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OZET

GIDA KATKI MADDELERININ TK-6 LENFOBLAST HUCRELERINDEKI
TOKSIK ETKIiLERI

YUKSEK LIiSANS TEZI

Kiibra METIN

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal

Damisman : Prof. Dr. Tuncay ORTA

Gida katki maddeleri giiniimiizde raf Omriinii uzatarak artan niifusun gida ihtiyacini
karsilayabilmek, besinleri daha steril hale getirmek ve lezzetlendirmek gibi amaglarla
kullanilmaktadir.  Yonetmelikler tarafindan belirlenmis degerlere gore kullanilan
antimikrobiyal etkili pek ¢ok gida katki maddesi bulunmaktadir. Ornegin benzoik asit,
antifungal etki gostermesi sebebiyle meyve sulari, recel, ketcap, krema, pasta, surup ve tursu
gibi asitli gidalarda kullanilmaktadir. Potasyum benzoat, benzoik asidin potasyum tuzu
olmakla beraber kiif, maya ve bakterilere karsi etkili olan antimikrobiyal ve antifungal bir
kimyasaldir. Tursu, gazli icecekler, meyve sular1 ve alkolsiiz icecekler gibi asitli gidalarda
kullanim1 yaygindir. Sodyum sorbat, sorbik asidin sodyum tuzudur. Daha ¢ok maya ve kiifler
tizerinde etkili olmaktadir. Siit ve siit iirlinlerinde, sarap, corba, unlu mamuller ve sekerleme
gibi gidalar tizerinde kullanilan antimikrobiyal etkili bir katki maddesidir.

Antimikrobiyal etkili katki maddeleri besinler {izerinde olusabilecek patojenlerin protein,

hiicre duvari ve enzim sentezini inhibe edip DNA yapilarina miidahale ederek koruyuculuk

Xi



saglamaktadir. Fakat bu olumlu etkilerinin yaninda alerjik, mutajenik, karsinojenik ve
genotoksik etki gostererek insan sagligini olumsuz yonde etkileyebilmektedirler.

Bu tez calismasinda paketli gidalarda siklikla kullanilan benzoik asit, potasyum benzoat ve
sodyum sorbatin in vitro genotoksik etkisi, insan kokenli TK-6 lenfoblast hiicrelerinde,
mikroniikleus (MN) teknigi kullanilarak incelenmistir. Kimyasallarin TK-6 lenfoblast
hiicreleri tiizerindeki etkilerinin belirlenmesi bu kimyasallarin insan sagligi tizerindeki
etkilerinin degerlendirilmesi agisindan 6nemlidir.

Calismada TK-6 lenfoblast hiicreleri sodyum sorbatin 100, 200, 400, 600 ve 800 pg/ml’lik
dozlari, benzoik asitin 50, 100, 200, 500 ve 1000 pg/ml’lik dozlar1 ve potasyum benzoatin 50,
120, 250, 500 ve 1000 pg/ml’lik dozlariyla yarim saat boyunca muamele edilmistir. Her bir
deney grubu i¢in elde edilen preparatlar degerlendirilmeye alinmis ve doz artisiyla birlikte
biniikleat (BN) sayisinin azaldigi, mikroniikleus (MN) tasiyan biniikleat sayisinin ise arttigi
goriilmiistiir. Doz ve MN/BN degerleri arasinda regresyon analizi yapilarak kimyasallarin
genotoksisitesi belirlenmistir. Ayni zamanda her bir kimyasal ve dozlar i¢in proliferatif indeks
(P1) verileri de degerlendirilerek kimyasallarin proliferasyona olan etkileri incelenmistir.

Her ii¢ kimyasal i¢inde uygulanan doz ile MN/BN oranlar1 arasinda yapilan regresyon
analizlerine gore istatistiksel olarak anlamli bir iligki goriilmektedir. Bu artis 6zellikle benzoik
asit uygulamasinda daha belirgin olmakla birlikte 3 katki maddesi iginde onemli derecede
olmustur. Hiicrelere uygulanan doz ve hesaplanan PI degerleri igin yapilan regresyon
analizlerine gore benzoik asit uygulamalarinda PI degerlerinin doz ile birlikte arttigi ve
aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon oldugu goriilmiistiir (r> =0,99). Potasyum
benzoatin artan dozuyla birlikte PI degerleri arasinda anlamli bir iliski goriilmemistir (r?=
0,001). Sodyum sorbat uygulamalarinda ise artan doza bagli olarak PI degerlerinin azaldig1 ve
aralarinda negatif yonde azalan giiclii bir korelasyon oldugu belirlenmistir (r>= 0,91).

Nisan 2023, 62 sayfa.

Anahtar kelimeler: Sodyum sorbat, benzoik asit, potasyum benzoat, Mikroniikleus, MN
Teknigi |
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SUMMARY

TOXIC EFFECTS OF FOOD ADDITIVES ON TK-6 LYMPHOBLAST
CELLS

M.Sc. THESIS

Kiibra METIN
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Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Biology

Supervisor : Prof. Dr. Tuncay ORTA

Today, food additives are used to meet the food needs of the increasing population by
extending the shelf life, to make foods more sterile and to flavor them. There are many food
additives with antimicrobial effect that are used according to the values determined by the
regulations. For example, benzoic acid is used in acidic foods such as fruit juices, jam,
ketchup, cream, pastry, syrup and pickles due to its antifungal effect. Potassium benzoate,
being the potassium salt of benzoic acid, is an antimicrobial and antifungal chemical that is
effective against mold, yeast and bacteria. Its use is common in acidic foods such as pickles,
carbonated drinks, fruit juices and soft drinks. Sodium sorbate is the sodium salt of sorbic
acid. It is more effective on yeast and molds. It is an antimicrobial effective additive used on
foods such as milk and dairy products, wine, soup, bakery products and confectionery.

Antimicrobial additives provide protection by inhibiting protein, cell wall and enzyme
synthesis of pathogens that may occur on foods and interfering with DNA structures.
However, in addition to these positive effects, they can adversely affect human health by
showing allergic, mutagenic, carcinogenic and genotoxic effects.

In this thesis, the in vitro genotoxic effects of benzoic acid, potassium benzoate and sodium
sorbate, which are frequently used in packaged foods, were investigated in human TK-6
lymphoblast cells using the micronucleus (MN) technique. Determining the effects of
chemicals on TK-6 lymphoblast cells is important in terms of evaluating the effects of these
chemicals on human health.
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In the study, TK-6 lymphoblast cells were treated with 100, 200, 400, 600 and 800 pg/ml
doses of sodium sorbate, 50, 100, 200, 500 and 1000 pg/ml doses of benzoic acid and
potassium benzoate 50, 120, 250, 500 and 1000 pg/ml doses it was treated for half an hour.
The preparations obtained for each experimental group were evaluated and it was observed
that the number of binucleates (BN) decreased with the increase in dose, while the number of
binucleates bearing micronucleus (MN) increased. The genotoxicity of the chemicals was
determined by regression analysis between dose and MN/BN values. At the same time, the
proliferative index (PI) data for each chemical and dose were evaluated and the effects of
chemicals on proliferation were examined.

According to the regression analyzes performed between the dose applied and the MN/BN
ratios for all three chemicals, a statistically significant relationship is observed. Although this
increase was more evident in the application of benzoic acid, it was significant for 3 additives.
According to the regression analyzes for the dose applied to the cells and the calculated Pl
values, it was observed that Pl values increased with the dose in benzoic acid applications and
there was a statistically significant correlation between them (r? =0.99). There was no
significant correlation between Pl values with increasing dose of potassium benzoate (r?=
0.001). In sodium sorbate applications, it was determined that Pl values decreased depending
on the increasing dose and there was a strong correlation between them, decreasing negatively
(r’=0.91).

April 2023, 62 pages.

Keywords: Sodium sorbate, benzoic acid, potassium benzoate, Micronucleus, MN Technique
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GIRIS

Glinlimiizde artan niifus ve endistrinin gelismesiyle birlikte, insanlar dogal gidalardan
uzaklagmis, ucuz ve kolay yoldan ulasilabilen paketli gidalara yonelmistir. Bu gidalarda
kullanilan gida katki maddeleri eski caglardan beri varligin1 geliserek devam ettirmektedir.
Eskiden tuz, baharat ve sirke gibi yontemlerle gidalarin korunmasi saglanmistir. Teknolojinin
ve endiistrinin gelismesiyle birlikte geleneksel yontemlerden wuzaklasilmis ve cesitli

kimyasallar kullanilmaya baglanmistir (Ogan, 1996) .

Gida katki maddeleri; gidalarin cesitli etkenlerle bozulmasini engellemek ve besin degerinin
artmasin1 saglamak amaciyla giiniimiizde de oldukc¢a fazla kullanilmaktadir (Giirsoy, 2001).
Endiistriyel gelisimle birlikte gida katki maddelerinin sayilari hizla artmaktadir. Her y1l 2000
kadar yeni kimyasal madde endiistriye eklenmekte ve farkli alanlarda kullaniimaktadir
(Agiiloglu, 1992).

Kimyasallarin fazla derecede kullaniliyor olmasi saglik acisindan maruziyetlere sebebiyet
vermektedir. Her ne kadar diisiik dozlarda ve belli seviyelerde kullaniliyor olsa da bir siire
sonra viicutta birikmesiyle insan sagligi iizerinde olumsuz etkileri ortaya ¢ikmaktadir. Bu
maddeler rastgele ve sik sik kullanildiginda tiiketicilerde alerjik ve toksik reaksiyonlarin
goriilmesine yol acar (Arslan, 2004). Giiniimiizde ¢ogu gida katki maddesinin toksik etkisi
bilinmemekte ve insanlar tarafindan goz ardi edilmektedir. Bilim insanlar1 ¢esitli iiriinlerde
farkli amaclarda kullanilan gida katki maddelerinin toksik ve mutajenik etkileri tizerinde in
VivO Ve in vitro ¢alismalar yapmaktadir. Cesitli ¢alismalar sonucunda bu kimyasallarin toksik
etkisi ortaya konulmustur ve etkisi heniiz net bilinmeyen kimyasallar ile ilgili ¢aligmalar
devam etmektedir (Abe ve Sasaki, 1977; Luca ve ark., 1987; Meng ve Zhang, 1994; Sasaki ve
dig., 2002; Arslan, 2004; Kaya ve Topaktas, 2007; Yilmaz, 2008; Mpountoukas ve dig.,
2008). Aynmi zamanda birgok arastirma bizlere gostermistir ki; gida korucularimin sebep

oldugu mutasyon etki kanser olusumuna da yol agmaktadir (Kaderlik ve dig., 1992).

Ozellikle biyoloji alaninda yapilan calismalarda gesitli kimyasallarin toksikolojisini

belirlemek i¢in genotoksik testlere siklikla basvurulmaktadir (Giiner, 2014). Giincel olarak



kullanilan bu genotoksik testlerin en onemlileri; gen mutasyonu (AMES, HPGRT), kardes
kromatid degisimi (KKD) (Sister Chromatid Exchange = SCE), kromozom aberasyonu (CA)
(Chromosome Aberration = CA) ve mikroniikleus testleridir (Tucker, 1993; Carrona ve
Natarajan, 1988; Anderson, 1988; Hagmar ve dig., 1994; Heddle ve dig., 1991). Bu
calismanin amact; gidalarda uzun siireli koruma saglayan katki maddelerinden sodyum sorbat
(E-201), benzoik asit (E-210) ve potasyum benzoatin (E-212) genotoksik etkilerini kiiltiire
edilmis insan periferal lenfositlerinde mikroniikleus (MN) testlerini kullanarak in vitro
metotlar ile tespit etmektir. Bu ¢alisma, sodyum sorbat, benzoik asit ve potasyum benzoatin

sagligimiza karsi olas1 tehditlerini bizlere gostermesi agisindan 6nem tagimaktadir.

2. GENEL BILGILER

2.1. GIDA KATKI MADDELERI

Eski donemlerden beri gidalar1 cesitli etkenlerden korumak i¢in katki maddeleri

kullanilmaktadir. Bu katki maddelerinin gelisimi teknolojiyle dogru orantili olarak artmugtir.

