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Bu tez ¢alismasinda gida katki maddeleri olan asetik asit, benzoik asit, sitrik
asit ve sorbik asitin genotoksik etkileri, insan periferal kan lenfositlerinde in vitro
Sitokinez Bloklama Mikronukleus (CBMN) teknigi ile arastirilmistir. Periferal
kan Ornekleri, saglikli sigara igmeyen iki bireyden elde edilmistir. Lenfosit
kulttrleri askorbik asit, benzoik asit, sitrik asit ve sorbik asitin 1000, 500, 250 ve
100 pg/ml lik dozlada, 24 ve 48 saatli k siirclerde muamele edilmistir.
Preparasyonu yapilan lenfosit hiicrelerinde test maddelerinin neden oldugu
mikron(kleus, nikleer tomurcuk ve nilkleer koprii olusumlart incelenmistir ve
CPI degerleri hesaplanmastir.

CBMN testinden elde edilen sonuclara goére; Benzoik asit ve sitrik asitin
1000 pug/ml lik dozu ve sorbik asitin 1000 ve 500 pg/ml lik dozu toksik etkiye
sahiptir. Askorbik asit, benzoik asit, sitrik asit ve sorbik asit’ in diger dozlarinda
toksik ve genotoksik etki gozlenmemistir. Tim test maddelerinin CPI
degerlerinde negatif kontrole gore azalma gozlenmistir. Ayrica niikleer tomurcuk
ve niikleoplazmik koprii olusum degerleri negatif kontrole yakin olup, uygulanan

test maddelerinin bu olusumlara sebep olmadigi sonucuna varilmistir.
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Genotoksisite, CBMN



@) ANADOLU UNIVERSITESI

ABSTRACT
Master of Science Thesis
THE GENOTOXIC EFFECTS OF SOME FOOD ADDITIVES HAVE
BEEN DETERMINED WITH CBMN TECHNIQUE

FiLiZ BOGAR

Anadolu University
Graduate School of Sciences
Biology Program

Supervisor: Asscociate Prof.Dr. Berrin TUYLU
2012, 75 pages

In this thesis study, the genotoxic effects of ascorbic acid, benzoic acid,
citric acid and sorbic acid has been searched in vitro with CBMN technique in
human peripheral blood lymphocyte. Peripheral blood samples have been
obtained from two-healthy, non-smoking individuals. Lymmphocyte cultures have
been treated in 24 and 48 hours period with 1000, 500, 250 and 100 pg/ml
material doses of ascorbic acid, benzoic acid, citric acid and sorbic acid. Nuclear
proliferation and nuclear bridge formations, micronucleus which were caused by
test materials in lymphocyte cells of which preparation was made, have been
analyzed and CPI values have been calculated.

According to the results that have been obtained from CBMN, doses of
1000 benzoic acid and citric acid and 1000 and 500 doses of sorbic acid are of
toxic effect. In other doses of ascorbic acid, benzoic acid, citric acid and sorbic
acid have been abserved no toxic and genotoxic effect. There has been a reduction
in CPI values of all test materials compared to the negative control. Also, it has
been reached to inference that nuclear proliferation and nucleoplasmic bridge
formation values are close to the negative control and test materials which have

been applied, didn’t cause these formations.
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1.GIRIS

Tiiketime sunulan veya sunulacak olan gidalarin goériiniim ve lezzetlerini
tuketicinin arzu ettigi duruma getirmek, bozulmalarini onleyerek raf émrind
uzatmak amaciyla, tiiketime sunulmadan once bilingli ve amacli olarak gidalara
ilave edilen maddelere ‘‘gida katki maddeleri’’ denilmektedir. Gida katki
maddeleri, gidalarda mikrobiyolojik bozulmay: 6nleme ve dayaniklilig1 arttirma,
bedeyici degeri koruma, teknolojik islemlere yardimci olma, renk, goriiniis,
lezzet, koku gibi duyusal ozellikleri dizeltme gibi pek ¢ok amagla kullanilan
maddelerdir (Altug, 1999).

Cesitli gida katki maddeleri; antimikrobiyal ve antioksidanlar, asitligi
diizenleyiciler, boyalar, emulgatorler, stabilizattrler, gamlar, yapay tatlandiricilar,
emilsifiye edici tuzlar ve lezzet artiricilar olarak siniflandirilmaktadir (Altug,
1999).

Gida katki maddelerinin kullanimindaki tarihsel siirece bakildiginda; M.O.
3000 yillarinda et iiriinlerini kiirlemede tuzdan yararlanildigi, M.O. 900 yillarinda
ise tuz ve odun tiitslisiiniin gida saklama ydntemleri olarak kullanildiklar
gorulmektedir. Ortacaglarda etlere koruyucu amacla tuz ve titsiinin yanisira
katilan nitratin etin rengini olumlu yonde degistirmek ve bozulmayir dnlemek
amaciyla da kullanildig1 bilinmektedir. M.O. 50’li yillarda baharatlardan lezzet
verici olarak yararlanilmis, gida boyalari ise giiniimiizden yaklasik 3500 y1l kadar
once Misirlilar tarafindan renklendirici olarak kullanilmislardir. 19. yiizyildaki
hizli sehirlesmenin paralelinde katki maddelerinin  kullaniominda da artig
baglamistir. Gida katki maddelerinin diinyadaki pazar1 1900’ lii yillarda 10 milyar
dolara ulagsmis olup, 21. yiizyilda bu pazarin daha da biyimesi beklenmektedir
(Altug, 1999).

Insanlarin toplu halde yasamaya baslamalar ile birlikte gidalarin korunmasi
amaciyla giivenilir yontemlerin kullanilmas1 gereksinimi ortaya c¢ikmustir.
Tarimsal uygulamalardaki degisiklikler, dayaniksiz gidalarin diyette fazlaca yer
almasi, gelismis dagitim sistemlerindeki kontaminasyon olasiliginin artmasi,
kolay ve pratik gidalara yonelme gibi nedenler gidalari koruma tekniklerinin
gelismesini  zorunlu kilmistir. Endiistride kullanilan koruma ydntemlerinin

baglicalar1 1sitma, dondurma, kurutma ve 1sinlamadir. Ancak bunlarin
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uygulanamadig1 ya da yetersiz kaldigi durumlarda gidalara koruyucu madde
katilim1 s6z konusu olmaktadir. Koruyucu maddeler, gidayr mikroorganizmalarin
sebep oldugu bozulmalara karsi koruyarak, gidanin raf émriinii uzatan kimyasal
maddeler olarak tanimlanmaktadir. Tuz, seker ve sirke yiizyillar boyunca
gidalardaki mikrobiyal bozulmalari Onlemek amaciyla kullanilan maddeler
olmakla birlikte, giiniimiizde katki maddesi olarak nitelendirilmemektedirler
(Altug, 1999).

Koruyucularin  antimikrobiyal  ozellikleri; maddenin  antimikrobiyal
spektrumu, kimyasal ve fiziksel 6zellikleri, konsantrasyonu, etki sekli, gidanin
bilesimi, islem sartlari, pH’s1 ve depolama sicakligi gibi faktorlere baglidir.
Kimyasal koruyucular mikroorganizmalar1 birgok mekanizma ile etkilemektedir.
Bunlar; proteinlerin denatiirasyonu, enzimlerin inhibisyonu, DNA’nin, hiicre
ceperinin ya da sitoplazmik membranin tahrip edilmesi veya degistirilmesi, hiicre
duvart sentezinin baskilanmasi ya da esansiyel metabolitlerle rekabet seklinde
olabilmektedir (Altug ve Elmaci, 2001).

