oh8Gua glikosilaz
enziminin aktivitesinde artisin sadece bobreklerde goriildiiglinii, bu enzim oksidatif
stres sonucu olusan 8-hidroksiguanin’lerin tamirinden sorumlu oldugunu ve E.coli
bakterilerinde de oksidatif stres sebebiyle aktivitesinin arttigin1 saptamislardir.

Umemura ve ark (1998), Potasyum bromat’tan kaynaklanan 8-oxo-dG olugma
kinetiginin, F344 sicanlarinin igme suyuna 1, 2, 3, 4 ve 13 hafta boyunca 500 ppm
Potasyum bromat verildikten sonra hizla yiikseldigini saptamislardir.

Wolf ve ark (1998), Potasyum bromat’in zamana ve doza bagl olarak tiimor
olusturmasini 12, 26, 52, 78 veya 100 hafta boyunca i¢gme suyuna 0, 0.02, 0.1, 0.2 ve
0.4 g/l Potasyum bromat ilave edildikten sonra arastirmislar ve makroskobik
incelemeler sonucunda bobrek tiimdrlerinin ancak 52 hafta sonra yiiksek doz almis
sicanlarda saptandigini, tiroid folikiil timdrlerinin ise 26 hafta sonra 0.1 ve 0.2 g/L
gruplarinda sadece 1 siganda goriildiiglinii bildirmislerdir.

DeAngelo ve ark (1998), Potasyum bromat’in kanserojenik ve kronik toksik
etkilerini erkek B6C3F1 farelerinin igme suyuna 0, 0.08, 0.4 veya 0.8 g/L dozlarda
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ve F344/N sicanlarinin igme suyuna 0, 0.02, 0.1, 0.2 ve 0.4 g/LL Potasyum bromat’1
100 hafta boyunca ilave ederek dokularin makroskobik incelemelerini yapmislar,
Potasyum bromat’in siganlarin bdobrek, tiroid ve mezotelyumlarinda ve erkek
farelerin bobreklerinde kanserojenik oldugunu bulmuslar, kanserojenik etkinin 0.02
g/L (20 ppm; 1,5 mg/kg/giin) dozu kadar diisiik bir dozda da goriildiglni
belirtmislerdir.

Cadenas ve Barja (1999), F344 sicanlarinda 80 mg/kg viicut agirhig
dozundaki Potasyum bromat’la olusturulan oksidatif DNA hasarlar1 iizerinde
resveratrol, melatonin, vitamin E ve PBN (alfa-fenil-N-tert-butyl)’in azaltic1 etkisini
8-0x0-dG miktarin1 6lgerek arastirmislardir. Bu calisgmada Potasyum bromat’tan
dolay1 8-oxo-dG miktarindaki % 100 artig resveratrol uygulamasiyla tamamen,
melatonin, vitamin E ve PBN’in uygulanmasiyla ise kismen ortadan kalktigini
saptamiglardir.

Giri ve ark (1999), Potasyum bromat’in 50, 75 ve 125 mg/kg dozlarini erkek
Wistar siganlarina intraperitonal olarak verilmesinden sonra DNA sentezinde doza
bagl artis saptamiglardir.

Parsons ve Chipman (2000), Potasyum bromat’in genotoksisitesini 5 mM
dozda insan akyuvarlarinda ve 1,5 mM dozda NRK-52E sigan bdobrek epitel
hiicrelerinde komet testi ile arastirmiglar ve dana timiis DNA’sinda 8-oxo-dG
miktarlarini dlgmiislerdir. insan akyuvarlarinda 5 mM, NRK-52E sican bobrek epitel
hiicrelerinde 1,5 mM dozlarinda DNA zincir kirilmalarinda ve dana timiis
DNA’sinda 8-0x0-dG miktarinda artis saptamiglardir.

Crosby ve ark (2000), F344 sican mezotel hiicrelerinde 6 mM dozdaki
Potasyum bromat’in oksidatif stres proteinlerinin sentez miktarlar1 iizerindeki
etkisine Potasyum bromat’a maruz kalmig hiicrelerin protein analizini yaparak
arastirmiglar, mitotik indeks ile birlikte apoptotik indeksi belirlemisler ve HO-1
proteininin hiicredeki yerlesimine bakarak stres ile alakali proteinlerin ifadesinin
arttigin1 saptamiglardir.

Shiao ve ark (2002), igme sularina 2 sene boyunca 0,2-0,4 g/I. Potasyum
bromat ilave edilen F344 sicanlarinin bobrek hiicrelerindeki Von Hippel-Lindau

(VHL) geni iizerindeki Potasyum bromat’in mutajenik etkisini polimeraz zincir
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reaksiyonu, tek zincir konformasyon polimorfizmi teknigi, DNA baz sirasi
belirlemesi teknigi kullanarak ve ayrica dokularin mikroskobik incelemeleriyle
arastirmiglar, VHL geninde sadece bir mutasyon bulmuslardir.

Harrington-Brock ve ark (2003), L5178Y/Tx (+/-)-3.7.2C fare lenfoma
hiicrelerinde 0.6-3 mM Potasyum bromat’in farelerin Ty (timidin kinaz) geni
tizerindeki mutajenik etkisini fare lenfoma testiyle aragtirmislar, mutasyon frekansini
0,6 mM’de 100 x 10 ve 3 mM’de 1300 x 10°° olarak bulmuslardir.

Arai ve ark (2003), Mmh/Ogg1 geninden yoksun farelere 12 hafta boyunca 2
g/l Potasyum bromat vererek 8-hidroksiguanin miktarlar1 yiiksek olan hiicrelerin
boliinme kapasitelerini ve boliinen hiicrelerde mutasyon frekansi iizerindeki etkisini
karaciger DNA’sinda 8-hidroksiguanin miktarlarinin artigini 6lgerek arastirmislardir.
Aragtiricilar, 8-hidroksiguaninlerin tamirinden sorumlu MMh/Oggl geninden yoksun
farelerde 8-hidroksiguanozin miktarlariin  26.1 kat daha fazla oldugunu
saptamislardir.

Umemura ve ark (2004), F344 si¢anlarinda potasyum bromat’in bobrek
kanserojenezis tizerindeki etkisini 30 mg/kg intragastrik, 80 mg/kg intraperitonal ve
4 hafta boyunca igme suyuna 0, 15, 30, 60, 125, 250 ve 500 ppm dozlarda verilerek
thiobarbiturik asit (TBARS) tepkisel maddelerin artisi, 8-oksodeoksiguanozin (8-
0x0-dG) miktarlarim1 6lgerek ve Bromodeoksi uridine boyama endeksi (BBE) testi
yapilarak arastirmuslardir. Intra gastrik ve intraperitonal olarak verilen dozlarda
onemli derecede yiliksek TBARS ve 8-oxo-dG goriiliirken, igme suyuna verilen
dozlarda thiobarbiturik asit (TBARS) artis1 goriilmemis, 8-oxo-dG miktar1 da
artmistir. Ayrica erkek siganlarda 30 ppm, disi siganlarda 250 ppm ve yukarisinda
yiiksek BBE saptamislardir.

Khan ve Sultana (2004), Wistar sicanlarinda soya izoflavonlarinin Potasyum
bromat’in oksidatif stres etkisi tizerine etkilerini arastirmak i¢in intraperitonal olarak
125 mg/kg potasyum bromat ve oral olarak 5 ve 10 mg/kg soya izoflavonlari

verildikten sonra DNA sentezi diizeylerinde 6nemli derecede azalma saptamislardir.
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2.5. Potasyum Iyodat ile Yapilmis Genotoksisite Calismalar

Hizli okside edici madde olarak unun kuvvetlendirilmesinde kullanilan beyaz,
kristal toz formda, hafif bir kokuya sahip olabilen Potasyum iyodat’in un proteinleri
tizerindeki oksidasyon etkisinin, esas olarak diger okside edici maddelerin neden
oldugu etkiye benzer oldugu kabul edilmektedir. ilave olarak, bazi tuz veren
bilesenlerin olusumu beklenilmektedir. Temel kalinti iyodid olmakla birlikte bir
kisim iyodat da mevcut olabilmektedir.

Parsons ve Chipman (2000), Potasyum iyodatin in vitro kosullarda DNA
oksidasyonuna sebep olmadigini tespit etmislerdir.

Poul ve ark (2004), Potasyum iyodat’in genotoksik etkisini CHO hiicrelerinde
komet ve mikronukleus testlerini kullanarak arastirmiglardir. Bu arastirmada 10 mM

dozundaki Potasyum iyodat’in genotoksik olmadigi saptanmustir.

2.6. Propionik Asit Ile Yapilmis Genotoksisite Calismalar

Propionik asit diisiik molekiil agirlikli bir yag asidi olup, ekmek iiretiminde
kullanildiginda kiif ve rope gelisimini yani ekmekte genellikle sporlarinin 1siya
daha  direngli  olmast  nedeniyle  (Rosenkvist ve  Hansen, 1995:
http://www.ekmekdunyasi.com/ekmekhastaliklari.htm’den) Bacillus subtilis
(Bacillus mesentericus) bakterisinin gelismesi  sonucunda ortaya ¢ikan (ICMSF,
1998: http://www.ekmekdunyasi.com/ekmekhastaliklari.htm’den)  ekmegin  i¢
kismindaki proteinlerin ~ ve nisastalarin  birbirinden ayrilmasiyla, ekmek
pargalandigl zaman, yapiskan, yumusak madde hastaligin ismini simgeleyen
berrak ip benzeri lifler halinde goriilmesine neden olan bir hastalig
(http://www.ekmekdunyasi.com/ekmekhastaliklari.htm) Onleyen veya geciktiren,
propiyonatlarin temelini olusturmaktadir. Asidin kendisi, kapali bir sogutma
tiinelinde ekmegin ylizeyinde aeresol olarak uygulandiginda, kiif onleyici olarak
kullanim alan1 bulmaktadir (Pyler, 1994: Boyacioglu, 1998b’den).

Griem (1985), sicanlara 20 hafta boyunca yiyeceklerine % 0,4 ve % 4

Propionik asit ilave edildikten sonra mide-Oncesi bolgede tiimér olustugunu
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gostermistir. Bu bolgenin insanlarda bulunmamasina ragmen girtlak ve mide borusu
benzer epitel hiicrelerinden olustugu icin Propionik asit’in insan beslenmesinde

bulunmasinin tehlikesi goz ardi edilemez.

2.7. Sodyum Propiyonat fle Yapilmis Genotoksisite Calismalari

Sodyum propiyonat, Propiyonik asit’in sodyum tuzu olup ekmekte etkili bir
kiif onleyici olarak kullanilmaktadir. Sodyum propiyonat ekmegin kiiflenmeksizin
raf dmriinii bir ka¢ giin daha uzatabilmektedir.

Sugihara ve ark (1997), alfa-linolenik asit ile dolmus ve normal sican
hepatositlerinin ortamina Sodyum propionat ilave ederek lipit peroksidasyonu ve
cikan Laktat Dehidrojenaz (LDH) seviyelerini incelemekle, Sodyum propiyonat’in

sitotoksik etkisinin olmadigin1 gostermislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu calismada materyal olarak sigara igmeyen yakin yaglardaki iki erkek (25 ve
26 yagslarinda), iki bayandan (25 ve 26 yaslarinda) aliman periferik kan ve test

maddesi olarak da Potasyum bromat kullanilmustir.

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Deney Ekipmanlari

3.1.1. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

3.1.1.1. Potasyum Bromat

3.1.1.1.(1). Potasyum Bromat’in Kullanim Alanlar

Bu c¢alismada test maddesi olarak kullanilan Potasyum bromat’in
(KBrO;) en onemli kimyasal 6zelligi kuvvetli bir oksidant olmasidir.  Okside
etme derecesi 5.1 olarak belirlenmistir. Maddeleri okside ettikten sonra kendisi
indirgenir ve inaktif bir bilesik olan Potasyum bromiir’e (KBr) doniisiir
(http://www.asbe.org/bromate/background.html).

