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OZET

ADIPIK ASIT’IN GENOTOKSIK ETKILERININ TRADESCANTIA PALLIDA H.
VE ALLIUM CEPA L. TURLERINDE BELIiRLENMESI

Fatma Cisem KARABIYIK
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danigsman Prof. Dr. Clineyt AKI
31/01/2018, 64

Yapilan bu tez ¢alismasinda, Adipik Asit’in (AA) genotoksik etkileri “Allium cepa
L. Kok Ucu Hiicre Testi” ve “Tradescantia pallida H. Stamen Tiiyii Testi” kullanilarak
incelenmistir. Uygulama dozlar1 “K&k Inhibisyon Testi” uygulanarak bulunan ECso
degerine gore belirlenmistir ve bu dozlar 18.75 mg/L, 37.5 mg/L ve 75 mg/L’ dir.

Belirlenen konsantrasyondaki ¢ozeltiler, A. cepa kok uglarina 24, 48 ve 72 saat siire
ile uygulanarak etkileri mikroskobik olarak incelenmis ve istatiksel analiz
gerceklestirilerek yorumlanmistir. Elde edilen sonuglar AA konsantrasyonu ve uygulama
stiresi arttikga mitotik indeksin azaldigini ve kromozomal aberasyon rastlanma sikliginin
arttigin1 gostermistir. Kromozomal aberasyonlar incelendiginde tiim AA uygulamalarda en
stk gozlenenler; C-mitoz (% 43.75), metafazda ekvatoral tabla kaymasi (% 25.3), anafazda
kutup kaymasi (% 15), telofazda kutup kaymasi (% 14.7) olarak belirlenmistir.

Pembe mutasyonlarin belirlenebilmesi i¢in 18.75 mg/L, 37.5 mg/L, 75 mg/L’lik
cozeltiler T. pallida gruplarina 24, 48 ve 72 saat siire ile uygulanarak incelenmistir. Her bir
uygulama grubu i¢in 3000 stamen hiicresi incelenmis fakat pembe mutasyonlu hiicre
olusumu goriilmemistir. Bunun iizerine belirlenen etki konsantrasyonlarinin {izerine
cikilarak 95 mg/L ve 115 mg/L konsantrasyonlarinda AA ¢ozeltiler hazirlanarak uygulama
gerceklestirilmistir. 95 mg/L’lik ¢ozelti T. pallida 'ya uygulandiginda 3000 hiicre igerisinde
pembe mutasyon olusumlar1 sdyledir; 24 saatlik uygulamalarda pembe mutasyon
olusmazken, 48 saatte 19 adet ve 72 saatte 79 adet pembe mutasyonlu hiicre belirlenmistir.

AA kullaniminin yaygin oldugu gida, ila¢ ve kozmetik sanayide kullanim miktarina
dikkat edilmesinin ve uzman kisiler tarafindan kullanilmasinin gerekliligi ortaya

koyulmustur. Arastirmamiz sonuglar1 ile AA’in maruz kalinan konsantrasyon ve siireye
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bagli olarak canli hiicreler iizerinde genotoksik ve sitotoksik etki gosterebilecegi

belirlenmistir

Anahtar sozciikler: Adipik Asit, Allium cepa, Mitotik Indeks, Kromozomal

Aberasyon, Tradescantia pallida, Pembe Mutasyon
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ABSTRACT

DETERMINATION OF GENOTOXIC EFFECTS OF ADIPIC ACID ON
TRADESCANTIA PALLIDA H. AND ALLIUM CEPA L. SPECIES

Fatma Cisem KARABIYIK
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Science
Master of Science Thesis in Biological Science
Advisor: Prof. Dr. Ciineyt AKI
31/01/2018, 64

In this research, the genotoxic effects of Adipic Acid (AA) were examined by using
"Allium cepa L. Root Tip Test" and "Tradescantia pallida H. Stamen Hair Mutation Test".
The administration doses were determined according to the ECso value obtained by applying
the "Root Inhibition Test" and these doses were 18.75 mg/L, 37.5 mg/L and 75 mg/L.

The solutions of the determined concentrations were applied to the root tips of Allium
cepa L. for 24, 48 and 72 hours and the effects were examined microscopically and
interpreted by performing statistical analysis. Our results showed that when the AA
concentration and exposure time increased, the mitotic index decreased and the incidence of
chromosomal aberrations increased. When chromosomal abnormalities are examined, the
most common findings in all AA applications are; C-mitosis (43.75 %), equatorial plate shift
in metaphase (25.3 %), pole shift in the anaphase (15 %) and pole shift in telophase (14.7 %).
For the observation of pink mutation 18.75 mg/L, 37.5 mg/L, 75 mg/L, 95 mg/L and 115
mg/L doses of AA were applied to T. pallida plants for 24, 48 and 72 hours. When the 95
mg/L dose was applied to T. pallida, pink mutation event have been observed as 19 and 79,
after the 48 and 72 hours, respectively.

The results of our research indicate that AA may show genotoxic and cytotoxic effects
on living cells depending on the concentration and time of exposure. Therefore, people need

to pay attention to the use of AA.

Keywords: Adipic Acid, Allium cepa, Mitotic Index, Chromosomal Aberration,

Tradescantia pallida, Pink Mutation Event.
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BOLUM 1
GIRIS

Diinya da canliligin olusumundan bu yana hayatta kalabilmek adina beslenmenin 6nemi
yadsinamaz niteliktedir. Besin zincirinin en alt katmanindan, en iist katmanma kadar
canlilarin her biri besin i¢in her zaman rekabet halinde bulunmus ve ¢ogu kez yasamlarini
siirdiirebilmeleri ve bununla beraber nesillerini devam ettirebilmeleri besinin varlig1 ile
olmustur. Bu nedenle dogadaki bazi canlilar besinleri sadece tiiketmekle kalmamis ayni
zamanda daha sonra kullanmak iizere saklama ve depolama yontemlerine bagvurmustur.

Bu davranigin biraz farkli bir 0rnegi insanlarda karsimiza c¢ikmaktadir. Besinlere
yapilan tuzlama, tiitsiileme, sirke ile salamura yapma ve yanmus kiikiirtle kiirleme islemleri ile
besinlerin bozulmasinin 6nlemeye ¢alisarak bir ¢esit konserve olusturmuslar ve bu da en ilkel
haliylede olsa gida katki maddelerinin kesfedilmesine ve kullanilmasina neden olmustur.

Insan topluluk halinde yasamayi benimseyen ve hayatinin idamesini bu sekilde
gerceklestirebilen sosyal bir varliktir. Bu durum bireyler i¢in 6nemlilik arz etmekle beraber
diinya niifusundaki artis bazi olumsuz durumlara sebebiyet vermektedir. Bu olumsuzluklarin
basinda besin kaynaklarinin sinirli olmasi gelmektedir. Bu sinirlamalar 19. yiizyilda besin
tiretiminin endiistriyel bir dal olusturmasina ve gida sanayisinin gelisimine neden olmustur.
Besin sektoriindeki sanayilesme daha kisa siirede daha fazla besine ulasimi kolaylagtirmis ve
hatta normalde belirli aylarda yetisen meyve ve sebzelere yilin her mevsiminde erisime
olanak saglamistir.

Gida sanayisinin gelismesi bir¢ok olumlu etkiye sahipken bazi olumsuzluklar1 da
beraberinde getirmektedir. Bunlara verilebilecek en 6nemli 6rnek “Gida Katki Maddelerinin”
kullanilmasidir. Kullanilan teknoloji, paketleme yontemi ve besinlerin dayaniklilik siiresi gibi
benzeri etmenler gida katki maddelerini kullanilmasini neredeyse zorunlu kilmaktadir.

Kullanilan gida katki maddeleri (GKM); insan sagligi (Erkmen, 2010; Andra ve Makris,
2012), ozellikle de cocuk sagligi (Dogruyol, 2006; Connolly ve ark., 2010) ve ¢evre giivenligi
(Dilek, 2013) acisindan risk faktorii olusturmakla beraber, kullanilan katki miktarlarinin
toksik ve kanserojenik olabilme potansiyeli bakimindan incelenmesi ve arastirilmasi son

derece Oonemlidir.



1.1. Gida Katki Maddelerinin Tarihsel Ge¢misi

GKM tarihi, insanin beslenmeyi égrenmesinin tarihi kadar eskidir. Ilk katkilarin bitkisel
materyallerden olustugu bilinmekle beraber, daha sonra ki zaman siirecinde insanlar deneme
yanilma yoluyla M.O. 3000’ li yillarda etin tuzlandiginda bozulmadigini, M.O 900°lii yillarda
odun tiitsiisli yapildiginda bozulmanin engellenmesinin yani sira lezzet ve aromanin arttiini
bulmuslardir. Ortagaga gelindiginde bunlara ek olarak nitrat etin rengine canlilik katmasi
nedeniyle kullanilmaya baslandi. M.O 50. yy’da baharatlar kesfedilmeye baslanmustir.

Ayrica peynir balmumuna sarilarak korumaya alinmis (Boga, 2010), siitii korumak i¢in
formaldehit ve eti korumak icin boraks gibi son derece zararli kimyasallarda gida katkilar
olarak kullanilmistir. Ticari ilk kayitin Kalsiyum Fosfata ait oldugu bildirilmekle beraber,
gidalari renklendirmek amaciyla civa, arsenik, kursun gibi agir metallerin Misirlilar tarafindan
3500 yil 6nce kullanildigina dair kayitlar mevcuttur (Erdogan Yeliz, 2008). 1856 yilinda ilk

kez gergek bir gida renklendirici olarak “Anilin Moru” kulanilmistir.

1.2. Gida Katki Maddelerinin Denetlenmesi ve Kontrol Edilmesi

GKM ile ilgili uluslararasi ¢aligmalar, Birlesmis milletlere bagli Gida Tarim Orgiitii
(FAO - Food and Agriculture Organization) ve Diinya Saghk Orgiitii’ niin (WHO -World
Health Organization) ortaklasa yiiriittiigti, bilimsel uzman komitesi olan JECFA (JECFA -
Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) tarafindan yiiriitilmektedir.

JECFA ilk olarak 1956 yilinda bazit GKM’lerinin, giivenligini aragtirmak i¢in bir araya
gelmigtir. Giiniimiizde de Uluslararast Gida Kodex Komisyonu tarafindan olusturulan, Gida
Katki Maddeleri Uzmanlar Komitesi gidalarda bulunabilecek veya gidalar1 enfekte edebilecek
diistiniilen 2.500’den fazla GKM, yaklagik 40 kirletici madde ve dogal olarak olusan toksik
maddeleri ve yaklasik 90 veteriner ilaglarinin kalintilarini degerlendirmistir.

Gidalardaki bu maddelerin; giivenlik / risk degerlendirilmesi, etkilerini belirlemesi i¢in
caligmalar yaparak s6z konusu maddeleri uzun siireli olarak deney hayvanlar iizerinde olas1
kanserojenik, teratojenik, mutajenik ve toksikolojik etkilerini incelemektedir. JECFA
tarafindan giivenlik/ risk degerlendirmesi yapilan gidalarda bulunabilecek maddeler Cizelge

1.1.°de belirtilmistir (Food and Agriculture Organization, 2017).



Cizelge 1.1. JECFA tarafindan giivenlik / risk degerlendirmesi yapilan gidalarda

bulunabilecek maddeler

e Gida Katki Maddeleri (Istemli olarak eklenen)
e lsleme Yardimcilari

e Aroma Ajanlari

e Hayvan Uriinlerindeki Veteriner Ilag Kalintilar1
o Kirleticiler

e Dogal Toksinler

1.2.1 Gida Katki Maddeleri Uzmanlar Komitesi (JECFA)’min Calisma Alanlar:
(World Health Organization, 2016)
e Deney hayvanlar iizerindeki toksikolojik caligmalar yapilmasi ve allerji-intolerans
durumlarimi arastirilmasi, (gerekli durumlarda insan deneyleri yapilmasi)
e GKM’lerinin en yiiksek dozlarini belirlenmesi ve onaylanmasi,
e GKM ile ilgili listelerin belirlenmesi ve degerlendirilmesi,
e GKM’ nin analizinde kullanilan metotlarin standardize edilmesi
e Maddelerin absorbsiyon, dagilim ve atilim gibi biyokimyasal 6zelliklerinin ortaya
koyulmasi,
e GKM'lerin saglik iizerindeki etkileri konusunda c¢alismalar yiiriitiilmesi, analizler
tamamlandiginda ADI (Acceptable Daily Intake-Giinliik Tiiketilebilir Miktar) ve
NOAEL (No Advers Effect Level-Yan Etkinin Olmadigi Seviye)’in belirlenmesi
gibi 6nemli ¢aligmalar yiiriitmektedirler.
Ulkemizde GKM kullanimina dair giivenli doz araliklari “Tiirk Gida Kodeksi”
tarafindan resmi olarak bildirilmektedir. Ancak bu dozlarin ¢esitli kanserojenite ve toksisite
testleri ile incelenmesi, sonuglarinin degerlendirilmesi olasi tehlike ve risk faktorlerinin dniine

gecilmesi i¢in oldukga gerekli ve dnemlidir.

1.3. Gida Katki Maddesi Tanim ve Siniflandirilmasi
Kullanilan GKM’leri dogal olarak gidalarda bulunabilirken, sentetik olarak
tretilebilmekte ve bu sekilde besinleri lezzetlendirmek ve korumak amaciyla
kullanilmaktadir. Sentetik gida katki maddeleri, dogal olanlar1 taklit eden kimyasallardir.

Kimyasal ve fiziksel olarak ayni 6zelliklere sahiptirler (Carocho ve ark., 2014).



Resmi gazetede yayimlanan (30 Haziran 2013 Pazar) Tiirk Gida Kodeksi Gida Katki
Maddeleri Yonetmeligi Madde 4’te GKM Tanimi sdyledir. “Besleyici degeri olsun veya
olmasin, tek basina gida olarak tiiketilmeyen ve gidanin karakteristik bileseni olarak
kullanilmayan, teknolojik bir amag¢ dogrultusunda iiretim, muamele, isleme, hazirlama,
ambalajlama, tasima veya depolama asamalarinda gidaya ilave edilmesi sonucu kendisinin ya
da yan friinlerinin, dogrudan ya da dolayli olarak o gidanin bileseni olmasi beklenen

maddelerdir (Basbakanlik Mevzuati Gelistirme ve Yayin Genel Midiirligi, 2013).

1.3.1 GKM’leri Kullanirken Dikkat Edilmesi Gereken Noktalar

e Insan saghigina zararli olup olmadig1 arastiriimali ve ilgili yasalar belirlenmelidir.

e Kimyasallar kullanilan teknolojik cihazlar veya yontemler gibi mecburi durumlar
olmadig siirece kullanilmamalidir.

e Hangi kimyasalin, hangi besinlerde kullanilabilecegine ve miktarlarina resmi olarak
izin verilen degerler goz ontinde tutularak karar verilmelidir.

e Kullanilan GKM’leri besinin var olan besin degerini azaltici etki gostermemelidir.

e (ida katki maddeleri besinlerin kalitesinin ve yapisinin korunmasi amaciyla
kullanilmali, kalitesi diisiik besinlerin cazibesini arttirmak gibi kotii amaglarda

kullanilmamalidir (Yurttagiil ve Ayaz, 2008).