Tiirk Gida Kodeksi yonetmeligine gore katki maddesi, tek basina gida olarak tiiketilmeyen
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 madde bulunabilen, gidanin iretilmesi, tasnifi, islenmesi, hazirlanmasi,
ambalajlanmasi, tasinmasi, depolanmasi sirasinda gida maddesinin tat, koku, goriiniis, yap1 ve
diger niteliklerini korumak, diizeltmek amaciyla kullanilmasia izin verilen maddelerdir
(Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligi, 1977). Katki maddelerinin insan saglig1 agisindan katkisiz
ve dogal olmasi, yapayliktan uzak kalmasi gerekmektedir (Ogan, 1996).

Ik defa gida katki maddesi olarak, 1886’da tuz, kalsiyum ve fosfat karigimi bir madde
hazirlanmistir. Bu madde ¢esni olarak kullanilmis ve satilmistir (Saldamli, 1985). Hizla artan
niifus ve tiiketimle birlikte gida maddelerine duyulan ihtiyacin artmasi, gida maddelerindeki
kaliteyi arttirma ihtiyaci, teknolojisinin ve transfer islemlerinin gelismesi gibi etkenlerle gida

koruyucularinin ¢esitli nedenlerle gidalarda kullanimi da artmistir (Altug ve dig., 2000).



Gida katki maddelerinin giivenirliligi konusunda incelemeler yapan cesitli kuruluslar
mevcuttur. Bu konuda Avrupa Birliginde gorevli olan birim Avrupa Gida Giivenligi Kurumu
EFSA’dir. Uluslararasinda etkili olan birim ise Gida ve Tarim Orgiitii FAO ve Diinya Saglik
Orgiitii WHO’nun birlikte olusturdugu Birlesik Gida Katkilar1 Uzman Komitesi JECFA” dur.
Uluslararasi bir kurulus olan FAO/WHO Birlesik Kodeks Komitesi’nin tanimlamasinda ise
“Tek basia besin degeri tasimayan ancak gidaya bilingli olarak direkt veya indirekt olarak
katilan, onlarin goriiniis ve yapilarini diizeltmek i¢in veya muhafaza olanagini artirmak igin

sinirli miktarda katilan maddelerdir” denilmektedir.

Gida korunmasinda antimikrobiyal ve antioksidan gibi maddelerden yararlanilmaktadir. Besin
degerini etkileyen katki maddelerinden dogal ve yapay tatlandiricilar, gidalari vitamin,
mineral ve lif agisindan zenginlestirmek amagli kullanilirlar ve dogal kaynakli olduklarindan
toksik etkileri diistiktiir. Ayn1 zamanda dogal ve organik olarak kullanilan bir diger katki
grubu ise mayalar ve enzimlerdir. Bunlar disinda raf dmriinii uzatmak gibi amaclarla asitlik
diizenleyiciler, antimikrobiyal maddeler, antioksidanlar, emiilgatorler, kivam artiricilar,

jellestiriciler, nem tutucular ve itici gazlar kullanilmaktadir.

Gida katki maddeleri, referans gosterilen degerlerde ve uygun kosullarda kullanilmazsa
gidalarin  besin degerlerinin diigmesine, lezzetlerinin bozulmasimna ve bdylece toksik
etkilerinin olugsmasina neden olmaktadir (Uzun, 2021). Insanlar tarafindan katki maddelerinin
yuksek miktarlarda tiiketilmesi kiside deri dokiintiisii, cilt bozukluklari, tahris, ishal, bulanti,
asirt duyarlilik hatta kanser riski olusturabilmektedir (Adams, 1992; Yurttagiil, 1993). Bu
durumlar goz Oniline alinarak kullanilacak katki maddelerinin kullanim alanlar1 ve dozlari

belirtilen degerlere gore olmalidir (Ogan, 1996).
2.2. GIDA KATKI MADDELERININ CESITLERI VE SINIFLANDIRILMASI

Gida katki maddeleri farkli tanimlara gore gruplandirilabilir. Ait olduklar1 madde grubuna

gore, kullanim amaglarina gore ya da kullanildig1 besine goére siniflandirilirlar.

Tirk Gida Kodeksi gida katki maddelerini kullanim amaglarina gore asagidaki sekilde
siiflandirmistir (Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligi, 1977).



Kullanim Amagclarina Gére Gida Katki Maddeleri

'

Kaliteyi  Koruyarak Raf
Omriinii Uzatanlar

1.Antimikrobiyaller ( Nitrit,
nitrat, benzoik asit,
propiyonik asit vb.)
2.Antioksidanlar (BHA,

l

!

Aromay1 ve Rengi
Geligtiriciler

1. Cesni arttiricilar
(MSG)

maddeleri)
3.Renklendiriciler

2.Cesni vericiler (Aroma

Yapiy1 Hazirlama ve
Pisme Ozelligini
Gelistiriciler

1.pH ayarlayicilar
2.Topaklanmay1
onleyenler (Silikat,
magnezyumoksit,

Besin Degerini
Koruyucu ve
Gelistiriciler
1.Diyette eksik
olabilecek besinleri
ekleme (Ave D
vitaminleri)

BHT, sorbik asit,

kiikiirtdioksit vb.) magnezyum karbonat 2.Isleme sirasinda

vb.) kaybolan besin
Ogelerini yerine
koyma (B1, B2
vitaminleri, niasin)

(Tartrazin, indigotin vb.)

Sekil 2.1: Gida katki maddelerinin kullanim amaglarina goére siniflandirilmasi (Keskin, 2018).

Kaliteyi koruyarak raf omrii uzatanlar (koruyucular) antimikrobiyaller ve antioksidanlar
olarak ikiye ayrilmaktadir. Antimikrobiyaller, mikroorganizmalar tarafindan {iretilen ya da
yapay olarak elde edilen ve bakteri, kiif ve maya gibi mikroorganizmalar1 6ldiiren ve
cogalmasina engel olan maddelerdir. Ornegin, nitrit, nitrat, benzoik asit, propionik asit, sorbik

asit ve kiikiirt dioksit gibi maddeler 6rnek verilebilir.

Antioksidanlar ise oksidasyonun neden oldugu bozulmalari 6nlemek ya da geciktirmek amagl
kullanilan polifenolik bilesiklerdir. Ornegin, C vitamini (askorbik asit), E vitaminleri
tokoferoller, trioneller, karotenoidler, propel gallat, biitillenmis hidroksianizol (BHA),

biitillenmis hidroksitoluen (BHT) 6rnek olarak gdsterilebilir.

Aromay1 ve rengi gelistiriciler; ¢esni arttiricilar, ¢esni vericiler ve renklendiriciler olarak
siiflandirilmaktadir. Cesni arttiricilar, gidanin aromasini daha iyi bir hale getirmek ya da var
olan aromayr korumak i¢in kullanilan maddelerdir. MSG (monosodyum glutamat) gibi
maddeler ornek olarak verilebilir. Cesni vericiler, tat ve kokuyu daha ilgi cekici hale
getirmek, lezzeti gelistirmek ve islem sirasinda besinin kaybolan tadini geri kazandirmak i¢in
kullanilan aroma maddeleridir. Renklendiriciler ise tiiketici begenisini ve ilgisini ¢ekmek,
dogal rengi kuvvetlendirmek ya da kazanmak i¢in kullanilan maddelerdir. Ornegin, eritrosin,

ponso 4R ve indigotin gibi maddeler renklendirici olarak kullanilabilen kimyasallardir.



Yapiy1r hazirlama ve pisme Ozelligini gelistirenler oldukga cesitlidir. Sekil 2.1°de detayl
olarak verilmese de ¢esitli islevlerle kullanilan kimyasallar bu siniflandirmada bulunmaktadir.
pH ayarlayicilar, gidalarin asit ve bazligin1 korumak, degistirmek ve ayarlamak i¢in kullanilan

maddelerdir.

Topaklanmay1 6nlemek amagli kullanilanlar gidalarda ki toz ve partikiillerin birlesmesini ve
topak haline gelmesini Onleyen maddelerdir. Silikat, magnezyum oksit ve magnezyum

karbonat ornek olarak verilebilen maddelerdendir.

Emiilsifiyerler iki s1vi arasinda homojen bir karisim elde etmek i¢in kullanilan maddelerdir.

Ornegin, lesitin, mono ve digliseritler.

Stabilizorler birbirine karismayan ikiden fazla maddenin birbiri i¢erisine dagilimini saglayip

homojen bir goriintii elde etmeyi saglayan maddelerdir.

Kivam arttiricilar besinlerde ki yogun tadi arttirmak amagl kullanan maddelerdir. Modifiye

nisasta besinlerde kivam arttirma amach kullanilan 6rneklerdendir.

Tatlandiricilar aromay1 ve alinan tadi arttirma amacgli kullanilan maddelerdir. Aspartam,

asesulfam K, sorbitol, sakkarin tatlandirma amacli kullanilan maddelerdendir.

Mayalanmay1 saglayan ajanlar besinin mayalanarak tatlanmasini ve pigmesini hizlandiran

maddelerdir. Ornegin, startirlar (lactobasiller).

Nem ayarlayicilar 6zellikle paketli gidalarin bekledik¢e kurumasini 6nlemek i¢in kullanilan

maddelerdir.
Olgunlastiricilar gidalarin istenilen bir lezzete gelmesini saglayan maddelerdendir.
Agarticilar unun Kalitesini ve rengini diizenlemek amagli kullanilan maddelerdendir.

Dolgu maddeleri jel goriiniimii olusturarak besinin jel kivami kazanmasimi saglayan

maddelerdir. Ornegin, jellestirciler.



Kopiik ayarlayicilar Kat1 ve sivilarda gaz fazin homojen dagilarak kopiik olusturmasini ya da

koplik olusumunu engelleyen maddelerdir.

Parlaticilar besinin dis yiizeyini parlatarak daha parlak ve canli goriinmesini saglayarak

gidalara caziplik kazandiran maddelerdir.

Besin degerini koruyucu ve gelistiriciler ise islem sirasinda kaybolan besin degerlerini yerine
getirmek amach kullanilan B1, B2 ve niasin gibi maddeler ile diyet amaclh olup A ve D

vitamini bakimindan besinin doyurulmasini saglayan maddelerdir (Susever, 2016).
2.3. GIDA KATKI MADDELERININ GUVENIRLIiLiGi

Gida katki maddelerinin kotii kullanimlart sonucu dogacak tehlikeleri engellemek amaciyla
anayasaya bazi kanunlar eklenmistir. Gida katki maddelerinin kullanilmasi igin etkin
deneylerin fare haricinde iki farkli hayvan iizerinde de yapilmis olmasi gerekmektedir.
Gidalarda kullanilacak katki maddelerinin hayvan deneylerinde higbir toksik etki gdstermeyen

minimum dozun %1 inin kullanilmas1 &nerilmektedir (Unliitiirk ve Turantas, 1998).

Gida katki maddelerinin giivenirliligi birgok iilke tarafindan 6nemsenmektedir. GKM’ler
kullanildig1 alana gore yararli olmali, tiiketici lizerinde herhangi olumsuz bir etkisi olmamal
ve giivenilir olmalidir. GKM’lerin gidalarda kullanimi ¢esitli kuruluslar tarafindan yapilan
inceleme ve arastirmalar sonucunda onay alabilmektedir. EFSA, WHO, FAO ve JECFA gida
katki maddelerini detayli bir sekilde inceleyen ve toksikolojik, farmakolojik ve alerjik

etkilerine bakarak kullanimlarina onay veren veya vermeyen kuruluslardandir.
2.4. GIDA KATKI MADDELERININ iNSAN SAGLIGI UZERINDEKIi ETKIiLERIi

Her insanin kimyasallara tepkisi farkli olabilmektedir. Kimisi kimyasallardan hemen
etkilenirken, kimisi hi¢bir kosulda etkilenmeyebilir. Fakat gida katki maddesi olarak
kullanilan kimyasallarin insan saglhig1 tiizerinde zararli etkileri oldugu bilinmektedir

(Goodman, 1990).

Kimyasallar ile karsilasildiginda, kimyasal kan dolasimiyla hedef organa tasmnir. Burada

alman kimyasal dozuna da bagli olarak viicut tarafindan atilabilir ya da hedef organda



birikerek toksik etkisini ortaya ¢ikarabilir (Giirbiiz, 2006). Hastalifin ortaya g¢ikmasinda;
maruz kalman kimyasal ¢esidi, kimyasalin dozu, maruziyet siiresi, viicuda giris yolu ve

kisinin saglik durumu gibi faktorler etkili olmaktadir (Gencer, 2017).