Su dezenfeksiyonu i¢in Onceleri kullanilan klor yerine, mikroplar1 6ldiirmede
daha etkili oldugu i¢in ve yan liriin olarak kanserojenik trihalometanlari ¢ok daha
diisiik derecelerde olusturdugundan ozon kullanimi Onerilmistir. Ozon kullanima,
yiiksek miktarlarda brom iceren ylizey sularinda hipobromik asit olusmasina ve
bromorganik yan {iriinler ile de bromat olusumuna neden olmaktadir (DeAngelo ve
ark. 1998).

Genel bir hamur gelistirici olarak uzun yillardir kullanilan Potasyum bromat ilk
olarak maya gidasinin bir bileseni seklinde sunulmus ve 1980°1i yillarin ortalarina
kadar, en etkili oksidant madde olarak c¢ok yaygin bir sekilde kullanilmistir. Bu
zamana kadar, toksik bir madde olan Potasyum bromat’in pisirme islemi sirasinda
zararsiz bir madde olan bromit formuna doniistiigii kabul edilmekteydi. Bu tarihlerde

baslayan, pisirme islemi sirasinda bromatin tamamen bromite doniismedigi ve
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ekmekte kalintt bromat bulunabilecegi tartismalarinin sonucu olarak ABD’nin Gida
ve Ila¢ Bakanlig, kullanilabilen Potasyum bromat dozunu 1991°de 75 ppm’e
diistirmiis ve daha sonra  bu oranin 50 ppm’e indirilmesi konusunda
tartigmalar ~ devam etmis  (Boyacioglu, 1998b), 1998’de  bir  arastirma
sonrasinda bu rakamlar ekmek i¢in 30 ppm’e kadar diisiirtilmiistiir

( http://www.asbe.org/bromate/background.html).

Son zamanlara kadar hem ekmek sanayi hem de yasal kurumlar i¢in baslica
problem, ekmekte Potasyum bromat kalintisinin olup olmadigini kesin olarak
Olcecek uygun bir metodun olmamasiydi. Boyle bir test yontemini gelistirmek
amaciyla Ingiltere’de arastirma laboratuvarinda daha ©6nce yapilan caligmalar
ekmekte kalint1 bromat oldugunu gostermis ve bu bulgularin uluslararas: kararlari
etkilemis olabilecegi belirtilmistir. Sonuglart 1994 yilinda yayinlanan bir ¢alismada,
Japonya’da “Yamazaki Baking Company” deki gida bilimcilerin gelistirdikleri
Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC) yontemiyle 3 ppb (mikrogram/kg)
tayin limitine kadar bromat1 tayin ettikleri ve ekmekte kalint1 bromatin varligini
agiklamuglardir. Benzeri bir ydntem aym zamanda, Israil’de “Dead Sea Bromine
Group” taki arastirmacilar tarafindan da gelistirilmistir (Boyacioglu, 1998b).

Yukarida belirtilen gelismelerin sonucu olarak ekmek yapiminda Potasyum
bromat’in kullanimi, diinyanin birgok iilkesiyle birlikte A.B.D.’nin bazi eyaletlerinde
de yasaklanmisg, diger bazi eyaletlerinde de tiiketicinin duyarliligi dikkate alinarak
ekmek iireticileri tarafindan kullanilmamaya baslanmistir (Boyacioglu, 1998b).

Tim bu gelismelere karsin, Amerikan ekmek sanayi tarafindan gerceklestirilen
bir ¢alismada, belirli islem parametrelerinin uygulanmasiyla ekmek yapildiginda
bromatin tamamen bromite doniistiigli ve 3 ppb tayin duyarliliginda tayin edilebilen
hicbir bromat kalintist olmayacak sekilde Potasyum bromat kullanimiyla ekmek
yapilabilecegi belirtilmistir (Cogswell ve ark, 1997).

ABD’nin Gida ve Ilag Bakanlig1 en son olarak kullanilabilen Potasyum bromat
dozunu 0.02 ppm olarak belirlemistir. Yapilan endiistri ¢alismalarina gére 0.02 ppm
dozunda kullanildig1 zaman, firindan ¢ikan ekmekte saptanabilen diizeyde bromat

yoktur (http://www.asbe.org/bromate/background.html).
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1993’te Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization) Potasyum
bromat’in  onaylanmig gida  katki  maddeleri listesinden  (Codex
Alimentarius)  ¢ikarilmasini  Onermistir.  Bu rapora dayanarak bir ¢ok
iilke bu  yasagin  uygulamasmi baslatmistir. Fakat, daha sonra bazi
iilkeler, 0.005 ppm dozlarinin  kullannomina izin ¢ikarmistir
(http://www.asbe.org/bromate/background.html;http://www.keymix.com/bromate.ht
m).

Potasyum bromat gida katki maddesi olarak kullanilmakta (E924) ve
kalite artimi i¢in beyazlatici ve  kuvvetlendirici ajan olarak una eklenmektedir
(10-75 ppm). KBrO;’iin kuvvetlendirici etkisi hamurun sisip daha biiyiik hacimlere
ulagsmasin1  saglamaktadir ( http://www.asbe.org/bromate/background.html;
http://www.keymix.com/bromate.htm).

Potasyum bromat yavas etki eden ve diisilk pH’da ve yiiksek sicaklikta aktif
olmaya baslayan okside edici bir madde oldugundan etkisini son fermantasyonun
ileri asamalarinda ve pisirme isleminin baginda gostermektedir. Bromat, sistein’in
sulfidril gruplarini, molekiil i¢ci ve molekiiller arasi disulfit baglarina cevirerek
bagimsiz protein konformasyonlarin1 stabilize eder ve bitisik, komsu protein
molekiilleri arasinda baglar olusturur. Bu degisimin sonucu olarak da hamura daha
fazla stabilite kazandirir ( Kamman ve ark., 1984 ve Pyler ve ark., 1994: Boyacioglu,
1998b’den).

Potasyum bromat c¢ok kolayca tepkimeye girebildigi i¢in, hamurun igine
katildiktan sonra bir kismu inaktif madde olan Potasyum bromiir’e
indirgenmektedir. Ayrica, Potasyum bromiir’e indirgenme ekmek  yapimi
esnasinda  firindaki 1s1 sonucunda da olmaktadir (Kurokawa ve ark.,
1990). Fakat, Potasyum bromat’in tiimii Potasyum bromiir’e doniisemedigi icin, geri
kalan miktarlarin saglik i¢in tehlikeli oldugu diisiiniilmiis ve bir ¢ok iilke
Potasyum bromat’t  potansiyel kanserojen olarak degerlendirip, yasaklamistir
(http://www.asbe.org/bromate/background.html;http://www.keymix.com/bromate.ht
m).

Ayrica, Potasyum bromat, kuaforler tarafindan sa¢ bigimlendirilmesi ig¢in

oksidant madde olarak, analitik kimyada brominasyon maddesi olarak, yazici

21



3. MATERYAL VE METOD Fatma Funda KAYA

boyalarinda ek madde olarak, konserve edilmis et ve balik iirlinlerinde kalite
artirict olarak kullanilmaktadir. Bromat, ateslenmeyi ve patlamay1
hizlandirmaktadir. Bu 6zelligi ile gercekte havai fiseklerin bir bilesenidir
(http://www.asbe.org/bromate/background.html;http://www.chemicalland21.com/aro
korhi/industrialchem/inorganic/POTASSIUM%20BROMATE.htm;http://ptcl.chem.o
x.ac.uk/MSDS/PO/potassium_bromate.html;http://www.keymix.com/bromate.htm).

3.1.1.1.(2). Potasyum Bromat’in Viicuda Giris Yollar1 ve Etkileri

Insan viicuduna Potasyum bromat dogal olarak; yiyecek ve iceceklerle agiz,
tozlarin buruna dolmasiyla, solunum ve deri olmak {izere 3 yoldan girebilir.

Potasyum bromat agiz yoluyla alindiginda gastrointestinal yollar1 tahris
etmektedir. Semptom olarak mide bulantisi, kusma ve ishal goriilmektedir. Karin
sancilari, diisiik idrar olusumu, diisiik kan basinci, kanda nitrat vb. bazi1 maddelerle
zehirlenmeyi takiben olusan methemoglobin bulunusu (methemoglobinemia),
kasilmalar, bobrek ve karaciger hasarlart ve komaya sebep olabilmektedir. Geg
semptom olarak morarma (siyanozis) goriilebilir. Bobreklerin bozulmasindan dolay1
1-2 hafta igerisinde 6liime sebep olabilir. Yaklasik 6liimciil dozu 4 gram’dir.

Solundugunda solunum borusuna tahris edici etki yapmaktadir. Semptomatik
olarak oksiirmeye, nefes darligina neden olmaktadir.

Deriye tahris edici etkisi bulunmaktadir. Semptomatik olarak kizarma, kasinma
ve actya neden olabilir. Nemli ortamlarda, toksik derecelerde deriden
emilebilmektedir. Uzun siireli maruz birakilma deri yanmasina sebep olabilir.

Goz ile temasta kizarma ve aciya sebep veren tahris edici etkisi vardir. Gz
hasarina sebep olabilir. Kronik olarak maruz birakilinca, bobrek hasarma sebep
olabilir. Onceden deri veya goz sorunlar1 bulunduran veya bdbrek, karaciger,
solunum fonksiyonlarinda sorunu olan bireyler maddenin etkilerine daha hassas

olabilirler (http://www.jtbaker.com/msds/englishhtml/p5576.htm).
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GOz, deri ve 1ist solunum organlarima tahris edici etki gostermektedir.
Solundugunda nefes alma zorlugu olusmaktadir. KBrOs; hem nefrotoksin hem
ototoksindir. Kardiotoksikligi ve hepatotoksikligi ile ilgili bir¢ok veri bulunmaktadir
(http://ptcl.chem.ox.ac.uk/MSDS/PO/potassium_bromate.html).

Yiiksek Potasyum bromat dozlarini denek hayvanlarinin igme suyuna uzun
siire boyunca (2 sene) eklemekle, kimyasalin kanserojenik etkisinin arastirildigi
calismalarda, kanserojenik sonuclar sicanlarda goriilmesine ragmen, fare ve
hamsterlerde goriilmemistir ( http://www.asbe.org/bromate/background.html).

Potasyum bromat’in kanser yapiciligi ve mutajenligi 1986 yilinda Uluslararasi
Kanser Arastirmalar1 Kurumu (IARC) tarafindan degerlendirilmis ve bu maddenin
deney hayvanlarinda kanser yapiciligi i¢in yeterli kanit var iken, insanlarda kanser
yapicilig1 iizerine mevcut hi¢ veri olmadigma karar verilmistir. Bu durum esas
alinarak, Potasyum bromat Grup 2B; insanlarda muhtemelen kanser yapict madde
olarak siniflandirilmustir.

Potasyum bromat’in LDs, degerleri oral olarak verildiginde, farelerde; 289
mg/kg, sicanlarda; 157 mg/kg ve hamsterlerde; 388 mg/kg’dir. Intraperitonal
olarak  verildiginde farelerde; 177 mg/kg, siganlarda; 50 mg/kg dir
(http://ptcl.chem.ox.ac.uk/MSDS/PO/potassium_bromate.html).

3.1.1.1.(3). Viicuda Giren Potasyum Bromat’in Durumu

Potasyum bromat gastrointestinal yoldan hizli bir sekilde kana emilir ve bir
kism1 daha az toksik olan Potasyum bromiir’e indirgenir. Daha sonra hem bromat
hem bromiir bobrekler tarafindan atilir. Fakat, bobreklerden atilma esnasinda
KBrOs’iin yiiksek konsantrasyonlarinin nefron tiiplerindeki hiicrelere genotoksik etki
gosterdigi  bildirilmistir.  Genotoksisitesinin ~ serbest  oksijen  radikallerinin
olugmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir (Kitto ve Dumars, 1949 ve Kurokawa

ve ark, 1990).
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3.1.1.1.(4). Insan Viicudu Uzerine Potasyum Bromat’in Etkisi

Potasyum bromat’in yutulmasindan ¢ok az siire sonra ortaya ¢ikabilen yaygin
tepkiler mide bulantisi, kusma, karin bdlgesinde sancilar ve ishal baslamasidir.

Insanlarda LDs, degeri belirlenmemistir, fakat 50 mg/kg kadar kiigiik dozlar
bile ciddi intoksikasyonlara (zehirlenme) neden olmustur (Quick ve ark, 1975).
Hayvanlardaki LDsy degerleri 160 ve 500 mg/kg arasinda degigsmektedir (Kurokawa
ve ark, 1990).