Cizelge 1.2. Tiirk gida kodeksi, GKM yonetmeliginde belirtilen gidalarda, GKM’lerinde ve
gida enzimlerinde kullanilan GKM’si fonksiyonel siniflar1 (Bagbakanlik Mevzuati

Gelistirme Yaym Genel Miidiirliigi, 2013)

Gida Katki Maddelerinin Fonksiyonel Siniflar
Tatlandiricilar Asitler
Renklendiriciler Asitlik diizenleyiciler
Koruyucular Topaklanmay1 6nleyiciler
Antioksidanlar Hacim arttiricilar
Tastyicilar Emiilgatorler
Kabarticilar Metal baglayicilar
Kivam arttiricilar Un islem maddeleri
Emiilsifiye edici tuzlar Aroma arttiricilar
Kopiik olusturucular Sertlestiriciler
Jellestiriciler Stabilizatorler




1.3.2. E Kodu (European Code) Nedir?

Alaninda uzman saglik ve ilgili gida otoriteleri JECFA, EFSA (Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi), FDA (ABD Gida ve ilag Idaresi) tarafindan GKM’leri i¢in gerekli giivenlik testleri
yapilarak, maksimum kullanma diizeyleri ve spesifikasyonlar1 belirlenerek Avrupa Birligi
tarafindan belirlenen kodlardir.

GKM’leri i¢in belirlenen E kodlar1 uluslararasi 6zellikte olup, E harfi ve 3 rakamdan
olusmaktadir. Diinyanin biitiin iilkelerinde bu kodlarla taninarak olusabilecek karisikliklarin

engellenmesi ve gida giivenliginin saglanmasi agiSindan biiylik bir 6neme sahiptir.

Cizelge 1.3. E kodlarina ve fonksiyonlarina gére GKM’leri siniflar1 (Calisir ve ark., 2003)

E Kodlar Fonksiyonlari

E 100 - 181 Renklendiriciler

E 200 - 290 Koruyucular

E 296 - 385 Antioksidanlar ve Asitlik Diizenleyiciler

E 400 - 495 Koyulastiricilar, Emiilgatorler, Stabilizatorler
E 500 - 585 Incelticiler

E 620 - 640 Lezzet Arttiricilar

E 900 -969 Tatlandiricilar

1.3.3. Adipik Asit (E 355)

Adipik asit (AA) fiziksel olarak beyaz, tanecikli bir yapiya sahiptir. Diiz zincir formda
ve 6 karbon bulunduran bu bilesigin [UPAC tarafindan belirlenmis kimyasal adi
“Hekzandioik Asit” veya “1,4-butandikarboksilik Asittir. Yapisinda iki adet karboksil grubu
bulundurmasi nedeniyle genel olarak “Dikarboksilik Asit” olarak siniflandirilmaktadir.

Bitkisel kaynakli olarak seker pancari (Beta vulgaris) ve seker kamisi (Saccharum
officinarum) suyunda (OECD, 2004), Morinda citrifolia’nin olgunlasmis meyvelerinde
(Farine ve ark., 1996), Yeni Zelanda’da bulunan genis yaprakli bir orman agaci tiirii olan
Knightia excelsa (Hanimeli — NZ Honeysuckle) nektarli gigeklerinden elde edilen balda
(Wilkins ve ark., 1995), Oryza sativa (geltik) yetistirilen sulak alanlarda adipik asit bulundugu
bildirilmistir. Hayvansal yaglardan ¢ok nadir olarak elde edilebilir ve ayrica insan viicudunda
metabolik olaylar sonucunda yan iiriin olarak iiretilerek, bosaltim {irtinii olarak idrarla birlikte
atilabilen bir maddedir (Kaluzna-Czaplinska ve ark., 2011).

Bu nedenle AA genellikle sentetik yollarla elde edilmekte ve ticari formlarin ¢ogu

siklohekzanol (% 93) ve siklohekzanon (% 7) karisimindan elde edilen KA-yagindan



iiretilmektedir. Ilk kayitlar AA’in 1986°dan beri sentetik olarak iiretildigini ve 1995’te ihracat
rakamlarinin 2 milyar lira oldugunu ve giinimiize kadar artarak geldigi bildirmektedir
(Pubchem Open Chemistry Database, 2017).

Sentetik olarak iiretilen AA’in % 90’1 sanayide elyaf ve plastikler iiretimi i¢in nylon 6,6
polimerinin elde edilmesinde kullanilir. Naylon protein benzer bir yapiya sahiptir bu nedenle
halilarda, otomobil dig lastiklerinde ve giyim esyalarinda lifler icerisinde daha fazla islemden
gecirilmeye elverislidir.

AA tiirevleri olan alkil halidler, anhidritler, esterler, amidler ve nitriller; tatlandirici
ajanlar, i¢ plastiklestiriciler, bocek ilaglar1 (Flors ve ark., 2003), boyalar, tekstil muamele
ajanlari, rigit ve esnek kopiikler, tel kaplayicilar, yapistiricilar, sentetik yaglar, fungusitler
(Vicedo ve ark., 2006), cerrahi siiturlar (K6hle ve Demir, 2003), sampuanlar, ¢amasir
deterjanlari, bakim kremleri (Household Products Database, 2017) ve tibbi ilaglar (Neutec
flag, 2017) gibi iiriinlerin {iretilmesi ve sekillendirilmesinde kullanilmaktadir.

Sentetik Adipik Asitin (SAA) fazla kullanim alaninin olmasi, dogru orantili olarak
iiretiminde artmasina neden olmaktadir. Fakat bu iiretim prosesleri sirasinda ortaya ¢ikan
gazlar atmosfere salinmakta ve buda CO: emisyonu incelendiginde atmosfer kirliligi
acisindan risk olusturmaktadir. Bu zararli etkiler AA {iretimi i¢in alternatif yontemlere
basvurmay1 gerektirmis ve biyolojik olarak sentezlenebilmesi i¢in aragtirmalara baglanmistir.

2011 yilinda yapilan ve patenti alinan bir ¢alismada Candida, Acinetobacter, Nocardia,
Pseudomonas, Xanthobacter, Aspergilus, Escherichia, Streptomyces, Serratia, Salmonella,
v.b gibi bir¢ok mikroorganizmanin tiirlerine ait suslarda, yapilan genetik maniiplasyonlar
sayesinde metabolik yolaklarda degisiklikler meydana getirilerek AA’in biyosentezi
saglanmigtir (Picataggio ve Beardslee, 2012). Yabani tip bir mikroorganizma olan
Thermobifida fusca B6 susuyla yapilan bir ¢alismada, mikroorganizmaya Tfu-1647 proteini
eklendiginde iz miktarda AA iretimi saglanirken, protein yoklugunda higbir sekilde AA
olusmadig1 gosterilmistir (Deng ve Mao, 2015). Diger bir ¢alismada Pseudomonas putida
KT2440 susu kullanilarak lignoseliillozdan AA biyosentezi gergeklestirilmistir (Vardon ve
ark., 2015).



1.3.4. Gida Katki Maddesi olarak AA’in kullanim alanlari;

e Donmus siitlii tatlilar ve pudingler gibi jelatin yapidaki {iriinlerde gida kalitesini
arttirrict (WHO, 1967),

e Mesrubatlarda, ¢esnilerde ve lezzet vericilerde eksilik-mayhosluk saglayici,

e FEt sulan, et lriinleri, atisirmalik ve gerez gibi gidalarda kalite kaybina karsi
koruyucu,

e Kuru toz karisgimlarinda ve meyve lezzetli sekerlerde diizgiin yap1 ve hafif eksi
aroma saglamak ile asitligi diizenleyici (Akbel Kimya, 2017),

e Kabartma tozlarinda kabartici, eritme peynirlerde erime karakteristigi olusturucu,

e Uziim aromali gidalara kalici tat ve koku verici,

e Kalsiyum karbonath antiasitlerde sekerlendirici (The Chemical Company, 2017),

e Tavuk gibi kanatli hayvan etlerinde kontaminasyonu ve bozulmayi engelleyici
(Sanh ve ark., 1996),

e Sebze konserveciliginde, gida endiistrisinde ve sekerleme imalatinda aroma
ekstraktlarinda asitlendirici 6zelligi nedeniyle siklikla kullanilmaktadir.

AA Tirk Gida Kodeksi’nde (30027 sayili resmi gazete) “Gida Maddelerinde Kullanilan
Renklendiriciler ve Tatlandiricilar Disindaki Katki Maddeleri” olarak siniflandirilan grupta
yer almaktadir. Kimyasalin etkili olabilmesi i¢in safliginin % 99’dan az olmamasi gerekli
oldugu belirtilmistir (Basbakanlik Mevzuati Gelistirme ve Yayin Genel Miidiirligi, 2017).

AA ile ilgili genel bilgiler Cizelge 1.4.’te verilmistir.



Cizelge 1. 4. AA Genel Ozellikleri (PubChem Open Chemistry Database, 2017)

Adipik Asit

PubChem CID 196

CAS Kayit Numarasi 124-04-9
Ampirik Formiil CeH1004

Molekiiler Agirlik 146.142 g/mol
0
2 Boyutlu Molekiiler Yap1 H-° ‘\WM/“\\ o-H
o
IUPAC Ad: Hekzandioik asit,

Bilinen Diger isimler

1,4-Butandikarboksilik asit
1,6-Hekzandioik Asit
Adipinik Asit

Adilactetten

Acinetten

Fiziksel Tanimlama

Beyaz, Kokusuz Kristaller veya Kristal Toz.

Kaynama, Noktas1

338°C

Erime Noktasi 152°C

Yogunluk 1.36 g/ml

Coziintirlik Sicak su, Metanol, Etanol ve Asetonda ¢oziiniir.
Glinliik Alim Miktar1 0-5 mg/kg

1.4. Bitkisel Genetik Toksisite Testleri

Gida katki maddelerinin modern diinyada teknolojik bir zorunluluk haline gelmesi
nedeniyle, olas1 genotoksik (Miloshev ve ark., 2014) kanserojenik ve mutajenik risklerinin
incelenmesi olduk¢a Onemli bir arastirma konusudur. Bu tiir kimyasallara maruz kalan
organizmalarda meydana gelebilecek genotoksik ve mutajenik etkiler, genetik materyalde
tahribata neden olabilmektedir. Bu tahribat sonucu kanserojen etki meydana gelerek, bazi
saglik sorunlar1 aciga ¢ikabilmekte ve bu hasar genetik materyal (DNA) yoluyla aktarilarak,

organizmanin sonraki nesillerinde de etkisini gosterebilmektedir (Leme Morais ve Marin

Morales, 2009).




Gida giivenligi ve kalitesinin saglanmasinin yani sira DNA ile tepkimeye giren
bilesiklerin etkilerinin bilinmesinin gerekliligi, ‘Genetik Toksikoloji’ bilim dalin1 énemli ve
gerekli kilmaktadir. Bahsi gegen zararli etkilerin arastirilmasi amaciyla giinlimiizde birgok
giivenilir genotoksisite ve mutajenite test sistemi mevcuttur. Bu testler mikroorganizmalar,
hayvanlar veya bitkiler kullanilarak gergeklestirilebilir. Ayrica in vivo veya in vitro 6zellikte
olabilmenin yaninda hiicre veya doku gruplar1 {izerinde ¢alismaya elverislidirler.

Prokaryotlarla biyolojik tahliller, gen mutasyonunu ve primer DNA hasarini tetikleyen
ajanlarin tespit edilmesini saglarken, diger yandan Okaryotlarla yapilan analizler, gen
mutasyonlarindan, kromozom hasarlarina ve andploidilere kadar degisen daha biiyiik bir hasar
derecesinin saptanmasini miimkiin kilar.

Yiiksek bitkiler, ¢evresel kirleticileri degerlendirebilecek miikemmel genetik modeller
haline getiren ve genellikle izleme g¢alismalarinda kullanilan ozellikleri sunar. Bununla
birlikte, bu ozellik yalnizca farkli ortamlardaki mutajenlere duyarliligin yani sira, farkl
organlarin ve dokularin hiicrelerindeki nokta mutasyonundan, kromozomal aberasyonlara
(KA) kadar cesitli genetik bitis noktalarin1 degerlendirme imkani saglamaktadir. Buna 6rnek
olarak yapraklar, kokler ve polen gibi bitki organlar1 gosterilebilir.

Genetik toksikoloji (genotoksikoloji) alaninda pestisitler ksenobiyotikler, GKM’leri,
gida boyalari, sanayi atiklari, agir metaller, nanopartikiiller, bitki biliylime diizenleyicileri ve
bitki ekstraktlar1 gibi birgok ajanin etkilerinin incelenmesinde yiiksek yapili bitkilerin
kullanilabilecegini bir¢ok caligmada ispatlamistir. Bu yiiksek yapili bitkiler arasinda en sik
goriilenler; Allium cepa (Tirkoglu, 2008), Vicia faba, Zea mays, Tradescantia sp. (Santos ve
ark., 2015), Nicotiana tabacum, Crepis capillaris ve Hordeum vulgare'dir (Grant, 1994).

Yiiksek lisans tezimizde amacimiz, oncelikle gidalarda katki maddesi (E355) olarak
kullanilan fakat bir¢cok alanda yaygin halde kullanimi bildirilmis AA’in genotoksik ve
sitotoksik etkilerinin bitkisel materyal {izerinde incelenmesidir.

Tezimizde bitkisel materyal olarak Allium cepa L. ve Tradescantia pallida H. segilerek,
toksikolojik test sistemleri olarak belirlenen “Kok Ucu Hiicre Testi” ve “Stamen Tiiyii Pembe
Mutasyon Testi” ile AA’in farkli doz ve siirelerdeki uygulamalart gergeklestirilmistir. AA’in
genotoksik ve sitotoksik etkileri, kromozomal aberasyon indeksi, mitotik indeks ve pembe
mutasyonlu hiicre olusumu seklinde incelenmistir. Elde edilen sonuglar kaydedilerek,

istatiksel analizi yapilmis ve yorumlanmustir.



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Gida Katki Maddeleri ile Ilgili Cahsmalar

Gida endiistrisinde bir¢cok gida katki maddesi gidalarin renklendirilmesi, tatlandirilmasi
ve korunmasi amaciyla kullanilmaktadir. Yiyecekler ile aldigimiz bu maddelerin etkilerinin
ve risklerinin degerlendirilmesi, toksikolojik olarak incelenmesi gida giivenligi ve buna bagh
olarak insan saglig1 acisindan ¢ok dnemlidir.

Bu etkilerin molekiiler diizeyde incelenmek istendigi bir ¢alismada, bir gida aromasi
olan sinnamaldehit (CNMA) ve onun 6nemli metabolitlerinden olan sinnamik asitin (CA),
insan serum albumin (HSA) tizerindeki etkileri Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopi
(STD-NMR) ile incelenmistir. Analiz sonuglart CNMA ve CA’nin her ikisininde HAS’ya
baglandigini, CNMA ve CA’nin Oncelikli olarak HSA’nin I ve II’inci bdlgesi ile etkilesime
girdigi belirlenmistir (Sun ve ark., 2018).