Aspartam, stilfiir bilesikleri, tartrazin gibi gida katki maddelerinin doza bagli olarak mide ve
bagirsaklarda gesitli toksik etkiler yaptigi gézlemlenmistir (Groten, 2000). Nadiren de goriilse
sodyum benzoat alimiyla beraber Loko Klastik Vaskiilit hastaliginin meydana geldigi
goriilmiistiir (Altug, 2001). Antioksidan olarak kullanilan nitrit ve nitratlar doza bagli olarak
kanser olusumuna neden olan nitrozaminleri olusturmaktadir. Yine antioksidanlar grubunda
yer alan sodyum metabisiilfit ve benzoik asit dozlarina baglh olarak astim, deri dokiintiileri,
migren gibi hastaliklara sebebiyet verebilmektedir. BHA (Biitil hidroksi anizol) ve BHT
(Biitil hidroksi toliien) gibi giiclii antioksidanlar ise deri dokiintiisii ve hiperaktiviteye neden
olmaktadir (Bagci, 1997). Nitrat tuzlari, eritrosin, azurobin, aspartam gibi gida katki
maddeleri dozlarina bagli olarak tiroid ve adrenal beze etki etmekte ve cesitli semptomlara
sebebiyet vermektedir. Sorbik asit ve tuzlari, EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit), aspartam
gibi cesitli amaglarla kullanilan gida katki maddeleri de dozlarina bagli olarak bobrekler
tizerinde etkili olmaktadir. Gida katki maddeleri ayn1 anda alindiginda birbirleri iizerinde

etkili olmakta ve etkilerini arttirip azaltabilmektedirler (Groten, 2000).

Gida katki maddelerinin olast zararlarindan korunmak ya da en aza indirgemek igin;
ireticilerin yasal diizenlemelere uymasi, tliketicilerin ise dengeli ve dogal beslenmeye 6zen
gostermesi, ucuz ve hazir olan gidalardan olabildigince uzak durmasi, gidalarin igerigi
konusunda bilinglenmesi ve katki maddelerinin referans edilen degerlerinden fazlasim

kullanmamasi gerekmektedir (Bagc1, 1997).
2.5. ANTIMIKROBIYAL GIDA KATKI MADDELERI

Gecmisten gilinlimiize kadar gidalart korumak igin tuz, asit, seker, tiitsii gibi geleneksel
yontemlerden yararlanilmis ve giinimiizde teknolojinin de gelismesiyle beraber eski
yontemlerin yerini antimikrobiyal katki maddeleri almistir. Antimikrobiyal gida katki
maddeleri, ortamdaki patojenlerin gelisimini engelleyen, bu patojenlere kars1 direng gosteren

ve bunlarin olusumunu engelleyen madde olarak tanimlanmaktadir. Antimikrobiyal katk1



maddesi iirline eklenince, iirlinii hijyen agisindan zenginlestirmek, kullanim omriinii uzatmak

ve tadiin bozulmasini engellemek i¢in aktif olarak ¢caligmaktadir.

Antimikrobiyal katki maddeleri, her giin siklikla kullandigimiz pek ¢ok {iiriinde aktif olarak
kullanilmaktadir. Marmelat {iretiminden kurutulmus meyve ve sebze imalatina ve
teknolojisine kadar uygulama alan1 gelismistir ve her gecen giin gelismeye devam etmektedir
(Parlak, 2007). Koruyucular, gidalara karsi spesifik davranirlar. Yani her katki maddesi her
gidaya etki etmez ve bazisina etkisi azken bazisina oldukea fazladir (Eksi, 1988; Eker, 1995).

Antimikrobiyal maddeler gidalarda olabilecek patojenlerin olusumunu, protein denatiirasyonu
ve inhibisyonu, enzimlerin inaktivasyonu, membran gegislerinin engellenmesi, DNA’ya zarar
verilmesi, hiicre duvar sentezinin inhibe edilmesi gibi mekanizmalar ile engellemektedir
(Robach, 1980; Sofos, 1986; Parlak, 2007). Antimikrobiyal maddeler patojenlerden koruma
seklindeki olumlu etkilerinin yaninda kanserojen, mutajenik ve toksik etki de yapmaktadir.
Bu nedenle gida katki maddelerinin yasalara ve kurallara uyarak onerilen dozlarda kullanimi
uygundur (Ogan, 1996). Tiikettigimiz ¢ogu gidada kullanilan antimikrobiyal maddeler;
benzoik asit, sodyum ve tuzlar, kiikiirt dioksit, potasyum benzoat, potasyum permanganat,
sorbik asit ve tuzlari, nitrit ve nitrat tuzlari, asetik asit ve propiyonik asit seklinde ¢ogaltilarak

sayilabilir (Saldamli, 2005; Bulduk, 2003).
2.6. SODYUM SORBAT /SORBIK ASIT SODYUM TUZU (E-201)

Sorbik asidin sodyum, kalsiyum ve potasyum gibi tuz formlar1i ‘sorbatlar’ olarak
adlandirilmaktadir (Robach, 1980; Sofos, 1986; Davidson ve Juneja, 1990). Sorbik asit
sodyum hidroksit ile tepkimeye girerek bir sodyum tuzu olan sodyum sorbati olusturmaktadir.
Tuz goriintiili ve kokusu zayiftir (Chichester ve Tanner, 1972). Kimyasal formiilii, CsH7NaO>
seklindedir ve molar agirligi 134.10835 g/mol’diir. Sodyum sorbat bakterilerden ziyade daha
cok maya ve kiifler lizerinde etkili olmaktadir. Benzoik asit ve tuzlarma gore toksik etkisi
daha diistiktiir (Saldamli, 1985). Optimum pH aralig1 6.5 altindaki asidik degerlerdedir ve

sorbik aside gore suda ¢oziiniirliigii daha iyidir.
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Sekil 2.2: Sodyum sorbatin kimyasal yapisi.

Sodyum sorbat, Avrupa dag agacinin meyvesi olan Sarbus aucuparia ile birlikte
yetismektedir ve cesitli kimyasal islemlerden gecirilerek ticari amacl kullanilmaktadir.
Giinliik tiiketim miktar1 viicut agirlhigina gore 25 mg/ kg’dir. Daha ¢ok siit ve siit iiriinlerinde,

unlu mamullerde, sarap, ¢orba, sekerleme gibi gidalarda koruyucu amagh kullanilmaktadir.

Sodyum sorbat ile ilgili ¢esitli hiicre hatlarinda ¢alisilmis ve sonuglar paylasilmistir. Yapilan
bir aragtirmaya gore sodyum sorbat bir sorbik asit tuzu olmasina ragmen sorbik asitten daha
fazla kromozom kiriklarina ve genotoksik etkiye neden oldugu saptanmistir (Hasegawa ve
dig, 1984). Sodyum sorbatin 100, 200, 400 ve 800 pg/ml’lik dozlari insan lenfositlerine
uygulanmis ve oOzellikle 400 ve 800 pg/ml’lik dozlar kardes kromatid degisimi (KKD)
frekansini arttirmistir. Aynit dozlar ile yapilan mikroniikleus (MN) testlerinde de anlamli bir
arttg gorillmistiir (Mamur, 2009). Sodyum sorbatin genotoksik etkisini arastirmak i¢in daha
cok hamster ve kemik iligi gibi hiicrelerle ¢alisilmistir. Hasegawa ve dig. (1984), Cin
hamsterinin V79 hiicreleri ile yaptiklar1 c¢alismada 200-800 pg/ml’lik sodyum sorbat
dozlarinda mutasyonlarin arttigin1 ayn1 zamanda ayni1 dozlarin kardes kromatid degisimi ve
kromozom anormalligi testlerinde anlamli bir artig gosterdigini saptamislardir (Hasegawa ve
dig., 1984). Miinzner ve dig. (1990), Cin hamsterinin ovaryum hiicreleriyle yaptiklari
calismada 500-1000 pg/ml’lik sodyum sorbat dozlarinda AMES, Hipoksantin Guanin
Fosforibozil Transferaz (HPGRT) ve kardes kromatid degisimi testlerinde bir artig
gozlemlememislerdir. Ayni dozlarda Cin hamsteri ile yapilan ¢alismada kromozom

anormalligi ve kardes kromatid degisimi testlerinde anlamli bir artis olmamistir. Cin hamsteri
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ve fare kemik iligi hiicrelerine 200 mg/kg dozunda sodyum sorbat uygulanmis fakat
mikroniikleus olusumunda bir artis goériilmemistir (Miinzner ve dig., 1990). Schiffman ve
Schlatter (1992), Suriye hamsteri embriyo fibroblast hiicrelerinin beklemis ve taze eriyikleri
ile calismislar ve hiicreleri 120- 1200 pg/ml dozlarinda sodyum sorbata maruz birakmislardir.
Beklemis eriyikte mikroniikleus olusumu ve hiicre transformasyonu anlamli bir artig
gosterirken, taze eriyik halindeki hiicrelerde ayni artis gozlenmemistir. Cin hamsteri V79
hiicrelerinde Schlatter ve dig. (1992) tarafindan mitotik indeks (MI) ¢alismast yapilmis ve

2500 pug/ml’lik sodyum sorbatin hiicrelerde mitoz boliinmeyi durdurdugu belirtilmistir.
2.7. BENZOIK ASIT (E-210)

Formiilii CsHsCOOH olan benzoik asit ¢esitli besinlerde kullanilan ve mantarlara kars1 etkili
olan bir antifungal maddedir. Kimyasal yapisi sekil 2.3’te verilmistir. Sudaki ¢oziintirligi 25
°C’ de 0,34 g/ 100 ml olmakla beraber oldukga diisiiktiir. Sahip oldugu antifungal etki asidik
ozelliginden kaynaklanmayip daha ¢ok ¢Oziinmemis molekiillerinden kaynaklanmaktadir.
Fakat asidik gidalarda etkisi daha fazla olmaktadir. Optimum pH degeri 2,5- 4,0 arasindadir.
Gidalarda maksimum kullanim miktar1 % 0,1’dir (Kalyoncu, 2008).

OH

Sekil 2.3: Benzoik asidin kimyasal yapisi.

Antifungal etkinligi, hiicredeki enzimleri inaktif etmesi disinda hiicre ¢eperini ¢oziinmeyen
molekiilleriyle agmasindan kaynaklanmaktadir. Ortamda bulunan NaCl benzoik asidin
antifungal etkisi agisindan aktivatdr madde etkisi yapar (Cemeroglu ve Acar, 1988). Benzoik
asit eklendigi gidanin tadim1 degistirebilmektedir ve daha ¢ok asidik gidalardan olan meyve
sular, regeller, tursular ve meyveli kokteyllerde kullanilir. Ayni1 zamanda surup, ketgap,

krema ve pasta gibi iiriinlerde de kullanilmaktadir (Sarikaya ve Solak, 2003).
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Salmonella typhimurium tiiriiyle yapilan benzoik asit uygulamalarinda benzoik asidin 1,67
ug/ml’ lik ve 0,009 nmol’dan daha diisiik dozlar1 i¢in yapilan AMES testlerinde ve DNA
hasar analizlerinde genotoksik bir etkiye rastlanmamistir (McCann ve dig., 1975; Nakamura
ve dig., 1987; Ishidate dig., 1984; Zeiger ve dig., 1988). Cin Hamsteri ovaryum hiicrelerine
uygulanan 3 mM’ Ik benzoik asit uygulamas: kardes kromatid degisimi testine gore
genotoksik acgidan olumlu bir artis gostermemistir (Oikawa ve dig.,1980). Ayni zamanda
insan lenfoblast ve lenfosit hiicrelerinde yapilan benzoik asit ¢alismalarinda (0,001 — 0,03 M)
kardes kromatid degisimi testlerinde genotoksik acidan olumlu bir artis gézlemlenmemistir
(Tohda ve dig., 1980). Insan lenfositleriyle yapilan bir diger caligmada hiicrelere benzoik
asidin 0- 2 mM’ lik dozlar1 uygulanmis ve yapilan kardes kromatid degisimi testinde anlamli
bir artis goriillmemistir (Jansson ve dig., 1988). Ishidate ve dig. (1984), Cin Hamsteri yumurta
hiicreleriyle yaptiklari kromozomal anormallik testlerinde benzoik asitin 1,5 mg/ml’lik dozda
genotoksik etkileri oldugunu saptamiglardir. Ozellikle hiicrelerin yasam dmriinii kisalttigin ve
somatik mutasyonlara sebep oldugunu belirtmiglerdir (Ishidate ve dig.,1984). Yilmaz ve dig
(2008), benzoik asitin A.sativum soganli bitkisinin kok uglarinda 200-500 mg/I’ lik benzoik
asit dozlarinin kromozomal anormallik testlerinde pozitif bir artiga sebep oldugunu ve mitotik

indeksi azalttigint saptamiglardir (Y1lmaz ve dig., 2008).