Koruyucular meyve-sebze, et ve et Urinlerinde, sit ve sit Grtnlerinde,
margarinlerde, hububat Urinlerinde ve akollt igecekler gibi pek ¢cok alanda
kullanilmaktadir. Bu alanlardan meyve sebze teknolojisi, recel ve marmelat
Uretiminden kurutulmus meyve sebze Uretimine uzanan genis bir uygulama
alanim1  kapsamakta olup, kullanilan koruyucular da genis spektrum
gostermektedirler. Taze meyvelerin korunmasinda kullanilan fungisitler,
meyvelerin ¢lirlimesini engellemek amaciyla, genellikle ambalaj materyallerine
uygulanarak kullanilmaktadir (Altug ve Elmaci, 2001).

Son 30 yildir gelismis Ulkeler basta olmak Uzere, yiyecek maddelerinde
kullanilan katk1 maddelerinde tam bir patlama olmustur. Ornegin sadece Ingiltere
de bir yil iginde kullanilan katki maddelerinin iki yliz bin tonu gectigi
sanilmaktadir (Altug, 1999).

Gida katki maddeleri; tavsiye edilen dozlardan daha yiiksek miktarlarda
kullanildiklarinda toksik etki olusturmalar1 s6z konusu olabilmektedir (Altug,
1999). Giiniimiizde birgok gida katki maddesinin ¢esitli test sistemleriyle mutgen
olduklart hatta bazilarimin kanser olusumuna da sebep olduklari bildirilmistir
(Munzer ve ark., 1990; Akin ve Stimer, 1991; Chlopkiewicz ve ark., 1995;
Matsui ve ark., 1996; Mukherjee ve Chakrabarti, 1997; Renciizogullari ve ark.,
2001a; Renclizogullar ve ark., 2001b; Sasaki ve ark., 2002).
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Gida katki maddelerin pek c¢ok amagla yaygin olarak kullanilmalart
nedeniyle bunlarin insan genomunda mutasyonlara sebep olup olmadiklarinin
ortaya ¢ikarilmasi da son derece Onemlidir. Bir kimyasal maddenin boyle bir
etkisinin olup olmadiginin belirlenmesi, cesitli genotoksisite testleri ile mimkin
olabilmektedir. Bunlar icinde, kardes kromatid degisimi (Sister Chromatid
Exchange=SCE), kromozom aberasyonu (Chromosome Aberration=CA) ve
mikronukleus (MN) testleri yaygin olarak kullanilan sitogenetik yontemlerdir.

Bilinen mutajen ve kanserojenlerin Chinese hamster (Cricetulus griseus =
Cin kemiricis)) yumurta (CHO) hicrelerinde SCE ve CA’yt uyardiginin
saptanmasindan sonra, bu testler mutgjen ve kanserojenlerin belirlenmesinde
kullanilmaya baglanmistir (Perry ve Evans, 1975). Ayn1 zamanda, mutajen ve
kanserojenlerin toksik dozlarinin altinda meydana getirdikleri genetik hasarin
suratle gosterilmesinin SCE ve CA andizleri ile mumkun olabilecegi, ayrica bir
maddenin mutasyon meydana getirmesi ile SCE olusumunun artirmasi arasinda

dogrusal bir iliskinin oldugu da belirtilmistir (Carrano ve ark., 1978).

1.1.Mutasyonlar

Bir ¢ok genetik kavramin gelistirilmesinde, kalitsal materyalin yap1 ve
iceriginin dolden dole gegerken degismedigi kabul edilir. Her ne kadar, genler
dikkati cekecek kadar kararli ve yeni dollere biitiin 6zelliklerini koruyarak
katiliyorlarsa da zaman zaman dogal ve yapay kosullar altinda mutasyon denilen
degisikliklere ugrarlar. Mutasyon kalitsal materyalin tiire 0zgii normal
kombinasyonunu degistirmeyen, kalitsal yapidaki herhangi bir degisikliktir
(Bagci, 1985; Temizkan, 1996; Akman, 1983). Genotipte meydana gelen bu olay
bir ya da daha fazla karakterdeki degisimle kendini belli eder. Bdyle bir
degisikligin iirlinii “mutant” olarak adlandirilir. Bu terim bir gen, bir hiicre veya
birey i¢in kullanilabilir (Temizkan, 1996).

Mutasyon olay1 ¢ok eski yillardan beri bilinmekte, yetistiriciler ve 1slahgilar
tarafindan bitki ve hayvan wrklarmin 1slahinda kullanilmaktadir. Darwin
caligmalarinda bu olaymn 6nemine egilmis, Mendel de {inlii deneylerinde ¢esitli
mutantlart kullanmistir. 1980 yilinda Oenothera lamarckiana (esek ¢igegi)

iizerinde inceleme yapmaya baslayan Vries, bu bitkiler arasinda, seyrek olarak
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yeni ve farkli tiplerin meydana geldigini gérmiis ve boylece degismeler i¢in ilk
defa mutasyon terimini kullanmistir (Bilge, 1981; Sahin, 1995; Temizkan, 1996).

Mutasyonlar dogada kendiliginden meydana gelebildigi gibi “mutajen” adi
verilen fiziksel ve kimyasal dis etkenler tarafindan da meydana gelebilirler.
Mutasyonlar genellikle organizma i¢in dldiiriicli, ender olarak da degisen g¢evre
kosullarinda  bir seleksiyon avantaji  olarak yararli olur. Mutasyon
populasyonlardaki c¢esitliligin olusmasindan sorumlu etkenlerden biri olmasi ve
sonugta tiirlerin evriminde rol oynamasi nedeni ile, genetik ve biyolojik agidan
cok 6nemli bir olaydir (Bagci, 1989; Saleh, 1997; Temizkan, 1996; Murray ve
ark, 1993; Sahin, 1995; Tortoro, 1992; Erkan, 1992).

Mutasyon vicut (somatik) hicrelerinde ya da tUreme (germ) hicrelerinde
gorulebilir. Vicut hicrelerinde olan mutasyona “somatik mutasyonlar” denir. Bu
mutasyonlar hastaliklara, dejenerasyonlara yol agarak gelismeyi ve metabolizmay1
olumsuz etkileyebilirler. Birgok kanser turinun somatik hiicrelerde genellikle bir
mutasyon nedeni ile ortaya ¢iktigi bilinmektedir. Somatik dokulara ait
hiicrelerdeki mutasyonlarin etkisi meydana geldigi bireyin genotipinde
gozlenebilir, fakat dole gecemedigi icin ortadan kalkar. Ureme hiicrelerinde
gorilen mutasyona ise “germinal mutasyonlar” denir. Ureme hiicrelerinin
DNA’sinda goriilen degismeler genetik icerigin farkliligina yol agar ve bu
mutasyon kalitsal olarak yeni nesillere aktarilir (Temizkan, 1996; Erkan, 1992,
Griffiths ve ark., 1996; Strachan, 1996).