Potasyum bromat ile iki zehirlenme salgini goriilmiistiir. Birincisi, ekmek
hazirlanis1 esnasinda yiiksek miktarlarda Potasyum bromat’in ilave edilisi; ikincisi,
bir diiglin merasiminde seker ile Potasyum bromat karigmasi olarak rapor edilmistir.
Zehirlenmelerin semptomlari olarak sindirim sisteminde hafif kasilmalar goriilmiistiir
(Stewart ve ark, 1969 ve Matsumoto ve ark, 1980).

Diger tiim zehirlenme vakalar1 sa¢ bicimlendirme malzemelerindeki Potasyum
bromat ile alakali olarak rapor edilmistir. ABD ve Avrupa’daki vakalarin ¢cogunlugu
ve Japonya’daki 2 tane vaka da ¢ocuklarin yanlislikla Potasyum bromat eriyiklerini
icmeleri olarak belirtilmistir. Genelde igilen miktarlar diisiik ve semptomlar hafif
goriilmiistiir. Japonya’daki diger vakalarin ¢ogu ve farkli farkli iilkelerden gelen
intihar vakalar1 ise intoksikasyon ve geri doniilmez zararlar ile sonu¢lanmistir (De

Vriese ve ark, 1997).

3.1.1.1.(5). Viicutta Potasyum Bromat Diizeyinin Saptanmasi

Viicut KBrO; diizeyinin rutin olarak saptanmasi miimkiin degildir. Ayrica,
KBrOs’in farmakokinetik 6zellikleri insanlarda yeterince bilinmedigi i¢in sadece
kan plazmasi diizeylerinden sonug ¢ikarilamamaktadir.

3.1.1.1.(6). Potasyum Bromat’in Ozellikleri

Bu calismada test maddesi olarak kullanilan Potasyum Bromat

(KBrOsj)(Merck), kristal veya graniiler yapida, tatsiz, kokusuz, suda ¢o6ziinen
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(8g/100mL, 20°C), beyaz toz seklinde bulunmaktadir. Igme suyu pH’sinda (~7)
tamamen iyonik halde bulunmakla birlikte sulu ¢ozeltilerinin pH’s1 notrdiir

(http://www jtbaker.com/msds/englishhtml/p5576.htm).

OQHH“E,,, /Jﬁo
Acik formiilii ; G kY

Kapal formiilii : KBrO;

Molekiil agirhg: : 167.01 g/mol

Yogunluk :3.27 g/mL

Kaynama noktast  :370°C

Erime noktasi :434 °C

CAS No :7758-01-2

Merck Cat No :1.04612.0250

Sinonimler : Bromik Asit; Potasyum Tuzu

(http://www.chemicalland21.com/arokorhi/industrialchem/inorganic/POTASSIUM%
20BROMATE.htm; http://www.jtbaker.com/msds/englishhtml/p5576.htm).

3.1.1.2. Mitomycin C (MMC)

Bu caligmada pozitif kontrol olarak MMC (KYOWA) kullanilmastir.
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3.1.1.3. Kromozom Medyumu

Biochrom firmasmin {irettigi (Cat. No. F 5023) Chromosome Medyum B,
hiicre kiiltiirii i¢in kullanilmistir. Chromosome Medyum B’nin her litresinde

asagidaki bilesikler verilen miktarlarda bulunmaktadir:

MEM JOKLIK with

Non essential AMINO ACIds.........ceceevvereerierieneennenne 850 ml
Fetal Calf Serum ........cccoooiiiiiiiiiiieecees 150 ml
Heparin.......cooeoiieiieeeee e 25.000 E
Penicillin G, Sodium Salt.........coovveiiviiiiiiiiiiiiiinnnee, 75.000 E
Streptomycin Sulphate...........ccocveeviieiieniieieieee. 50 mg
Phytohemagglutinin M............cccooviveniiiiniieciee e, 2.5 mg

Bu medyum her tiipde 2.5 ml olacak sekilde paylastirilmis ve bu miktarlarda

kullanilmustir. Kiiltiir tiipleri steril olarak temin edilmistir.

3.1.1.4. Kolkisin

Kromozom preparatlarinin hazirlanmasinda mitotik zehir olarak Colchicine
(Kolsisin = Kolkisin) (Sigma) kullanilmistir. Kolkisin eriyigi steril saf su igerisinde
hazirlanmis ve kromozom medyumunun her ml’sinde 0.06 pg olacak sekilde (0.06
ug/ml) 2.5 ml’ lik kromozom medyumuna ilave edilmistir. Kolkisin’in bazi

ozellikleri asagidadir:

Kapal formiilii : CyoHysNOg
Molekiil agirhg: :399.4

Etil asetat icerigi : %3.4
Kloroform igerigi : <%0.1

Sigma no : C-9754
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3.1.1.5. Hipotonik Eriyik

Hipotonik eriyik olarak %0,4’liik KCI (Merck) kullanilmistir. Eriyik bidestile
su i¢inde stok halinde hazirlanip agz1 kapali bir cam kapta buzdolabinda (+4 °C)
saklanmistir. Her preparasyondan yaklasik 1 saat once yeteri kadar miktar alinip

37°C’deki inkiibatorde 1sitilip kullanilmistir.

3.1.1.6. Fiksatif

KKD ve KA’y1r incelemek amaciyla yapilacak olan preparatlarin
hazirlanmasinda kullanilan fiksatif, 1 kisim glasial asetik asit’ in 3 kisim metanol
(1/3 : galsial asetik asit/metil alkol) ile karistirtlmasi sonucu hazirlanmigtir. MN’leri
incelemek amaciyla yapilacak olan preparatlarin hazirlanmasinda kullanilan fiksatif
ise ilk fiksatif muamelesi i¢in 1 kisim glasial asetik asit, 5 kisim metanol ve 6 kisim
%0.9’luk NaCl’nin (1/5/6 : glasial asetik asit/metanol/%0.9’luk NaCl) karigtirilmasi
sonucu hazirlanirken, son iki fiksatif, 1 kisim asetik asit’ in 5 kistm metanol (1/5 :
asetik asit/metil alkol) ile karigtirilmasi sonucu hazirlanmistir. Fiksatif kullanilmadan
iki saat 6nce hazirlanmis ve buzdolabinda saklanmistir. Her seferinde preparat yapim

isleminden iki saat 6nce taze olarak hazirlanip kullanilmistir.

3.1.1.7. 5’-Bromo-2’-deoxyuridine (BrdUrd)

BrdUrd Sigma firmasindan (Cat. No. B 5002) temin edilmistir. BrdUrd eriyigi
steril saf su igerisinde hazirlanmistir. Bu eriyikten 50ul’ lik miktar kiiltiir tiiplerine
ilave edildigi zaman kiiltiir son konsantrasyonu 10 pg/ml olacak sekilde BrdUrd

ihtiva etmektedir.
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3.1.1.8. Sorensen Tamponu (Sorensen Buffer)

Bu tampon eriyik tampon A ve tampon B olmak {izere iki stok ¢ozelti halinde
hazirlanmis olup bu ¢ozeltiler ¢aligmanin amacina uygun olarak birbirleriyle degisik

miktarlarda karistirilarak kullanilmustir.

Hazirlanisi:

Tampon A: 11.34 gr KH,PO4 250 ml saf su i¢inde eritilmistir (pH=4.8).
Tampon B: 14.83 gr Na,HPO4.12H,O 250 ml saf su iginde eritilmistir
(pH=9.3).
KKD’yi incelemek amaciyla preparat yapimi sirasinda preparatlar Sorensen
tamponu igerisinde UV lambasi ile isinlandirilmistir. Ayrica bu tampon %35°lik

Giemsa boyasi1 hazirlanmasinda da kullanilmistir.

3.1.1.9. Standart Saline Citrate (SSC) Eriyigi

11.05 gr trisodyum sitrat (CsHsNa3;O7.2H,0) tartilarak bir miktar saf suda
eritilmistir. Daha sonra 21.9 gr sodyum kloriir (NaCl) tartilarak yine saf su i¢inde ve
ayr1 bir kapta ¢ozilmiistiir. Bir siseye dokiilerek iki eriyik iyice karigtirilmig ve
tizerlerine 500 ml oluncaya kadar saf su ilave edilmistir. Hazirladigimiz bu stok
eriyik 5x SSC’ dir ve bu eriyik buzdolabinda saklanmistir. Deneyimizde, bu stoktan
20 ml alip tizeri 100 ml oluncaya kadar saf su ile tamamlanarak elde edilen 1x SSC

kullanilmistir.

3.1.1.10. Giemsa

Giemsa boyast Merck firmasindan (Cat. No. 9204) temin edilmis olup

deneylerimizde Sorensen tamponu iginde hazirlanmis olan %5’lik boya eriyigi

kullanilmustir.
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3.1.1.11. Entellan

Preparat kapatmak icin kullanilan yapiskan sividir (Merck, Cat. No. 7961).

Preparatlar daimi hale getirilirken kullanilmistir.

3.1.1.12. Nitrik Asit (HNO;)

Lamlar1 temizlemek amaciyla 1 N HNOj ¢ozeltisi hazirlanmistir. Plastik sisede

saklanarak her defasinda tekrar tekrar kullanilmistir.

3.1.2. Kullamlan Deney Ekipmanlari

3.1.2.1. Hassas Terazi

Hava akimlarina karst 06zel cam paravanlarla korunan ve 0,0001 gr
hassasiyetindeki GEC AVERY marka terazi kimyasallarin tartilmasinda
kullanilmustir.

3.1.2.2. Santrifiij

Rotor ¢ap1 21 cm, 4000 rpm’e kadar yiikselebilen devir hizi, 99 dk.’lik zaman
ayarlayici ve 28 tiip kapasiteli HETTICH UNIVERSAL marka santrifiij calismalarda
kullanilmustir.

3.1.2.3. Mikroskop

Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan MICROS marka binokiiler 151k

mikroskobu preparatlarin incelemeleri sirasinda kullanilmstir.
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3.1.2.4. inkiibator

Dedeoglu marka 0 °C — 100 °C ayarlanabilir inkiibator deneyde hiicre

kiiltiiriiniin yapiminda ve baz eriyiklerin 37 °C’ye 1sitilmasinda kullanilmigtir.

3.2. Lamlarin Temizlenmesi

Kiiltlir siiresinin bitiminden iki giin Once etiketlenmis olan lamlar saleye
dizilerek tzerlerini iyice Ortecek sekilde 1 N Nitrik asit konmustur. Salenin agzi
kapatilarak bu sekilde 24 saat bekletilmistir. Siire bitiminde lamlar yarim saat akan
cesme suyunda iyice yikanmustir. 3-4 defa saf sudan gecirdikten sonra saleyi saf su

ile doldurarak lamlar buzdolabinda saklanmuistir.

3.3. Sterilizasyon

3.3.1. BrdUrd Eriyiginin Sterilizasyonu

BrdUrd eriyigi steril bir erlen i¢inde bulunan ve steril olan saf su icerisinde 5’-
bromo-2’-deoxyuridine maddesinin eritilmesiyle hazirlanmistir. Bu eriyik steril
sartlarda (Ispirto ocag1 yaninda ve Flow kabinde) por ¢apt 0.2 pum olan bakteri
filtresinden (Sartorius, membran filtre) gegirilerek steril edilmistir. Sonra agz1 vida
kapakli steril kiiltiir tliplerine konan bu eriyik, etrafi siyah bant ile kapatilarak

buzdolabinda saklanmustir.