Benzoik asit genotoksisitesiyle ilgili 6nemli sonuglar ortaya koymus g¢alismalar ¢ok fazla
bulunmamaktadir. Bu ¢aligmada benzoik asidin ¢esitli dozlar1 kullanilacak ve bu dozlara bagh

olarak insan periferal lenfoblast hiicrelerindeki genotoksik etkisi MN testi ile incelenecektir.
2.8. POTASYUM BENZOAT (E-212)

Benzoik asidin potasyum tuzu olarak bilinmektedir. Kimyasal formiiliit C7HsKO’dir. Beyaz,
kat1 goriintimlii ve kokusuzdur. Kiif, maya ve bakterilere karsi kullanilan antimikrobiyal ve
antifungal bir gida koruyucusudur. pH’ 1n 4,5 alt1 oldugu asidik iiriinlerde koruyuculuk ve raf
omriinii uzatmak agisindan olumlu sonuglar vermektedir. Oda sicakliginda (25 °C) suda
¢ozintrlugi 73,83 g/100 ml’dir ve sodyum benzoata gore suda ¢oziintirliigii diistiktiir. Etanol

ve metanol gibi organik ¢oziiciilerde de ¢oziinmektedir.



12

O K*

Sekil 2.4: Potasyum benzoatin kimyasal yapisi.

Giinliik potasyum benzoat alimi Diinya Saghik Orgiitii (DSO) tarafindan 5 mg/kg olarak
belirlenmistir. izin verilen en yiiksek deger gida cesidine gore degismektedir. Aromali
iceceklerde 36 mg/240 ml kullanilirken, meyve regellerinde 7,5 mg/15 g kullanilmaktadir
(Uzun, 2021). Meyve suyu (sitrik asit), gazli icecekler (karbonik asit), alkolsiiz i¢ecekler
(fosforik asit) ve tursu (sirke) gibi asidik gidalarda daha ¢ok tercih edilmektedir. Avrupa Gida
Giivenligi Otoritesi (EFSA) ve DSO gibi kuruluslardan onay almistir. Hem potasyum
benzoat1 hem de askorbik asiti (C vitamini) ayni anda bulunduran alkolsiiz i¢eceklerde 1s1 ve
1s1kla tepkime gerceklestiginde benzen olusabilmektedir. Bu durumda kurdesen, egzama ve

alerjik reaksiyonlara sebebiyet verebilmektedir (Uzun, 2021).

Potasyum benzoat ile yapilan genotoksik ¢alismalar olduk¢a azdir. Vernole ve dig (1987),
potasyum benzoatin 2- 500 ug/ml’lik dozlarini insan lenfosit hiicrelerine uygulamiglar ve
doza bagl olarak kromozom kiriklarinin olustugunu saptamislardir. Yine ayni calismada
KKD’de 200 pg/ml’lik dozdan itibaren artis oldugunu gozlemlemislerdir. Fakat KKD’de

kromozom kiriklari gibi bariz bir artig goriilmemistir (Vernole ve dig.,1988).

Zengin (2009) tarafindan yapilan insan lenfositleri ve potasyum benzoatin 62,5 — 1000
ug/ml’lik dozlariyla yapilan bir ¢alismada 62,5 pg/ml’lik doz hari¢ diger dozlarda kromozom
ve kromatid kiriklarina rastlanmistir. KKD’de 62,5 pg/ml’lik doz hari¢ tiim uygulamalarda
dozun artmasina bagli olarak anlamli bir artig goriilmiistiir. Mitotik indeks (Ml), 62,5 pg/ml
ve 125 ug/ml’lik dozlar harig tiim uygulamalarda anlamli bir diisiis sergilemistir. Replikasyon
indeksi ise potasyum benzoat uygulamasinin higbir dozundan etkilenmemistir. 62.5 ug/ml’lik
doz harig, tiim potasyum benzoat uygulamalarinda doza bagli olarak MN tasiyan biniikleat
hiicre frekansinda artig goriilmiistiir. Niikleer boliinme indeksinde (NBI) potasyum benzoatin

bir etkisi goriilmemistir. Yapilan comet testine gore ise kuyruk uzunlugu sadece en yiiksek
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doz olan 1000 pg/ml’lik konsantrasyonda goriilmiistiir. Kuyruk yogunlugunda ise 250
ug/ml’lik doz harig istatiksel olarak anlamli bir artig gériillmemistir (Zengin, 2009).

2.9. FARKLI MATERYAL VE DENEY SISTEMLERIYLE YAPILAN GENOTOKSIK
ARASTIRMALAR

Sodyum sorbat, benzoik asit ve potasyum benzoat disinda antimikrobiyal, antibakteriyel ve
antifungal katki maddeleriyle yapilan ¢alismalar da bulunmaktadir. Farkl: test sistemleri veya
farkli hiicre ve dokularla yapilan in vitro ve in vivo calismalardan bazilar1 asagida

Ozetlenmistir.

Salmonella typhimurium’un TA98 (S9 mix varliginda ve yoklugunda) ve TA100 (S9 mix
varliginda ve yoklugunda) suglarinda yapilan AMES testinde potasyum sorbatin (askorbik asit
ve Fe tuzu varliginda) mutajenik etkisi arastiritlmistir. TA98 (S9 mix varliginda ve
yoklugunda) ve TA100 (S9 mix varliginda) susunda doza bagl bir mutajenik etki olmadigi
goriiliirken, TA100 (S9 mix yoklugunda) susunda doza bagli artan mutajenik bir etki
goriilmiistiir. Bu maddeler ayr1 ayr1 uygulandiginda ise mutajenik etki goriilmemistir (Kitano

ve dig., 2002).

Sican karaciger fraksiyonunun (S9) bulundugu ve bulunmadigi ortamlarda AMES testi
uygulanarak sodyum nitritin genotoksisite incelemesi yapilmistir. Sodyum nitritin Salmonella
typhimurium’un TA1535 susu igin giiglii bir mutajenik etki gosterdigi, TA100 susu iginse

zay1f mutajenik etki gosterdigi belirlenmistir (Akin ve Siimer, 1991).

Allium cepa hiicrelerinde sodyum propiyonat, potasyum propiyonat ve kalsiyum propiyonat
gibi propiyonik asidin ¢esitli tuzlariyla ¢alisilmis ve doza bagli olarak her bir kimyasal KA
oranini arttirmis, MI ise diisiirmiislerdir. Ayn1 zamanda yine doza bagli olarak MN olusumlari

da goriilmiistiir (Tiirkoglu, 2008).

Cin hamsteri hiicreleriyle yapilan sodyum benzoat uygulamasinda ise dozun yiikselmesiyle

kardes KKD ve MI artig1 goriilmiistiir (Abe ve Sasaki, 1977; Ishidate ve Odashima, 1977).

Sican kemik iligi hiicrelerinde gida koruyucularindan olan sodyum metabisiilfitin

genotoksisitesi KA testiyle incelenmistir. Intraperitoneal ve gavaj enjektdr yoluyla ayri ayri
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yapilan incelemelerde uygulanan tiim dozlarda hiicrelerdeki anormallik artarken, gavaj
enjektorii yoluna kiyasla intraperitoneal yolunda mitotik indeks diisiik ¢ikmustir. Ayrica
sodyum metabisiilfitin, hiicrelerde kromozom kiriklarina, kardes kromatid degisimlerine ve

fragment olusumuna neden oldugu goriilmiistiir (Kayrayildiz ve Topaktas, 2007).

39 adet gida katki maddesinin genotoksik hasarini belirlemek amagli farelerin 8 farkhi
organina (mide, beyin, bobrek, karaciger, idrar kesesi, kolon, kemik iligi, akciger) comet testi
uygulanarak calisilmistir. Sonug olarak, allura kirmizisi, tartrazin, filoksin, new coccine,
erythrozin ve rose bengal gibi gida boyalari, mide, idrar kesesi ve kolonda doza bagl olarak
DNA hasar1 olusturmustur. Gida boyalar1 haricinde gidalarda cesitli amaglarla kullanilan
kimyasallardan BHA (biitillendirilmis hidroksi anisol), bifenil, sodyum o-fenilfenol, sodyum
siklomat, BHT (biitillendirilmis hidroksi toluen), thiabendazol, sakkarin, sodyum sakkarin ve
stikraloz da mide, kolon ve idrar kesesinde DNA hasarmin artmasina sebep olmustur (Sasaki
ve dig., 2002).

Bir bagka gida koruyucularindan olan potasyum bromatin genotoksisitesi, insan limfoblastoid
TK6 hiicrelerinde comet, mikroniikleus ve timidin kinaz (TK) mutasyon testleriyle
arastirllmistir. DNA’da tek ve ¢ift zincir kiriklari ile birlikte mikroniikleus olustugu
goriilmiistiir. TK mutasyonlarini da doza bagl olarak anlamli bir sekilde arttirmistir (Luan ve

dig., 2007).

Insan periferik kan lenfositleriyle yapilan bir calismada sodyum sitrat, sitrik asit ve Askorbik
asidin genotoksik etkisi comet testi kullanilarak incelenmistir. Sodyum sitratin 50, 150, 300
ve 600 pg/ml’lik dozlar hiicrelere uygulanmis ve ozellikle 300 ve 600 pg/ml’lik dozlarda
DNA hasarinin arttigr gortilmiistiir. Sitrik asidin sodyum sitrat ile ayn1 miktardaki dozlar
hiicrelere uygulanmis ve 6zellikle 600 pg/ml’lik doz uygulamasinda yiiksek DNA hasariyla
karsilagilmistir. Yine ayn1 dozlarda uygulanan askorbik asidin herhangi bir DNA hasarina yol

acmadigi belirtilmistir (Celik ve dig., 2022).
2.10. KANSER VE GIDA KORUYUCULARI ARASINDAKI ILiSKi

Boliinerek cogalma yetenegine sahip olan hiicrelerimiz kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalirsa

kanseri meydana getirir. Tedavi edilmedigi siirece hiicreler kontrolsiizce boliinmeye devam
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edip timor olusturabilmektedir. Iyi huylu ve kotii huylu olarak ikiye ayrilabilen bu
tiimorlerden iyi huylu olan saglik agisindan bir tehdit olusturmazken, kotii huylu timér tedavi

edilmezse 6limciil olabilmektedir.
Kanserin bir¢ok sebebi vardir. Bunlardan en etkili olanlar1 sdyle siralanabilir;

- Sigara ve alkol kullanimi

- UV 1sinina ¢ok fazla maruz kalma

- Rontgen 1sinlarma maruz kalma

- Katran, benzen, asbest gibi kimyasallara maruziyet
- Sagliksiz beslenme

- Genetik yatkinlik

Gida koruyucularinin kullanimi insan sagligi iizerinde karsinojenik etkiler gosterebilmektedir.
Nitrit ve nitrat ile yapilan bir genotoksisite ¢alismasinda, bu maddelerin karsinojen etkili N-
nitroso bilesiklerine doniistiigii goriilmiistiir (Orug ve Ceylan, 2001). N- nitroso bilesiklerinin
yuksek dozlari, gastrointestinal kanser oraninda artisa sebep olabilmektedir (Kumar ve

dig.,2013).

Diger bir koruyucu amagla kullanilan katki maddesi sodyum benzoat, C vitaminiyle

birlestiginde kanserojen etkili benzeni olusturabilmektedir (Mirza ve dig., 2017).