Sentetik gida aromalart ile ilgili bir ¢alismada iiziim, erik ve portakal aromalarinin akut
toksisite etkisi kullanilarak incelenmistir. A. cepa kok uglari, 24 ve 48 saat siire ile 3.5, 7.0 ve
14.0 mL/kg dozlar ile muamele edilirken, deney fareleri 0.5, 1.0, 2.0, 5.0 ve 10.0 mL/kg
dozlarda 7 giin boyunca oral yolla aroma vericiler ile beslenmistri. 2.0, 5.0 ve 10.0 mL/kg
dozla beslenen fareler 7. giinde beslenmeden dnce 6lmiislerdir. Bitki testi sonuglari, her {i¢
aromaninda hiicre boliinmesini inhibe ettigini ve belirgin sayida mikroniikleus ve mitotik ig
degisimini olusturdugunu gostermistir. Farelerin 6tenazi edilerek incelenmesi sonucunda ise
kemik 1iligi hiicrelerinde mikroniikleus olusumunu 6nemli 6l¢iide indiikledigi gozlenmistir. Bu
nedenle lizim, erik ve portakal sentetik aroma vericileri 6nemli dlgiide sitotoksik, genotoksik
ve mutajenik olarak degerlendirilmistir (Sousa Sales ve ark., 2017).

Magnezyum stearat (MS), sekerleme, baharat, vitamin takviyesi ve farmasotik tabletler
ile tozlarinda siklikla kullanilmakta olan bir maddedir. AMES testi, in vitro kromozom
sapmasi testi ve in vivo mikroniikleus testi ile incelenmistir. MS testte kullanilan bes bakteri
susunun herhangi birinde metabolik aktivasyonun varliginda ve yoklugunda pozitif bir cevap
olusturmamistir. CHL/IU Cin hamster akciger fibroblastlarinda kromozom sapmalarida
olusturmazken, CD-1 farelerinin kemik iliginde mikroniikleus olusumunu indiikledigi
gozlemlenmistir. Bu sonuglara dayanarak MS’1n genotoksik risk olusturabilecegi belirtilmistir
(Hobbs ve ark., 2017).

Allura Red AC (E129) uluslararast kabul goérmiis bir gida renklendiricisidir. 2013

yilinda EFSA tarafindan yapilan bir degerlendirmede genotoksistite endiseleri dile
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getirilmistir. Bu nedenle Allura Red AC’nin etkilerinin ortaya koyulacagi ayrintili bir ¢aligma
yapilmak istenmistir. Deney hayvani olarak fare seg¢ilmistir. Genotoksik aktivite kemik iligi
Mikroniikleus Testi ve karaciger, mide, kolon kullanilarak yapilan Comet Testi ile
incelenmistir (Bastaki ve ark., 2017).

Gidalar1 renklendirmede kullanilan Azo boyalar [Tatrazin (E101), Sunset Yellow
(E110), Karmozin (E124), Ponceau 4R (E124)] ile ilgili bir ¢aligmada, fermente siit ve
bagirsak bakterileri izolatindan elde edilen 120 adet laktik asit / probiyotik bakteri susu
kullanilarak, in vitro ve in vivo arastirmalar gerceklestirilmistir. Bakteri suslarina azo boyalar
5-6 saat uygulandiginda % 96-98 oraninda biyolojik bozunuma ugradiklar1 gosterilmistir. In
vivo inceleme icin 90 giin boyunca ratlara azo boya iceren diyet iriinler yedirilmis,
hematolojik, histopatolojik ve protein yapilari incelenerek degerlendirilmistir. (Abulreesh ve
ark., 2017).

Gidalarda antioksidant 6zelligi nedeniyle kullanilan Biitilatlandirilmig Hidroksitoluen
(BHT), kanser, astim ve ¢ocuklarda davranig bozukluklarina neden olabilmektedir. Insan kani
serumunda bulunan albumin, kana gecebilen kiiclik molekiilleri ve ilaglar1 yapisina baglama
yetenegi gostermektedir. GKM dogrudan veya dolayli olarak viicut proteinleri ile etkilesime
girer. Albumine baglanan GKM, konformasyonunda degisiklikler yaratarak ve hayati
fonksiyonlar: etkileyebilmektedir. Yapilan bir calismada BHT nin insanda serum albuminine
baglanmast incelenerek farmokokinetik ve farmakodinamik profilinin  belirlenmesi
saglanmistir (Al-Shabib ve ark., 2017).

Sentetik gida aromalar1 olan vanilya ve carkifelek meyvesi aroma vericileri, potansiyel
antiproliferatif, sitotoksik ve genotoksik etkileri bakimindan incelenmistir. Aroma vericilerin
sivi formlar1 satin alinarak, kok uglarma 0.2, 0.4, 0.6 mL dozlar ve 24, 48 saat siire ile
uygulanmistir. Stire sonunda kok uclari hasat edilerek mikroskop altinda incelenmistir. Herbir
doz igin 5000 hiicre sayilmigtir. Mitotik indeks ve kromozomal aberasyon indeksi
hesaplanmistir. Istatiksel analiz sonucunda 24, 48 saatlik uygulama periyotlarinda uygulanan
tic dozunda, doz ve siire artisina bagli olarak hiicre dongiisiine olumsuz etkiledigi buna bagh
olarak mitotik indeksi diisiirdiigii ve kromozomal aberasyon sayisini arttirdigi, ayrica mitotik
ig tahribat1 ve mikroniikleus olusuma neden oldugu belirlenmistir (Nunes ve ark., 2017).

Toz halinde satilan yapay meyve sularinin sitotoksik ve genotoksik etkilerinin
belirlenmesi amaciyla yapilan bir calismada portakal ve guava (tropikal meyve) tozlari
incelenmistir. Meyve suyu tozlarmin 30 g/500 mL, 30 g/1000 mL olarak hazirlanan sulu

cozeltileri 24 ve 48 saat siire ile sogan kok uclarma uygulanmistir. Elde edilen veriler
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dogrultusunda portakal ve guava meyve suyu tozlarinin genotoksik ve sitotoksik potansiyele
sahip oldugu belirlenmistir (Peron ve ark., 2016).

Timol ve Karvakrol, Origanum vulgare bitkisinin eterik yagindan elde edilen
antimikrobiyal 6zellikli katki maddeleridir. Bu maddeler gida paketlemede yiiksek dozlarda
kullanildiklar1 i¢in toksikolojik riskleri bakimindan incelenmek istenmistir. Gida
paketlemesinde kullanilan esdeger dozdaki timol ve karvakrol in vitro mikroniikleus (MN)
testi ve fare lenfoma testi (MLA) ile incelenmistir (Maisanaba ve ark., 2015).

Miloshev tarafindan yapilan bir ¢alismada, GKM olan Sodyum Nitrit, Kafein, Indigo
Karmin, Eritrosin, Fast Green ve 4-aminoantipyrine (4-AAP) DNA hasar1 olusturabilme
potansiyeli bakimindan Comet analizi ile incelenmistir (Miloshev ve ark., 2014).

Gidalarda antioksidant olarak kullanilan, Sitrik Asit, Fosforik Asit ve kombinasyonlari
ile antimikrobiyal olarak kullanilan Benzoik Asit ve Kalsiyum Propiyonat’in in vitro
genotoksik etkileri insan lenfositlerinde incelenmistir. Single Jel Elektroforezi kullanilarak
meydana gelen DNA hasarlar1 belirlenmis ve test edilen dort GKM’si genotoksik olarak
degerlendirilmistir (Yilmaz ve ark., 2014).

a-Heksilsinnamaldehit (HCA) ve p-Tert-biitil-alfa-metilhidrosinnamik  aldehit
(BMHCA) sahip oldugu karakteristik hos ¢igek kokusu nedeniyle ila¢ ve gida endiistrisinde
tatlandirici olarak kullanilmaktadir. Sotto tarafindan yapilan bir c¢alisma ile, HCA ve
BMHCA’nin olusturabilecegi genotoksik riskler Ames Testi ve Mikroniikleus Testi ile
incelenmistir (Sotto ve ark., 2014).

Sodyum metasiilfit gida koruyucusu olarak kullanilmakta olan bir maddedir.
Olusturabilecegi sitogenetik etkileri, A. cepa mitotik hiicreleri tizerinde incelenmistir. Caligma
sonunda, biitlin uygulama gruplarinda mitotik indeksin kontrole kiyasla anlamli sekilde
diistiigii, anormallikler de ise artisa neden oldugu goriilmiistiir (Renciizogullari, 2014).

Sentetik gida renklendiricileri ve tatlandiricilar ile yapilan bir ¢aligmada Brillant blue,
Carmoisine, Tatrazin, Trans-anethol, Vanilin ve Propilen glikol toksisitesi ratlar {izerinde
incelenmistir. Deney kimyasallar1 ratlarin diyet {riinlerine ayr1 ayr1 eklenerek verilmistir.
Sicanlarin farkli viicut organlar1 ve metabolik yollar1 iizerindeki en genis toksik etkisi

degerlendirilmek istenmistir (Abd EI-Wahab ve EI-Deen Moram, 2012).
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2.2. Adipik Asit ile Tlgili Caliymalar

Adipik Asit (AA)’in GKM olarak yayginlasmaya baslamasi nedeniyle 1957 yilinda
yapilan ¢alismada, diger GKM olan Sitrik Asit ve Tartarik asit ile etkileri karsilastirilmistir.
Akut Oral, Akut Intravendz etkileri deney fareleri, Akut Intraperitonel etkileri albino ratlar
kullanilarak test edilmistir. Deney sonunda, deneklere G&tanezi uygulanarak ayrintili
incelemeler gergeklestirilmistir. Akut oral etkiler; Mide ve ince bagirsak distansiyonu ve
¢ekumun spastik konsantrasyonu (kasilma, i¢ i¢ce gegme) seklinde, Akut intravendz etki;
hemorajik akcigerler, Akut intraperitonel etkiler; Hemorajik akcigerler ve bagirsak iritasyonu
seklinde gozlemlenmistir (Horn ve ark., 1957).

AA metabolizmasinin prosediirlerinin belirlenmesi i¢in yapilan bir ¢aligmada C14
isaretli AA kullanilmistir. Deney hayvani olarak 150 — 250 gr agirhiginda erkek albino
sicanlar kullanilmigtir. Siganlar 24 saat boyunca a¢ birakilmislar. Daha sonra gastrik gavaj
yoluyla 2 — 4 ml suda bulunan 50 mg radyoaktif AA soliisyonu ile beslendi ve tekrar 24 saat
boyunca a¢ birakilmistir. Siganlar, solunumdaki karbondioksitin belirlenebilmesi amaciyla,
idrarin toplanmasi icin ayr1 ayr1 metabolizma kafeslerine almmustir. Idrar numuneleri
kurutularak fraksiyonlara ayrilmis ve bu fraksiyonlar analiz edildiginde radyoaktif karbon
dagilimi gézlemlenmistir. Ayni1 ¢alismada glikojende radyoaktif AA birikiminin incelenmesi
amaciyla 100 mg radyoaktif adipik asitle beraber 400 mg su—glukoz ¢ozeltisi gastrik gavaj
yoluyla siganlara verilmistir. iki saat sonra sicanlar dtanezi edilerek, karaciger diseksiyonu ile
glikojen depolart incelenmis ve radyoaktif isaretli karbonlarin bulundugu belirlenmistir
(Monder ve ark., 1960).

Ekotoksikolojik bir ¢aligmada endiistri alaninda yaygin olarak kullanilan 26 organik
bilesigin etkileri arastirilmistir. Gol istiinden alinan su ile biitiin bilesikler ¢ozdiriilmustir.
Deney hayvani olarak “Koca Golyan Balig1” olarak bilinen Pimephales promelas se¢ilmis ve
deney siiresi 1, 24, 72, 96 saat olarak belirlenmistir. Suda bulunan AA’in ekotoksikolojik en
diisiik etki konsantrasyonu 96 saat icin LC50 (Letal Consantration) 97mg/l olarak
belirlenmistir (ph <5.9). Deney sonuglarinda AA’in dozu ve uygulama siiresinin artmasina
bagl olarak toksisitesinin artabilecegi ortaya koyulmustur. Deney diizeneginde kullanilan
suyun oksijen miktar: belirtilmedigi ve bununda toksik olarak nasil bir etki gosterebilecegi
bildirilmedigi igin bu arastirmanin; “AA toksiktir.” demek i¢in yeterli olmadigi belirtilmistir
(Mattson ve ark., 1976).

Di(2-etilheksil) ftalat (DEHP), Di(2-etilheksil) adipat (DEHA) ve Ftalik Anhidrit % 1.2,
% 2.5 ve % 1.5 konsantrasyonlar da diyet olarak uygulanarak, sigan karaciger ve bobrek
DNA’sindaki 8-Hidroksideoksiguanozin (8-OH-dG) seviyeleri incelenmistir. Yalnizca diyette
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DEHP ve DEHA verilen siganlarin karacigerinde (DEHP ve DEHA kanserojenezinin hedef
organi) 8-OH-dG diizeylerinde belirgin artiglar, gozlemlenmistir. Sonuglar, peroksizom
proliferatorleri tarafindan hepatokarsinogenezide, oksidatif DNA hasarinin bulundugunu
gostermistir (Takagi ve ark., 1990).

Drosophilla cinsiyet kromozomlari iizerinde yapilan bir ¢alismada AA’ inde dahil
oldugu 31 madde test edilmistir. Kimyasal uygulamasindan sonra cinsiyet kromozomlari,
olas1 yanlis eslesmeler (nondisjunction), kromozom kayiplari, Y kromozomunda birlesme ve
tranlokasyon olusumu bakimindan incelenmistir. AA’in cinsiyet kromozomlar1 tizerinde
mutajenik bir etki gostermedigi goriilmistiir (Ramel ve Magbusson, 1979).

ABD ‘de AA’inde iglerinde bulundugu gidalarda kullanimina izin verilen 498 adet
madde mutajenik potansiyelleri agisindan incelenmistir. Toksikolojik test sistemleri olarak
AMES Testi (Salmonella typhimurium) ve Eshericha coli WP2 Susu Testi segilmistir. Deney
sonugclari, negatif ve pozitif kontroller ile karsilastirilarak yorumlanmistir.  AMES Testi’nde
TA98, TA100, TA1535, TA1538 suslar1 kullanilmis ve her iki test sistemi S9 varlig1 ve
yoklugunda calisilmistir. Negatif ve pozitif kontrollerin islevsel oldugunun bildirildigi bu
caligmada, AA’in 10 mg/plate konsantrasyonuna kadar mutajenik ya da sitotoksik olmadigi,
fakat konsantrasyonun artisi ile beraber toksik 6zellik gosterebilec egi sonucuna ulagilmistir
(Priva ve ark., 1991).

Siganlarin radyoaktif AA ile beslenmesi sonucunda iire, glutamik asit, laktik asit, beta-
ketoadipik asit, sitrik asit ve adipik asit olararak tanimlanan metabolik {riinler idrarda
bulunmustur, uygulama dozunun % 70’1 CO- olarak viicuttan atilmistir. Dokularda ise ¢ok az
radyoaktif AA dagilimi gozlenmistir. AA’in, bakteri ve memeli hiicrelerinin biiylimesini
inhibe ettigi goriilmistiir. Bilyiimeyi % 50 inhibe etmek i¢in gerekli konsantrasyonlar, 45 mM
(E. coli), 35 mM (B. subtilis) ve 25 mM (Hela) olarak belirlenmistir. insanlara giinliik AA
(7300 mg / gln'e kadar) verilmesinden sonra dozun % 37-75'ini idrarla atildig
belirlenmistir. ADI degerinin 0-5 mg/kg bw oldugu kaydedilmistir. Uzun sureli olarak
akcigerlere teneffiis edilmesi durumun da, AA tozu insanda iist solunum yollarini, karaciger,
bobrek ve deney hayvanlarinda merkezi sinir sistemini etkiledigi belirlenmistir (Anonim,
1994).