3.3.2. Saf Suyun Sterilizasyonu

Temiz bir erlene saf su doldurularak erlenin agz1 pamukla iyice kapatilmistir.
Sterilizasyon esnasinda otoklavdaki buhardan pamugun islanmamasi i¢in iizeri

aliminyum kagidi ile oOrtiilmiistiir. Erlendeki saf su otoklav da 1.2 atm. buhar

basincinda ve 120 °C’de 15 dk. steril edilmistir.
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3.4.Kardes Kromatid Degisimini (KKD) (Sister Chromatid Excahnge=SCE)
ve Kromozomal Anormallikleri (KA) (Chromosomal Aberration=CA)
Saptamak Amaciyla Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi, Preparatlarin

Hazirlanmasi ve Boyanmasi

3.4.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Saglikli ve sigara igmeyen yaslar1 birbirine yakin iki erkek ve iki bayandan
alinan 1/10 oraninda heparinize edilmis kan 6rnekleri kromozom medyumlarina steril
sartlarda 6 damla (0.2 ml) (Renciizogullar1 ve Topaktas, 1991) ekilmistir. Yine steril
sartlarda ve daha oOnce hazirladigimiz BrdUrd eriyiginden her tiipe son
konsantrasyonu 10 pg BrdUrd/ml olacak sekilde ilave edilerek iyice karistirilmis ve
hiicre kiiltiirii inkiibatorde 37£1°C’de 72 saat i¢in inkiibe edilmistir.

Potasyum bromat suda ¢ozlilmiistiir. Potasyum bromat’in etkisini incelemek
icin kiiltiir sliresinin bitimine 24 ve 48 saat kala son konsantrasyonu 400, 450, 500,
550 pg/ml Potasyum bromat kiiltiir tliplerine ilave edilmistir. Ayrica her deneyin bir
kontrolii bir de pozitif kontrolii (0,25 pg MMC/ml kiiltiir) vardir.

Kiiltiir siiresinin bitiminden 2 saat once (yani kiiltiiriin 70. saatinde) her tiipe
hazirlanan kolkisin eriyiginden 50 ul (0.06 pg kolkisin/ml) ilave edilmis ve tiipler
hafif¢e sallanarak iyice karistirllmigtir. Hiicreler 2 saat siiresince (37°C’de) kolkisin
ile 6n muameleye tabi tutulmustur.

Kiiltiir siiresi olan 72. saatin bitiminde kiiltiir tiipleri 1200 rpm’de (170 x g) 15
dk. santrifiij edilmis, slipernatant atilmistir. Dipte kalan ve hiicreleri ihtiva eden 0.5-
0.7 mP’lik s1v1 iyice karistirildiktan sonra tiiplere, etiivde 37 °C’de tutulan hipotonik
eriyik ilave edilmistir. Bu eriyigin ilavesi damla damla ve karistirilarak yapilmis olup
hiicre slispansiyonu pipetaj yapilarak homojen hale getirilmistir. Aksi halde
hiicrelerde kiimelesme olmakta ve amaca uygun preparatlar hazirlanamamaktadir.
Her tiipe 5 ml hipotonik eriyik ilave edildikten sonra tiipler, agz1 kapatilarak

inkiibatére konmustur. Hiicreler 15 dk. hipotonik eriyikte 37°C’de muamele
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edilmistir. Siirenin sonunda tiipler 15 dk. 1200 rpm’de (170 % g) santrifiij edilmis,
slipernatant atilmistir.

Bu sefer hipotonik eriyik ilavesi gibi yavas yavas ve karistirarak her tiipe 5 ml
olacak sekilde soguk fiksatif ilave edilmistir. Oda sicakliginda 20 dk. fiksatif ile
muamele edilen hiicreler 1200 rpm’de (170 x g) 15 dk. santrifiij edilmis ve
slipernatant atildiktan sonra tiiplere tekrar fiksatif ilave edilmistir. Bu islem 3 kere
tekrarlanmistir. 3. fiksatifle muamelenin sonunda tiipte kalan sivinin tamamen
berraklastig1 goriilmiistiir. Her fiksatif ilavesinden sonra santrifiij edilerek iistteki sivi
atilmistir. Son santrifiijden sonra dipte 0.5-0.7 ml siv1 kalacak sekilde siipernatant
atildiktan sonra preparat yapma islemine gecilmistir.

Tiipiin dibinde toplanan hiicreler pasteur pipeti ile karigtirtlarak homojen hale
getirilmigtir. Pasteur pipetine 4-5 damla olacak sekilde bu hiicre siispansiyonundan
cekilmistir. Ozel olarak hazirlanms diizenege tutturulan pasteur pipetinden daha
once temizlenmis ve saf su igerisinde buzdolabinda saklanan lamin iizerine 75 cm
yiikseklikten farkli alanlara 1’er damla olmak iizere hiicre stispansiyonu damlatilarak
(her lama 3 damla) hiicrelerin ve dolayistyla kromozomlarin lam {izerinde yayilmasi
saglanmistir. Hiicre siispansiyonunun lamlara damlatilmasi esnasinda damlalarin iist
iiste diismemesine dikkat edilmistir.

Bu sekilde hazirlanan preparatlar kurumak {iizere 24 saat oda 1sisinda

bekletilmistir.

3.4.2. Preparatlarin Boyanmasi ve Daimi Preparatlarin Hazirlanmasi

Bir kromozoma ait kardes kromatidlerin farklt boyanmasini (Sister Chromatid
Differentiation=SCD) saglamak amaciyla Speit (1984), Speit ve Haupter (1985)’in
gelistirdikleri metod modifiye edilerek kullanilmistir. Bu amagla bir giinlik
preparatlar 151nlama kabina konarak iizeri bir film seklinde Sorensen tamponu ile
ortiilecek sekilde kapatilmistir. Isinlama eriyigi, 5 ml tampon A, 5 ml tampon B’den
almip bu karigimin destile su ile 100 ml’ye tamamlanarak hazirlanmigtir (pH=6.8).
Isinlama eriyiginin fazla veya az olmasi kardes kromatidler arasindaki kontrast

farkin1 6nemli derecede etkiledigi goriilmiistiir.

32



3. MATERYAL VE METOD Fatma Funda KAYA

Bu sekilde ince bir tabaka halinde 1sinlama eriyigi ile Ortiilen preparatlar,
karanlikta 15 cm yiikseklikten 30W’lik 254 nm dalga boyunda 151k yayabilen tek
ultraviyole lambasi ile 30 dk. 1sinlandirilmastir.

Isinlama bittikten sonra preparatlar 1x SSC eriyigi igerisinde 58-60°C
arasindaki sicakliklarda 60 dk. inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresi bitmeden 15 dk. once %5’lik Giemsa boya eriyigi
hazirlanmustir.

%5’lik Giemsa’nin Hazirlanmasi: 5 ml tampon A, 5 ml tampon B ve 5 ml
Giemsa karistirilarak iizerleri 100 ml oluncaya kadar saf su ile tamamlanmigtir
(pH=6.72). Sonra bu boya dik bir sale i¢ine filtre kagitlar1 ile siliziilmistiir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda preparatlar 1x SSC eriyiginden alinarak direk olarak
boya icerisine konmus ve yaklasik olarak 20 dk. boya igerisinde bekletilmistir
(kardes kromatidler arasindaki en iyi kontrast farki bu siirede saglanmistir). Bu
siirenin sonunda preparatlar boyadan c¢ikarilmis, iic ayr1 kaptaki saf su ig¢inden
gecirilerek preparatlar lizerindeki fazla boyanin akmasi saglanmistir. Bundan sonra
preparatlar dik vaziyette konularak kurumaya birakilmistir.

Kuruyan preparatlar entellan ile kapatilarak daimi hale getirilmistir. Entellan

kuruduktan sonra bu daimi preparatlarda mikroskobik incelemeler yapilmustir.

3.5. Mikroskobik inceleme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar Micros marka binokiiler 151k
mikroskobunda immersiyon objektifi ile incelenmistir (10x100=1000 biiyiitmede).
Bu incelemeler sirasinda kardes kromatid degisimi (KKD) sayist ve kromozomal
anormallikler belirlenmistir. Ayn1 preparatlarda 1., 2., 3. mitoz bdliinmeyi geciren
hiicrelerin sayist ve incelenen toplam hiicreler igerisinde mitoz boliinme gegiren

hiicrelerin sayis1 saptanmustir.
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3.5.1. KKD ve Replikasyon Indeksinin (RI) (Proliferasyon indeksi=PI)

Saptanmasi
3.5.1.1. KKD Sayisinin Saptanmasi

KKD sayisi, her kisinin kan kiiltiiriine ait preparatlardan iyi dagilmis ve ikinci
mitozu gegiren 25 hiicrede (4 kisiden toplam 100 hiicre) saptanmistir. KKD sayis1 bir
kromozomun ag¢ik boyanmis kromatidindeki koyu boyanmig parcalarin veya koyu
boyanmis kromatidindeki acik boyanmis pargalarin sayilmasiyla belirlenmistir.
Ortadan bir par¢a degisimi olmus ise bu iki KKD olarak degerlendirilmis (Sekil
3.1.a), ugtan parca degisimi olmus ise bu da bir KKD olarak (Sekil 3.1.b) sayilmstir.
Ancak bu incelemeler esnasinda kromatidlerin primer bogum boélgelerinden dontiim
yapip yapmadiklarina dikkat etmek gerekir. Bu durumdaki kromozomlarda KKD
yoktur (Sekil 3.1.c).

3.5.1.2. Replikasyon indeksinin (RI) (Proliferasyon Indeksi=PI)

Saptanmasi

Potasyum bromat’in DNA replikasyonu iizerindeki etkilerini saptamak amaci
ile RI bulunmustur.

Bunun i¢in tesadiifi secilmis 100 hiicrenin metafaz kromozomlari
incelenmistir. Bu incelemeler sirasinda gézlenen birinci, ikinci ve {igiincli metafaz
devresindeki hiicreler sayilmistir. Bu verilerden yola ¢ikarak RI su sekilde

hesaplanmuistir:

CIx(MD)+2x(M2)+3x(M3)
B 100

M1: 1. Mitozdaki hiicre sayis1
M2: 2. Mitozdaki hiicre sayisi

RI
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M3: 3. Mitozdaki hiicre sayisi

2 EED 1 EED EED Yok

Sekil 3.1. Kardes kromatid degisiminin oldugu ve olmadigi durumun sematik olarak
gosterilmesi (Topaktas ve Speit 1990'den).

Birinci, ikinci ve lgilincli metafazlar su sekilde ayirt edilmistir (Topaktas ve
Speit 1990): BrdUrd, deoxytimidin (dT) ve deoxyuridin (dU) birbirlerinin analogu
olan bilesiklerdir (Sekil 3.2). BrdUrd, dT ve dU arasindaki terk fark tasidiklari
heterosiklik benzen halkasindaki 5.C atomuna dT’de CH;3, BrdUrd’de Br ve dU’da H

atomunun bagli olmasindan kaynaklanmaktadir.

0]

0
I
CH3 ! Br H
HN/f:ﬂ HN/i:ﬂ
L IS
O// N O/ N

HO— CH2 HO—CH, HO—CH,
0 0
OH

OH
Deoxytimidin (dT) Bromodeoxyuridin (BrdUrd) Deoxyuridin (dU)