Antioksidan 0Ozellikteki Butillenmis Hidroksitoluen (BHT) ve Butillenmis Hidroksianisol

(BHA) gibi koruyucularin da kanser olusumunu arttirdigi goriilmistiir (Tran, 2013).
2.11. MIKRONUKLEUS OLUSUMU

Mikroniikleuslar (MN), hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda olusan ve ana cekirdege dahil
olmayip tam kromozom ya da asentrik kromozom fragmanlarindan kokenlenen yapilardir
(Fenech, 1993). Mitoz bdliinmenin anafaz evresinde ig ipliklerine tutunamamis kromozomlar
kutuplara gidemez ve sitokinez sirasinda ayni sitoplazma iginde ana g¢ekirdekten ayr1 olarak
zarla cevrili mikroniikleuslar1 olustururlar (Hogstedt, 1984; Fenech, 1993). MN teknigi ilk
olarak 1886 yilinda Howell tarafindan anemik kedilerin kirmizi kan hiicrelerinde

uygulanmistir (Anwar ve dig., 1994). Bu sebeple mikroniikleuslar hematolojide Howell —
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Jolly cisimcigi olarak bilinirler. 1976’da insan lenfositlerinde Countryman ve Heddle
tarafindan genotoksisitenin belirlenmesi i¢in MN analizi kullanilmistir. Fakat hiicrelerin hiicre
boliinmesi gegirip gecirmedigini saptamak gili¢ oldugu i¢in ilk baslarda uygulanmasi zor
olmustur. Fenech ve Marley tarafindan 1985°de hiicrelerde sitokinezi durdurmak icin
sitokalasin B (Cyt B) eklenmis ve bdylece biniikleat hiicrelerin saptanmasi ve goriilmesi

kolaylagmistir (Fenech ve Morley, 1986).

MN yontemi, giiniimiizde ekonomik ve en kisa siirede sonug¢ veren bir yontem oldugu i¢in
genotoksisitenin belirlenmesinde siklikla tercih edilmektedir. MN testi lenfositler, kemik iligi,
dil, damak, yanak i¢i epiteli, idrar kesesi, brons epitelyumu gibi ¢esitli dokularda
uygulanabilmektedir (Tucker ve Preston, 1996). Kromozom kiriklari, kromozom kaybi,
kromozomlarin farkli morfoloji gostermesi, hiicre bolinme inhibesi, gen amplifikasyonu,
nekrosis ve apoptosisin ortaya c¢ikarilmasi ve degerlendirilmesinde oldukga etkili bir
yontemdir (Fenech, 2000 ve 2006).

Kanser ve kromozom diizensizlikleri arasinda dogrudan bir iligski oldugu bilindiginden MN
testi kanser vakalariin belirlenmesinde tercih edilmektedir (Bolognesi ve dig., 2002; Rothfub
ve dig., 2000). MN testi kanser disinda yaslanma calismalarinda da tercih edilmektedir.
Yaslanmayla birlikte kromozom diizensizlikleri ve hasarlari artmaktadir. Bu hasar oranlarinin

belirlenmesinde MN analizi kullanilabilmektedir.

MN ile yapilan bir¢ok ¢alisma vardir. Maluf ve dig., (2001) CBMN (Cytokinesis Block
MicroNucleus) yontemiyle, Down sendromlu ve Fanconi anemili hastalarda MN artisinin
yiiksek oldugunu saptamislardir. Bisht ve Devi (1994) yaptiklart ¢alismada, dozla orantili
olarak artan mikroniikleuslardan 1’li MN frekansiin fazla olmasmin asentrik kromozom
fragmentler nedeniyle oldugunu saptamislardir. Fenech ve Crott (2002) ise NPB
(Nucleoplasmic Bridge: Niikleoplazmik Ko&prii) olusumunun anafazda sentromerlerin zit
kutuplara gecisi sirasinda ortaya ¢iktigint ve NPB’lerin yaninda 1°1i ya da 2’li MN’ larin

%60’ dan fazlasinin asentrik kromozom fragmentlerinden kdkenlendigini agiklamislardir.

Aminopiralid ve Florasulam herbisitlerinin genotoksik etkisini arastirmak i¢in mikroniikleus
testi kullanilmistir. Aminopiralid herbisitinin 25 mg/L’lik konsantrasyonu 24, 48 ve 72 saatlik

stire ile Gambusia holbrooki tiirii {izerinde uygulanmistir. Kontrole goére biniikleat ve MN
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frekansinda anlamli bir artis goriilmistiir. Florasulam herbisiti i¢inde ayni uygulamalar
yapilmig ve MN frekansinda maruziyete bagli olarak anlamli bir artig goriilmiistiir (Akata,

2022).

Bir bagka ¢alismada biyoatiklardan elde edilen nutrasétiklerin genotoksisitesini arastirmak
icin mikroniikleus testinden yararlanilmistir. Arastirmada {iziim ¢ekirdeklerinden (Vitis
vinifera L.) ve seyreltilmis nektarinden (Prunus persica L.) elde edilen biyoatiklar B16
melanoma ve HuH7 insan hepatoma hiicreleri tizerinde uygulanmistir. 25, 50 ve 100 pg/I’lik

dozlarda MN artis1 gézlenmemistir (Musto ve dig., 2023).
2.11.1. Mikroniikleus Hesaplamalari ve Degerlendirilmesi

MN analizlerinde ilk olarak hiicre tipleri belirlenmelidir. Mononiikleus, biniikleus,

multiniikleus, apoptotik ve nekrotik tiplerinde hiicreler mevcuttur.

Mononiikleus hiicreler, kiigiik bir sitoplazma iginde biiyiik niikleus bulunduran hiicre
tipleridir. Biniikleus hiicreler, es biiyliklikkte 2 niikleus barindiran hiicre tipindedir. Bu
hiicrelere bazen niikleoplazmik koprii (NPB) eslik edebilir. Multiniikleuslar ise birka¢ farkli
boyuttaki niikleustan olusan yapilardir. Bu hiicrelerde birden fazla MN olusumu gozlenebilir.
Apoptotik hiicre yapilarinda sitoplazma bozulmamigken, kromatin yogunlugu artmistir.
Nekrotik hiicrelerde, sitoplazmadaki vakuol sayist ¢ok fazladir. Sitoplazmik zarin kismen
hasar almasiyla niikleusun az bozulmasiyla erken nekrotik evre goriiliir. Ge¢ nekrotik evrede

ise sitoplazma kaybolmustur (Fenech, 2000).

Mikroniikleus olugsumlart biniikleat hiicrelerde skorlanir ve bu hiicreler ile hesaplamalar
yapilir. Sitokinezin bloke edilmesiyle mikroniikleus olusumlar1 goézlenebilir. Mikroniikleus

testinde hesaplama yapilirken asagidaki kriterler g6z 6niine alinmalidir.

1. Skorlanacak hiicreler iki niikleuslu yani biniikleat yapida olmalidir.
2. Mikroniikleuslarin ¢ap1 ana ¢ekirdegin yar1 capinin {igte biri ile on altida biri

arasinda bir degere sahip olmalidir.
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3. Mikroniikleuslar ana  ¢ekirdege bagli olmamali ve st diste
konumlanmamalidir. Birbirlerine dokunuyor durumda olsalar da MN yapisi
cekirdekten bagimsiz halde olmalidir.

4. Mikroniikleuslar genelde niikleuslarin arasindadir fakat bazen kutuplarda da
bulunabilirler.

5. Mikroniikleus genisligi ana niikleus alaninin 1/256 ile 1/9°u arasinda olmalidir.

6. Mikroniikleuslar kiigiik niikleus goriintiisiinde olsa da hiicrede bulunan kiiciik
yapili kabarcik veya noktalar ile karistirilmamalidir.

7. Niikleuslar ve mikroniikleuslar genelde aymi miktarda boyanirlar fakat
Mikroniikleuslar bazen daha koyu boyanabilirler. Bu nedenle skorlama
yapilirken boya kalintilartyla mikrontikleuslar birbirine karigtirilmamalidir

(Fenech ,2000).

Yapilan mikroniikleus analizi ¢alismalarinda kontrol gruplari ve test materyali i¢in en fazla
2000 biniikleat hiicre incelenmeli, yukarida verilen kriterlere uymayan biniikleat hiicrelerle
beraber, tekli, ikili, Ticlii ve daha fazla niikleuslu hiicreler de ayr1 olarak puanlanmali ve

incelenmelidir.

(A) (B) ©) (D)

(A) Ideal biniikleat hiicre yapisi, (B) niikleuslar1 birbirine dokunan biniikleat yapisi, (C)
niikleuslar arasinda dar bir niikleoplazmik koprii bulunan bintikleat hiicre yapisi, (D) daha
genis bir niikleoplazmik kopriiye sahip biniikleat hiicre yapisl.
Sekil 2.5: Skorlanabilir biniikleat hiicre yapilar1 ( Fenech ve dig.,2003).
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(A) (B) (©) (D)

(A)Biri tgte biri, digeri hiicre i¢indeki ana niikleustan birinin dokuzda biri ¢apinda iki
mikroniikleuslu hiicre yapisi, (B) Mikroniikleuslarin ana niikleuslara degdigi ancak {ist iiste
gelmedigi hiicre yapisi, (C) Ana niikleuslar ile iki mikroniikleus arasinda niikleoplazmik
koprii bulunduran iki niikleuslu hiicre yapisi, (D) Farkli boyutlarda alti mikroniikleuslu, iki
niikleuslu ve nadiren goriilen hiicre yapisi.

Sekil 2.6: Skorlanabilir Mikroniikleus (MN) bulunduran hiicre yapilar1 (Fenech ve dig.,2003).
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3. MALZEME VE YONTEM

Bu tez, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Proje Birimi tarafindan 37280 numarali
baslik olarak degerlendirilmeye alinmistir. Bu tez projesinde insan kdkenli lenfoblast hiicre
soyu olan TK-6 hiicreleri kullanilmistir. Her hiicre flaskina 5 ml’de 2.5x10° hiicre olacak
sekilde ekim yapilmistir. Bu hiicrelere sodyum sorbatin, benzoik asidin ve potasyum
benzoatin ¢esitli dozlar1 uygulanarak genotoksik ve boliinme tizerindeki etkilerine bakilmustir.
Hiicrelerde kimyasallarin etkisiyle olusan genotoksik hasarlar ve proliferatif etkiler i¢in doz

cevap egrileri olusturulmustur.
3.1. DENEY MATERYALLERI
3.1.1.Sodyum Sorbat

Sorbik asit kati formu, Sigma- Aldrich firmasindan %99.0 dan daha biiylik saflikta elde
edilmistir. Molekiiler agirligi 112.13 g/mol’ diir. Sorbik asitten sodyum sorbat elde edilirken,
Schiffmann ve Schlatter (1992)’1n yontemi bazi degisikliklere ugratilarak uygulanmistir. 1 gr
sorbik asit 40 ml distile suda ¢ozdiiriilmiis, vorteks cihazi ile 15 dk. hizli bir sekilde
karistirtlarak 10 N NaOH oda sicakliginda damla damla eklenmis ve ¢6zeltinin optimum pH’1
6.5 altinda bir deger oldugundan pH degeri 6’ya ayarlanarak sodyum sorbat elde edilmistir.
Hiicrelere; 100, 200, 400, 600 ve 800 ng/ml’lik dozlar uygulanmaistir.

3.1.2.Benzoik Asit

Sigma- Aldrich firmasindan %99 dan daha biiyiik saflikta ve kati form olarak temin
edilmistir. Molekiiler agirlig1 122.12 g/mol’ diir. Doz uygulamalari igin 40 ve 80 mM” lik stok
konsantrasyonlari saf su ile ¢ozdiiriilmustiir. Hiicrelere; 50, 100, 200, 500 ve 1000 pg/ml’lik

dozlar uygulanmustir.
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3.1.3. Potasyum Benzoat

Sigma- Aldrich firmasindan %99 saflikta ve kati formda eldesi saglanmistir. Molekiiler
agirhigi 161.21 g/mol’diir. Doz uygulamalari i¢in 40 ve 80 mM’lik stok konsantrasyonlari saf
su ile ¢ozdiiriilmiistiir. Hiicrelere; 50, 120, 250, 500 ve 1000 pg/ml’lik dozlar uygulanmistir.