Mutasyon kapsamina giren degismeler kolay anlasilmasi i¢in iki grup altinda
toplanabilir. Bunlar1 “kromozom mutasyonlar1” ve ‘“gen mutasyonlar1” olarak
siralayabiliriz  (Sambamurty, 2005; Pai, 1985; Russel, 1998). Kromozon
mutasyonlar1 da “kromozon say1 degisimleri” ve “kromozon yapi1 degisimleri’’

seklinde 2 gruba ayrilir (Strachan ve ark., 1996; Monarca, 2000).

1.1.1. Kromozom Mutasyonlari

Kromozomun biiylik parcalarimi ilgilendiren mutasyonlara kromozom
mutasyonlart denir. Kromozom mutasyonlari, kromozom sayis1 degisimleri ve
kromozom yapist degisimleri olmak Uzere iki gruba ayilirlar (Basaran ve ark.,
1995; Ates, 2002; Bahgeci, 2002).
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1.1.1.1. Yapisal mutasyonlar

Genetik bilgide degismelere yol acan olaylar kromozom yapilarindaki
degismeler sonucunda da meydana gelebilirler. Bu olaylarda kromozom sayisi
ayn1 kalir fakat kromozomlarda bazi parcalarin kaybolmasi, fazlalagsmasi veya yer
degistirmesi yoluyla kalitsal materyal degisime ugrar (Temizkan, 1994; Topaktas
ve Renciizogullari, 1995; Kuru ve Gozikara, 2001).

Yapt degismelerinin hepsinde 6nce kromozomda veya kromozomu
olusturan kromatidlerden birinde bir veya birden fazla noktada kirilmalar olur.
Kirilma kendiliginden meydana gelebildigi gibi gesitli dis etkenler (X, gamma
isinlar;, UV-1s1k, ¢esitli kimyasal maddeler vb.) tarafindan da meydana
getirilebilir. Kromozom kiriklarina yol agan etkenlere klastojenik etkenler adi
verilir (Temizkan, 1994; Topaktas ve Rencilizogullari, 1995; Kuru ve Goziukara,
2001).

Fiziksel veya kimyasal mutajenlerden birisiyle Kkarsilasan hicrelerde
kromozom enine olarak bir veya birkac noktadan kopar. Kopmalar genellikle
kromozomlarin tek iplik halinde goriildikleri interfaz veya erken profaz
sathalarinda meydana gelir. Bu durumda her bir kromatidinde de kopma olan
kromozomun serbest kalan uglar1 birlesir (sister union). Sonucta disentrik (iki
sentromer igeren) ve asentrik (sentromer igermeyen) yapilar meydana gelir.
Asentrik kromatid pargasi hiicrede varligini siirdiiremez kaybolur. Anafaz
sathasinda disentrik kromatid iki kutup arasinda bir koprii gibi gerilir ve uygun bir
yerden kopar (Temizkan, 1994; Topaktas ve Renciizogullari, 1995; Kuru ve
Gozikara, 2001).

Metafaz evresinde ise; genellikle kardes kromatidierden birinde kopma
goriiliir. Bu kopmalar kromozomlarda farkli tipte yapisal degismelere neden olur
(Temizkan, 1994; Topaktas ve Renciizogullari, 1995; Kuru ve Gozikara, 2001).

a) Delesyon
Kromozomun bir segmentinin kaybi seklinde meydana gelen
mutasyonlardir. Delesyon, bir veya birka¢ gende kiriklar sonucu olusan

kromozomdan kayip seklinde olmaktadir. Bu kiriklar; sicaklik, radyasyon,
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virlisler, kimyasallar, transposibil elementler gibi ajanlarca olusabilmektedir.
Insanda 5. kromozomun kisa kolundaki delesyon sonucu olusan “cri du
chat”sendromu, bireyde fiziksel kusur ve zeka geriligine sebep olmaktadir.

Terminal ve interkalar delesyonlar bulunmaktadir. Aktarilan tip mutasyonlardir.

A F

B B B B

o c F C E c E
D

E E E D

F D ) G

G G G H

H H H

Sekil 1.1. Delesyon (Kuru ve Goziikara, 2001).

b) Inversiyon

Inversiyon, bir kromozomun iki defa kirilmasi ve kopan parganin 180° ters
donerek tekrar ayn1 kromozoma baglanmasi seklidir (Oner 2003, Falakali 1993).
Inversiyona ugramis kromozomlar normal homologlar: ile sinapsis olustururken
diizensizliklerinin ortaya c¢ikmasina nedendir. Ciinkii bodyle heterozigotik
homologlarda allel genler aym noktalarda karsilikli gelmek durumundadir.
Kirilmadan 6nce kromozomda halkaya benzer bir yap1 olusur. Kirllmayla ortaya
cikan yapiskan uglar birbirine yaklasir ve tekrar birlesir. Bu durumda gen sayisi
ve 0zelligi aynm1 olmasina ragmen dizilis siras1 degisir. Ters cevrilen parca eger
sentromer igeriyorsa perisentrik inversiyon, icermiyorsa parasentrik inversiyon
olarak isimlendirilir. Parasentrik inversiyonda, gen dizilis ters cevrildigi halde
sentromerden uzanan kollarin boy orani degismezken perisentrik inversiyonda
degisir (Oner 2003).
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Sekil 1.2. Inversiyon (Kuru ve Goziikara, 2001).

¢) Duplikasyon

Duplikasyon, bir kromozomun bir pargasinin o kromozom {iizerinde iki veya
daha fazla sayida tekrar etmesi seklindeki kromozom anomalisidir. Yani
kromzomun bir kisminin kendi kendini eslemesi olarak da tanimlanabilir.

Duplikasyonlu bir parca sentromerli serbest bir parga veya tamamlayici bir
kromozom pargasi olabilir. Eger sentromere sahip yani sentrik bir kromozom
pargasi ise bu parca kiigiik, ekstra bir kromozom olarak kabul edilir.

Bir kromozom par¢a degisimi sirasinda Kkarsisindakine belirli genleri
vermez, sadece alirsa o gen bakimindan diploid olur. Bu ¢ogunlukla diizenli
islemeyen bir krossingover de meydana gelir. Normal olarak mayozun ilk
evrelerinde es genler sinapsis yapar. Ayrilirken normal bir bdliinme olmazsa
kromatidlerden biri o gen bakimindan diploid olur digeri ise o0 genlerden yoksun
kalir.

Duplikasyonun degisik o6zelligi bulunur. Birincisi, duplikasyon geninin
birden fazla kopyasinin bulunmasini saglayabilir. ikincisi, delesyonlarda oldugu

gibi, duplikasyon sonucu fenotipik cesitlilik olusabilir (Oner 2003).
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Sekil 1.3. Duplikasyon (Kuru ve Gozikara, 2001).

d)Translokasyon

Translokasyon, bir kromozomun kaybolan pargasinin ya da kopan bir
parcasinin homolog olmayan bagka bir kromozoma yapigmasi seklinde goriilen
kromozom anomalileridir.

Translokasyonlar, her zaman homolog olmayan parca degisimleridir. Gen
sayisinin ve niteliginin ayn1 kaldigi translokasyonlara "dengeli translokasyon'"lar
denir. Gen sayisinin ve niteliginin degistigi, ¢ogunlukla anomalilere neden olan

translokasyonlaraise "Dengesiz translokasyon"lar ad1 verilir.