Sekil 3.2. Deoxytimidin (dT), Bromodeoxyuridin (BrdUrd) ve Deoxyuridin (dU)’in
kimyasal yapilari.
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BrdUrd, DNA’nin yapisinda bulunan timin bazlarinin analogu oldugundan
dolay1 kiiltiir ortamina BrdUrd koydugumuzda hiicre DNA’sin1 replike ettigi sirada
(1.S fazinda) yeni sentezlenen poliniikleotid ipligi i¢ine timinin yerine ortamda
bulunan BrdUrd’yi alacaktir. Boyle hiicrelerinin kromozomlari boyandiginda bir
kromozomun her iki kromatidi de (dT/BrdUrd:dT/BrdUrd) homojen koyu renkte
boyanacaktir. Bu hiicreler 1. mitoz boliinmeyi gegiren hiicrelerdir (Sekil 3.3A; Sekil
3.4). Birinci mitoz boliinmeyi geciren hiicrelerden meydana gelen yavru hiicreler
tekrar S fazina girdiginde (BrdUrd'li ortamda 2.S fazi) timin ihtiva eden
poliniikleotid ipligine komplementer olarak sentezlenen yeni DNA ipliginde BrdUrd
yer alacaktir. Bu iki poliniikleotid ipligi bir kromozomun koyu boyanan kromatidini
(dT/BrdUrd) olusturacaktir. BrdUrd'li iplige komplementer olarak sentezlenen yeni
iplige de BrdUrd girecektir ve bir kromatidi olusturan iki poliniikleotid ipligi de
BrdUrd ihtiva ettiklerinden (BrdUrd/BrdUrd) bu kromatid ayni kromozomun agik
boyanan kromatidini olusturacaktir. Iste bu hiicrenin metafaz devresinde preparat
yapildiginda  hiicrenin  tiim  kromozomlarinin  (dT/BrdUrd:BrdUrd/BrdUrd)
kromatidlerinden biri koyu digeri ise agik renkte boyanacaktir. Bunlar da ikinci
mitoz boliinmeyi geciren hiicrelerdir. (Sekil 3.3B; Sekil 3.5). Bu hiicreler tekrar S
fazina girdiginde (BrdUrd'li ortamda 3.S fazi) ikinci mitozda agik boyanan
kromatidden tiim poliniikleotid ipliklerine BrdUrd girmis olan bir kromozom
meydana gelecektir ve bu kromozomun her iki kromatidi de ag¢ik renkte boyanacaktir
(BrdUrd/BrdUrd:BrdUrd/BrdUrd). Ikinci mitozda koyu boyanan kromatidden ise, bir
kromatidin her iki ipligi BrdUrd'li ve diger kromatidin bir ipligi BrdUrd'li diger ipligi
timinli olan bir kromozom olusacaktir. Bu kromozom da boyandiginda bir kromatidi
koyu renkte, bir kromatidi de acik renkte boyanacaktir (dT/BrdUrd:BrdUrd/BrdUrd).
Iste boyle hiicrelerin metafaz devresinde preparat yapildiginda bazi kromozomlarin
her iki kromatidi acik renkte, bazi kromozomlarin bir kromatidi agik, diger kromatidi
de koyu renkte boyanacaktir. Bu hiicrelerde 3. mitoz boliinmeyi geciren hiicrelerdir
(Sekil 3.3C; Sekil 3.6). Iste bu sekilde 1., 2. ve 3. mitoz béliinmeyi gegiren hiicreler
ayirt edilmis, bu hiicrelerin 100 hiicre i¢indeki sayis1 saptanmig, bundan da yukarida

belirtilen formiile gore replikasyon indeksi (RI) hesaplanmistir.
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1.G1
1.5 (+BrdUrd)
O lo O
A-1 Whitoz E B
[ [
- [ Mormal DMNA tek ipligi
%:gLBrdUrd) H OO0 O BrdUrd girmiz DA tek iphs
U OO0 O} Koy boyanan kromatid
0 00 —
O||®oo .
B-7 Mitaz g H g g g g g Aptk boyanan kromatid
i 00
3.G1
1.5 (+BrdUrd) H B B
0 a0
00 i 00 00
C-3 Mitoz 00 9| |0 oo oo
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Sekil 3.3. BrdUrd’nin DNA yapisina girmesi ile 1., 2. ve 3. mitoz bdliinmeyi gegiren
hiicrelerin ayirt edilmesinin sematik olarak agiklanmasi (During, 1985:
Topaktas ve Speit 1990°den).
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Sekil 3.4. Birinci mitoz boliinmeyi gegiren hiicrelerin metafaz kromozomlart. x1000

Sekil 3.5. Ikinci mitoz béliinmeyi geciren hiicrelerin metafaz kromozomlari. x1000
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Sekil 3.6. Uciincii mitoz boliinmeyi gegiren hiicrelerin metafaz kromozomlar1.x1000

3.5.2. Kromozomal Anormallikler (KA) ve Mitotik Indeksin (MI)

Saptanmasi

3.5.2.1. Kromozom Yapi1 ve Say1 Anormalliklerinin Saptanmasi

Muamele edilmis ve kontrol kiiltiirlerde her bir kisiden hazirlanan
preparatlardan iyi dagilmis kromozomlara sahip toplam 100 hiicre (4 kisiden toplam
400 hiicre) KA’y1 saptamak amaciyla incelenmistir. Bu hiicreler i¢inde gozledigimiz
kromozom yapi ve say1 anormallikleri kaydedilmistir. Incelenen bu 100 hiicre iginde
anormal hiicreler ile toplam KA sayis1 saptanmistir. Anormal hiicrelerin sayisinin
incelenen hiicre sayisina boliinmesi ile anormal hiicre ylizdesi ve toplam KA sayisi
incelenen hiicre sayisina boliinerek de hiicre basina diisen KA sayis1 (KA/Hiicre)

bulunmustur.
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Bu c¢alismada gap’lar anormallik olarak degerlendirilmemistir. Gaplar ile
kromatid ve kromozom tipi kiriklar arasindaki farklar, Kauderer ve arkadaslarinin
(1991) bildirdigine gore, Preston (1987), uygun olarak su sekilde ayirt edilmistir:

Gap’larda, kromatidin birinde (kromatid tipi gap) veya kromatidin her ikisinde
(kromozom tipi gap) goriilen boyanmamis bolge bir kromatidin genisliginden daha
azdir.

Kiriklarda bir kromatiddeki (kromatid tipi kirik) veya her iki kromatiddeki
(kromozom tipi kirik) boyanmamis bdlge bir kromatidin genisliginden daha fazladir.

Iste bu 6lciilere gore gap ve kromatid kiriklar1 birbirinden ayirt edilmistir.

3.5.2.2. Mitotik Indeksin (MI) Saptanmasi

Potasyum bromat’in mitoz boliinme lizerindeki etkilerini saptamak amaci ile
mitotik indeks bulunmustur. Bunun i¢in her seriye ait preparatlardan toplam 3 bin
hiicre incelenmis ve bunlar arasindaki metafaz devresinde olan hiicreler saptanarak
kaydedilmigtir. 3 bin hiicre igerisinde metafazlarin orant yiizde -cinsinden

hesaplanarak mitotik indeks saptanmaistir.

3.6. In Vitro Mikronukleus (MN) Testi icin Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi,

Preparatlarin Hazirlanmasi ve Boyanmasi

3.6.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Saglikli ve sigara igmeyen yaslar1 birbirine yakin iki erkek ve iki bayandan
alman 1/10 oraninda heparinize edilmis kan drnekleri kromozom medyumlarina steril
sartlarda 6 damla (0.2 ml) (Renciizogullar1 ve Topaktas, 1991) ekilmistir. Hiicre
kiltlirii inkiibatorde 37+1°C’de 68 saat i¢in inkiibe edilmistir (Rothfuss ve ark.
2000).

Potasyum bromat’in etkisini incelemek ic¢in kiiltiir ortamina kiiltiiriin

baslangicindan 20 ve 44 saat sonra Potasyum bromat’in daha Once belirlenmis
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konsantrasyonlart 400, 450, 500, 550 pg/ml kiiltiir tiiplerine ilave edilir. Ayrica her
deneyin 1 kontrolii ve 1 de pozitif kontrolii vardir. iki nukleuslu hiicre olusumunu
saglamak ic¢in de inkiibasyonun baglangicindan 44 saat sonra biitiin tiiplere 8
ug/ml’lik sitokalasin B ilave edilir.

Kiiltiir siiresi olan 68. saatin bitiminde kiiltiir tiipleri 1200 rpm’de (170 % g) 15
dk. santrifiij edilmis, siipernatant atilmistir. Dipte kalan ve hiicreleri ihtiva eden 0.5-
0.7 mI’lik s1v1 iyice karistirildiktan sonra tiiplere, etiivde 37 °C’de tutulan hipotonik
eriyik (% 0.4’lik KCl) ilave edilmistir. Bu eriyigin ilavesi damla damla ve
karistirilarak yapilmis olup hiicre siispansiyonu pipetaj yapilarak homojen hale
getirilmistir. Aksi halde hiicrelerde kiimelesme olmakta ve amaca uygun preparatlar
hazirlanamamaktadir. Her tiipe 5 ml hipotonik eriyik ilave edildikten sonra tiipler,
agz1 kapatilarak inkiibatdre konmustur. Hiicreler 10 dk. hipotonik eriyikte 37°C’de
muamele edilmigtir. Siirenin sonunda tiipler 15 dk. 1200 rpm’de (170 x g) santrifiij
edilmis, siipernatant atilmistir.

Bu sefer hipotonik eriyik ilavesi gibi yavas yavas ve karistirarak her tiipe 5 ml
olacak sekilde soguk fiksatif (1/5/6 : glasial asetik asit/metanol/%0.9’luk NaCl) ilave
edilmistir. Oda sicakliginda 20 dk. fiksatif ile muamele edilen hiicreler 1200 rpm’de
(170 x g) 15 dk. santrifiij edilmis ve siipernatant atildiktan sonra tiiplere tekrar
fiksatif ilave edilmistir. Bu islem 2 kere de farkli fiksatifle (1/5 : glasial asetik
asit/metil alkol) tekrarlanmistir. 3. fiksatifle muamelenin sonunda tiipte kalan sivinin
tamamen berraklagtigi goriilmiistiir. Her fiksatif ilavesinden sonra santrifiij edilerek
tistteki stvi atilmistir. Son santrifiijden sonra dipte 0.5-0.7 ml siv1 kalacak sekilde
stipernatant atildiktan sonra preparat yapma islemine ge¢ilmistir.

Tiiplin dibinde toplanan hiicreler pasteur pipeti ile karistirilarak homojen hale
getirilmistir. Pasteur pipetine 4-5 damla olacak sekilde bu hiicre siispansiyonundan
¢ekilmistir. Daha dnce temizlenmis ve saf su igerisinde buzdolabinda saklanan lamin
tizerine 10 cm yiikseklikten farkli alanlara 1’er damla olmak iizere hiicre
siispansiyonu damlatilarak (her lama 3 damla) hiicrelerin lam iizerinde yayilmasi
saglanmigtir. Hiicre slispansiyonunun lamlara damlatilmasi esnasinda damlalarin iist
iiste diismemesine dikkat edilmistir. Bu sekilde hazirlanan preparatlar kurumak tizere

24 saat oda 1s1sinda bekletilmistir.
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3.6.2. Preparatlarin Boyanmasi

%35’lik Giemsa’nin Hazirlanmasi: 5 ml tampon A, 5 ml tampon B ve 5 ml
Giemsa karistirtlarak tizerleri 100 ml oluncaya kadar saf su ile tamamlanmigtir
(pH=6.72). Sonra bu boya dik bir sale icine filtre kagitlar1 ile siliziilmiistiir.
Kurudugundan emin olunan preparatlar direkt olarak boya igerisine konmus ve
yaklasik olarak 13 dk. boya icerisinde bekletilmistir. Bu siirenin sonunda preparatlar
boyadan ¢ikarilmis, ii¢ ayr1 kaptaki saf su i¢inden gegirilerek preparatlar tizerindeki
fazla boyanin akmasi saglanmistir. Bundan sonra preparatlar dik vaziyette konularak
kurumaya birakilmistir.

Kuruyan preparatlar entellan ile kapatilarak daimi hale getirilmistir. Entellan

kuruduktan sonra bu daimi preparatlarda mikroskobik incelemeler yapilmustir.

3.6.3. Mikroskobik inceleme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar Micros marka binokiiler 151k
mikroskobunda 40’lik objektif ile incelenmistir (40x10=400 biiyiitmede). Bu
incelemeler sirasinda her bir kisiden hazirlanan preparatlardan 3000 iki nukleuslu
hiicre (Sekil 3.7) incelenmis, bu iki nukleuslu hiicreler i¢erisinden mikronukleuslu
olanlar saptanmistir. Ayrica incelenen hiicrelerde toplam mikronukleus sayisi
belirlenmigstir. Mikronukleuslu hiicrelerin toplam hiicrelere oranlanmasi ile
mikronukleuslu hiicre orani, toplam mikronukleus sayisinin incelen hiicre sayisina

boliinmesiyle de hiicre basina diisen MN sayis1 (MN/hiicre) saptanmistir.
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Sekil 3.7. iki nukleuslu hiicre.x1000

3.7. Mikroskopta Fotograf Cekme

Fotograf ¢ekme islemi Olympus marka mikroskopta 750 ve 1000 biiyilitmede
yapilmistir. Daha once 1., 2., ve 3. mitozu geciren hiicrelerin kromozomlarinin, bazi
ilging KA’lara ait Orneklerin ve iki nukleuslu hiicrelerden mikronukleusa sahip
olanlardan birka¢ 6rnegin fotograflart ¢ekilmistir. Fotograf ¢cekiminde Kodak marka

100 ASA’lik renkli film kullanilmastir.

3.8. Istatistik Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Mikroskobik inceleme sonucunda elde edilen KKD, KA, MI, RI ve MN igin
once her bir grubun ortalamalar arasinda farkin 6nemli olup olmadig1 tek yonlii
varyans analiz metoduyla yapilmis, farkin énemli oldugu gruplarda ise muamele
edilmis gruplardan elde edilen sonuglar ile onlarin kontrolleri arasindaki farkin

Oonemli olup olmadigi t-testi ile arastirilmistir.