QSAR (Quantitative Structure Activity-Nicel Yap: Aktivite Iliskisi), molekiiliin sahip
oldugu kimyasal yap1 ile baglantili olarak meydana getirdigi biyolojik aktivite, kimyasal
reaktivite, toksisite ve fizikokimyasal parametreler gibi 6zelliklerinin nicel olarak belirtildigi
bir yontemdir. Kimyasal yap1 ve parametreler sayilar ile ifade edilerek matematiksel bir

korelasyon olusturulur. Boylece bu korelasyonlar incelenerek birbirine benzer kimyasal
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yapiya sahip ajanlar belirlenebilmeltedir. Yapilan bir c¢aligmada aralarinda AA’inde
bulundugu Alifatik Karboksilik Asitlerin (monokarboksilik asit ve dikarboksilik asitler),
QSAR analizi yapilarak, toksisitesi bir siliyata tiiri olan Tetrahymena pyriformis ‘te
“Popiilasyon Biiyiimesi Testi” kullanilarak incelenmistir. Test sonuglarinda dikarboksilik
asitlerin toksik oldugu, fakat monokarboksilik asitlerle karsilastirildiginda hafif toksik oldugu
degerlendirilmistir (Seward ve Schultz, 1999).

Di(2-etilheksil) adipat (DEHA) 0strojenik aktivitesi E-SCREEN testi kullanilarak
arastirtlmistir. Gelistirilmis bir bir test sistemi olan E-SCREEN i¢in MCF-7 yerine, insan
meme kanseri hiicre hatti T47D kullanilmigtir. Test sonuglart zayif o6strojenik aktivite
olusumunu gostermistir (Kawaguchi ve ark., 2002).

Literatiirde karasal bitkiler iizerinde yapilan AA toksisitesi ile ilgili bircok ¢alisma
mevceuttur. Bu calismalarin bir¢ogu test prosediirlerine tam olarak uyularak yapilmamakla
beraber, bulunan etki degerleri (ECso)’ne gore AA Kkarasal bitkiler lizerinde diisiik toksik
olarak degerlendirilmistir.

Allelopatik bitkiler ile yapilan bir ¢alismada piring (Oryza sativa) iiretimi amaciyla
celtik fidelerinin yetistirildigi ortamdaki, bilesikleri tanimlamak ve fitotoksisitelerini
degerlendirmek igin kiitle spektrometrisiyle birlestirilmis gaz-kromatografi yontemi ile geltik
sulu o6ziitlerini analiz edilmistir. Analiz sonucunda sulu 6ziitte birgok organik asitle beraber

AA’inde bulundugu ortaya koyulmustur. Herbir organik asitin 6ziitii kontrol, 50, 100, 200,

400, 800 pmol L1 konsantrasyonlarinda, 5 giin boyunca petrilerde bulunan Astragalus
sinicus tohumlarina uygulandi. Her bir uygulama igin 100 adet tohum kullanildi. Daha sonra
¢imlenen tohumlarin fide biiylimeleri hesaplanarak, kontrol ile uygulama gruplari
karsilastirildi. Deney siiresi sonunda elde edilen sonuglar, AA konsantrasyonu arttik¢a

cimlenen tohumlardan elde edilen fidelerin boylarinda azalma gozlemlendi. Kontrole oranla
(19.4mm=*1.0.), en uzun fide 50 pwmol L1 de (112+£3 mm) gozlemlenirken, en kisa fide boyu

800 pmol L1 (26+1mm) uygulama dozunda goriildii. Doza artisina bagli olarak AA’iIn
cimlenme ve fide olusumunu baskiladig1 sonucu ortaya koyulmustur (Matsui ve ark., 2001).
Petrol iirtinleri kullanilarak gerceklestirilen AA iiretimi, atmosfere sera gazi salinimini
arttiran biiyiik bir faktordiir. Yenilenebilir hammaddelerden AA iretiminin saglanmasi,
stirdiiriilebilir ve ¢evre dostu iiretim sistemlerini gelistirilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir.
Mevcut bir yontemin bulunmamasi nedeniyle arastirmacilar AA biyosentezi ile ilgili
calismalar baslatmistir. 2014 yilinda yapilan bir ¢alismada, asitoksodenyum - kompleks
katalizli deoksihidrasyon (DODH) reaksiyonu ve ardindan Pt/C-katalize edilmis transfer
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hidrojenasyon yoluyla mukik asidin, mukonik asit ve adipik aside doniistiiriilmesi
gerceklestirilmigtir (Li ve ark., 2014). Thermobifida fusca B6 susu kullanilarak AA
biyosentezi ile ilgili yapilan bir ¢alismada en yiiksek verim ve titrasyona sahip biyolojik AA
sentezi gergeklestirilmistir (Deng ve Mao, 2015).

Giincel bir c¢alismada, Penicillium chrysogenum, Clostridium acetobutylicum,
Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae gibi tiirler kullanilarak AA biyosentezinin
miimkiin oldugu ortaya koyulmustur (Kruyer ve Peralta-Yahya, 2017). Diger bir ¢alismada
AA’in glikozdan biyosentezi gergeklestirilmistir. Doymamis altt karbonlu dikarboksilik
asitler olan 2-heksendioik asit ile mukonik asitin, enoat rediiktaz (ERs) biyokatalizorliigiinde,

AA’e enzimatik hidrojenasyonu saglanmistir (Joo ve ark., 2017).

2.3. Allium cepa L. ve Tradescantia pallida ile Tlgili Cahsmalar

Duran, yaptig1 ¢aligmada Tiirkiye’de ticari olarak satilan, toplumda insanlarin kolaylikla
ulasabildigi ve gidalara eklenebilen ticari formdaki, Monosodyum glutamat (MSG) ve
Riboniikleotid [inosine 5'-monophosphate (IMP) ve Guanosine 5'-monophosphate (GMP)] ‘in
genotoksik potansiyelini incelemistir. MSG, % 0.125, 0,25, 0.50 g/L, Riboniikleotid (I+G), %
0.20, 0.40, 0.80 g/L olacak sekilde distile suda cozdiiriilerek uygulama soliisyonlari
hazirlanmistir. Soliisyonlar 24, 48, 72 saat siire ile soganlara uygulanmistir. Yapilan mitotik
indeks incelemeleri, ticari olarak satilarak gidalarda siklikla tiiketilen, MSG ve I+G ‘nin doza
ve siireye bagli olarak kontrole oranla mitotik indekste diisiise neden oldugunu gdstermistir.
Elde edilen sonu¢ MSG ve [+G ‘nin genotoksik olabilecegini gostermistir (Duran ve Aki,
2017).

Tavsancil otu olarak da bilinen, Heracleum sosnowskyi, Avrupa iilkelerinde bulunan
yabanil tip bir bitkidir. Yapilan bir arastirmada H. sosnowskyi 'nin meyvelerinden elde edilen
suyun genotoksik potansiyeli ve sitolojik aberasyon olusturma etkisi incelenmistir. H.
sosnowskyi’den elde edilen meyve Oziitlerinin, 6 farkli (1, 5, 10, 50, 100 ve 300 mL/L)
konsantrasyonda ki ¢ozeltileri kok uglarina uygulanmistir. Mitotik aberasyonlar, kromozom
aberasyonlar1 ve mikroniikleus olusumu incelenmistir. Elde edilen veriler H. sosnowskyi
meyvesi Oziitlerinin aneugenik ve klastojenik aktiviteye sahip oldugunu belirlenmistir (Pesnya
ve ark., 2017).

Etephon (ETF) ve Cyclanilide (CYC) modern tarimda kullanilan bitki biiyiime
diizenleyicileridir. Yapilan bir c¢alismada ETF+CYC karisiminin  sogan kok ucu
hiicrelerindeki genotoksik ve sitotoksik etkileri incelenmistir. 25, 50, 100 ppm’lik karisimlar

24, 48, 72 saat boyunca sogan koklerine uygulanmistir. Deney siiresi sonucunda test materyali
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mikroskop altinda incelendiginde; C-mitoz, kromozom fragmentleri, poliploidi, biniiklead
hiicre olusumu, vagrant kromozom, anafaz ve telofazda koprii olusumu, kromozom
yapiskanligi, gibi anormal hiicre olusumlar1 ve kromozomal anormallikler gozlemlenmistir.
Elde edilen bu sonuglar ETF+CYC karisiminin genotoksik ve sitotoksik etkileri indiikledigini
gostermistir (Yavuz-Kocaman ve Kilig, 2017).

Glimis nanopartikiilleri (AgNP) bakterisidal 6zellikte olmalar1 nedeniyle tibbi alanda
ve gida endiistrisinde ambalajlama esnasinda siklikla kullanilmaktadir. Yapilan bir calismada
2 ile 8 nm boyutlar1 arasindaki AgNP’nin, sitolojik ve genotoksik etkileri ortaya koyulmak
istenmistir. Kontrol grubu ile yapilan karsilastirmalarda, AgNP’nin iki uygulamasininda
mitotik indekste azalisa ve kromozom sapma sayisinda artisa neden oldugu belirlenmistir
(Becaro ve ark., 2017).

Brezilya elektirik ihtiyacinin neredeyse tamamimi hidroelektirik santrallerinden
saglamaktadir. Hidroelektirik santralleri bulundugu boélgede ekolojik bozulmalara neden
olabilmektedir. Yapilan bir ¢aligmada Brezilya’da bulunan nehirlerin sedimental maddesinin
etkileri iizerine bir ¢alisma yapilmistir. Sonuglar tohum c¢imlenmesi ve mitotik indekste
degisiklik goriillmezken, kromozomal bozukluk ve niikleer anormalliklerde artis meyda
geldigini gostermistir (Rambo ve ark., 2017).

Banglades’ te yerel bir ipek boyama endiistrisinden, su kaynaklara dokiilen tekstil
boya atiklarinin genotoksik potansiyeli analiz edilmistir. Sogan kokleri farkli
konsantrasyonlara sahip ¢ozeltilerde yetistirilmis ve ¢ozeltilerde atik konsantrasyonu artikca
kok  biliyime  inhibisyonunun  arttigit ~ makroskobik  olarak  gozlemlenmistir.
Kontrole gore ¢ok diisiik olmakla birlikte % 20’lik ¢6zeltide boliinen hiicreler tanimlanmis
fakat % 60, % 80 ve % 100 gibi yiiksek konsantrasyonlar da hiicrelerde mitoz boliinme
gerceklesmedigi belirlenmistir. Boya atiklarinin  kromozomal anormallikleri indiikledigi
goriilmiistiir. Bunlarin sonucunda boya atik suyunun hiicreler igin toksik oldugu, insan
sagligini tehdit etmesi ve kansere neden olmasi agisindan risk olusturdugu belirlenmistir
(Rahman ve ark., 2017).

Tibbi etkisi bulunan bitkilerin mutajenik ve toksik etkilerinin belirlenmesi 6nemli bir
aragtirma konusudur. Bu amagla yapilan bir ¢aligmada tibbi bitkiler olan Xysmalaboium
undulatum ve Helichrysum caespititum ekstraktlarinin sitotoksik ve genotoksik etkileri
incelenmistir. Xysmalaboium undulatum (0.125, 0.25, 0.50 mg/L) ve Helichrysum caespititum
(0.00625, 0.0125, 0.025 mg /L) ekstraklarina ait ii¢ farkli konsantrasyonda hazirlanan ¢ozelti
sogan koklerine uygulanmigtir. Mikroskop incelemeleri sonucunda kromozomlarda

yapiskanlik, C-Metafaz, anafaz ve telofazda koprii olusumu, kromozom fragmentleri,
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multipolar anafaz ve telofaz gibi kromozomal aberasyonlar gézlemlenmis ve buna bagl
olarak bitkilere ait ekstraktlarin genotoksik etki gosterebilecegi ortaya koyulmustur (Okorie
ve ark., 2017).

Stilfiiramid yaprak kesen karincalara karsi siklikla kullanilan insektisitlerdendir. 2009
yilinda Siilfiramid kullanimina yasak getirilmesi nedeniyle, arastirmacilar ayni etkilere sahip
metalik-insektisit arayisina girmis, S-phenanthroline ve 5-methyl-phenanthroline olarak
bilinen iki formiiliinii gelistirilmistir. Ticari olarak iiretime ve satisa baslamadan 6nce, iki
bilesenin genetik materyal {izerindeki etkileri Allium cepa L. ve Tradescantia pallida
kromozomal aberasyon, mikroniikleus testi, Trad-MN ve Trad-STM testi ile incelenmistir.
Her iki kimyasalinda 0.5, 1 ve 2 mg/L konsantrasyonundaki ¢ozeltileri sogan kdk uglarina
uygulanmstir. Sonuglar da; 5-methyl-phenanthroline’in ¢imlenme oranlarina bakildiginda
toksik etki gostermedigi, mitotik indeks verilerinde 2 mg/L’lik uygulamada anlamli bir
sitotoksisite olustugu, 0.5 ve 1 mg/L uygulamada mikroniikleus, anafazda koprii olusumu gibi
kromozomal aberasyonlar olustugu bildirilmistir. 5S-phenanthroline sonuglarina bakildiginda
sadece en yiiksek konsantrasyon olan 2 mg/L’de genotoksik etkiler meydana getirdigi
bildirilmistir. Ayrica Tradescantia lizerinde yapilan incelemelerde pembe mutasyon olusumu
gbzlenmezken, mikroniikleus olusumunu kuvvetli sekilde indiiklendigi belirlenmistir (Souza
ve ark., 2017).

Forskolin, Coleus fosrkohlii (Kolyos)’dan izole edilen bir etken maddedir. Forskolin
(C22H3407), birgok fizyolojik etkiye sahip olan ve bazi hastaliklarin tedavisinde kullanilan
tibbi 6nemi olan bir ajandir. Bu maddenin genotoksik etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla
A. cepa kullanilarak bir sitogenetik analiz yapilmistir. Calisma sonuglari, forskolinin mitotik
indekste 6nemli azalmalar ile birlikte birgok kromozomal aberasyon olusumunu indiikledigini
gostermistir (Mohammed ve ark., 2015).

Eugenia uniflora (Surinam kiraz agaci), kan basmicini diisiiriicii, mide rahatlatici,
bronsit, kolik ve karmn agrisint giderici olarak kullanilan sifali bitkilerdendir. Yapilan bir
caligmada A. cepa testi kullanilarak E. uniflora’nin yaprak ve meyvelerinin antiproliferatif,
mutajenik ve antimutajenik etkileri incelenmistir (Kuhn ve ark., 2015).

Kentsel endiistriyel alanlarda, toprakta olusan metal kirliligi yillarca devamliligini
korur. Bu etkinin kanitlanmasi1 amaciyla metalle kontamine topraklarin yillarca depolandigi,
dolum alanlarinda Tradescantia kullanilarak metal biyoakiimiilasyonu ve mikroniikleus testi
kullanilarak genotoksisitesi bakimindan incelenmek istenmistir (Césniené ve ark., 2017).