-
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Sekil 1.4. Translokasyon (Resiprokal) (Kuru ve Gozukara, 2001).
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1.1.1.2. Sayisal mutasyonlar

Organizmanin kromozom sayilar tiirlere gore farklilik gosterir, ancak her
tiir icin sabittir. Bir bireyin her hiicresi onun ait oldugu tiire 6zgli sayida
kromozom tagir. Eseyli {ireme gosteren canlilarda, gametlerde bulunan
kromozomlara “takim” ya da “genom” ad1 verilir ve “n” semboliiyle gosterilir.
Eukaryotlarin ¢ogu diploidtir, yani somatik hiicrelerinde iki takim kromozom
bulunur. Kromozomlar bazen mitoz veya mayoz sirasinda diizenli olarak
ayrilmayabilir ve farkli kromozom sayisina sahip hiicreler olusabilir. Bu sekilde
bircok genin orami degiseceginden kalitsal agidan birgok sorun (Mongolizm,
Turner sendromu, Klinefelter sendromu vb.) olusur. Bu olayda kromozomun bir
pargast degil tiimii yok olur ya da sayica artar. Euploidi ve aneuploidi olarak 2
sekli vardir (Sahin, 1995).

A. Euploidi

Euploidi kromozom takimi sayisindaki degismelerdir. Bir takimdaki
kromozomlarin hepsinin birden sayisinin tam katlar halinde yiikselmesi veya
organizmada tek takim kromozom bulunmasi bigiminde olabilir (Temizkan, 1996;
Demirsoy, 1992; Sahin, 1995).

Degisik sekilleri vardir:

1) Monoploidi: Normalde diploid olan hayvan ve bitki hicrelerinde ender
olarak bazi bireylerin hiicrelerinde sadece bir takim yani n sayida kromozom
bulunur. Bu olaya monoploidi, boyle bireylere monoploid denir. Monoploidler
genellikle dollenmemis yumurtanin gelismesiyle olusurlar. Bu olay kendiliginden
olabilecegi gibi dis etkenlerle de gergeklesebilir (Temizkan, 1996).

2) Poliploidi: Bir takimdaki kromozom sayisinin hepsinin birden ikiden
fazla kata, yukselmesidir. Bu olay sonunda 3n, 4n, 5n ve daha yiiksek katsayili
kromozomlara sahip bireyler meydana gelir. Insanda poliploidi ender bir olaydir.
Ciinkii dustiklere ve 6l dogumlara neden olmaktadir. Daha ¢ok bitkilerde
bulunan birkag tipi vardir:

a) Autopoliploidi: Bir poliploidin sahip oldugu kromozom takimlarinin
hepsi ayni tiire ait ise olaya ‘‘Autopoliploidi’’(otopoliploidi) ad1 verilir. Diploid
bir bitki 6rnegin AA genomuna sahipse burada 4A ya da daha farkli sayida olur.



@ ANADOLU UNIVERSITESI

b) Allopoliploidi: Bir poliploidin sahip oldugu genomlar birden fazla tire
ait ise olaya ‘‘Allopoliploidi’’ denir. Burada bir tlr ya da cinsin genomu AA,
digeri de BB ise AABB poliploidisi gortiliir.

c) Endopoliploidi: Hiicre genelde boliinme yetenegini kaybetmesine ragmen
kromozomlar mitoz olayinda oldugu gibi siirekli boliinerek ¢cogalir. Cekirdek zari
par¢alanmadigi i¢in, kromozomlar birlikte kalacaklari i¢in kromozom takimi

sayis1 2n’ in lizerine ¢ikacaktir (Temizkan, 1996; Demirsoy, 1992; Sahin, 1995).

B. Aneuploidi

Bir takimdaki kromozomlardan birinin veya birkagiin sayisinin degismesi
olaymma ‘‘Aneuploidi’’ denir (Temizkan, 1996; Demirsoy, 1992; Sahin, 1995).
Cesitli tipleri vardir:

1) Monosomi: Diploid bir bireyde tek bir kromozomun eksik olmasi
durumudur. Béyle bir birey, mayoz sirasinda kromozomlarin ayrilmasi nedeniyle
olusmus ve bir kromozomu eksik (n-1) olan bir gametle, normal (n) bir gametin
birlesmesi sonucu meydana gelir ve kromozom sayisi 2n-1 olur.

2) Nullisomi: Bir takimda bir kromozom homolugu ile birlikte eksik olmasi
yani bir kromozom ¢esidinin hi¢ bulunmamasidir. Bu tip diploid bireyler 2n-2
formall ile gosterilirler.

3) Polisomi: Bir takimdaki kromozomlarmn birinin veya birkaginin
artmasidir. Trisomik fertlerde kromozom sayisi 2n+1, tetrasomiklerde 2n+2,
polisomiklerde ise 2n+3 seklindedir.

4) Somatik aneuploidi: Viicut hiicrelerinin mitozu sirasinda bazi
kromozomlar birbirinden ayrilmayabilir. Yavru hiicrelerin birinde monosomi,
digerinde trisomi ortaya ¢ikar. Eger bu bozukluk erken embriyo evrelerinde
meydana gelirse, hiicrelerin mozaik gelisiminden dolay1 erginde biiyiik bir bolgeyi
kapsayacak sekilde anormal kromozom sayisi goriiliir. Eger embriyonun geg
evrelerinde ya da dogumdan sonra bu anormallik ortaya ¢ikarsa, etkiledigi viicut
bolgesi daha kiigiik olacagindan dolay1 ya goriilmez ya da onemsiz bir sekilde
kendini gosterir. Ancak kanser ayricalik gosterir. Bu hastaligin bazi gesitleri
aneuploididir ve ge¢ evrelerde c¢ikarsa etkisini gosterir (Temizkan, 1996;
Demirsoy, 1992; Sahin, 1995).

Aneuploidinin biitiin formlart mayoz sonrasi ciddi sonuglar dogurur.

Memelilerde =~ X  kromozomunun  aktivasyonundan  dolayr = gametik

10
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kromozomlarindaki aneuplodizasyon, otozomlarda olandan c¢ok daha sik
goriilmektedir. Insanda otozomal monosomi (2n-1) ¢ok nadir olarak, gelisemeden
Olen embriyolarda goértlmektedir. Buna karsin fetal Oliimlere sebep olan
aneuploidi anomalinin yarisini, otozomal trisomi (2n+1) olusturmaktadir. Sadece

birka¢ otozomal trisomi tipinde canli dogumlar goriiliir, ancak bunlarin ¢ogunda
erken 6lUm meydana gelmektedir. Sadece 21. kromozomun trisomisi olan Down
sendromunda bireyler yetigkinlik ¢agina gelebilmektedir (Griffiths ve ark., 1996).

1.1.2. Gen mutasyonlarn

Bir genin, genomdaki sayist veya kromozom {iizerindeki yeri degismeksizin,
yapisinin degismesi olayina “Gen Mutasyonu” olay1 adi verilir. Genomda ¢ok
kiiciik bir bolgedeki degisimi kapsadigi igin gen mutasyonuna “Nokta
Mutasyonu” da denir. Gen mutasyon mekanizmasinin esasini, dis etkilerle AT /
GC oraninda veya bazlarin dizilis sirasinda meydana gelen degisiklik olusturur
(Temizkan, 1996; Bilge, 1981).

Genlerde degisiklik, niikleotidin kazanilmasi, kaybedilmesi ya da yer
degistirmesi kadar basit olabilecegi gibi, normal DNA dizisi i¢inde birkag
nukleotidin eklenme ya da ¢ikarilmasi gibi karmagik da olabilir.