43



3. MATERYAL VE METOD Fatma Funda KAYA

Muamele edilmis gruplardan elde edilen kromozomal anormallik igeren
hiicrelerin yiizdesi ve KA/hilicre orani t-testi metoduna gore kontrolleri ile
karsilastirtlmistir.

Doz-etki iligkisini ortaya koymak amaciyla regresyon denklemi ve korelasyon
katsayisi (r) bulunmus ve regresyon dogrusu ¢izilmistir.

Ayrica mikroskobik incelemelerden elde edilen sonuglar ¢izelge ve grafikler

halinde verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Potasyum Bromat’in Kardes Kromatid Degisimi (KKD) Uzerindeki Etkileri

Potasyum bromat insan periferal lenfositlerinde 24 saatlik muamele siiresinde
KKD’yi kontrole nazaran genel olarak arttirmis fakat bu artis istatistiksel olarak
onemli bulunamamistir ( Cizelge 4.1). 48 saatlik muamele siiresinde ise Potasyum
bromat KKD’yi kontrole nazaran 6nemli derecede arttirmis olup, bu artig pozitif

kontrol kadar olmamustir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Degisik Dozda Potasyum Bromat ile 24 ve 48 Saat Muamele
Edilmis Insan Periferal Lenfositlerinde Ortalama KKD Sayisi.

Test maddesi | Muamele siiresi lf;:ll;sir:l— Min-Max KKD/Hiicre
(saat) ¥ KKD +SH
(ng/ml)
Kontrol -- ) 1-13 4.25+0.69
MMC
.. 24 025 o 11-64 39.4942.26
(pozitif kontrol)
KBrO; 24 400 2-16 7.084+0.94 *
450 1-18 6.74£1.05 "
500 A 2-19 7.61£1.34 "
550 m 2-20 7.59+1.11"%
MMC
.. 48 025 e 26-94 53.46+8,31
(pozitif kontrol)
KBrO; 48 400w 3-25 11.87+£2.06 %"
450 A 3-28 12.2942.30%"
500 ¢ 4-36 16.56£2.72%"
550 m@ 1-36 12.58+3.25%",
1) e : Toplam 91 hiicre incelendi. o : Toplam 88 hiicre incelendi.
A : Toplam 83 hiicre incelendi. | : Toplam 83 hiicre incelendi.
e : Toplam 79 hiicre incelendi. )] : Toplam 81 hiicre incelendi.
A Toplam 97 hiicre incelendi. 0 : Toplam 58 hiicre incelendi.
@ : Toplam 54 hiicre incelendi.

2) a:Kontrolile; b : Pozitif kontrol ile kargilagtirmada fark 6nemli
alb] :P<0.05 azbz :P<0.01 a3b3 :P<0.00
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4.2. liotasyum Bromat’in Kromozomal Anormalliklerin (KA) Olusumu
Uzerindeki Etkileri

Potasyum bromat insan periferal lenfositlerinde kromozom anormalliklerini
24 saatlik muamele siiresinde tiim dozlarda kontrole gére 6nemli derecede uyarmigtir
(Cizelge 4.2). Ciinkii 24 saatlik muamele siiresinde AH oraninin kontrole nazaran
onemli derecede yiliksek oldugu saptanmistir (Cizelge 4.2). 24 saatlik muamele
stiresinde tiim dozlarda saptanan AH %’si pozitif kontroldekinden yiiksektir, fakat
aradaki fark onemli bulunamamamistir (Cizelge 4.2). Yani Potasyum bromat bu
muamele siiresinde KA’y1 pozitif kontrol kadar uyarmistir. Potasyum bromat’la 24
saat muamele edilen kiiltiirlerde hiicre basina diisen anormallik sayisinin (KA/Hiicre)
da kontrolden istatistik olarak onemli derecede yiiksek oldugu saptanmistir (Cizelge
4.2). Hiicre basma diisen kromozom anormalligi sayisinin doza bagli bir artis
gosterdigi bulunmustur (Sekil 4.1).

Potasyum bromat’la 48 saat muamele edilen kiiltiirlerde AH oraninin tiim
muamele siirelerinde kontrole nazaran 6nemli derecede yliksek oldugu saptanmistir
(Cizelge 4.2). Bu muamele siiresinde sadece en yiiksek dozda (550 pg/ml) AH
oraninin pozitif kontrolden daha yiiksek oldugu belirlenmistir, fakat aradaki fark
onemli degildir. Bu muamele siiresinde hiicre basina diisen anormallik sayisi
kontrolden 6nemli derecede yiiksektir (Cizelge 4.2). Ancak en yiiksek dozda (550
ng/ml) KA/hilicre oraninda pozitif kontroldekine nazaran 6nemli olmayan bir artig
goriilmiistiir. Bu muamele siiresinde hiicre basina diisen anormallik sayis1 doza bagh
olarak 6nemli derecede artmistir (Sekil 4.2).

Potasyum bromat insan periferal lenfositlerinde en ¢ok kromatid kirig (Sekil
4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil
4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.15, Sekil 4.16) olmak iizere, kromozom kirigi
(Sekil 4.4, Sekil 4.8, Sekil 4.12, Sekil 4.16), kardes kromatid birlesmesi (Sekil 4.11),
kromatid degisimi (Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.16), poliploidi
(Sekil 4.6), fragment (Sekil 4.6, Sekil 4.8), endoredublikasyon (Sekil 4.14), disentrik

kromozom (Sekil 4.5) gibi anormalliklere sebep olmustur.
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Cizelge 4.2. Degisik Dozda Potasyum Bromat
Periferal Lenfositlerinde

Edilmis Insan

ile 24 ve 48 Saat

Muamele

Kromozom Anormallik
Cesitleri, Anormal Hiicre Oran1 ve KA/Hiicre.

Anormallikler *
Test I\f!ua.. Konsan énormal KA/Hiicre +
mad. siiresi trasyon Hiicre £ SH SH
(saat) (ng/ml) (%)
B' | B" | F | KKB | DS KD | P | E
Kontrol -- -- 15 1 4 4.25+1.19 0.05+0.02
MMC
(pozitif 24 025m 131 7 3 8 1 52 | 46 | 1| 48.34+8.99 0.68+0.12
kontrol)
KBrO; 24 400 500 [ 10 | 5 9 1 4 1 60.75+3.43 * 1.3440.13 "2
450 517 | 12 9 7 1 4 1 56.75+6.45 ! 1.39+0.32
500 625 | 14 | 8 3 2 11 61.25+7.27 % 1.66+0.34
550 A 624 | 8 ; 1 4 64.5£5.96 ! 2.1440.37
MMC 5
(pozitif 48 0250 428 | 7 0 1 1 181 69.98+8.2 2.76+0.88
kontrol)
KBrO; 48 400 521 5 ; 1 1 13 1 | 2] 56.71£1.62% 1.75£0.22 *
450 A 628 9 f 1 17 6 | 1| 61.76+3.09 1.75+0.15
500 ¢ 520 5 8 17 6 | 1] 5645+3.4% 2.1+0.34 @
550 449 | 2 ; 1 15 9 73.16+5.93 3.15+0.57
1) * B': Kromatid kingi; B": Kromozom kirigi; F : Fragment; KKB : Kardes

2)

A
o
]
A
0
O]

kromatidlerin birlesmesi (Sister Union); DS : Disentrik kromozom;
T : Translokasyon; KD : Kromatid Degigimi; P : Poliploidi; E : Endoredublikasyon

: Toplam 369 hiicre incelendi.
: Toplam 330 hiicre incelendi.
: Toplam 305 hiicre incelendi.
: Toplam 322 hiicre incelendi.
: Toplam 389 hiicre incelendi.
: Toplam 274 hiicre incelendi.
: Toplam 196 hiicre incelendi.

3) a:Kontrolile; b : Pozitif kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli
a3b3 :P<0.001

a1b1 :P<0.05

azbz :P<0.01
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3.0
2.5
y =0.0053x - 0.904
T = *
5 20 r=0.94
+1
o
S 1.5 -
I
<
X 1.0~
0.5
0.0 ‘ « ‘ ‘
350 400 450 500 550 600
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.1. Farkli Dozlarda Potasyum Bromat ile 24 Saat Muamele Edilmis insan
Periferal Lenfositlerinde KA/Hiicre’nin Doza Bagli Artisin1 Gosteren
Regresyon Dogrusu ve Korelasyon Katsayisi (* : p<0.05).

6,0

5,0

4,0 y = 0.0091x - 2.135
r=0.87*

3,0

KA/HicrexSH

2,0

1,0

0, 0 T T T T
350 400 450 500 550 600

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.2. Farkli Dozlarda Potasyum Bromat ile 48 Saat Muamele Edilmis insan
Periferal Lenfositlerinde KA/Hiicre’nin Doza Bagli Artisin1 GOsteren
Regresyon Dogrusu ve Korelasyon Katsayist (* : p<0.05).
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Sekil 4.3. Kromatid kirig1 (a) (B') bulunan metafaz plagi (550 pg/ml Potasyum
bromat, 24 saatlik muamele, ¢). X1000

' &G

Sekil 4.4. Kromatid kingi (a) (B') ve kromozom kirigi (b) (B") bulunan metafaz
plagi (550 pg/ml Potasyum bromat, 24 saatlik muamele, ¢). X1000
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Sekil 4.5. Kromatid kirigi (a) (B') ve disentrik kromozom (c) (DS) bulunan metafaz
plag1 (400 pg/ml Potasyum bromat, 24 saatlik muamele, &). X1000

Sekil 4.6. Kromatid kirig1 (a) (B'), fragment (d) (F) ve kromatid degisimi (e)
(KD) bulunan poliploidi hiicre (450 pg/ml Potasyum bromat, 48 saatlik
muamele, 9). X750
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Sekil 4.7. Quadriradial figlirlii kromatid degisimi (e) (KD) ve kromatid kirig (a)
(B") bulunan metafaz plagi (500 pg/ml Potasyum bromat, 24 saatlik
muamele, §). X1000

Sekil 4.8. Fragment (d) (F), kromatid kirigi (a) (B'), kromozom kirig1 (b) (B") ve
triradial figiirli kromatid degisimi (e) (KD) bulunan metafaz plagi
(400 pg/ml Potasyum bromat, 48 saatlik muamele, 9). X1000
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Sekil 4.9. Kromatid degisimi (e) (KD) ve kromatid kirig1 (a) (B') bulunan metafaz
plagi (400 ug/ml Potasyum bromat, 48 saatlik muamele, ¢). X1000

Sekil 4.10. Kromatid kirig1 (a) (B') bulunan metafaz plagi (450 pg/ml Potasyum
bromat, 48 saatlik muamele, ¢). X1000
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Sekil 4.11. Kardes kromatid birlesmesi (f) (KKB) ve kromatid kingi (a) (B')
bulunan metafaz plagt (450 pg/ml Potasyum bromat, 24 saatlik
muamele, §). X1000

Sekil 4.12. Kromatid kirigi (a) (B') ve kromozom kirigi (b) (B") bulunan metafaz
plagi (450 ug/ml Potasyum bromat, 24 saatlik muamele, ©). X1000
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Sekil 4.13. Kromatid kirig1 (a) (B') bulunan metafaz plagi (500 pg/ml Potasyum
bromat, 24 saatlik muamele, ¢). X1000

Sekil 4.14. Endoredublikasyonlu (E) metafaz plagi (400 ng/ml Potasyum bromat,
48 saatlik muamele, ¢). X1000
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Sekil 4.15. Cok sayida kromozom anormalligi iceren metafaz plagi (550 pg/ml
Potasyum bromat, 48 saatlik muamele, 9). X1000

Sekil 4.16. Kromatid kirig1 (a) (B'), kromozom kirigi (b) (B") ve kromatid degisimi
(e) (KD) bulunan metafaz plagi (400pg/ml Potasyum bromat, 48 saatlik
muamele, 9). X1000
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4.3. Potasyum Bromat’in DNA Replikasyonu ve Mitoz Boliinme Uzerindeki
Etkileri

Potasyum Bromat’in DNA replikasyonu iizerindeki etkisi replikasyon
indeksinin (RI), mitoz boliinme iizerindeki etkisi ise mitotik indeksin (MI) bulunmasi
yoluyla saptanmaistir.