3.2. HUCRE KULTURU VE MEDYUM HAZIRLIGI

Genotoksisite ¢alismalart i¢in kullanimi uygun olan TK-6 lenfoblast hiicrelerinin
stirekliliginin saglanmasi i¢in haftada iki kez olmak suretiyle iki ii¢ giin araliklarla deney
sliresince hiicre pasaji yapildi. Pasajlarda RPMI-1640 Hepes medyumu ve %10 Fetal bovine
serum kullanildi. Pasajdan sonra hiicrelerin bulundugu flask %5 CO- igeren 37 °C etiivde

muhafaza edildi.
3.2.1. Medyum Hazirhg:

Medyumda kullanilacak malzemeler sterilizasyon amacli otoklavdan gegirilerek kullanima
hazir hale getirildi. 1000 ml’lik balon joje igerisine manyetik karistirict ile vorteks iizerine
karistirilmaya alindi. i1k turda balon jojeye 250 ml saf su ve toz halindeki RPMI-1640 Hepes
medyumu eklendi. 45 dakikalik periyotlar halinde 250 ml saf su uygulamasina devam edildi
ve medyumun karigmasi saglandi. 3.turda hassas terazide oOl¢illen 2000 mg sodyum
bikarbonat 250 ml saf su ile birlikte eklendi. Son asamaya gelindiginde 0.2 ml streptomycin
ve 0.2 ml penicilin 250 ml saf su ile birlikte eklendi ve 1 saat boyunca medyumun karigmasi

i¢in beklendi.

Vorteks tlizerindeki karistirma islemi sonlandirilip igerisine milipore filtre yerlestirilmis bir
slizme aparatindan hava kompresorii kullanilarak medyumun siiziilmesi saglandi. Siiziilen
medyum tarihlendirilmis ve numaralandirilmis 10 adet steril mavi kapakli siseye aktarilip

hiicre pasajlarinda ve deneyde kullanilmak iizere buzdolabinda +4 °C’de saklanmaya alindu.
3.2.2. Hiicre Pasaji

Haftada iki kez 2-3 giin araliklarla yapilan ve hiicreler icin elverigli bir yasam ortami

olusturan uygulamadir. Hiicre pasajinda flaska hiicrelerle birlikte RPMI-1640 Hepes
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medyumu ve toplam sivinin %10’u kadar Fetal bovine serum eklendi. Hiicre pasajina
baslamadan &nce ilk olarak medyum ve serum 37 °C etiive kondu ve belli bir sicakliga
gelmesi beklendi. Bu sirada laboratuvar ortaminda UV 1s1gindan yararlanilarak sterilizasyon

saglandi.

Hiicre flaskindaki hiicreler pipetajlanilarak biri 5 ml digeri 1 ml olan iki ayr tiipe alindi. 5
ml’lik tiip 200 g’de 8 dk santrifiijlendi. O sirada diger 1 ml tiipte bulunan hiicrelerden alinan
ornek hemositometre lamina damlatilarak hiicre sayimi yapmak i¢in mikroskoba yerlestirildi.
Hemositometre lamindaki 16 karelik alan 1 ml’lik hiicre ile kaplandi ve bu kisimdaki hiicreler
sayildi. Sayilan hiicre sayisina gore pasaj yapilacak hiicre hesaplamasi yapildi. Pasaj
yapilacak olan flaskin iizerine giiniin tarihi ve kaginci pasaj oldugu yazildi. Hepes medyum,
%10 fetal bovine serum ve hiicreler eklenerek hazirlanan flask kapagi hafif agik olacak

sekilde COz etiiviine yerlestirildi.
3.3. DENEY SURECI

Deney giinii ilk olarak sodyum sorbat, benzoik asit ve potasyum benzoatin molekiiler
agirhiklarina gore hesaplamalar yapilarak stok konsantrasyonlart hazirlandi. Deneyin
0.saatinde bir giin 6nce her birine tek tek ekim yapilan 6 flasktan besine tek bir kimyasal i¢in
belirlenen dozlar ayr1 ayr1 verildi. Bir tane flask kontrol grubu olarak kullanildi ve kimyasala

maruz birakilmadi. Kimyasal uygulanan hiicre flasklar1 30 dk etiivde bekletildi.

Etiivde bekletilme siireci doldugunda 6 adet tiipe flasktaki hiicrelerin tamami sirasiyla
numaralarina gore eklendi ve tiipler santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi tliplerdeki slipernatantlar
atildi ve yeni flasklar ¢ikarilip numaralandirildi. Yeni flasklarin hepsine tek tek 4.5 ml Hepes
medyumu, 0.5 ml Fetal bovine serumu ve tiiplerdeki hiicreler eklendi. 4 saat boyunca etiivde
bekletildi.
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Deneyin 4.saatinde flasklarin her birine 3 pg/ml Cytochalasin-B eklendi. Hiicre flasklar1 48
saat boyunca inkiibasyona birakild1.

Sekil 3.1: CO; etiiviinde inkiibasyona birakilmig hiicre flasklari.

48. saate gelindiginde inkiibasyon siiresi sonlandirilip fiksasyon ve yikama islemlerine
gecildi. Inkiibasyonu biten hiicreler deney tiiplerine alindi, 200 g’de 8 dk santrifiije birakilds.
Santrifiijden alinan hiicrelerin siipernatanti atild1 ve iizerlerine 0,075 M sogutulmus 5 ml’lik
KCI ¢ozeltisi eklenip 8 dk santrifiijlendi. Santrifiij isleminden sonra tiipteki siipernatantlar
atildi ve pelete 7:1 oraninda soguk metanol- asetik asit karisimi uygulandi. Bu sirada
hiicrelerin homojen bir sekilde birbirinden ayrilmasi igin tiipler vortex cihazinda karigtirildi.

Bu islem 2 kez tekrarlandiktan sonra hiicreler buzlu lamlara damlatildi ve kurumasi i¢in
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birakildi. Lamlar tamamen kuruduktan sonra iizerlerine fosfat tamponlu %5’lik Giemsa

boyast uygulandi.

Bu islem 5 dk boyunca gerceklestirildi ve siire gecgince lamlar saf su ile yikandi. 24 saat
boyunca lamlarin kurumasi i¢in beklendi. Lamlar tamamen kuruduktan sonra iizerlerine
preparati sabitlestirmek amach entellan ile lamel kapatildi ve 24 saat boyunca kurumaya
birakildi. Bu islemler sayesinde hiicreler mikroskop altinda sayima uygun hale getirilmis

oldu.

Bu islemler sodyum sorbat, benzoik asit ve potasyum benzoat i¢in belirlenen dozlarda ayri

ayr1 3’er kez tekrar edilmistir.
3.4. PREPERATLARIN DEGERLENDIRILMESI

Saymm islemleri Nikon E100 151k mikroskobunda x400 biiyiitme ile yapildi. Goriintiileme
dogrulanmasi igin x1000 biiyiitmeye gecildi. Sodyum sorbat, potasyum benzoat ve benzoik
asidin uygulanan dozlar1 sonucunda elde edilen BN hiicrelerdeki MN frekanslar1 aralarinda
degerlendirildi. Her bir doz i¢in 2000 biniikleat hiicre sayilmaya calisildi ve ig¢lerindeki
mikroniikleuslar degerlendirmeye alindi. Biniikleat hiicrelerin yan1 sira bir, iki, ti¢, dort, bes
ve daha fazla niikleusa sahip olan hiicrelerde degerlendirmeye alindi. Degerlendirilen tiim

preperatlar i¢in proliferatif indeks (PI) hesaplandi.

Pi= (M1 +2M2 + 3 M3 + 4 M4+ 5M5) /N
(Denklem: 1.1.)

M1; 1 niikleuslu hiicre, M2; 2 niikleuslu hiicre, M3; 3 niikleuslu hiicre, M4; 4 niikleuslu
hiicre, M5; 5 niikleuslu hiicre, PI; proliferatif indeks, N; toplam hiicre sayist (Eastmond ve

Tucker, 1989).

Her bir katki maddesinin farkli dozlarina ait MN frekans ve PI verilerinin doza bagimli

egrileri elde edildi.
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3.5. ISTATIKSEL METOT

Farkli kimyasallar ve bu kimyasallarin farkli dozlar1 uygulanarak yapilan deneylerde MN ve
Pi degerlerinin istatiksel degerlendirilmesinde Graphpad Prism 7.0 programi kullanilmustir.
Deney sonuglarinin degerlendirilmesi lineer ve lineer olmayan regresyon analizi ile
yapilmistir. Deneyler sonucu elde edilen her bir veri i¢in doz basina MN/BN ve PI grafikleri
elde edilmistir. Veriler i¢in en iyi fit veren grafik modelleri F testi ile karsilastirilmis ve

egriler arasindaki anlamlilik farkini gosteren p degerlerine ulagilmistir.

Her bir kimyasal i¢in elde edilen regresyon egrilerinde artan dozlara bagli olarak olusan MN
degerleri arasinda belli bir korelasyon olup olmadigi degerlendirilmis ve yorumlanmistir.
Ayni zamanda Pi regresyon grafiklerinde kimyasallarin uygulanan dozuna bagl olarak
hiicrelerdeki boliinme diizeyleri arasinda korelasyon olup olmadigi da degerlendirilmistir.
Elde edilen veri grafiklerine gore uygulanan kimyasallarin hiicreler {izerindeki genotoksik

etkisi hakkinda degerlendirmeler yapilmistir.
4. BULGULAR

Benzoik asit, potasyum benzoat ve sodyum sorbat uygulamalarindan elde edilen preperatlar
mikroskop altinda sayilmig ve MN/BN oranlar1 hesaplanmistir. Mikroniikleus ve biniikleat
hiicre sayimlarmin yanmda diger tekli ve ¢oklu niikleuslu hiicrelerde sayilarak PI degerleri

elde edilmistir. Elde edilen sonuglar asagidaki tablo ve grafiklerle verilmistir.

Benzoik asite ait veriler Tablo 1.1 iizerinde gosterilmistir. Tablodaki verilerde hiicrelere

uygulanan dozlar sonrasi preperatlardan sayilan biniikleat hiicreler gosterilmektedir.
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Tablo 4.1: Benzoik asit sayim sonuglari

Tekli ve Coklu Niikleuslar

No (M[;Zfﬂ) H'?iCNre MN|{MN/BN| ML | M2 | M3 | M4 | M5 | Pi

1 0 1819 | 2 | 0,0011 | 1799 | 1059 | 1057 | 1082 | 974 | 2,55
2 50 1804 | 3 | 0,0016 | 1773 | 1065 | 940 | 964 | 972 | 2,53
3| 100 1657 | 6 | 0,0036 | 1634 | 967 | 905 | 956 | 968 | 2,57
4| 200 1653 | 8 | 0,0048 | 1561 | 803 | 1011 | 942 | 956 | 2,6
5| 500 1504 | 9 | 0,0059 | 1362 | 801 | 927 | 904 | 911 | 2,64
6| 1000 1403 | 12 | 0,0085 | 954 | 703 | 941 | 854 | 848 | 2,74

BN; bintikleat hiicre, MN; mikroniikleus, M1; 1 niikleuslu hiicre, M2; 2 niikleuslu hiicre, M3;

3 niikleuslu hiicre, M4; 4 niikleuslu hiicre, M5; 5 niikleuslu hiicre, PI; proliferatif indeks.

BN hiicre sayilart dozun artmasiyla birlikte daha da azalmistir. Artan dozla beraber hiicrelerin
sitoplazmalar1 hasara ugradigindan sayim kriteri diginda kalmistir. Doza bagli olarak ¢oklu
niikleuslarda da azalmalar goriilmektedir. Coklu niikleuslar ile hesaplanan PI” ler Tabloda

verilmistir.
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Sekil 4.1: Benzoik asit uygulamasi sonucu elde edilen MN/BN — Doz (ug/ml) grafigi.

Benzoik asit uygulamasi ile elde edilen MN/BN ve uygulanan dozlar arasindaki iliski Sekil
4.1°de gosterilmistir. F testine gore en 1iyi fit veren lineer regresyonda grafik c¢izimi

yapilmistir. Doza bagli olarak MN/BN oraninda istatiksel olarak anlamli (r? = 0,94) bir artis

goriilmektedir.
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Sekil 4.2: Benzoik asit uygulamasi sonucu elde edilen Pi/ Doz (ug/ml) grafigi.
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Sekil 4.2°de gosterilen benzoik asit grubundaki PI degerleri doz ile beraber artmistir. Benzoik
asit PI degerleri igin de en iyi fit veren lineer regresyon analizi yapilmistir. Hiicrelere

uygulanan doz ile PI degerleri arasinda anlaml1 (r> = 0,96) bir korelasyon goriilmektedir.