Bir gen, binlerce baz ¢iftinden meydana gelmis bir birim oldugundan ve
kuramsal olarak her bazda mutasyon olabileceginden dolayi, bir genin en azindan
baz ¢ifti kadar mutasyon ¢esidi olur. Spontan (kendiliginden) ve indiklenmis /
uyarilmig (bir ajan tarafindan) mutasyon olarak siniflandirilir (Russel, 1998).
Spontan mutasyon nedenleri icinde DNA replikasyon hatalari, tautomerik
degisim, metilasyon, gen kirilmasi, transposibil elementler Sayilabilir. Bir gendeki
degisim sonucu yeni bir alelin olusmasi ile bu alleli tasiyan organizma ya da
hiicre mutant adin1 alir. Bu mutant allel geri mutasyona ugrayarak tekrar eski
haline donebilir (Temizkan, 1994; Sambamurty, 2005). Mutasyonun bireyin
fenotipinde kendini belli etme sansi degiskendir. Degisikligin genotipte
gozlenmemesi ya da canliy1 6ldiirmesi seklinde ifade edilen iki ug¢ nokta arasinda
mutasyonlarin biiyiik ¢ogunlugu bireyin fenotipinde ¢esitli degisikliklere yol acar
ve onun ortama uyumunu, bunun sonucunda da yasama yetenegini cesitli
Olculerde etkiyebilir.

11
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Gen yapisindaki bir mutasyon her zaman fenotipe yansimayabilir, o genin
tiriiniinii, riiniiniin yapisin1 ve aktivitesini degistirmeyebilir. Boyle bir durumda
bu gendeki bir mutasyon sessiz (silent) mutasyon olarak adlandirilir (Yildirim,
2007; Brown, 1992). Ornegin; UAC tripletinin UAU’ya doniismesi bir nokta
mutasyonu olmasina karsin, her iki triplet de ayni aminoasiti (tirozin)
kodladigindan protein firiiniinde bir degisme olmaz. Eger tripletlerin yapisinin
degisimi yeni bir amino asitin olusumuna sebep olursa bu nokta mutasyonuna
“Yanlis anlamli (missense) mutasyon” denir. UAU tripleti tirozini kodlarken, bu
UCU’ ya donUsiirse serin aminoasiti meydana gelir. Bunlarin disinda higbir
aminoasiti sifrelemeyen bir kodon olusursa, dur anlamina gelen UAA, UAG,
UGA gibi tripletler {tretilir ve bu tip mutasyon da “anlamsiz (nonsense)

mutasyon” adini alir (Yildirim, 2007; Friedberg ve ark., 1995).

Gen mutasyonlarini iki ana grupta toplanabilir:

a) Baz degisim mutasyonlar1 (Transisyon, Transversiyon)

Bir gen bolgesi igindeki bir bazin farkli bir baz ile yer degistirmes sonucu
meydana gelen mutasyonlardir. Eger bir piirin bazi bagka bir piirin baziyla veya
bir pirimidin baz1 diger bir pirimidin baziyla yer degistirirse bu tip mutasyona
transisyon (karsilikli gecis) mutasyonu adi verilir. Hiicre siklusunda her zaman
gerceklesebilir. Diger bir durum, bir pirimidin bazinin bir piirin baziyla yer
degistirmesidir. Bu tir mutasyona ise transversiyon (¢apraz gecis) mutasyon
denilmektedir (Yildirnm, 2007). Transversiyon sadece DNA replikasyonu
sathasinda gozlenir. AT— GC, GC— AT, TA—CG, CG—TA seklinde
transisyon ve AT—-TA, GC—CG, AT—CG, GC— TA seklinde de transversiyon
mutasyonlart meydana gelebilmektedir (Russel, 1998; Brown, 1992). Yapilan bir
calismada GC—TA ve GC—CG tipi transversiyon mutasyonun oksidatif
kosullarda ortaya ¢iktig goriilmistir (Kino ve Sugiyama, 2001).

b) Cerceve kaymasi (Frame-Shift ) mutasyonlari

Polindromik bdlgelerde bir ya da birka¢ bazin eklenmesi ve ¢ikarilmasi

seklindeki mutasyonlardir. Ornegin insan mitokondriyal DNA’sinda ilk stop

12
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kodonunda olusan nokta mutasyon Cyt ¢ oksidaz sentezini engeller. Bazi
durumlarda DNA’daki niikleotid dizisine 3 veya 3’ iin kat1 olmayan sekilde baz
cklenmesi ve ¢ikarilmasi seklinde mutasyon meydana gelebilir. Bu durumda
tripletlerin yeri degiseceginden sentezlenecek proteinin fonksiyonu da degisir. Bu
tiir mutasyonlar ¢erceve kaymasi (Frame-Shift) mutasyonlar1 adini alir. Proflavin
gibi interkale edici ajanlarin varliginda bu tip mutasyonun arttigi bilinmektedir
(Friedberg ve ark., 1995).

Insanlarda Duchenne Miiskiiler Distrofi (DMD), pihtilasma faktorti 1X
eksikligi nedeniyle gelisen hemofili B ve B Talesemi gibi hastaliklarda ¢ergeve

kaymas1 mutasyonlarinin rol oynadigi belirlenmistir (Yildirim, 2007).

1.2. Genotoksik Etkili Ajanlar

Genotoksik etkiye sahip ajanlar iki ana grupta toplanmaktadir. Bunlar
iyonize ve iyonize olmayan radyasyonun tesvikiyle meydana gelen
mutasyonlardan sorumlu fiziksel ganlar ile alkilleyici, hidroksile edici, capraz
baglayici, klastojenik, psoralen, nitréz asidi ve baz analoglari olarak

smiflandirilan kimyasal ajanlardir.

1.2.1. Fiziksel mutajenler

Muller ve Stadler tarafindan X 1sinlart gibi gesitli radyasyonlarin fiziksel
mutajen olduklar1 tespit edilmistir. Iyonize ve iyonize olmayan radyasyon
seklinde bir siniflandirma yapilmaktadir (Sen ve Kar, 2005; Friedberg ve ark.,
1995). GUnumuzde ve gelecekte kullanimi kaginilmaz olan radyasyonun zararl
etkilerinden korunmanin ve biyomonitoring ¢aligmalarinin éneminin ele alindigi,
biyolojik dozimetride kromozom aberasyonlarinin yerinin tanimlandig1 calismalar
yapilmistir (Coskun, 2003).

1.2.1.1. fyonize radyasyon
X, gama, beta 1sinlar1 ve noétronlar mutasyona yol actigi bilinen iyonize

radyasyonlardir. Iyonize radyasyon suyun serbest radikallerini olusturarak

organizma ve hiicrelerde bir dizi hasara yol agmaktadir. Serbest radikaller ¢ok

13
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aktif olan elektronlar ile DNA’ya, proteinlere ve hicre lipidlerine baglanarak
bunlarda hasar olusturabilirler. Hlcre bolinmesini bloke ederek hicrenin
olumine sebep olabilirler (Friedoerg ve ark., 1995). Iyonize radyasyonda
dimerlesme olusur ve replikasyon, transkripsiyon hatalar1 sonucunda genetik
materyalde kirilma ve kopmalar gdzlenir. Sonugta baz yapisi bozulacagi i¢in ¢ift
zincirde karsilikli gelmesi gereken bazlar arasinda bag yapilamaz ve iplik kirtlir,
hatta kromozomlarda da kirilma ve kopma gézlenebilir. Mutajenik etki doza bagli

artis gosterebilir. Ayrica hiicrenin bulundugu siklus evresinin de 6nemi vardir.