Potasyum bromat insan periferal lenfositlerinde RI’yi kontrole gore 24 saatlik
muamelede 6nemli derecede diisiirmemistir (Cizelge 4.3). Bu muamele siiresinde RI
pozitif kontroldekinden 6nemli derecede yiiksek bulunmustur. 24 saatlik muameleli
kiltiirlerde RI’de doza bagh diisiis kaydedilmistir (Sekil 4.17). Potasyum bromat ile
48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde RI kontrolden daha diisiik
bulunmustur. 48 saat muamele edilen kiiltiirlerde ise RI pozitif kontroldeki kadar
diisiik bulunmustur (Cizelge 4.3). Yani Potasyum bromat 48 saatlik muamelede
DNA replikasyonunu pozitif kontrol kadar olumsuz yonde etkilemistir.

Potasyum bromat insan periferal lenfositlerinde MI’yi kontrole gore 24
saatlik muamelede 450 pg/ml konsantrasyon disinda istatistiksel olarak Onemli
derecede diislirmiistiir. Bu muamele siiresinde MI son iki konsantrasyonda da (500
ve 550 pg/ml) pozitif kontrolden diisitk bulunmustur. 48 saatlik muamelede tim
konsantrasyonlarda kontrole nazaran MI’nin diisiik oldugu bulunmustur (Cizelge
4.3). Bu muamele siiresinde Potasyum bromat insan periferal lenfositlerinde mitoz
boliinmeyi pozitif kontrole gore 450 pg/ml konsantrasyon disinda istatistiksel olarak
onemli derecede olumsuz yonde etkilemistir (Cizelge 4.3).

Potasyum bromat ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal

lenfositlerinde MI’de doza bagli olarak diisiis kaydedilmistir (Sekil 4.18-Sekil 4.19).
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Cizelge 4.3. Degisik Dozda
Edilmis Insan Periferal Lenfositlerinde RI ve MI.

Potasyum Bromat

ile 24 ve 48 Saat Muamele

Test Muamele Konsan-
. siiresi trasyon M, M, M; RI+SH MI+SH
maddesi
(saat) (pg/ml)
Kontrol - 65 111 | 224 2.394+0.05 5.87+0.74
MMC
(pozitif 24 0.25 138 | 127 | 125 1.35+0.43 5.14+1.64
kontrol)
KBrO; 24 400 69 141 190 2.30+0.07 °3 4.18+0.43%
450 70 132 | 198 2.32+0.09 %2 4.06+0.83
500 80 | 123 | 174 2.22+0.12 % 3.36+0.50%"
550 99 | 114 | 162 2.14+0.18 °1 3.19+0.67%%
MMC
(pozitif 48 0.25 176 | 103 21 1.4840.12 3.48+1.65
kontrol)
KBrO; 48 400 167 | 106 90 1.76+0.08 %, 2.2140.38% %
450 150 | 129 | 121 1.90+0.22 2.41£0.61%
500 185 80 117 1.84+0.17% 1.40+0.28 %2
550 102 66 72 1.844+0.14% 1.05+0.26 %%,
1) a: Kontrolile; b : Pozitif kontrol ile karsilastirmada fark énemli
ab; : P<0.05 ab, : P<0.01 asb; : P <0.001
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Sekil 4.17. Farkli Dozlarda Potasyum Bromat ile 24 Saat Muamele Edilmis
Insan Periferal Lenfositlerinde RI’nin Doza Baglh

Olarak Diislistinli  Gosteren ~ Regresyon Dogrusu ve Korelasyon
Katsayis1 (* : p<0.05).

6.0
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Sekil 4.18. Farkli Dozlarda Potasyum Bromat ile 24 Saat Muamele Edilmis
Insan Periferal Lenfositlerinde MI'nin  Doza Bagli Olarak

Diisiisiinii  Gosteren Regresyon Dogrusu ve Korelasyon Katsayisi
(* : p<0.05).
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Sekil 4.19. Farkli Dozlarda Potasyum Bromat Ile 48 Saat Muamele Edilmis
Insan Periferal Lenfositlerinde MD’'nin  Doza Baglh Olarak

Diistisiinii  Gosteren Regresyon Dogrusu ve Korelasyon Katsayisi
(* : p<0.05).
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4.4. Potasyum Bromat’in Mikronukleus Olusumu Uzerindeki Etkileri

24 saatlik muamele siiresinde Potasyum bromat insan periferal lenfositlerinde
mikronukleus olusumunu kontrole goére en diisik dozun disinda genel olarak
arttirmig, fakat aradaki fark istatistiksel olarak O6nemli bulunmamistir. 48 saatlik
muamelede 550 pg/ml konsantrasyon disinda mikronukleus olusumunu kontrole
nazaran Potasyum bromat onemli derecede uyarmistir (Cizelge 4.4). Bu muamele
stiresinde Potasyum bromat insan periferal lenfositlerinde mikronukleus olusumunu
pozitif kontrol kadar uyarmamustir (Cizelge 4.4).

Potasyum bromat insan periferal lenfositlerinde 24 saatlik muamelede
mikronukleus olusumunu doza bagli olarak uyarmustir (Sekil 4.20). 48 saatlik
muameleli kiiltiirlerde ise mikronukleuslu hiicre oraninda doza bagli azalma
goriilmiistiir (Sekil 4.21).

Potasyum bromat insan periferal lenfositlerinde iki nukleuslu hiicrelerde
farkli sayilarda (Sekil 4.22, Sekil 4.23) ve farkli biiytkliklerde (Sekil 4.24)

mikronukleus olusumlarina sebep olmustur.
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Cizelge 4.4. Degisik Dozda Potasyum Bromat

fle Muamele Edilmis Insan

Periferal Lenfositlerinde Mikronukleus Frekansi

Test Msui?::;le Konsantrasyon Mikronukleus iceren iki
. .. . o) v
Maddesi (saat) (ng/ml) niikleuslu hiicre %’si
Kontrol 0,27+0,06
MMC
(pozitif 24 0.25 1,27+0,17
kontrol)
KBRO;3 24 400 0,23+0,10 °3
450 0,48+0,19 1
500 0,60+0,15 °1
550 0,78+0,23
MMC
(pozitif 48 0.25 1,97+0,22
kontrol)
KBRO; 48 400 A 1,17+0,29 *°,
450 1,09+0,15 "2
500 1,10+0,20 *°,
550 [ 0,86+0,24 "1

1) A :Toplam 9494 iki niikleuslu hiicre incelendi.
:Toplam 8480 iki niikleuslu hiicre incelendi.

2) a:

Kontrol ile; b : Pozitif kontrol ile karsilastirmada fark énemli
a1b1 :P<0.05

azbz :P<0.01
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Sekil 4.20. Farkli Dozlarda Potasyum Bromat ile 24 Saat Muamele Edilmis
Insan Periferal Lenfositlerinde MN’li Hiicrelerin Yiizdesinin Doza
Bagli Olarak Artisin1 Gosteren Regresyon Dogrusu ve Korelasyon
Katsayis1 (** : p<0.01).

y =-0.0018x + 1.929

MN’li Hiicre %’si
o
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0.6 - r=0.88*
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Sekil 4.21. Farkli Dozlarda Potasyum Bromat ile 48 Saat Muamele Edilmis
Insan Periferal  Lenfositlerinde MN’li Hiicrelerin Yiizdesinin Doza
Bagli Olarak Dislisiinii Gosteren Regresyon Dogrusu ve Korelasyon
Katsayist (* : p<0.05).
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o

Sekil 4.22. 3 mikronukleus iceren iki nukleuslu hiicre (450 pg/ml Potasyum
bromat, 48 saatlik muamele, §). X1000

Sekil 4.23. Mikronukleus igeren iki nukleuslu hiicre (450 pg/ml Potasyum
bromat, 48 saatlik muamele, ). X1000
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Sekil 4. 24. Mikronukleus iceren iki nukleuslu hiicre (500 pg/ml Potasyum bromat,
48 saatlik muamele, 9). X1000
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5.TARTISMA

Bu c¢alisma unda beyazlatict madde olarak kullanilan Potasyum bromat’in
insan periferal lenfositlerinde kromozom anormalliklerini (KA), kardes kromatid
degisimini (KKD=SCE), iki nukleuslu hiicrelerde mikronukleus olusumunu (MN)
artirip artirmadigini arastirmak ve bu testlerin yardimi ile insanlarda herhangi bir
genotoksik etkiye sahip olup olmadigini saptamak amaciyla yapilmistir. Bu
calismada 400, 450, 500, 550 pg/ml konsantrasyonlardaki Potasyum bromat ile insan
periferal lenfositleri in vitro olarak 24 ve 48 saat muamele edilmis ve c¢alismadan

elde edilen sonuglar diger arastiricilarin sonuglariyla tartisilmastir.

5.1. Potasyum Bromat’in KKD ve KA’y1 Uyarmasi

KKD testi, mutajenite ve kanserojenitenin belirlenmesinde kullanilan ve en
hassas olarak kabul edilen indikator testlerden biridir (Perry ve Evans 1975; Carrano
ve ark. 1978). Bu calismada Potasyum Bromat’in insan periferal lenfositlerinde 24
saatlik muamele siiresinde KKD’yi kontrole nazaran genel olarak arttirdig: fakat bu
artisin istatistiksel olarak 6nemli olmadigr bulunmustur. 48 saatlik muamele
stiresinde ise KKD’yi kontrole nazaran 6nemli derecede artirdigi, bu artigin pozitif
kontrol kadar olmadigi saptanmistir. Kraus ve arkadaslarinin (1995) bildirdigine
gore, Jarventaus ve ark. (1984), Benzoil peroksit’in genotoksik etkisini belirlemek
icin CHO hiicrelerinde, kardes kromatid degisimi (KKD) testini kullanarak S9mix
varhiginda KKD’nin uyarildigin1 saptamiglardir. Kraus ve arkadaglarinin (1995)
bildirdigine gore, Swierenga ve ark. (1987), Benzoil peroksit’in V79 hiicrelerinde
S9mix  yoklugunda KKD’nin genotoksik risk agisindan oOnemli oldugunu
bulmuslardir. Bu ¢aligmada elde ettigimiz sonuglar ile Potasyum bromat gibi un
beyazlatici olarak kullanilan Benzoil peroksit’le yapilan bu iki ¢alismanin sonuglari
uyusmaktadir. Bizim ve diger arastiricilarin sonuglarina gére Potasyum bromat’in
genotoksik risk tagima ihtimali vardir.

Yaptigimiz calismada Potasyum bromat’in insan periferal lenfositlerinde
kromozom anormalliklerini kontrole gore tim dozlarda, 24 ve 48 saatlik muamele

siiresinde Onemli derecede uyardigi bulunmustur. Ayrica Potasyum bromat
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kromozom aberasyonunu pozitif kontrol olan MMC kadar uyarmaktadir. Potayum
bromat’la gerek 24 gerekse 48 saat muamele edilen kiiltiirlerde KA’ nin doza bagh
olarak arttig1 saptanmistir. Ishidate ve ark (1984), Potasyum bromat’in 3 mg/petri
dozda Salmonella/mikrozom (AMES) testi ve 0.25 mg/ml dozunda Cin hamster
fibroblast  hiicrelerinde kromozom anormaligi testi ile genotoksik oldugunu
bulmuslardir. Bu ¢alismada elde ettigimiz sonuglar ile Ishidate ve ark.’nin yaptiklari
calismanin sonuglart uyusmaktadir. Ancak bu caligma ile Ishidate ve ark.’nin
yaptiklar1 kromozom anormallikleri testinde farkli dozlarda genotoksik etkinin
saptanmis olmasi c¢aligilan hiicrelerin farkli olmasindan kaynaklanmis olabilir. Ciinkii
biz daha yiiksek dozda KA’nin uyarildigini saptadik. Fujie ve ark (1988), Potasyum
bromat’in erkek Long-Evans siganlarinin kemik iligi hiicrelerinde 165-501 mg/kg
dozlarda doza bagli olarak intraperitonal enjeksiyonun 12 saat sonrasinda maksimum
dereceye ulasan kromozomal anormallikler tespit etmislerdir. Bu calismada elde
ettigimiz sonuglar ile Fujie ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismanin sonuglar1 uyusmaktadir.