Iprodion, Karbaril, Dimetoat ve 4,4’-DDE tarim ve bdcek ilac1 olarak kullanilmakta

olan kimyasallardir. Cevre ve canlilar iizerinde olusturabilecekleri etkilerin belirlenmesi,
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kullanilabilir etki dozlarin anlasilmasi ve toprakta kalinti birakma risklerinin belirlenmesi
amaciyla biyolojik indikator olan Tradescantia (Trad-MN ve Trad-STM) kullanilarak
incelenmistir (Fadic ve ark., 2017).

Atmosferde olusan kirlilik saglik agisindan biiyilik tehdit olusturarak, bir¢ok hastaligin
olusumuna neden olmaktadir. Hava kirliliginin denetlenmesi amaciyla Tradescantia
biyoindikator olarak siklikla kullanilmaktadir. Brezilya‘da araglar tarafindan digariya
birakilan emisyon gazlarinin, havada olusturdugu Kkirliliginin incelenmesi amaciyla bir
calismalar yapilmistir. Bu ¢alismada degisik trafik yogunluklarina sahip yollarin yakinlarina
Tradescantia fideleri ekilerek daha sonra incelemeler gerceklestirilmistir (Sposito ve ark.,
2017).

Yapilan benzer bir calismada arac¢ kirliliginin, cevre sagligir lizerindeki etkileri
bakimindan degerlendirilmesi yapilmistir. Cevreden alinan numunelerde, partikiiler made ve
motor gazlar1 bulundugu tespit edilmistir. Ozellikle sehir merkezinden alinan numunelerin en
yiiksek miktarda Trad-MN olusumuna neden oldugu belirlenmistir (Pereira ve ark., 2017).

Kentsel bahge yetistiriciligi, olumlu yonleri ile beraberinde bazi soru isaretleride
olusturmaktadir. Hava Kkirliliginin bulundugu alanlarda lokalize olan bahgelerde meydana
gelen sebze yetistiriciligi, tretilen gidalarin giivenli olup olmadigimi diistindiirmektedir.
Bunun belirlenebilmesi amaciyla bahgelere ekilen Tradescantia fideleri kullanilmistir. Bu
sekilde trafik gazlarimin birikimi incelenmis ve element birikiminin, Trad-MN olusumuna
etkisi belirlenmistir (Amato-Lourenco ve ark., 2017).

Sehir havasinin kalitesinin 6lgiilmek istendigi bir diger ¢alismada, trafik kirliliginin
fazla oldugu alanlarda Trad-MN frekansinda anlamli bir artis oldugu belirlenmistir (Costa ve
ark., 2016)

Sehir i¢i otoyollardan gelen yagmur suyu akist metaller, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar (PAH), mineral yag hidrokarbonlar1 gibi pek ¢ok kirletici maddeyi
icermektedir. Yapilan farkli bir calismada otoyoldan gelen yagmur sularinin akisinin
gerceklestigi, yagmur suyu giderlerinden alinan su ve tortu numunelerin genotoksisitesi
incelenmistir. Deney sonuglarinda alinan tortu numunelerinin Trad-MN olusumunda artisa
neden oldugu belirtilmistir (Haile ve ark., 2016).

Seramik tiretimi sirasinda meydana c¢ikan endiistriyel gazlar agir metaller gibi zararh
bilesikleri igerebilmektedir. Yapilan bir ¢alismada, atmosfere salinan endiistriyel emisyon
gazlarimin genotoksik potansiyelleri Trad-MN frekanslarina bakilarak incelenmistir (Campos
ve ark., 2016).

19



Cevresel tiitiin dumaninin etkilerinin belirlenmesi i¢in yapilan bir ¢alismada, Sigara
icilen agik alanlardaki hava kalitesinin belirlenmesi amaciyla, bir hastanenin bahgesinde
sigara icilen alanlara gercek zamanli aerosol monitorii koyularak 10 giin boyunca izlenmis ve
Ol¢timler kaydedilmistir. Bitkide birikimin incelenmesi igin ise Tradescantia kullanilmistir.
Sonuglar Al, Cd, Cu, Ni, Pb, Rb, Sb, Se ve V elementi birikimlerinin kontrole kiyasla sigara
icilen bolgelerde daha yiiksek konsantrasyon da oldugunu gostermistir (da Silveira Fleck ve
ark., 2016).

N —nitrosodiethylamine (NDEA), insanda tiimor oilusumuna etki ettigi diistiniilen N—
nitrozo bilesigidir. Allium cepa ve Tradescantia pallida kullanilarak genotoksik aktivitesi
incelenmistir. Kontrole gore mitotik indekste azalma goriiliirken, T. pallida’da mutajenik bir

yanit gdstermemistir (de Rainho ve ark., 2010).
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Bitkisel Materyal
Yiiksek lisans tezimizin c¢alisma materyali olarak Allium cepa L. (sogan) ve
Tradescantia pallida H. bitkileri secilmistir. Test materyali olan arpacik sogani (kalik)
Erdogan Ekinci Ltd. Sti ‘nden satin alinmistir. T. pallida ise boliimiimiizde yetistirilen anag

bitkiden ¢elikleme yontemi ile ¢ogaltilarak elde edilmistir.

3.1.1.1 Allium cepa L. Genel Ozellikleri
Alliaceae familyasina ait olan Allium cepa L. biiyiik boyutlu ve az sayida (2n=16)
kromozomlara sahiptir. Kirleticilere kars1 hassasiyet gostermesi nedeniyle mikroskopik olarak
rahat bir gézlem saglamakta ve bu sayede mitotik dongii ve kromozomlarda meydana gelecek
hasar ve sapmalarin belirlenmesi i¢in miikemmel bir deney materyali olusturmaktadir. A. cepa

farkli varyeteleri kromozom karyotiplemesine ait gorseller Sekil 3.1. de gdsterilmektedir.

- S8 BE 6F 3¢ 58 @R 88 5%

Figure-7
Karyotype in Allium cepa L.., SM+6Sm+2St in Nasik variety
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Figure-
Karyotype in Allium cepa L.., SM+6Sm+2St in White variety

-an W& Hun

Figure-9
Karyotype in Allium cepa L.., SM+6Sm+2St in Kashmiri variety

Sekil 3.1. Allium cepa L. varyetelerine ait karyotip goriintiileri (Ramesh, 2015)

Bir test sistemi olarak A. cepa’nin kullanimi Levan tarafindan baglatilmistir.

Kromozom 6zellikleri tanimlanarak ve kolsisin uygulamasi sonrasi olusan mitotik ig
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anormallikleri ortaya koyulmustur (Levan, 1938). Daha sonra, ayn1 yazar tarafindan organik
tuzlarin farkli soliisyonlariin A. cepa nin meristematik kok hiicrelerinde birka¢ kromozomal
aberasyon tiirline neden oldugu gosterilmistir (Levan, 1945).

Levan’in ortaya koydugu calismalarin 1s18inda, Fiskesjo, A. cepa test prosediiriin de
standartlagsmaya gitmek istemis, test basamaklarinin tek tek irdelendigi bir ¢aligmaya ortaya
koyulmustur. Yapilan bu g¢alismanin sonucunda, test kimyasalinin farkli konsantrasyonu ile
yapilan uygulamalarda, kok biiylimesine bakilarak etki konsantrasyonunun (Efective
Consantration - EC), basit ve kolay bir yontemle belirlenmesinin miimkiin oldugu
belirtilmistir. Ayrica elde edilen sonuglar karsilastirildiginda A. cepa testinin diger genotoksik
testlerle anlamli bir korelasyon igerisinde oldugu belirlenmistir (Fiskesjo, 1985). Bu da A.
cepa kok wucu hiicre testininin kimyasallarin genotoksik/sitotoksik potansiyellerinin

incelenmesinde giivenilir ve gecerliligi saptanmuis bir test sistemi oldugunu gostermektedir.

3.1.1.2. Tradescantia pallida H. Genel Ozellikleri
Anavatan1 Gliney Amerika olan bu bitki, Commelinaceae familyasina aittir. Tiirk
toplumda “Mor Telgraf Cicegi” olarak bilinmektedir (2n=18). Bilinen 71 Tradescantia tiirii
vardir. Diger iilkelerde ¢igeklerinin driimcege benzetilmesi nedeniyle “spidewort, spider lily,

cradle lily ” olarak bilinmektedir.

s

Sekil 3.2. Cigeklenme mevsimine ait Tradescantia pallida goriintiisii (Ozgiin fotograf)
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Yaz aylarinda ciceklenme gosterirken, diger aylarda sadece yaprak olusturmaktadir.
Sabah saatlerinde agan pembe-mor renkli ¢igekleri li¢ ta¢ yapraktan olugsmaktadir ve cok kisa
Omiirliidiir, 6glen saatlerinden itibaren kapanip solmaya basladiklar1 goriiliir (Sekil 3.2.).
Tropikal ve yar1 tropikal bolgelerde yayilim gosterir ve ¢cok yillik bitkilerdir.

Genellikle mor kalp seklindeki yapraklarmin giizelligi agisindan dekoratif amacla
kullanilmaktadir. Susuzluga, soguga karsi direnglidir, don yasadiktan sonra bile tekrar
yeserdikleri bilinmektedir. En iyi gelisimi 10 - 15°C arasindaki sicakliklarda gostermektedir.
En gilizel mor renkte yapraklarin elde edilebilmesi i¢in bitki direkt giinesten korunmalidir,
aksi halde yaprak renkleri yesile donmektedir. Tradescantia, genellikle gelikleme yontemiyle
cogaltilir ve bu islemin uygulanacagi en uygun zaman Nisan ve Mayis aylaridir (T. C. Milli
Egitim Bakanligi, 2011) fakat tohumdanda bitki elde edilmektedir (Sekil 3.3.).

Tradescantia bitkisine ait polen hiicreleri, mayozun erken tetrad safhasinda fiziksel
(radyasyon, hava kirliligi v.b.) ve kimyasal (ilag, pestisit v.b.) mutajenlere karsi hassasiyet
gostermektedir. Bu evrede mutajenle temasi sonucunda kromozom sapmalari meydana
gelmektedir. Olusan asentrik kromozom fragmentleri ve yapiskan kromozom uglar1 bir araya
gelerek mikroniikleus olusturma egilimindedir. Bu hasasiyetin meydana getirdigi tetrat ve
mikroniikleus birlikteligi, Tradescantia Mikroniikleus testinin (Trad-MN) toksikolojik bir test
sistemi olarak kullanilabilirligini ortaya koymustur (Ma, 1981).

Sekil 3.3. Tradescantia pallida. Genel bitki goriintiisii (Ozgiin fotograf)



Yetistirilmekte olan Tradescantia bitkileri, Tradescantia paludosa (2n=12, mavi
cicekli) ve Tradescantia ohiensis=Tradescantia reflexa (2n=24, pembe ¢igekli) hibritlerinden
olugmaktadir. Bu hibritler cicek (sepal, petal) ve stamen tiiyii rengi bakimindan heterozigot
klonlardir (2n=18).

Klon bitkilerin kullanimi, pembe-mavi renge spesifik lokustaki somatik mutasyon
frekanslarinin yliksek hassasiyet sahip olmasina neden olur. Bu da c¢iceklere uygulanan
mutajenlerin, stamen tiiyii hiicrelerinin sahip oldugu heterezigot pembe-mavi renkten
(mikroskopta genellikle seffaf goriillmektedir), somatik mutasyon olusumuyla belirgin pembe
renge doniismesine neden olmaktadir. Bu pembe mutasyon (Trad-STM) olusumu, mutajen
ajanlarin belirlenmesi i¢in Tradescantia stamen tiiylerini miikkemmel bir toksikolojik test

materyali kilmaktadir (Ichikawa ve Takahashi, 1977).

3.1.2. Test Kimyasallari
Tezimizin arastirma konusunu olusturan Adipik Asit (Hekzandioik Asit)’in, saf (% 99)
olarak iiretilmis formu Sigma-Aldrich (Cas Numarasi: 124-04-9)’ten satin alind1 (Sekil 3.4.).

Sekil 3.4. Adipik asit ambalaji

Aragtirma sirasinda kullanilan diger kimyasal maddeler:
e Hidroklorik Asit ( Merck K33700817)
e Asetik Asit (Sigma-Aldrich 272775)
e Etil Alkol % 96 (Tekkim TK.200650.05001)
e Karmin (Carlo Erba 1390 65 4)
e Gliserol Soliisyonu % 84-88 (Sigma-Aldrich 15524)
e 1-dodecylguanidinium acetate % 50 (Superprex 500 FW)
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3.2. Cahsmada Kullamilan Kimyasallarin Hazirlanma Prosediirleri
3.2.1. Adipik Asit Cozeltilerinin Hazirlanmasi
Adipik Asit sicak suda ¢6ziinebilmektedir. Bu nedenle deney stok ¢6zeltisi sicak saf su
kullanilarak elde edilmistir. Stok ¢6zelti 150 mg/L olacak sekilde hazirlanmis, daha sonra

mikropipet ile seyreltme yontemiyle uygulama ¢ozeltileri hazirlanmistir.

3.2.2. Farmer Fiksatifi Hazirlanmasi
Hazirlanisinda 3:1 orani kullanilmaktadir. 3 kisim Etil Alkol (% 96) : 1 kisim Asetik

Asit eklenerek hazirlanmaktadir.

3.2.3. 1IN HCL Asit Hazirlanmasi
Cam pipet kullanilarak % 37’lik HCL’den 8,28 ml alinip, saf su ile 100 ml ye

tamamlanmasiyla elde edilir.

3.2.4. Karminik Asit (Asetokarmin) Hazirlanmasi
200 ml i¢in;
90 ml Asetik Asit 110 ml H20 ile seyretilir. Elde edilen 200 ml'lik bu ¢6zelti igerisine 2
g karmin eklenir. Manyetik karistiricida orta dereceli bir 1sida kaynamasi engellenerek, kapagi
sikica kapatilmig bir sekilde iyice ¢oziinmesi saglanir. Bu islem 4-5 giin tekrarlanarak, islem
sonunda elde edile boya ¢ozeltisi filtre kagidi ile siiziiliir. Boya partikiillerinden arindirilan

boya ¢ozeltisi buzdolabinda +4°C de buzdolabinda saklanir.

3.3. Yontem
3.3.1. Kok Biiyiimesi Inhibisyon Testi ve ECso Degerinin Hesaplanmasi

Kok biiyiimesi Inhibisyon Testi (KBIT), uygulanacak kimyasal ajanin, kék uglarinin
biiylimesi tlizerine etkilerinin makroskobik olarak gdzlemlenmesini saglamaktadir. Ayrica
koklerin milimetrik 6l¢limlerinin yapilarak etki degerlerinin ortaya koyulmasi ve boylelikle
genotoksik ve sitotoksik etkilerin belirlenmesi amaciyla kullanilacak ECso degerinin
saptanmasina olanak vermektedir.

Soganlar secilirken taze goOriinlimlii, benzer boyutta ve saglam olmalarina dikkat
edilmistir. Soganlarin deney tiipiindeki siviya direkt temasinin saglanmasi amaciyla soganlara
zarar vermeden kabuklari soyulmustur (Sekil 3.3.1.).