Potasyum benzoata ait veriler Tablo 4.2 iizerinde gosterilmistir. Hiicre biitiinliigii tamamen

bozulan ve sayim kriterlerine uymayan hiicreler elenerek sayim yapilmistir.

Tablo 4.2: Potasyum benzoat sayim sonuglari

Tekli ve Coklu Niikleuslar

No (u[;nzll) H?i(lie MN | MN/BN M1 M2 M3 M4 M5 Pi
1 0 1436 4 |0,0027 | 1152 150 | 349 | 284 | 125 | 2,04
2 50 1334 5 10,0037 | 1928 286 | 553 | 268 71 1,85
3 120 1280 6 | 0,0046 | 2807 641 | 696 | 452 | 253 | 1,92
4 250 1437 9 | 0,0062 | 2874 628 | 786 | 574 | 377 | 2,02
5 500 1185 11 | 0,0092 | 2659 524 | 548 | 459 | 415 2
6 1000 1033 11| 0,01 2509 380 | 478 | 409 | 318 | 1,94

BN; biniikleat hiicre, MN; mikroniikleus, M1; 1 niikleuslu hiicre, M2; 2 niikleuslu hiicre, M3;

3 niikleuslu hiicre, M4; 4 niikleuslu hiicre, M5; 5 niikleuslu hiicre, PI; proliferatif indeks.

Potasyum benzoatin etkisiyle doza bagli olarak BN hiicreleri sayisal olarak azalmistir. MN

sayilarinda ise artig gozlenmektedir.

Sekil 4.3’te hiicrelere uygulanan potasyum benzoatin artan dozlarina bagli olarak MN/BN

oranlar1 arasindaki iliski verilmistir.
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Sekil 4.3: Potasyum benzoat uygulamasi sonucu elde edilen MN/BN — Doz (ug/ml) grafigi.

Verilere lineer regresyon analizi yapilmistir. Elde edilen regresyon grafigine gore hiicrelere
uygulanan potasyum benzoat dozlart ile MN/BN degerleri arasinda anlamli bir korelasyon

goriilmektedir (r? =0,90).
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Sekil 4.4: Potasyum benzoat uygulamasi sonucu elde edilen Pi/ Doz (ug/ml) grafigi.
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Sekil 4.4’te, potasyum benzoatin hiicrelere uygulanan dozlar1 ve hesaplanan Pi degerleri icin

yapilan regresyon analizine gore anlamli bir iliski goriilmemistir (r> =0,001).

Sodyum sorbat kimyasal uygulamalarindan elde edilen veriler ve hesaplamalar Tablo 4.3’te

gosterilmistir. Hiicrelere uygulanan kimyasallar igerisinde en fazla BN sayisina sodyum

sorbat uygulamasinda ulasilmistir.

Tablo 4.3: Sodyum sorbat sayim Sonuglari

Tekli ve Coklu Niikleuslar
No| , Do BN “'mn|mNEeN| M1 | M2 | M3 | M4 | M5 | pi
(ug/ml) Hiicre
1 0 1860 | 2 |0,00108| 1711 | 1389 | 1651 | 1673 | 1566 |2,81056
2 100 1649 | 4 |0,00243| 1798 | 1275 | 1630 | 1591 | 1477 |2,79034
3 200 1650 | 6 |0,00364| 1655 | 1038 | 1541 | 1572 | 1416 |2,82033
4| 400 1502 | 6 |0,00399| 1610 | 963 | 1168 | 1140 | 1122 | 2,6934
5 600 1492 | 7 |0,00469| 1603 | 814 | 1048 | 1045 | 944 |2,62871
6 800 1412 | 12 | 0,0085 | 1590 | 803 | 932 | 1003 | 906 | 2,6118

BN; biniikleat hiicre, MN; mikroniikleus, M1; 1 niikleuslu hiicre, M2; 2 niikleuslu hiicre, M3;

3 niikleuslu hiicre, M4; 4 niikleuslu hiicre, M5; 5 niikleuslu hiicre, PI; proliferatif indeks.

Diger kimyasal uygulamalar1 gibi doza bagli olarak BN sayis1 azalmig, MN igeren biniikleat

sayist ise artmistir. Coklu niikleuslarda doza bagl olarak azalmistir.
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Sekil 4.5: Sodyum sorbat uygulamasi sonucu elde edilen MN/BN — Doz (ug/ml) grafigi.

Sodyum sorbat kimyasalinin uygulanan dozlarina gore elde edilen MN/BN oranlar arasindaki
iliski sekil 4.5’te verilmistir. Elde edilen veriler icin F testine gore en iyi fit veren lineer
regresyon grafigi ¢izilmistir. Uygulanan doz ve MN/BN oranlar1 arasinda anlamli ve giiclii bir

korelasyon goriilmektedir (r>= 0,91).
29 |
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Sekil 4.6: Sodyum sorbat uygulamasi sonucu elde edilen Pi/Doz (ug/ml) grafigi.
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Sodyum sorbatin uygulanan dozlar1 ve hesaplanan PI degerleri sekil 4.6’da yer almaktadir.
Veriler i¢in yapilan lineer regresyon analizinde en iyi fit veren grafik modeli elde edilmistir.
Sodyum sorbatin artan dozlarma bagl olarak Pi degerleri diisme egilimi gdstermektedir.
Sodyum sorbat ve PI degerleri arasinda negatif yonde azalan giiclii bir korelasyon

bulunmaktadir (r? = 0,91).
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5. TARTISMA VE SONUC

Glinlimiizde zamansizlik, ekonomik nedenler ve dogalliktan uzaklagsma sonucunda paketli
gidalarin kullanimi oldukga artmistir. Artan niifusa hizmet etmek amagh olarak iireticiler
tarafindan gidalarin tadin1i korumak, lezzetlendirmek ve raf Omriinii uzatmak gibi ¢esitli
amaglarla gida katki maddeleri kullanilmaktadir. Hazir ve paketlenmis gidalarla beslenmenin
artmasiyla birlikte gida koruyucu kimyasallara maruziyette artmistir. Maruz kalinan katki
maddelerinin insanlar {izerindeki genotoksik, karsinojenik, mutajenik ve alerjik etkisinin
belirlenmesi insan saglig1 agisindan oldukca dnemlidir (Bulduk,2003). Genotoksik etki, DNA
hasar1 ve kanser olusumuna sebep olan etki olarak bilinmektedir. Genotoksik etkiyi ortaya
cikarmak i¢in yapilan testlerde DNA hasarina baglh olarak kanser riski belirlenebilmektedir

(Salama ve dig.,1999).

Gida katki maddelerine ne kadar az maruz kalinmaya calisilsa bile bu kimyasallar zamanla
viicutta birikirler (Briggs,1997). Bu birikim DNA ve kromozom hasarlarina sebep olabilir
(Sarikaya ve Solak, 2003). Cesitli amaglarla kullanilan gida katki maddelerinin genotoksik
etkilerinin ve giivenirliliginin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir (Yiizbasioglu ve dig.,2014).
Giliniimiizde gida katki maddelerinin genotoksik etkilerinin arastirilmasinda cesitli testlerle
yapilan bir¢ok calisma literatiire ge¢mis ve konunun arastirilmasinda aydinlatict olmustur

(Zengin ve dig., 2011; Mamur ve dig., 2010; Yilmaz ve dig., 2008; Ataseven ve dig., 2016).

Bu calismada gida katki maddelerinden olan benzoik asit, potasyum benzoat ve sodyum
sorbatin insan periferal kan lenfositlerinde genotoksik etkisini arastirmak {iizere MN
(mikroniikleus) testi uygulanmistir. MN testi genotoksik etkiyi ortaya c¢ikarmak i¢in
basvurulan giivenilir yontemlerden biridir. MN, sitokinezi bloklanmis hiicrelerde net bir
sekilde goriilen hiicre boliinmesi sirasinda ig ipliklerinden ayrilamayan ve sitoplazma
icerisinde ana niikleustan daha kiiclik boyutta goriilen yapilara verilen isimdir (Fenech ve dig.,
2016; Kirsch — Volders ve dig., 2011). Ozellikle hiicrelerdeki kromozom kayiplarmin

belirlenmesi amaciyla kullanilabilen uygun ve giivenilir bir yontemdir (Fenech, 2000).
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MN olusumu kanser c¢alismalarinda 6nemli bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilmektedir
(Kirsch- Volders ve dig., 2011; Garcia — Quispes ve dig., 2013). MN, mutasyona ugramis,
kontakt inhibisyonunu ve hiicre dongiisii kontrol noktalarin1 kaybetmis hiicrelerde ve dogal

olarak bu sebeple olusmus tiimér hiicrelerinde yiiksek oranda goriilmektedir (Terradas ve

dig.,2010).

Mikroniikleus testi igeren bir¢cok calisma mevcuttur. Sodyum bisiilfitin insan periferal
lenfositlerinde 5 x10° M’dan 2x10 M’a kadar MN olusumunu anlamli bir sekilde arttirdig:
belirlenmistir (Meng ve Zang, 1994). Bir baska caligmaya gore gidalarda renk verici olarak
kullanilan brillant siyahinin 8.67, 86.7 ve 867 ng/ml’lik ve quinoline sarisinin 86.7 ve 867
pg/ml’lik konsantrasyonlarinin insan periferal lenfositlerine uygulanmasi sonucunda MN
frekansinda kontrole oranla Onemli bir artis olusturdugu saptanmistir (Macioszek ve
Kononowicz, 2004). Insan periferal lenfositleri ile yapilan bir baska ¢alismaya gore de benzol
peroksitin Ozellikle 75 ve 100 pg/ml dozlarinda 48 saatlik muamele sonucunda MN

olusumunu 6nemli 6l¢iide arttirdigr belirlenmistir (Yavuz, 2005).

Bifenil kimyasalinin 10, 30, 50 ve 70 pg/ml’lik dozlar1 insan periferal lenfositlerine
uygulanmis ve MN testi yapilmistir. Sonuca gore bifenilinin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinda
doza bagli olarak MN artis1 oldugu saptanmistir. Fakat bu artisin pozitif kontrol kadar
olmadigi belirtilmistir (Parlak, 2007). Potasyum sorbat + sodyum benzoat kombinasyonu bir
arada insan periferal lenfositlerine uygulanmis ve bu kombinasyon MN frekansini anlamli bir
diizeyde arttirmistir (Mamur ve dig., 2018). Fakat potasyum sorbat hiicrelere tek basina cesitli
dozlarda uygulandiginda MN sayisinda 6nemli bir artig goriilmemistir (Mamur ve dig., 2010).

Insan periferal lenfositleriyle yapilan bir ¢alismada sodyum benzoatin 0,1; 0,3; 0,8 mg/mI’lik,
potasyum sorbatin 0,2; 0,5 ve 1 mg/ml’lik, sitrik asitin 1, 3 ve 5 mg/ml’lik, benzoik asitin 0,1
ve 0,3 mg/ml’lik ve sodyum nitritin 0,1; 0,01; ve 0,001 mg/ml’lik dozlari uygulanmigtir
(Ozdemir, 2006; Ozdemir ve dig., 2012). Sodyum benzoat ve potasyum sorbatin MN
olusumunu arttirmadigi goriilmiistiir. Sodyum nitritin MN olusumunu anlamli olarak arttirdig:
belirlenmistir. Benzoik asitin MN olusumunda anlamli bir artis gostermedigi ancak kendi
istatistikleri arasinda degerlendirildiginde MN olusum sikligin1 anlaml bir sekilde arttirdigi

goriilmiistiir. Sodyum benzoat ve potasyum sorbatin genotoksisitesinde ¢ikan bu farkliligin
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donér ve sayilan hiicre sayisina ayni zamanda da laboratuvar kosullarina bagli olabilecegi

belirtilmistir.