Gerek bu ¢alismada gerekse baska arastiricilarin ¢aligmalarindan elde edilen
sonuclara gore Potasyum bromat KA’y1 uyarmaktadir ve bu test ile elde edilen
sonuglar g6z Oniinde bulundurulacak olursa Potasyum bromat’in genotoksik
potansiyele sahip olmasi kuvvetle muhtemeldir.

Yaptigimiz calismada Potasyum bromat en ¢ok kromatid ve kromozom
kiriklarina sebep olmaktadir. Ballmaier ve Epe (1995), Potasyum bromat’in
kanserojenik etkisinin serbest oksijen radikallerinden dolay1 dolay1 oldugunu, Murata
ve ark. (2001) glutatyon (GSH)’un yapisinda bulunan SH (siilflir-hidrojen) grubunun
serbest oksijen radikallerini yakalayabilme 0Ozelliginden dolayr muhtemelen
Potasyum bromat’in kanserojenik etkisinin azaldigini sdylemislerdir. Kraus ve
arkadaslarinin (1995) bildirdigine gore, Birnboim ve ark. (1983) Potasyum bromat’in
DNA’da iplik kirilmalarina sebep olmasi nedeniyle tiimér olusumunu uyardigini
saptamiglardir. Bu c¢alismalardan ortaya cikan sonuglara gére DNA ipligindeki
kirilmalarin Potasyum bromat’in oksitlenmesi sirasinda meydana gelen serbest
oksijen radikallerinden dolay1 olabilecegini sdylenebilir. DNA’daki iplik kirilmalari

sonucunda da kromozom ve kromatid kiriklar1 olusmaktadir.
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5.2. Potasyum Bromat’in Mitoz Béliinme ve DNA Replikasyonu Uzerindeki

Etkileri

Bu ¢alismada Potasyum bromat’in mitoz boliinme tizerindeki etkisi mitotik indeks
(MI), DNA replikasyonu {izerindeki etkisi ise replikasyon indeksinin (RI)
(Proliferasyon indeksi=PI) saptanmas1 yoluyla bulunmustur. Bu ¢alismada Potasyum
bromat ile 24 saat muamele edilen kiiltiirlerde RI’nin kontrole nazaran diisiik
olmadigi, 48 saatlik muamele siiresinde RI’nin kontrolden diisiik oldugu ve bu
diisiistin pozitif kontrol kadar oldugu saptanmistir. Ayrica 24 saatlik muamelede
RI’de doza bagli diisiis kaydedilmistir. Bu nedenle Potasyum bromat’in DNA
replikasyonunu olumsuz yonde etkiledigi ve bu olayinda S fazinda gergeklestigi
sOylenelebilir.

Potasyum bromat lenfositlerin boliinme aktivitesini hem 24 hem de 48 saatlik
muamele siirelerinde olumsuz yonde etkilemistir. Ayrica her iki muamele siiresinde
MI’de doza bagh diisiis kaydedilmistir. Umemura ve ark.(1993), Potasyum
bromat’in siganlarin igme suyuna 2 hafta boyunca 500 ve 1750 ppm dozlarda
verilmesiyle bobrek hiicrelerinin boliinme indeksinde disi sicanlar disinda artis
saptamiglardir. Bizim yaptigimiz ¢alisma ile Umemura ve ark.’nin yaptig1 ¢alisma
birbiriyle uyusmamaktadir. Bunun sebebinin ¢alisilan hiicre hatlarinin ve deney
sartlarinin farkli olmasindan kaynaklandigi soylenilebilir. Disi sicanlardaki farkin
metabolizmalarinin farkli ¢aligmasindan kaynaklandigi disiiniilebilir. Giri ve ark.
(1999), Potasyum bromat’in erkek Wistar siganlaria 50, 75 ve 125 mg/kg dozlarda
intraperitonal olarak verilmesiyle kandaki DNA sentezi diizeylerinde doza baglh artis
saptamiglardir. Bizim yaptigimiz ¢alismanin sonuglar1 ile Giri ve ark.’nin yaptig
calismanin sonuglar1 birbiriyle uyusmamaktadir. Bu farkin c¢alisilan dozlarin farkli
olmasindan ve bizim calismanin in vitro Gri ve ark.’min ¢alismasiin in Vvivo
olmasindan kaynaklandigi sdylenilebilir. 24 saatlik muameleli kiiltiirlerde RI pozitif
kontrol olan MMC’dekinden daha yiiksektir. Halbuki MI bu muamele siiresinde
pozitif kontrolden 0Ozellikle en yiiksek iki konsantrasyondakinden diisiik
bulunmustur. 48 saatlik muameleli kiiltiirlerde RI pozitif kontroldeki kadardir. MI ise

pozitif kontroldekinden daha diisiik bulunmustur. Bu durumlarda Potasyum

67



5. TARTISMA Fatma Funda KAYA

bromat’in hiicre boliinmesi tizerindeki olumsuz etkisinin hiicre siklusunun S fazi

disindaki bir evredeki etkisinden kaynaklandigini gostermektedir.

5.3. Potasyum Bromat’in Mikronukleus Olusumu Uzerindeki Etkileri

Bu calismada, 24 saatlik muamele siiresinde insan periferal lenfositlerinde
Potasyum bromat mikronukleus olusumunu kontrole nazaran genel olarak artirmas,
fakat aradaki fark Onemli bulunamamstir (Cizelge 4.4). Ancak bu muamele
siiresinde mikronukleus olusumu doza bagli olarak artmistir (Sekil 4.20). 48 saatlik
kiiltiirlerde mikroniikleuslu hiicre %’sinde doza bagli azalma saptanmistir. Ancak
muameleli kiiltiirlerdeki MN’li hiicre oran1 kontroldekinden daha yiiksektir. Hayashi
ve ark (1988), erkek ddY farelerinde Potasyum bromat’in 0-400 mg/kg dozlarinda
mikrontikleus testiyle genotoksik etkisini aragtirmislar, tek intraperitonal enjeksiyon
sonucunda mikronukleus olusmasi saptamislardir. Awogi ve ark (1992), Potasyum
bromat’t CD-1 erkek farelerine 0-250 mg/kg dozlarinda intraperitonal olarak
vermigler, periferik kan retikiilositlerinde 6nemli derecede mikroniikleus
olusturdugunu saptamiglardir. Robbiano ve ark (1999), sican ve insan bobrek birincil
doku kiiltiirii  hiicrelerinde Potasyum bromat’in mikroniikleus ve DNA hasari
olusturmasini komet ve mikronukleus testlerini kullanarak arastirmislar, 0.56-1.8
mM dozlarda istatistiksel olarak kontrollere nazaran 6nemli derecede DNA hasar1 ve
mikronukleus olusmasi saptamiglardir. Poul ve ark (2004), CHO hiicrelerinde
Potasyum bromat’in genotoksik etkilerini komet ve mikronukleus testlerini
kullanarak arastirmislar, 10 mM’da her iki testte DNA hasar1 ve mikronukleuslu
hiicrelerin frekansini arttirdigini saptamiglardir. Yapilan bu 4 calisma ile bizim
calismamiz birbirleriyle uyusmaktadir. Bizim calismamizda 24 saatlik muameleli
kiltiirlerde mikronukleus olusumunu doza baglh olarak uyarirken 48 saatlik
muameleli kiiltiirlerde mikronukleuslu hiicre yiizdesinde doza bagli azalmasinin
sebebi Potasyum bromat tarafindan ilk hiicre siklusunda (kiiltiiriin baslangicinin 24.
ile 48. saatleri aras1) kromozomlarda meydana getirilen hasarlarin hiicre dliimiine yol

agmasi olabilir.
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Bu ¢alismada, Potasyum bromat’in insan periferal lenfositlerinde 24 saatlik
muamele siiresinde KKD’yi kontrole nazaran genel olarak arttirdig1 fakat bu artigin
istatistiksel olarak ©nemli olmadigi bulunmustur. Halbuki 48 saatlik muamele
siiresinde ise Potasyum bromat KKD’yi kontrole nazaran oOnemli derecede
uyarmigtir.

KA, kontrole gore tiim dozlarda ve 24 saatlik muamele siiresinde Potasyum
bromat tarafindan insan periferal lenfositlerinde uyarilmistir. 24 saatlik muamele
stiresinde tiim dozlarda saptanan AH %’sinin (kromozom aberasyonlu hiicre %’si)
pozitif kontroldekinden yiiksek oldugu, fakat aradaki farkin 6nemli olmadigi
saptanmistir. Potasyum bromat’la 24 saat muamele edilen kiiltiirlerde hiicre bagina
diisen anormallik sayisinin (KA/hiicre) kontrolden istatistiksel olarak Onemli
derecede yiiksek oldugu ve bu artisinda doza bagli oldugu bulunmustur. Potasyum
bromat’la 48 saat muamele edilen kiiltliirlerde AH oraninin tiim muamele siirelerinde
kontrole nazaran Onemli derecede yiiksek oldugu saptanmistir. Bu muamele
siiresinde hiicre basma diisen anormallik sayist kontrolden Onemli derecede
yiiksektir. 48 saatlik muamele siiresinde hiicre basina diisen anormallik sayisinin
doza bagli olarak 6nemli derecede arttig1 bulunmustur.

Bu calismada, Potasyum bromat’in 24 ve 48 saatlik muamelelerde hem
DNA replikasyonunu hem de mitotik aktiviteyi olumsuz yonde etkiledigi
saptanmistir.

Potasyum bromat insan periferal lenfositlerinde 24 saatlik muamelede
mikronukleus olusumunu doza bagli olarak uyarmistir. 48 saatlik muameleli
kiiltiirlerde ise mikronukleuslu hiicre orani kontrole nazaran daha yiiksektir .

Potasyum bromat’in genotoksik risk tasiyip tasimadigiyla ilgili AMES
(Ishidate ve ark. 1984, Kargalioglu ve ark. 2002, Plewa ve ark. 2002), KA (Ishidate
ve ark. 1984, Fujie ve ark. 1988), mikronukleus (Hayashi ve ark. 1988, Awogi ve
ark. 1992, Sai ve ark. 1992, Robbiano ve ark. 1999, Poul ve ark. 2004), komet (Speit
ve ark. 1999, Robbiano ve ark. 1999, Parsons ve ark. 2000, Plewa ve ark. 2002, Poul
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ve ark. 2004) testleriyle yapilan c¢alismalarda da bu maddenin genotoksik oldugu
saptanmigtir.

Aynm1 zamanda Kurokawa ve ark. (1983), Kurokawa ve ark. (1985),
Kurokawa ve ark. (1986), Kurokawa ve ark. (1986a), Kurokawa ve ark. (1987),
Umemura ve ark. (1993), Sai ve ark. (1994), Umemura ve ark. (1995), DeAngelo ve
ark. (1998), Wolf ve ark. (1998), Umemura ve ark. (2004) yaptiklar1 ¢aligmalarda
Potasyum bromat’in kanserojenik oldugunu saptamislardir.

Gerek bizim, gerekse bagka arastirmacilarin bu sonuglart goz Oniinde
bulundurulacak olursa Potasyum bromat’in genotoksik ve kanserojenik riski yiiksek
bir madde oldugu diisiindesindeyiz. Bu sebeplerden dolayr Potasyum bromat’in un

beyazlatilmasinda kullanilmamasi gerektigi kanisindayiz.
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OZGECMIS

1980 yilinda Adana’da dogdum. ilk ve orta dgrenimimi Adana’da, lise
ogrenimimi Kahramanmaras’ta tamamladiktan sonra 1998 yilinda C.U. Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’'nde 68renime basladim ve 2002 yilinda mezun oldum.
Ayni y1l C.U. Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji ~ Anabilim Dalinda  basladigim

Yiiksek Lisans Ogrenimime devam etmekteyim.
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