1.2.1.2. Tyonize olmayan radyasyon

Iyonize olmayan radyasyona drnek olarak verilecek UV 1sinlar1 potansiyel
mutajenik Ozellikteki fiziksel mutajenlerdir. UV 1simlari iireme hiicrelerine etki
edemez ancak deri hiicrelerinde hasara yol agmaktadir (Bolsover ve ark., 1997).

UV 1sinlan pirimidin dimerlerini etkileyerek cift sarmal yapisini1 bozarlar.

1.2.2. Kimyasal mutajenler

Bir¢ok gruba ayrilabilen kimyasal mutajenler DNA bazlar1 ile kovalent
olarak baglanabilmektedir. Bunlar ya elektrofilik (elektron kaybetmis) gruplara
sahiptir veya metabolik olarak elektrofilik 6zellikte tiirevlere donistiiriiliirler.
Elektrofilik 0Ozellikteki bu gruplar diger molekiillerin yapilarinda bulunan
niikleofilik (elektronca zengin) amino, siilfidril ve hidroksil gruplari ile kovalent
baglar olustururlar. Niikleofilik gruplar proteinlerin, RNA ve DNA yapilarinda
bulunurlar. Elektrofilik 6zellikteki kimyasal maddeler, bu hedef moleklllerin
timi ile etkilesirler, ancak bunlarin baglanarak zarar verdikleri en 6nemli hedef,
DNA molekiltudir (Petek, 1999).

Ayni1 zamanda bir¢ok eksojen mutajen insan viicudunda reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) olusumunu artirmak suretiyle aktivite gostermektedir. ROS un
olusumu c¢evre kirliligi, UV, radyasyon gibi birgok metabolik prosesle
baglantilidir. ROS; kanser, kalp hastaligi, yaslanma ile baglantili olan mutasyon
ve DNA zarar1 gibi dejeneratif hastaliklarin endojen baglangici olarak biiyiik rol
oynar (Negi et al. 2003). insan viicudundaki sayisiz fizyolojik ve biyokimyasal

proseste oksijen merkezli serbest radikaller ve diger reaktif oksijen tiirleri
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olusabilir (Chai et al. 2004). Ornegin; viicuda alinan besin maddesinin su ve
karbondioksite kadar yikilmasi reaksiyonunda oksijenin dort elektron vererek
indirgenmesi gerekir. |. elektron superoksit anyon radikalini, 11. elektron peroksit
anyonu, I11.”s hidroksi radikalini ve sonuncusu suyu meydana getirir.

Bu proses bolmelere ayrildiginda ve siirekli gerceklestiginde zararl
sonuclar ortaya c¢ikmaz. Ancak bu serbest radikal tiirlerinden herhangi biri
zincirden ayrildiginda, ayrilan radikal; lipit membranlara, DNA’ya, proteinlere
v.b. zarar veren reaktif oksijen tirlerinin olusmasini saglayan diger radikal zincir
reaksiyonunu (lipid peroksidasyonu) baslatabilme yetenegindedir (Murray, 2004).
Bu tiir serbest radikallerin asir1 iiretimi biyomolekiiller iizerinde oksidatif hasara
sebep olur ve sonunda insanlarda arterioskleroz, kanser, yaslanma, diabet, diger
dejeneratif hastaliklar gibi kronik hastaliklar1 olusturabilirler (Chai et al. 2004).

Genotoksik ozellikteki kimyasal maddelerin birgogu da sitokrom P-450
enzimleri ile epoksit ve hidroksil turevlierine (ileri derecede mutgenik veya
karsinojenik) doniigiir. Bu donilisimden once karsinojen veya mutajen ozellikte
olmayan kimyasal maddeler, vucitta metabolizma sonucu aktif karsinojen haline
dontigiir ve cok kuvvetli elektrofilik 6zellik gostermelerinden dolay:r niikleofilik
olan DNA molekiiliine kolayca saldirip ¢ok sayida mutasyonun olugmasina neden
olurlar (Petek, 1999; Murray, 2004).

Ornegin; aflatoksinf1, benzoaminopirin, bromobenzen gibi ksenobiyotik
maddeler karacigerde glutatyonu kendine baglar ve yapisindaki aromatik halkalar
epoksidasyona wugrar. Onlarin epoksitleri ve ara irilinleri elektrofilik
ozelliklerinden dolayr hiicre membranlarinda lipit peroksidasyonunu indiikler.
Bununla birlikte bu bilesenler DNA zincirlerinde mutajeniteye sebep olacak
sekilde onunla reaksiyona girer. Bu ylzden bircok ksenobiyotik madde karsinojen
olarak fonksiyon gosterir (Park et al. 2004).

Proliferasyon fazinda olmayan, duragan hiicrelerde, c¢ift sarmali olusturan
iki DNA zincirinin bu tiir kimyasal maddelerle baglanma egilimi yoktur. Ancak
DNA sentezi sirasinda iki zincir birbirinden ayrildiginda, DNA; karsinojenik ve
mutajenik saldirilara 6zellikle ok duyarli hale gelir (Petek, 1999).

Cogu endiistriyel aktivitelerin yan tirlinleri olarak dogal ortama verilen,
mutasyona sebep oldugu bilinen genotoksik kimyasal maddelerin belli basl

gruplar asagidakilerden olugmaktadir.
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1.2.2.1.Baz analoglar

Hiicrede DNA’ nin yapisini olusturan piirin ve pirimidin bazlarina benzeyen
ve replikasyon sirasinda bu bazlarin yerine gecebilen molekiillere baz analoglar
denir. Baz analoglari mutajenik kimyasallardir ve DNA’nin bir zincirine
yerlestiklerinde bu DNA’ dan kopyalanan yeni DNA molekiillerinde yanlis baz
ciftlerinin yer almasina sebep olurlar (Yildirim, 2007).

En yaygin olarak calisilan baz analoglar1 arasinda holojenlenmis 5-
bromourasil 5-fuourasil ve 5-iyodourasil gibi urasil tiirevleri yer almaktadir
(Friedberg ve ark., 1995).

5.Bromurasil; bu baz timine ¢ok benzediginden DNA eslesmesi sirasinda
timin yerine kullanilabilir. Timinden tek farki 5. karbona bagli metil grubunun
yerine brom atomu bulunmasidir. Urasilde ise ayni yerde bir hidrojen atomu
bulunur. Hidrojenin bromla yer degistirmesinden meydana geldigi icin
5.bromurasil olarak adlandirilir. Ayni sekilde adenin analogu 2-aminopurin de
mutajenik Ozellige sahiptir (Sowers ve ark., 1987). 2 Aminopurin; bu madde
adenine ¢ok benzer. Bu molekiil amino formunda iken timinle ¢ift olusturur (2AP-
T). 2AP, nadiren bir "Imino"formunda bulunabilir ve bu durumda iken sitozinle
arasinda tek hidrojen bagi olacak sekilde ¢ift olusturabilir (2AP-C). Bunun
sonucunda, gen Uzerinde A-T ciftleri yerine 2AP-C olusur. Boylece A-T yerine G-
C gegmis olur (Petek, 1999).