Benzoik asitin genotoksik etkisini aragtirmak icin MN testi kullanilarak yapilan diger bir
calismada insan periferal kan lenfositlerine 50, 100, 200 ve 500 pg/ml’lik benzoik asit dozlar1
uygulanmis ve sonuglara gore MN sayisindaki istatiksel artisin 6zellikle 200 ve 500 pg/ml’lik
dozlarda oldugu fakat Benzoik asitin niikleer boliinme tizerinde etkili olmadigi belirtilmistir
(Y1lmaz ve dig., 2009). Bir bagka calismada da A.sativum soganli bitkisinin kok uglarina sitrik
asit ve benzoik asit uygulanmistir. Benzoik asitin 50, 100, 200 ve 500 mg/I’lik dozlar1 ve
Sitrik asitin 50, 100, 200 ve 3000 mg/I’lik dozlar1 24 ve 48 saatlik siirelerde verilmistir. Elde
edilen sonuglara gére mikroniikleus frekansinda 6nemli artis sadece benzoik asitin 24 saatlik
uygulamasinda 200 ve 500 mg/l’ lik dozlarda ve 48 saatlik uygulamasinda 200 mg/1’ lik
dozunda goriilmiistiir (Y1lmaz ve dig., 2008).

Bu tez calismasinda TK-6 lenfoblast hiicrelerine uygulanan ilk kimyasal Benzoik asit
olmustur. Benzoik asitin farkli dozlart uygulanarak hiicreler iizerindeki genotoksik ve
sitotoksik etkisi gozlenmistir. Uygulanacak benzoik asit dozlarini belirlemek igin gerekli
literatiir ¢aligmalar1 yapilmig ve yapilan denemelere gére en uygun olan dozlar secilmistir.
Yapilan doz denemeleri sonucunda 1000 pg/ml tizerindeki uygulamalarda hiicre biitiinliigi
belirgin bir sekilde bozulmus ve pargcalanmis hiicrelerle karsilasilmistir. Bu sebeple hiicrelere

en fazla 1000 pg/ml’ lik benzoik asit uygulamasi yapilmistir.

Laboratuvar ortamindaki TK-6 lenfoblast hiicreleri normal insan lenfositlerine goére daha
duyarlidir. Kimyasallar 1 ve 2 saat olmak tizere daha yiiksek siirelerle hiicrelere uygulanmig
fakat hiicre formasyonlar1 belirgin bir sekilde degistigi i¢in muamele siiresi yarim saat olarak
belirlenmistir. Benzoik asitin uygulanan dozlarinda MN tasiyan biniikleat hiicre sayisi
artmistir. Yapilan regresyon analizine gore artan kimyasal dozlar ile MN hasar1 arasinda

belirgin ve anlamli bir korelasyon gériilmiistiir (r*= 0,94).

Uygulanan doza baglh olarak bintikleat hiicrelerinin yaninda tekli ve c¢oklu niikleus
bulunduran hiicrelerin de azaldig1 goriilmektedir. Biniikleat hiicrelerle birlikte tekli ve ¢oklu
niikleus bulunduran hiicrelerin azalmasinda benzoik asitin etkisinin yaninda laboratuvar

kosullarmin da etkili olabilecegi bilinmektedir. Uygulanan dozlar ve hesaplanan PI degerleri
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arasinda yapilan lineer regresyon analizlerine gore gii¢lii ve anlamli bir korelasyon
goriilmiistiir (r>=0,91). Tekli ve ¢oklu niikleuslarm olusumu doza bagl olarak azalmis olsa
bile bu etki boliinmeleri belirgin bir sekilde azaltmamis ve durdurmamistir. Fakat uygulanan
dozlarin artmasiyla MN olusum sikliginin da artmasi ayn1 zamanda hiicre sitolojisinin
bozulmasi benzoik asitin hiicreler iizerinde genotoksik ve sitotoksik etkisi hakkinda bilgi
vermektedir. Uzun siireli benzoik asit maruziyeti hiicrelerde genetik hasara neden olacaktir
sonucuna varilabilir. Benzoik asitin hiicreler iizerindeki etkisi gbz Oniinde bulundurularak

farkli dozlar ve farkli testler uygulanarak yapilacak ¢aligmalar bu sonuglar1 destekleyebilir.

Tez calismasinda kullanilan bir diger gida katki maddesi potasyum benzoattir. Potasyum
benzoatin genotoksik etkisiyle ilgili yapilan ¢alismalar oldukg¢a azdir. Bu katki maddesinin
genetik hasar tlizerindeki etkisini incelemek i¢in yapilan bir ¢aligmada insan periferal kan
lenfositlerine potasyum benzoatin 62.5; 125; 250; 500 ve 1000 pg/ml’lik dozlar1 uygulanmis
ve 48 saat muamele edilmistir. Elde edilen sonuclara goére 62,5 pg/ml’lik doz harig,
mikroniikleus tastyan biniikleat sayilarinda anlamli artislar (r>=0,91) goriilmiistiir (Zengin,
2009).

Bu ¢alismada potasyum benzoatin 50, 120, 250, 500 ve 1000 pg/ml olarak belirlenen dozlari
hiicrelere uygulanmis ve yarim saat siireyle muamele edilmislerdir. Dozun artmasiyla birlikte
hiicrelerde deformasyonlar meydana gelmis ve hiicre profillerini tanimlamak zorlagmustir.
Boylece doza bagli olarak skorlanabilir biniikleat sayisinda azalmalar olmustur. Hiicrelere
uygulanan potasyum benzoat dozu arttikca MN sayisinda artislar meydana gelmis ve yapilan
regresyon analizlerine gére doz ile MN/BN oranlar1 arasinda anlamli ve gii¢lii bir korelasyon
(r?=0,90) goriilmiistir. MN tastyan biniikleat hiicre sayis1 6zellikle 250 ve 500 pg/ml’lik
dozlarda artis gdstermistir. Fakat potasyum benzoat uygulamalarinda elde edilen PI
degerlerine gore yapilan regresyon analizlerinde doz ve Pi degerleri arasinda istatiksel olarak

anlamli bir korelasyon goriilmemistir (r>= 0,001).

Elde edilen verilere gbre potasyum benzoatin hiicreler tizerindeki genotoksik etkisinin
benzoik asit kadar olmadig1 sonucuna varilmaktadir. Ancak potasyum benzoatin dozlar1 kendi
aralarinda degerlendirildiginde doza bagli olarak MN olusum sikligini arttirdigr goriilmiistiir.

Potasyum benzoatin genotoksik etkisiyle ilgili calismalar olduk¢a az olmakla birlikte
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literatiirdeki bilgiler ile aymi sonuglara ulasilmistir. Farkli dozlar ve farkli test sistemleri

uygulanarak bu galismalarin arttirilmasi gerekmektedir.

Tez galismasinda genotoksik etkisi arastirilan bir diger gida katki maddesi sodyum sorbat
olmustur. insan periferal kan lenfositleriyle yapilan bir ¢alismada sodyum sorbatin 100, 200,
400 ve 800 pg/ml’lik dozlar1 uygulanmistir. Uygulama sonucu yapilan MN testine gore tiim
dozlarda MN frekansinin arttig1 fakat bu artisin 6zellikle 400 ve 800 pg/ml’lik dozlarda
istatiksel olarak anlamli oldugu belirtilmistir. Aynm1 zamanda tekli ve c¢oklu niikleus

bulunduran hiicrelere de rastlanmistir (Mamur, 2009).

Sodyum sorbatin genotoksik etkisiyle ilgili farkli hiicre hatlarinda yapilan g¢alismalar
mevcuttur. Cin hamsteri ve fare kemik iligi hiicreleriyle yapilan mikroniikleus (MN) testine
gore 200 mg/kg dozunda uygulanan sodyum sorbatin MN olusum frekansinda etkili olmadigi
goriilmistiir (Miinzner ve dig., 1990). Suriye hamsteri embriyo fibroblast hiicreleri {izerinde
sodyum sorbatin genetik hasarini arastirmak icin yapilan bagka bir calismada 120, 300, 600 ve
1200 pg/ml’lik sodyum sorbat dozlari taze ve bekletilmis olarak iki ayri sekilde hiicrelere
uygulanmistir. Yapilan MN ve transformasyon testlerine gére sodyum sorbatin beklemis stok
¢ozeltisinin MN olusum sikligini arttirdig1 goriilmiistiir. Fakat taze hazirlanmis sodyum sorbat
¢ozeltisinin MN artisinda etkili olmadig1 belirtilmistir (Schlatter ve dig., 1992). Ayn1 zamanda
Cin hamsteri V79 hiicrelerine uygulanan 2500 pg/ml’lik sodyum sorbat c¢ozeltisinin

hiicrelerdeki mitoz boliinmeyi engelledigi goriilmiistiir (Schlatter ve dig., 1992).

Bu calismada TK-6 lenfoblast hiicrelerine 100, 200, 400, 600 ve 800 pg/ml’lik dozlar
uygulanmis ve sodyum sorbata baglit MN olusumu doza bagl olarak artmistir. Yapilan lineer
regresyon analizlerine gore uygulanan doz ile MN/BN oranlar1 arasinda anlamli bir
korelasyon (r= 0,91) goriilmiistiir. Ozellikle 800 pg/ml’lik doz uygulamasinda MN
sayisindaki artis énemli dlgiide olmustur. PI degerleri igin yapilan regresyon analizinde doza
bagli olarak lineer yonde azalan bir grafik modeli elde edilmistir. Artan sodyum sorbat dozlar1
niikleer bdliinme {izerinde etkili olmustur. Uygulanan doz ve hesaplanan PI degerleri arasinda
anlamli bir negatif korelasyon goriilmektedir (r>= 0,91). Sodyum sorbatin hiicrelerde

boliinmeyi azaltic1 etkisi oldugundan bahsedilebilir.
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Sodyum sorbatin genetik hasara neden olabilecegi ve viicutta birikimiyle bu hasarin daha da
artabilecegi sonucuna varilabilmektedir. Sodyum sorbatin genotoksik etkisiyle ilgili insan
lenfositlerinde yapilan in vitro ¢alismalar oldukg¢a azdir. Elde edilen sonuglar bu konuda
calisma yapmak isteyenler i¢in aydinlatict nitelikte olacaktir. Sodyum sorbat kimyasalinin
farkli dozlarda uygulanmasi ve farkli genotoksisite testlerine tabi tutulmasiyla bu ¢alismanin

genisletilmesi gerekmektedir.

Bu arastirma, benzoik asit, potasyum benzoat ve sodyum sorbatin biniikleat hiicrelerde
goriilen MN sikligint doza bagli olarak arttirdigini gostermistir. Bu artis 6zellikle benzoik asit
uygulamasinda daha belirgin olmakla birlikte 3 katki maddesi i¢cinde Onemli derecede
olmustur. Calisilan ii¢ kimyasala da giinliik hayatimizda sik sik maruz kaldigimiz i¢in bu
kimyasallarin viicutta birikmesiyle genetik hasarin indiiklenebilecegi goriilmektedir. Elde
edilen sonuclara gére bu gida katki maddelerinin kullaniminda dikkatli olunmas1 gerektigi
aciktir. Uretici de tiiketici de gida katki maddeleri konusunda dikkatli olmalidir. Ozellikle
gida katki maddelerini kullanarak {iretim yapan laboratuvarlar ve igletmeler siklikla
denetlenmelidir. Gida katki maddelerinin yonetmelikler tarafindan belirlenen kullanilabilir
degerleri disina ¢ikilmamalidir. Paketli {irlinlerin besin degerleri ve icerigi seffaf bir sekilde

tiiketiciyle paylasiimalidir.

Gida katki maddelerinin diisiik miktarlar1 bile viicutta birikerek alerjik, karsinojenik,
mutajenik, genotoksik ve sitotoksik etkilere sebep olup insan sagligint olumsuz
etkileyebilecegi cesitli caligmalarla ortaya konmustur. Kimyasallarin genotoksik etkisiyle
ilgili bu calismalar arttirilmali ve gesitlendirilmelidir. Ozellikle in vivo ¢alismalar yapilarak
gida katki maddelerinin canli organizmadaki metabolizmas1 ve kimyasallarin atilimi detayl
bir sekilde incelenmelidir. Cesitli kimyasallarin kombinasyonlar1 bir arada hiicrelere
uygulanmali ve farkli test sistemleri kullanilarak genotoksik etkisi hakkinda in vivo ve in
vitro calismalar yapilmalidir. Elde edilen sonuglar halkla paylasilmali ve tiiketici bu konuda

bilin¢lendirilmelidir.
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