KBIT i¢in, AA’in dozlar1 rastgele belirlenmistir. Bu dozlar; 3.125 mg/L, 6.25 mg/L,
6.75 mg/L, 12.5 mg/L, 25 mg/L, 37.5 mg/L, 50 mg/L, 62.5 mg/L, 75 mg/L, 87.5 mg/L, 100
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mg/L, 112.5 mg/L, 125 mg/L ve 137,5 mg/L olacak sekilde saf sudaki ¢ozeltilerden meydana
gelmektedir. Kontrol grubu i¢in saf su ve belirlenen 14 farkli konsantrasyondaki ¢ozelti,
soganlara direkt olarak uygulanmistir. Her bir grup 10 tekrar seklinde diizenlenmistir (Sekil
3.3.2).

Uygulama siiresi 96 saat olarak belirlenmistir. Deney sonuna kadar tiiplerdeki sivi
seviyeleri her giin kontrol edilerek azalma var ise uygun ¢ozelti ile tamamlanmistir. Siire
sonunda ¢imlenen soganlar incelenerek cimlenmeyen sagliksiz soganlar elenmis ve her
grubtan 5 adet ¢imlenmis sogan se¢ilmistir. Kok uglart hizli bir sekilde hasat edilerek, her bir
sogan Orneginde en uzun 5 kok secilmis, uzunluklari milimetrik cetvel yardimiyla
kaydedilmistir. Her bir uygulama grubu i¢in 25 adet kok Ol¢iimi (5 sogan x 5 kok)
gerceklestirilerek, ortalamalar: ve standart sapmalart hesaplanmustir.

Kok uzunluklar incelendiginde; ¢imlenen koklerin uzunlugu, kontrol grubunun yarisi
kadar olan uygulama ¢ozeltisi konsantrasyonu ECsp (37,5 mg/L) degeri olarak belirlenmistir.
Deneylerde kullanilacak uygulama konsantrasyonlart ECso2 (18,75 mg), ECso (37,5 mg/L),
ECsox2 (75 mg/L) olacak sekilde belirlenmistir.

Sekil 3.3.1. Segilen sogan érnekleri
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Sekil 3.3.2. KBIT uygulamasi ve ECso belirlenmesi: Cimlenmis sogan goriintiileri

3.3.2. Allium cepa Cimlendirilmesi ve Adipik Asit (AA) Uygulamasi

AA saf sudaki ¢ozeltileri; 18.75 mg/L, 37.5 mg/L ve 75 mg/L olarak 3 farklh
konsantrasyonda hazirlanmistir. Allium cepa testi i¢in uygulama periyotlar1 24, 48 ve 72 saat
olacak sekilde belirlenmis ve deney serileri her biri 5 tekrarli olacak sekilde hazirlanmistir.
Toplam 60 adet sogan kullanilmistir.

Uygulama baglatilmadan 6nce, soganlar saf su iceren deney tiiplerine yerlestirilerek
karanlik ve sicakligi 25-30°C olan laboratuar ortaminda 3-4 giin siire ile ¢imlenmeye
birakilmigtir. Cimlenen kokler 4-5 cm uzunluga geldikten sonra tiiplerdeki saf sular
bosaltilmis ve yerine hazirlanan ¢ozeltiler koyularak, uygulama periyodu baslatilmistir. 24, 48
ve 72 saatlik deney siireleri sonunda sogan kok uglari tek tek hasat edilerek, Farmer Fiksatifi
bulunan siselerin igine alinmistir ve +4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir. 24 saat
fiksatifte bekletilen kok uglar1 daha sonra % 96’lik etil alkol igerisine alinarak mikroskobik
incelemeler i¢in saklanmistir.

Uygulamalar baglatilirken ve sonlandirilirken sabah saatleri tercih edilmistir. Bunun
nedeni sogan koklerindeki mitotik aktivitenin sabah 07.00-08.30 saatlerinde en yiiksek

seviyeye ulagsmasidir.
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3.4. Allium cepa L. Mitotik Aktivite ve Kromozom Incelemesi
Calismamizda “Asetokarmin Ezme Preparat Yontemi” bazi degisiklikler ile birlikte
uygulanmistir (Tsuchiya ve Nakamura, 1979).
A. cepa kok uglarinin mikroskobik preparat haline getirilebilmesi ve sorunsuz olarak
incelenebilmesi ¢esitli islem basamaklarinin uygulanmasini gerekli kilmaktadir. Bu uygulama

basamaklari; Fiksasyon, Maserasyon ve Boyamadir.

3.4.1. Fiksasyon
Bu basamak canli haldeki bitki dokusunda ani 6lim meydana getirilerek, hiicrelerin
canli haline en yakin sekilde sabitlenmesini (fikse edilmesini) amag¢lamaktadir. Calismamizda
deney siiresi sonunda hasat edilen kok uclari, Farmer Fiksatifi bulunan siseler icerisine
alinarak fiksasyon islemi gerceklestirilmistir. 24 saat fiksatifte bekletilen kok uglari daha

sonra % 96°lik etil alkol igerisine alinarak +4°C’de buzdolabinda saklanmustir.

3.4.2. Maserasyon
Bitki hiicreleri koseli yapidadir ve birbirlerine orta lamel vasitasiyla baglanarak
muntazam sekilde siralanmistir. Maserasyon, orta lamelin yumusatilmasi ile birbine baglanan
bitki hiicrelerinin, lam ftizerinde tek tek ayrilarak gozlenebilmesine olanak saglamaktadir.
Calismamizda maserasyon islemi, 60°C’ye ayarlanan su banyosunda, kok uglarmin 1N HCI
asit bulunduran deney tiiplerinde alinarak, 8 dakika bekletilmesi ile gergeklestirilmistir. Siire

sonunda kok uclari saf su icerisine alinarak asitten arindirilmistir.

3.4.3. Boyama ve Preparat Hazirlanmasi

Saf su igerisinden alinan kok uglari, fazla suyu havlu kagida emdirilerek daha sonra
asetokarmin bulunan falkon tiiplere aktarilmistir. Buzdolabinda +4°C’de 48 saat bekletilerek
lyice boyanmalar1 saglanmigtir.

Yeterli boyanmaya ulasan kok uglart lam iizerine alinmistir. Koklerin, en ugta daha
koyu boyanmis sekilde goriilen, mitotik aktiviteye sahip meristamatik doku kisimlari 2-3 mm
kesilmistir. Kokiin kurumasmin engellenmesi i¢in iizerine boya damlatilarak, lamel ile
kapatilmistir. Filtre kagidi kullanilarak lam ve lamel arasindaki hava kabarciklar1 ve fazla

boya alinmistir. Kok ucu hafifce ezilerek hiicrelerin tek tabaka halinde dizilmesi saglanmustir.
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3.4.4. Mikroskopik Analizler
Hazirlanan mitotik preparatlar, Motic BA210 marka-model 1sik mikroskobunda 1000X
bliylitme de goriintiillenmistir. Her uygulama icin 5 preparat hazirlanarak, herbir preparatta
1000 hiicre saymmi gergeklestirilmistir. Toplam 5000 hiicre sayilarak, mitotik indeks ve
kromozomal aberasyon indeksi hesaplanmistir.
Goriintlilenen mitotik hiicrelerde, sathalara ve aberasyonlara ait 6rnekler entellan ile
kapatilarak, daimi preparat haline getirilmis ve Zeiss AX10 Scope Al marka-model

mikroskopta, Zeiss AX10 Cam 503 Color marka-model kamera ile fotograflandirilmistir.

3.45. Mitotik Aktivite ve Kromozomal Aberasyon (KA) indeksinin
Hesaplanmasi
Mitotik indeks (MI), Sitotoksisitenin belirlenmesinde siklikla kullanilan bir
parametredir. Hesaplanmasi ise mitoz boliinme gegiren hiicre sayisinin, toplam hiicre,
sayisina boliinerek 100 ile garpilmasi ile hesaplanmistir. Bu hesaplama asagida gosterilmistir
(Ak1 ve Cordiik, 2011);

Onlvnen [Cucre Savis

Mitotik Indeks =

%100 (3.1)

Garunleleoen Teplar Hoere Sy

Kromozomal aberasyon indeksi (KAI) ise genotoksisite belirtecidir. Hesaplanmasi, KA
goriilen hiicre sayisinin, toplam hiicre sayisina boliinerek, 100 ile ¢arpilmasi ile
hesaplanmistir. Bu hesaplama agagida gosterilmistir (Cordiik ve ark., 2015);

. . Ko Tlucrs Savisi
Kromozomal Aberasvon indeksi = - :

%100 (3.2)

Goruntulenen Teplam Hosre Suvis

3.4.6. istatiksel Analiz
Gergeklestirilen A. cepa Kok Ucu Hiicre Testinde, mitotik indeks ve kromozomal

aberasyon indeksi sonuglarinin, kontrole gore anlamliligi Z Testi kullanilarak belirlenmistir.
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3.5. Tradescantia pallida H. Cogaltilmasi ve Adipik Asit (AA) Uygulamasi
T. pallida bitkisi Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Biyoloji bdliimiinden bulunan
ana¢ bitkiden, Nisan ayinda elde edilen ¢elikler sayesinde ¢ogaltilmistir. Alinan gelikler 3:1
oraninda Torf : Perlit karisimi bulunan saksilara dikilmistir. Dikim sonrasi bitkiler sulanarak,
saksilar boliimiimiizde bulunan bitki yetistirme odasina alinmistir. Ortam fotoperiyot 16/8 ve
sicaklik 22°C olacak sekilde optimize edilmistir. Ug ay siire ile geliklerin gelismesi
beklenmistir. Ergin hale gelen bitkiler, bitki yetistirme odasindan alinarak laboratuar
ortaminda sabah aksam giinesini gilizel alabilecegi cam kenarina koyulmustur.
Bitki c¢iceklenmeye basladiginda, 6n deneme olarak AA asagidaki iki yontem ile
uygulanmaistir;
e Toprak sulama suyu olarak ve gigeklere piiskiirtiilerek
o Bitki kesilerek AA ¢ozeltisine koyularak ve ¢iceklere pliskiirtiilerek
On deneme sonucunda alinan ¢igek drnekleri incelendiginde; AA’in bitki sulama suyu
olarak uygulandiginda az etkili oldugu goriilmiistiir. Daha etkili olmas1 nedeniyle deneyin

bitkilerin AA ¢6zeltisinde bekletilmesi yontemi ile yapilmasina karar verilmistir.

3.5.1. Tradescantia pallida Stamen Tiiyii Mutasyon Analizi

Stamen tiiyli mutasyon analizi i¢in taze tomurcuk bulunduran dallar se¢ilerek kesilmis
ve igerisinde saf su bulunan beherlerde 24 saat siire ile bekletilmistir. Siire sonunda sabah
beherdeki saf sular bosaltilarak yerine 18.75 mg/L, 375 mg/L ve 75 mg/L
konsantrasyonlarinda AA ¢ozeltisi koyulmustur. Pozitif Kontrol olarak ise T. pallida
tizerindeki etkisi ¢alisilmis olan bir fungusit Dodin (0,16 ml/L) kullanilmistir (Cordiik ve ark.,
2015).

Deney siireleri 24, 48, ve 72 saat olarak belirlenmistir. Her periyodun sonunda ¢icek
ornekleri canli haldeyken incelemeler gerceklestirilmistir. Cicekler sabah erken saatte
acmakta ve 6gleye dogru kapanip solmaktadir. Bu nedenle inceleme islemleri sabah 08.00-
09.00 saatleri arasinda yapilmistir

Her uygulama dozu i¢in 5-10 adet cigek incelenmistir. Cigekler lam {izerine alinarak,
gliserol ve su (1:1) karisimi damlatilmistir. Daha sonra Olympus SZ51 marka-model stereo
mikroskop altinda diseksiyon ignesi kullanilarak stamen tiiyleri tek tek ayrilarak siralanmugtir.
Bu sayede stamenlerin goriintiilenmesi ve mutasyonlarin belirlenmesi kolaylastirilmistir.
Belirlenen pembe mutasyonlu hiicreler sayilarak fotograflandirilmistir (Sekil 4.22., Sekil

4.23.).
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Kok Biiyiimesi inhibisyon Testi (KBIT) Bulgular:

KBIT, toksisitesi incelenecek ajanlarin etkilerinin makroskobik olarak gdzlenebilmesi
ve ECsp degerlerinin belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir. ECso, kdk uglarindaki biiylimeyi
kontrole gore % 50 oraninda azaltan kimyasal konsantrasyonunu ifade etmektedir.

KBIT i¢in, AA’in dozlar1 3.125 mg/L, 6.25 mg/L, 6.75 mg/L, 12.5 mg/L, 25 mg/L, 37.5
mg/L, 50 mg/L, 62.5 mg/L, 75 mg/L, 87.5 mg/L, 100 mg/L, 112.5 mg/L, 125 mg/L ve 137,5
mg/L olacak sekilde rastgele belirlenmistir. Bu dozlar; ayr1 ayri siselere alinmis, tlizerine saf
su eklenerek ¢ozeltiler hazirlanmistir.

ECso degeri belirlenebilmesi igin, uygulama siiresi 96 saat olarak belirlenmistir. Her
grubtan 5 adet ¢imlenmis sogan ve her sogan i¢in en uzun olanlardan 5 adet kok se¢ilmistir (5
sogan x 5 kok= 25 kok her bir doz i¢in). Kok uzunluklar1 milimetrik cetvel yardimiyla
Olgtilmistiir. AA’in Allium cepa kok uzunlugu iizerine etkisinin belirlenmesi igin, her bir doz
icin Olgiilen kok uzunlugu ortalamasi Cizelge 4.2.’te verilmistir (Cizelge 4.2. Kontrol *, ECsg
Degeri ** ile gosterilmistir.).

K06k uzunluklari incelendiginde; ¢imlenen koklerin uzunlugu, kontrol grubunun yarisi
kadar olan uygulama ¢ozeltisi konsantrasyonu ECsp (37,5 mg/L) degeri olarak belirlenmistir.
Deneylerde kullanilacak uygulama konsantrasyonlart ECso2 (18,75 mg), ECso (37,5 mg/L),
ECsox2 (75 mg/L) olacak sekilde belirlenmistir. AA igin belirlenen bu degerler Cizelge 4.1.’de
verilmistir (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. Adipik Asit (AA) icin belirlenen ECso degerleri.

Adipik Asit Degerler
ECsor2 18,75 mg/L
EC =0 37,5 mg/L
ECsoxz 75 mg/L
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Cizelge 4.2. KBIT sonunda 6l¢iilen kék uzunluklar:

Test Maddesi Konsantrasyon (mg/L) | Ortalama kok uzunlugu (cm) +£SS
Negatif Kontrol (H20) Saf Su 3,88+0,39 *
3,125 2,63+0,33
6,25 2,48+0,33
6,75 2,18+0,28
12,5 2,38+0,42
25 2,34+0,27
37,5 1,94+0,23 **
Adipik Asit 50 1,00+0,18
(AA) 62,5 0,96+0,29
75 1,31+0,42
87,5 1,44+0,41
100 1,68+0,64
112,5 1,65+1,07
125 0,89+0,33
137,5 0,62+0,21

Sekil 4.1.AA ¢ozeltilerinin Allium cepa kok biiyiimesi tizerine etKisi.