1.2.2.2. Alkileyici ajanlar

Icinde karsinojenligi kanitlanmis ya da siipheli olan ¢ok sayida kimyasal
cesidi bulunan alkilleyici ajanlar, organik makro molekiillerin niikleofilik
merkezlerine affinite gosteren elektrofilik bilesiklerdir (Lawley, 1989).
Dimetilnitrosamin, N-metil-N-nitrosourea, 1,2-dimetilhidrazin, Metil metan-
sulfonat, Dietil-nitrosamin, N-etil-Nitrosurea gibi monofonksiyonel alkilleyici
ajanlar, deneylerde mutajen olarak siklikla kullanilirlar (Gollapudi ve ark., 1998).
Bu gjanlar monofonksiyonel ya da bifonksiyoneldir. Monofonksiyonel olanlar tek
bir reaktif gruba sahiptir ve DNA’daki tek niikleofilik merkezle kovalent bag
yaparlar. Bifonksiyonel ajanlar ise 2 reaktif grup tasimakta ve DNA ile 2 ayr
bolgede reaksiyona girebilmektedir. Potansiyel akilleme bolgeleri 4 baz iginde
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belirlenmis ve herbirinin farkli reaktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Ornegin
etil grubu baglanan 7-etil guanin, timinle eslesir. (yanlis baz eslesmesi olur)
Genelde bazlarin halkasal nitrojenleri, oksijenlerinden daha niikleofiliktir.
Fosfodiester baglarindaki oksijenin alkilasyonu fosfotriesterlerin olusumu ile
sonuglanir (Roberts, 1978). Diger yandan alkilasyonla degisime ugrayan bazlarda
N-glikosilik baglar1 zayiflatmakta ve cok sayida alkilleyici ajan bazlarda
depurinasyon-depirimidinasyona yol agarak, abazik bolgelerin olusumuna neden
olmaktadir (Loeb ve Preston, 1986). Alkilleyici ajanlar, nokta mutasyonlarin 3
tipini de indiikler. DNA ipliginde ¢apraz baglanma yaparak kromozom kiriklarina
yol acabilirler.

1.2.2.3. interkale ajanlar

Akridinler  (proflavine, acriflavine, acridin  orange), labratuvar
caligmalarinda boya olarak kullanilan etidyum bromid gibi kimyasallar 6rnek
olarak verilebilir (Fairbanks ve Anderson, 1999; Brown, 1992; Yildirim, 2007).
Akridin boyalar1 C-G—A-T veya A-T—T-A seklinde transversiyonlara yol
acarlar. Ayrica ¢ift sarmal DNA’nin bazlari arasina girerek (interkalasyon) seker-
fosfat omurgasini1 bozabilmektedirler. Bu bilesikler DNA’da niikleotit eksilmesine
ya da artmasina bdylece DNA diziliminde g¢ergceve kaymasina neden olabilen
mutajenlerdir. Bunlar rekombinasyon esnasinda bir zinciri kopan DNA
molekiiliine baglanarak, zincirlerin onarilmasi sirasinda da yanlisliklara neden

olurlar (Petek, 1999).

1.1.2.4. Hidroksile edici ajanlar

Bazlar1 hidroksilleme etkileri vardir. Yanlis baz eslesmelerine yol acarlar.
Ornegin hidroksilamin ile reaksiyona giren sitozin, hidroksilaminositozin
formunda, adeninle eslesir (Gupta ve ark., 1995). Bir diger 6rnekte aflotoksin B
dir. Aflotoksin B, nikleotid den guanin bazini ¢gikaran bir mutajendir (Fairbanks
ve Andersen, 1999).

17



@) ANADOLU UNIVERSITESI

1.2.2.5. Diger kimyasal ajanlar

Nitroz asitin (HNO2), DNA’nin yapisindaki adenin ve sitozin bazlarindaki
amino gruplarini, keto gruplarina doniistirerek deaminasyona sebep oldugu ve
replikasyon sirasinda baz eslesme Ozelliginin degismesine yol agan bir mutajen
oldugu bilinmektedir. Sonucta adenin deaminasyonu ile olusan hipoksantin sitozin
ile eslesirken, sitozinin demainasyonu ile olusan urasil de adenin ile eslesmektedir
(Miglani, 2000).

Hidrojen peroksit (H202), hidroksi radikaller (.OH) ve sliperoksit (O2.) gibi
reaktif oksijen turlerinin de DNA’ da mutasyona sebep olan diger dnemli kimyasal
gjanlar oldugu bilinmektedir (Yildirim, 2007).

MMC, aflatoksin B, streptomisin gibi ajanlar da kromozom kiriklar

olusturma 6zelliginde olup mutajenik etkiye yol agmaktadirlar (Miglani, 2000).

1.2.2.6. Klastojenik ajanlar

Genetik materyale kromatit ve kromozom kiriklar1 ve dolayisiyla meydana
gelen yapisal kromozom anomalileri seklinde zarar veren ajanlardir (Emerit ve
ark., 1985). Iyonize radyasyon, nitro furan, benzen, benzo (a) pren, siklofosfamid,
vinil Klorit gibi gjanlar klastojenik etkilidir. Klastojenik etki bazen, memelilerdeki
hiicresel metabolizma sonucu da meydana gelmektedir. Yapilan bir aragtirmada
atom bombas1 sonrasi hayatta kalanlarin hiicrelerinde bu etkinin 31 yil boyunca
siirdiigii ortaya konulmustur (Porter ve Coon, 1991). Diger yandan in vitro
kosullarda herhangi bir fiziksel ya da kimyasal etken ile muamele edilen kan
hiicrelerinde klastojenik etki meydana gelebilmektedir (Sivikova ve Dianovsky,
1999). Bir baska sekilde tiimor promotorlar: da tipki radikal {lireten kimyasallar
gibi Klastojenik etkiyi uyarabilmektedir (Emerit ve ark., 1985). Genel olarak
siperoksit dismutas gibi radikal-koruyucu enzimlerin varhi@ klastojenik

aktivitenin olusumunu 6nlemektedir (Emerit, 1994) .
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1.2.2.7. Metabolik aktivasyon ile aktif olan kimyasallar ajanlar

DNA’daki kimyasal hasara iliskin caligmalarda, kimyasal olarak reaktif
olmayan, nonpolar gruplar tasiyan cesitli tipte kimyasal bilesigin canli
vicudundaki metabolik aktivasyon tepkimeleri ile daha reaktif formlara
dontiserek, tipki alkilleyici ajanlar gibi, DNA’daki niifleofilik merkezle etkilesime
girdigi tesbit edilmistir. Bu 6zellikte olan ¢ok sayida bilesik potansiyel mutajen ve
karsinojendir. Bu grupta bulunan karsinojenlerin metabolizmas1 hassas tiirler
tizerinde ¢alisilarak aydinlatilmistir. Bazi karsinojenik aromatik aminlerin timére
neden oldugu yillardir bilinmektedir. Ornegin N,N-dimetil-4-aminoazobenzen
sicanlarda (rat) etkili bir karaciger karsinojenidir, kendisi sican karaciger
proteinlerine baglanamazken, metaboliti baglanabilmektedir. Bu bilesiklerin ve
pek ¢ok diger karsinojenin genotoksik aktivitesi metabolik enzimler tarafindan
gerceklestirilmektedir (Anders ve Dekant, 1994).