A: Kontrol, B: 3.125 mg/L, C: 6.25 mg/L, D: 6.75 mg/L, E: 12.5 mg/L, F: 25 mg/L, G:
37.5 mg/L, H: 50 mg/L, I: 62.5 mg/L, J: 75 mg/L, K: 87.5 mg/L, L: 100 mg/L, M: 112.5
mg/L, N: 125 mg/L, O: 137,5 mg/L
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Sekil 4.2. Allium cepa KBIT sonucu 6l¢iilen kék uzunluklar (ECso : 37,5 mg/L)

4.2. Mitotik indeks Bulgular
Ug farkli konsantrasyondaki [ECsor (18,75 mg/L), ECso (37,5 mg/L), ECsox2 (75 mg/L)]
AA c¢ozeltileri 24, 48 ve 72 saat siire ile Allium cepa koklerine uygulanarak mitotik indeks

verileri kaydedilmistir (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. AA uygulamasi sonucu mitotik indeks verileri.

Uygulama Siiresi | Konsantrasyon Mitotik Indeks
Kontrol 9,12+0,39
18,75 mg/L (EC50/2) 5,59+0,31
24 Saat 37,5 mg/L (EC50) 5,17+0,31
75 mg/L (EC50*2) 4,23£0,27
Kontrol 9,09+0,39
18,75 mg/l (EC50/2) 4,10+0,27
48 Saat 37,5 mg/l (EC50) 3,58+0,26
75 mg/l (EC50*2) 3,11+0,24
Kontrol 9,20+0,39
18,75 mg/l (EC50/2) 4,20+0,28
72 Saat 37,5 mg/l (EC50) 3,334+0,25
75 mg/l (EC50%2) 2,63+0,22
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Cizelge 4.3.’deki veriler incelendiginde, AA konsantrasyonu ve maruz birakilma stiresi
artigina bagl olarak, mitotik indekste anlamli bir degisim meydana getirdigi belirlenmistir.
Tiim sonuglar kontrol ile ve uygulama gruplar1 birbiri arasinda karsilastirildiginda belirgin
degisiklikler gozlenmistir.

Mitotik indeks tiizerindeki degisimin yiizdelik olarak ifadesi Cizelge 4.4.°de
belirtilmistir. Ayrica tiim uygulamalarin mitotik indeks tizerindeki etkileri, grafikler halinde

gosterilmistir (Sekil 4.3., Sekil 4.4., Sekil 4.5., Sekil 4.6.).

Cizelge 4.4. AA’in mitotik indeks tizerindeki etkisinin yiizdelik gosterimi

Uygulama Dozlar1 (mg/L) Uygulama Siiresi

24 Saat 48 Saat 72 Saat
18,75 % 38,71 % 55,05 % 53,95
37,5 % 43,32 % 60,75 %63,49
75 % 54,13 % 66 % 71,17

Mitotik indeks yiizdelik oranlari incelendiginde (Cizelge 4.4.), kontrole gore AA
mitotik indeks {izerinde en az inhibe edici etkiyi % 38,71 ile 24 saat 18,25 mg/L’lik uygulama
da gosteririken, en yiiksek oranda inhibe eden doz ise 72 saat siire ile uygulanan 75 mg/L’lik

deney gurubudur ve mitotik aktivite % 71,17 olarak belirlenmistir.

e ™
Mitotik indeks 24 Saat

=
o

Mitotik Indeksl (%)
o = o8] w = un (=)} ~J oo w
/

0 18,75 37,5 75
Konsantrasyonlar (mg/L)

o J
Sekil 4.3. 24 Saatlik AA uygulamasi sonras1 mitotik indeks degisimi
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Mitotik indeks 48 Saat
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Sekil 4.5. 72 Saatlik AA uygulamasi sonrasi mitotik indeks degisimi
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Sekil 4.6. 24,48 ve 72 Saatlik AA uygulamasi sonrast mitotik indeks degisimi

Cizelge 4.5. Adipik Asit uygulamasi, Z Istatistigi anlamlilik diizeyleri

Uygulama | Doz V- Polingg Mitotik
iresi (mg/L) Toplam Hiicre indeks a=0,05 | a=0,001
Hiicre Sayis1 | Sayisi

Kontrol | 5271 481 9,12+0,39

24 Saat 18,75 5341 299 5,59+0,31 *
37,5 5062 262 5,17+0,31 * *
75 5243 222 4,23+0,27 | * *
Kontrol | 5271 481 9,09+0,39

48 Saat 18,75 5065 208 4,10£0,27 | * *
37,5 5107 183 3,58+0,26 | * *
75 5171 161 3,11+0,24 * *
Kontrol | 5271 481 9,20+0,39

72 Saat 18,75 5085 214 4,20+0,28 * *
37,5 5070 169 3,33£0,25 | * *
75 5126 135 2,63+0,22 | * *

* statiksel olarak anlamlilik diizeyini ifade etmektedir.
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Mitotik indeks istatistiksel verileri incelendiginde, kontrole kiyasla biitiin uygulama
siiresi ve dozlar da anlaml1 degisimler gdzlenmistir. Z Istatistigi anlamlilik diizeyleri, 0=0,05

icin 1,96 ve tizeri, a=0,001 i¢in 3,27 ve lizeri anlamli olarak kabul edilmistir. (Cizelge 4.4.)

4.3. Kromozomal Aberasyonlar
4.3.1. Kromozomal Aberasyonlara Ait Gorseller
Uygulama ve kontrol gruplarina ait kok uglart preparasyon ile 1000X biiyilitmede
incelenmistir. Normal ve anormal hiicreler belirlenerek fotogralandirilmistir. Yalnizca saf su
uygulanan, kontrol grubundaki, kok uglarinda goriintiilenen normal haldeki mitoz evreleri
Sekil 4.7.”da verilmistir.

Sekil 4.7. Kontrol A: Profaz, B: Metafaz, C: Anafaz, D: Telofaz.

AA uygulamalarin da fotograflanan mitotik evrelere ait kromozomal aberasyon

ornekleri; Sekil 4.8., Sekil 4.9. ve Sekil 4.10.’da gosterilmistir.
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Sekil 4.8. AA 24 Saat 37,5 mg/L uygulamas: A: Metafazda ploidi ve plak kaymasi, B:
Vagrant kromozom, C: C-Mitoz, D: Lagard kromozom, E: Telofazda yapiskanlik, F:

Anafazda koprii olusumu
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Sekil 4.9. AA 48 saat 37,5 mg/L uygulamasi1 A: Anafazda tripolar olusumu ve deformite,
B: Metafazda es ayrilmama, C: Vagrant kromozom, D: Kontraksiyon E: Anafazda koprii

olusumu ve yapiskanlik, F: Star kromozom
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Sekil 4.10. AA 72 saat 37,5 mg/L uygulamasi A: Spiral ¢oziinme, B: Anafazda koprii
olusumu ve deformasyon, C: Diizensiz telofaz ve kromozom kopmasi, D: Diizensiz anafaz,

E: Anafazda koprii olusumu, F: Ploidi
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4.3.2. Kromozomal Aberasyon Bulgular:

24, 48 ve 72 saatlik AA uygulamalariin, A. cepa tizerinde olusturdugu kromozomal
aberasyon sayisi belirlenmistir. Kontrol gruplar ile karsilastirilarak ilgili verilerin ortalama ve
standart sapmalar1 belirlenmis, istatiksel veriler ile birlikte ¢izelgede gosterilmistir. Tim
uygulamalarda, Z Istatistigi anlamlilik diizeyleri, 0=0,05 i¢in 1,96 ve iizeri, 0=0,001 icin 3,27
ve lizeri anlamli olarak kabul edilmis ve elde edilen tiim verilerin anlamlilik gosterdigi

gorilmistiir.

Cizelge 4.6. AA uygulamalariin, kontrol grubuna gore anlamlilik diizeyleri

Maruz Anormal | Sayilan %
Kalma | Doz Hiicre Toplam (Kromozomal | 0=0,05 | 0=0,001
Siiresi | (mg/L) | Sayisi Hiicre Sayis1 | Anormallik)
24 saat | Kontrol | 8 481 1,66 £ 0,58 - -
18,75 |29 299 9,7+1,71 * *
37,5 25 262 9,54 +1,81 * *
75 74 222 33+4,71 * *
48 saat | Kontrol | 6 481 1,66 + 0,42
18,75 34 208 16 + 2,56 * *
37,5 55 183 30+3,38 * *
75 49 161 30 £ 3,62 * *
72 Saat | Kontrol | 5 481 1,03 £ 0,46
18,75 105 214 49+341 * *
37,5 86 169 50 + 3,84 * *
75 81 135 60 + 1,07 * *

*[statiksel olarak anlamlilik diizeyini ifade etmektedir.

24, 48 ve 72 saatlik uygulamalarda siire ve doza bagl olarak kromozomal aberasyon
sayilarindaki degisimler grafikler halinde Sekil 4.11., Sekil 4.12., Sekil 4.13. ve Sekil 4.14.’te
gosterilmektedir.

Tiim uygulamalarda gozlenen kromozomal anormallik yiizdeleri incelendiginde; %
43.75 C-mitoz, % 25.3 metafazda ekvatoral tabla kaymasi, % 15 anafazda kutup kaymasi, %
14.7 telofazda kutup kaymasi ve % 2.25°lik kisminda diger aberasyonlar tarafindan olustugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.12. 48 Saatlik AA uygulamasi sonrasi aberasyonlu hiicre yiizdeleri
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Sekil 4.13. 72 Saatlik AA uygulamasi sonrasi aberasyonlu hiicre yiizdeleri
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Sekil 4.14. 24, 48 ve 72 Saatlik AA uygulamasi sonrasi aberasyonlu hiicre yilizdeleri
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4.4. Tradescantia pallida H. Stamen Tiiyii Analizi Bulgular
Yapilan Trad-STM (Tradescantia Stamen Tiiyii Mutasyonu) analizinde, AA’in daha
once belirlenen 4 farkli konsantrasyonu (18.75, 37.5, 75, 95 mg/L), negatif kontrol (saf su) ve
pozitif kontrol (dodine) ile muamele edilmis, her bir uygulama grubu igin 5-10 adet canli
cicek incelenmistir. Stereo mikroskopi ile her bir grup i¢in yaklagik 1000 stamen hiicresi

gbzlemlenmis ve 3 tekrarli olarak toplam 3000 hiicre incelenmistir.

Sekil 4.15. Tradescantia pallida H. ¢igegi stereo mikroskop goriintiisii

4.4.1. Trad-STM Gorselleri
Negatif kontrol grubundaki bitkilere sadece saf su uygulanmis olup, incelemeler sonucu

goriilen, renksiz seffaf haldeki stamen tiiyleri Sekil 4.16.’te gosterilmektedir.

Sekil 4.16. Negatif kontrol grubu. Renksiz stamen hiicreleri
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Pozitif kontrol olarak, T. pallida iizerindeki etkisi bilinen fungusit, Dodine (0,16 mL/L)
uygulanmistir. Sekil 4.17.’da Dodine uygulamasi sonrasi goriilen pembe renkli hiicreler

gosterilmektedir.

Sekil 4.17. Pozitif kontrol grubu. Pembe mutasyonlu stamen hiicreleri

24, 48 ve 72 saatlik AA uygulamalarinda ECsp ile belirlenmis olan, 18.75, 37.5 ve 75
mg/L konsantrasyonundaki ¢ozeltiler, T. pallida’ya uygulandiginda pembe mutasyon

olusumu gdzlenmemistir. Bununla ilgili gorseller Sekil 4.18., 4.19., 4.20.”de gosterilmektedir.

Sekil 4.18. 24 saat 75 mg/L AA uygulamasi. Renksiz stamen hiicreleri
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Sekil 4.20. 72 saat 75 mg/L AA uygulamasi. Renksiz stamen hiicreleri

AA belirlenen dozlari pembe mutasyon olusturmadigi i¢in bu dozlarin {izerine ¢ikilarak
uygulanan 95 mg/L’lik deneme sonucunda 24 saat sonunda pembe mutasyon goriilmezken,
48 ve 72 saatlik uygulamalarda pembe mutasyon olusumu tetiklenmistir. Sekil 4.21., Sekil
4.22., Sekil 4.23., Sekil 4.24.de bu sonuglar ile ilgili gorseller verilmistir.
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Sekil 4.22. 48 saat 95 mg/L AA uygulamasi. Pembe mutasyonlu hiicreler
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Sekil 4.23. 72 saat 95 mg/L AA uygulamasi. Pembe mutasyonlu hiicreler

4.4.2. Trad- STM Bulgulan

AA uygulamalarinda 24, 48 ve 72 saatlik muamelelerde, 18.75, 37.5 ve 75 mg/L‘de
sayilan 3000’e yakin hiicre incelenmis ve bu hiicrelerin igerisinde pembe mutasyon olusumu
gdzlenmemistir.

Bunun iizerine belirlenen etki konsantrasyonlarinin izerine ¢ikilarak 95 mg/L ve 115
mg/L konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler hazirlanarak uygulama gergeklestirilmistir. 95 mg/L’lik
¢ozelti T. pallida’ ya uygulanmigtir ve sonuglar yaklasik 3000 hiicre incelendiginde, 24
saatlik uygulamada pembe mutasyon olusmazken, 48 saatte 19 adet ve 72 saatte 79 adet
pembe mutasyonlu hiicre belirlenmistir. Ancak, 115 mg/L’lik uygulama grubunda yer alan
deney bitkilerinin zarar gormesi nedeniyle ¢icek olusumu goriilmemistir, deney bitkilerin
6liimii ile sonlandirildigi i¢in herhangi bir mutasyon verisi kaydedilememistir.

Sadece saf su uygulanan negatif kontrol grubunda pembe mutasyonlu hiicre olusumu
goriilmemistir. Pembe mutasyon olusum yiizdeleri; 48 saatlik uygulama sonrasinda, pozitif
kontrolde % 0,7 iken 95 mg/L’lik AA uygulamasinda % 0,63 olarak belirlenmistir; 72 saatlik
uygulama sonrasinda ise; pozitif kontrolde % 1,43 iken 95 mg/L’lik AA uygulamasinda %
2,63 olarak kaydedilmistir.
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Cizelge 4.7. Uygulamalara gore belirlenen pembe mutasyonlu hiicreler.

Uygulama Dozu Pembe mutasyonlu hiicre sayis1
24 Saat 48 Saat 72 Saat
Negatif Kontrol - - -
Pozitif Kontrol - 21 43
18,75 mg/L - - -
37,5 mg/L - - -
75 mg/L - - -
95 mg/L - 19 79
115 mg/L - - -

4.5. Tartisma

Insanlar ve diger organizmalar igin tehlikeli olan cevresel mutajenlerin, kimyasal ve
fiziksel ajanlarin genotoksik aktivitesini tespit etmek ve sonuclarini izlemek i¢in kullanilan
bir¢ok test yontemi bulunmaktadir. “Allium cepa L. Kok ucu hiicre testi” ve “Tradescantia
pallida stamen tiiyii pembe mutasyon testi” siklikla kullanilmakta olan, basit ve giivenilir test
sistemlerindendir (Levan, 1938; Ma, 1981).

Gida katkilar1 ve koruyucular giinlik yasantimizda sik sik karsilasmakta oldugumuz
tehlike potansiyeline sahip maddelerdir. Kullanilan doza dikkat edilmedigi takdirde saglik
tizerinde olumsuz etkiler olusturabilmektedirler. Bu nedenle tiiketilmekte olan GKM’lerinin,
kullanilabilir en yiiksek konsantrasyonlarinin belirlenmesi ve bu konsantrasyonlarin
olusturabilecegi biyolojik, sitolojik ve toksikolojik etkilerin kesin ve net olarak ortaya
koyulabilmesi olduk¢a 6nem arz etmektedir.

AA olusturdugu toksikolojik etkiler bakimindan oldukga tartisilir bir maddedir. Astim,
hiperaktivite ve iritasyon gibi ¢esitli patolojilere sebep oldugu ortaya koyulmusken,
toksikolojik etkilerinin neler oldugu tam olarak bilinmemektedir (Dogruyol, 2006). Cesitli
toksikolojik testler kullanilarak AA’nin meydana getirebilecegi etkiler ortaya koyulmustur.
Fakat bu calismalarin bir¢ogu deney hayvanlari iizerinde gergeklestirilmisken, bitkilerin
kullanildig1 ¢alisma kaynaklar1 oldukca smirlidir. Literatiir incelemelerimiz sirasinda AA’in
kok ucu hiicrelerindeki, kromozomal aberasyonlarin ve mitotik aktivitenin incelendigi bir
calisma olmadig belirlenmistir.

AA akut etkilerinin incelendigi bir ¢alismada akut oral ve akut intravenoz etkileri erkek

albino fareler tizerinde incelenirken, akut intraperitonel etkileri ratlar kullanilarak
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belirlenmistir. Akut oral etkiler; mide ve bagirsak distansiyonu ile birlikte ¢ekum spastik
konsantrasyonu olarak gozlemlenmistir, ayrica bagirsak tahrisi ve iritasyonu dikkat ¢ekmistir.
Akut intravendz etkileri ise hemorajik akcigerler olarak gorilmiistiir. Akut intraperitonel
etkiler bagirsak iritasyonu, hemorajik akcigerler ve visseral organlarda iritasyon ile yapisiklik
olarak belirlenmistir (Horn ve ark., 1957).

AA disinda tiirevleri de bircok alanda siklikla kullanilmaktadir. Bunlardan biri olan
Di(2-etilheksil) adipat (DEHA) diyet olarak uygulanarak, sigan Kkaraciger ve bdbrek
DNA’sindaki 8-Hidroksideoksiguanozin (8-OH-dG) seviyeleri incelenmistir. Karaciger,
DEHA tarafindan olusturulan kanserojenezde hedef organ olarak bilinmektedir ve DEHA
verilen sigcanlarin karacigerinde, 8-OH-dG diizeylerinde belirgin artiglar, gozlemlenmistir.
Sonuglar, peroksizom proliferatorleri tarafindan hepatokarsinogenezide, oksidatif DNA
hasariin bulundugunu goéstermistir (Takagi ve ark., 1990).

Calismamizin  baslangi¢ asamasinda yapilan KBIT sonuglari, AA  artan
konsantrasyonunun sogan kok ucu uzamasini engelledigini, yani ¢imlenmeyi inhibe ettigini
gostermistir. Piring (Oryza sativa) ile yapilan bir ¢alismada farkli konsantrasyondaki AA
¢ozeltileri piring tohumlarina uygulanmis, ¢imlenme ile fide biliylimesi {izerine etkileri
incelenmigstir. Deney siiresi sonunda elde edilen sonuglar ile kontrolle kiyaslandiginda doz
artisina bagh olarak, AA’in ¢imlenme ve fide olusumunu baskiladigr sonucu ortaya
koyulmustur (Matsui ve ark., 2001). Bu veriler elde ettigimiz sonuglar ile benzerlik
gostermekle beraber, dogrular niteliktedir.

KBIT uygulanarak koklerden elde edilen makroskopik veriler 1s13inda, ECso belirlenmis
ve uygulamalarda bu deger temel alinarak mikroskopik incelemeler gergeklestirilmistir. A.
cepa ve T. pallida, hiicre siklusunu yaklasik 24 saatte tamamlanmaktadir, bu nedenle
uygulama siiresi 24, 48 ve 72 olarak ayarlanarak bir ka¢ siklusta olusan etkiler ortaya
koyulmak istenmistir. Mitotik indeks ve kromozomal aberasyon testi i¢in her bir uygulama
5000 hiicre goriintiilenerek incelemeler gerceklestirilirken, stamen tiiyli somatik mutasyon
testi i¢in her bir uygulama da 3000 stamen hiicresi goriintiilenmistir.

Calismamiz sonunda elde dilen veriler, kullanilan AA’in, ilgili kontroller ile
karsilagtirildiginda mitotik indekste istatiksel olarak anlamli bir degisim ile mitoz boliinmeyi
inhibe ettigini ortaya koymaktadir. Bunun yaninda kromozomal aberasyon olusumu
frekansinda artis goriilmiistiir, bu veriler AA’in potansiyel genotoksik etkilerini ortaya
koymaktadir. Yapilan bir¢ok caligma ile yliksek miktarda kullanilan gida katkilarinin mitotik

indekste azalmaya ve bununla beraber DNA sentezinin inhibisyonuna neden olabilecegi

50



gosterilmistir. Bu sonuglar AA’inde bu etkiler ortaya ¢ikarabilecegini destekler niteliktedir
(Duran ve Aki, 2017; Nunes ve ark., 2017).

Mitotik indekste azalma goriilmesi, meristem hiicrelerindeki mitoz boliinmenin belli
oranda inhibe edildigini géstermektedir. Bu durum kullanilan kimyasalin hiicre béliinmesinde
gorevli kromozom ve bdliinme proteinlerine etki etmesi veya hiicre 6liimiine neden olmasi ile
olusan, sitotoksik ve antiproliferatif etkiden kaynaklanabilmektedir (Sousa Sales ve ark.,
2017).

Mitotik aktivitede azalma, G1 fazinin bloke edilmesi ile DNA sentezinin inhibe
edilmesinden kaynaklanabilecegi (Schneiderman ve ark., 1971) gibi hiicre dongiisiiniin
gidisatinin1  belirleyen G2 fazinin bloke edilererek, hiicrenin mitoza girmesine ket
vurulmasindan da kaynaklanabilmektedir (Van’t Hof, 1968). DNA sentezinin inhibe edilmesi,
mitokondri tlizerine kimyasalin etki etmesi ile ATP seviyesinde azalmaya da bagl da
olabilmektedir (Pandey ve ark., 2014).

Mikroskobik incelemeler sirasinda en fazla goriilen kromozomal aberasyonlar; anafaz
ve telofazda kutup kaymasi, C-mitoz, metafazda tabla kaymasi, koprii olusumlaridir. Bunlarin
yani sira ¢ok sayida spiral ¢oziinme ve kontraksiyona ugrayan kromozomlar gézlenmistir. Bu
iki etki, uygulanilan AA’in ayn1 zamanda kromozom olusumunda gorevli histon proteinleri
tizerine etkisinin olabilecegini gdsterir niteliktedir.

Mitotik aberasyonlarin frekansindaki artma, uygulanan kimyasalin mitotik ig tizerine
direkt etki gosterdigini ortaya koymaktadir. Bu direkt etki bir¢ok kromozomal anormalligi
ortaya c¢ikarmaktadir. Calismamizin sonucunda kontrol grubu ile karsilastirildiginda AA
uygulamalarinin tiimiinde, mitotik aberasyonlarda anlamli bir artis oldugu gozlemlenmistir.

C-mitoz olusumu, gida katkilarinin kolsisine benzer bir etki meydana getirerek ig ipligi
olusumunun engellenmesi ve kisalip kalinlagsmis metafaz kromozomlarinin ekvatoral plaga
cekilmesinin Onlenmesi ile olusan bir durumdur. Bdyle bir engelleme mitotik indeks
inhibisyonuna neden olan etmenlerden biri olabilir (Levan, 1938).

Koprii olusumlari, gida katkilarinin kromozomal proteinleri etkilemesi sonucu olusan
fizyolojik sonuglardir. Mitozun anafaz ve telofaz safhalarinda belirlenen bu olusumlar,
kromozom ve kromatidlerde meydana gelen kirilmalar, fiizyonlar ile olusan yapigskan uglarin
birbirine tutunmas: ile meydana gelebilecegi gibi (Tiirkoglu, 2007) kromatidlerin yanlis
katlanmasindan veya kromozomlarin subkromatid kopriler ile baglanmasindan da
kaynaklanabilir. Ayrica kromozomal koprii olusumlari, kromozom segmentlerin de esit
olmayan translokasyon ve inversiyona bagli olabilir. Bu olusum ardindan kromozomal

yapiskanlik ve bunun beraberinde anafaz ve telofaz ayrilmasindaki basarisizligt meydana
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getirebilir (Gomiirgen, 2005). Kromo-yapiskanlik genellikle hiicre 6liimiine yol agan geri
doniisiimii olmayan tipte, yiiksek derecede toksik etkiler meydana getirmektedir. Bu sonuglar,
farkli kimyasallarin farkli materyaller {izerindeki etkilerini inceleyen bir¢cok arastirma
grubunun sonuglari ile paralellik gostermektedir (Klasterska ve ark., 1976; McGill ve ark.,
1974).

Kalgin kromozom olusumu, mitoz safhalari gerceklesirken kromozomlarin olmasi
gerektigi safthaya diger kromozomlarla ayn1 anda gidememsinden ve geride kalmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu etki ig ipliklerinde meydana gelen harabiyetten kaynaklanabilecegi
gibi asentrik kromozomlarin ig ipliklerine tutunamadigi i¢in hareket etmemesinden de
kaynaklanabilmektedir (Gomirgen, 2005). Bu gibi kromozomal k&prii olusumlarinin ve
kromozomal gecikmelerin diger kimyasallar tarafindan da indiiklendigi belirlenmistir.

Multipolar olusumlar, anafazda ve telofazda kutuplarin ayrilmasinin basarisiz oldugunu
ve esit olmayan translokasyonun meydana geldiginin gosterir. 1§ ipligindeki bozulmalara
bagli olarak kromozomlarin diizensiz dagilimdan kaynaklanabilmektedir.

Kimyasal ya da fiziksel ajanlarin genotoksik aktivitesini tespit etmek icin en yaygin
kullanilan yéntemlerden biri de Tradescantia stamen tiiyii somatik mutasyon testidir. insanlar
ve diger organizmalar i¢in tehlikeli olan ¢evresel mutajenleri izlemek i¢in kullanilabilir. Bu
test, Tradescantia stamen tiiyii hiicrelerinin sahip oldugu renk bakimindan heterozigotluguna
dayanmaktadir.

Calisgmamizda Tradescantia ya yapilan AA uygulamasi sonucunda ECso testi ile
belirlenen 3 farkli konsantrasyona pembe mutasyon olusumu yoOniinden hassasiyet
gozlemlenmezken, ancak bu dozlarin {izerine ¢ikilan uygulamada (95 mg/L) pembe mutasyon
olusumu gozlenmistir. Literatiirde karsimiza ¢ikan bazi ¢alismalarda, maddelerin farkli bitki
testlerinde de, farkli hasasiyette sonuglar gosterdigi ortaya koyulmustur. Kimyasallarin
etkileri incelenirken farkli test sistemlerinin kombinasyonlarinin kullanilmasi sonuglarin
giivenilirligi acisindan 6nemlidir.

AA genotoksisitesini belirlemek i¢in A. cepa gerekli duyarhiligi gosterirken, T.
pallida’da daha az etkili olmustur. Bu farklilik bitkilerin fizyolojik o6zelliklerinden ve
kimyasalin ~ olusturdugu  strese  verilen  yamitin  degisiklik  gdstermesinden
kaynaklanabilmektedir. Bu yonden yapilan bazi ¢alismalarla benzerlik gostermektedir (Ilhan
ve Aki, 2009; de Rainho ve ark., 2010; Alvarez-Moya ve ark., 2001).
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Gergeklestirilen yiiksek lisans tez ¢alismamiz kapsaminda, Allium cepa L. ve
Tradescantia pallida H. tiirleri kullanilarak, etkileri tam olarak bilinmeyen AA’in canli
organizmalar tizerindeki etkileri ortaya koyulmustur.

A. cepa kok ucu hiicre testi denemeleri; 3 farkli (18.25 mg/L, 37.5 mg/L ve 75 mg/L)
AA c¢ozeltisinin 24, 48 ve 72 saat siire ile kok uglarina uygulanmasi ile gerceklestirilmistir.
Elde edilen M1 verileri uygulanan 3 ¢ozeltinin 24 saatlik uygulama da sirasiyla, % 38,71, %
43,32 ve % 54,13; 48 saatlik uygulamada sirasiyla, % 55,05, % 60,75 ve % 66; 72 saatlik
uygulamada sirasiyla, % 53,95, % 63,49 ve % 71,17 olacak sekilde mitotik aktivitede
azalmaya neden oldugunu gostermistir.

Ayni sekilde uygulanan 3 farkli AA ¢ozeltisi kromozomal aberasyon olusum sikliginda
artiga neden olmustur. En sik goriilen kromozomal aberasyonlar sunlardir; C-mitoz (% 43.75),
metafazda ekvatoral tabla kaymasi (% 25.3), anafazda kutup kaymas1 (% 15), telofazda kutup
kaymas1 (% 14.7). Bahsi gegen aberasyonlar disinda anafaz/telofaz koprii olusumu,
yapiskanlik, vagrant kromozom, laggard kromozom, anafazda multipolar olusumu ve kalgin
kromozom olusumlarida goézlenmistir. Ayrica AA’in histon proteinlerine etki etmesi
nedeniyle olusan spiral ¢éziinme ve kontraksiyon olusumlarida belirlenmistir.

T. pallida stamen tilyii analizi i¢in yapilan uygulamalarda; 24, 48 ve 72 saat siire ile
gerceklestirilen, 18.25 mg/L, 37.5 mg/L, 75 mg/L ¢ozelti denemeleri, stamen hiicrelerinde
pembe mutasyon olusumu meydana getirmezken, 95 mg/L’lik ¢ozeltinin 48 saatlik
uygulamasinda 19 adet ve 72 saatlik uygulamasinda ise 79 adet hiicrede pembe mutasyon
olusumu belirlenmistir. 115 mg/L’lik AA ¢ozeltisi bitki gruplarina zarar vermesi nedeniyle
herhangi bir inceleme gergeklestirilememistir. T. pallida i¢cin AA’in letal (6liimciil)
konsantrasyonu 115mg/L olarak belirlenmistir.

Aragtirmamizda kullandigimiz, model bitkilerden A. cepa ve T. pallida, AA’in farkli
konsantrasyonlarinda ve uygulama siirelerinde yapilan uygulamalara, birbirlerinden farkli
tepkiler gostermistir. Bunun sebebi A. cepa tiirliniin, uygulanan AA konsantrasyonlarina karsi
hasasiyet gostermesi olabilir. T. pallida ise ¢ok daha yiiksek konsantrasyonlarda bile
sitotoksisite ve genotoksisite olusturmasi agisindan AA’e daha toleranslhidir.

Calismamiz ile elde edilen sonuglar AA’in bitkisel materyal iizerinde genotoksik ve
sitotoksik etki gosterebilecegini ortaya koymaktadir. Bu etki gida, ilag ve kozmetik

sanayisinde kullanilmakta olan katki maddeleri ve kimyasal miktarlarinin toksik etki
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olusturabilmesi bakimindan 6nemli oldugunu ve kullanimmin gerekli oldugu durumlarda
uzman kisiler tarafindan, belirlenen dozlar g6z 6niine alinarak kullanilmasinin gida giivenligi,
insan ve toplum sagligimin korunmasi agisindan 6nemli ve gerekli oldugunu ortaya

koymaktadir.
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