N-2-Asetil-2-Aminofluorene (AAF), insanda kanser olgusunun artmasiyla
baglantili olan aromatik amin grubu bilesiklerin bir siifidir. Baslangicta bir
insektisit olarak kullanilmis olan bu bilesigin metabolik aktivasyonundaki ilk
basamak, (sitokrom P-450 katalizorliigiinde) bir N-hidroksi tiirevinin olusumudur.
Bu iiriin proksimate karsinojen olarak adlandirilir ve nikleik asitlerle reaksiyona
girmez. Fakat ardindan sitosolik enzimlerin aktivasyonu sonucu olusan siilfat ya
da asetat ester gibi reaktif alkilleyici bir ajandir (Miller ve Surh, 1994).

Cesitli endiistriyel iiriinlerde ve komiir katraninda bulunan benzo [a] pyrene
glinlimiizde ¢ok etkili karsinojenik bilesiklerden biri olarak bilinmektedir ve
cevresel olarak sigara dumani ve otomobil eksoz gazi gibi benzo [a] pyrene
kaynagi olan bilesiklerde cok yaygin olarak bulunmaktadir. Benzo [a] pyrene
metabolize edilmemis dogal yapisiyla reaktif olmayan nonpolar bir bilesik olup,
bu yapist nedeniyle DNA ¢ift ipligindeki bazlar arasina hidrojen baglar1 kurarak
girmektedir. Bu durum DNA hasarina giden yolda bir baslangi¢ olusturur. Viicutta
P450 enzim sisteminin bilesiklerinden arilhidrokarbon hidroksilaz enzimi benzo
[a] pyrene ve diger polisiklik aromatik hidrokarbonlari, onlarin ester konjugatlari
olan fenollere ve dihidrodiollere metabolize etmektedir (Hall ve Grover, 1990).

Diger yandan benzo [a] pyrenin bazi metabolizma irlinleri olarak
elektrofilik epoksitler olusmaktadir ki bunlar ¢ok iyi bilinen karsinojenik
formlardir ve anti diol-epoksitler olarak adlandirilirlar (Friedberg ve ark., 1995).
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Bilinen en etkili karaciger karsinojenleri arasinda olan Aflotoksinler dogal
bir metabolizma iiriinii olup, DNA hasarina yol acabilen ilging bir Ornektir
(Groopman ve Cain, 1990). Fungus kaynakli aflotoksinler arasinda en kuvvetli
hepatokarsinojen olan1 Aflotoksin B1’dir. Aflotoksin BI1, karaciger mikrozomal
enzim ekstraktinda bulunan P-450’nin, karisik fonksiyonlu oksijenaz enzimleriyle

okside olarak, aflotoksin B1-8,9-epoxide denilen bir ana iiriine doniismektedir.

1.3.Genotoksisite Testleri

Genetik toksikoloji ¢aligmalariyla belirlenen potansiyel genotoksik etkiler,
kanser gibi hastaliklarin nedenlerinin belirlenmesinde kullanilabilmektedirler
(Jacobson-Kram ve Keller, 2001). Bu testler, canlilarin maruz kaldigi potansiyel
riskin hizli bir sekilde tayin edilmesi, gelistirilmekte olan ilaglarin insanlarda
neden olabilecegi riskin dlgiilmesi ve yapilabilecek ek testlerin belirlenmesine
yardimci olmak i¢in kullanilmaktadir (Gad, 2000). Toksik olan materyallerin in
vitro daki genetik etkilerini 6lgmek i¢in kullanilan in vitro genetik toksikoloji
testleri, diger tim in vitro toksikoloji testlerinin 6nctultdir (Gad, 2000). Cevresel
koruma programi olan EPA mesleki ve ¢evresel maruziyet risklerini belirleyen
pek cok laboratuar tarafindan kabul géren sitotoksisite testlerinden elde edilen
verileri toplayarak veri tabani olusturmaktadir (Kent, 1998).

In vivo olarak baslayan genotoksisite test calismalari daha sonraki
dénemlerde S9 aktivasyonunun gelistiriimesiyle in vitroya kaymistir (Gad, 2000;
Lu ve Kacew, 2002) .

Mesleki ve gevresel maruziyetten kanser gelisimine, katki maddelerinden
dental dolgu maddelerine, bitki ekstrelerinden yeni sentezlenen ilaglara insan
kullaniminda olan tim madde ve etkenlerin arastirilmasinda standart testler haline
gelen mutajenite ve genotoksisite ¢alismalari; in vitro olarak yapilabilmesi, pratik,
giivenilir, standartlara uygun, kriterleri belli, sonuca yonelik ¢alismalar olmasi
sebebiyle uluslararas1 diizeyde etkin bir sekilde c¢alisiimaktadir (Gad, 2000;
Canimoglu ve Renciizogullari, 2006; Sarikaya ve Solak, 2003; Zhang ve ark.,
2007; Munro ve ark., 2006; Basaran, 2002; Guzman ve ark., 2007, Synder ve
Gren, 2001)
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1.3.1. Bakteriyal yontemler

Kimyasal maddelerin karsinojenik risklerini ortaya ¢ikarmak igin en akilci
yaklagim, deney hayvanlarinda tiimor indiksiyonudur. Ancak bu testlerin
sonuglanmast uzun zaman almakta ve maliyetleri yliksek olmaktadir (IARC
1980). Bu sebeple arastirmacilar karsinojenite taramalarinda esas olabilecek kisa
zamanda sonug verebilen ve diisik maliyetli ve hassasiyeti yiksek bir¢ok kisa
zamanli mutajenite test sistem gelistirmiglerdir (Maron and Ames, 1983;
Quillardet and Hofnung, 1985; Hofnung and Quillardet, 1986).

Kisa zamanli test sistemlerinden en yaygin olarak kullanilan1 bakteriyel
testlerdir. Bakteriler, basit lireme ortamlarinda hizla tirediklerinden, bakteriyal
testler; basit, cabuk ve ucuz uygulanabilir olmalar1 sebebiyle tercih
edilmektedirler (Hofnung and Quillardet, 1986; Gatehouse ve ark., 1990).

Bakteriler gecelik kilturlerinde ¢ok sayida gelisirler ve nadir mutasyonel
olaylarin saptanmasina olanak tanirlar. Ayrica bakteriyal genetik bilgi ve
deneyimlerin artisi, ¢esitli ajanlara kars1 yabani tiplerinden daha hassas olan 6zel
bakteri mutanlarinin olusturulmasina olanak saglamistir (Gatehouse ve ark.,
1990).

Bakteriyel test sistemlerinin kullanim amaclarindan bazilarini sdyle siralayabiliriz;
e Cesitli kimyasallarin potansiyel karsinojenitelerinin incelenmesinde,
e Kompleks karisimlardan, biyolojik olarak etkin bilesiklerin belirlenmesinde,
e Prokarsinojenlerin onciil ya da son metabolitlerinin saptanmasinda,
e Viicut sivilarinin ve atiklarinin test edilmesiyle, insanlarin mutajen ve
karsinojenlere maruz kalma diizeylerinin izlenmesinde,
¢ Kimyasallarin mutajenik etki mekanizmalar1 lizerine yapilan ¢alismal arda,
e Konakeilar iizerinde yapilan deneylerde,
¢ Karsinojen ve mutajenlerin neden oldugu 6zgiil DNA hasarlarinin tiplerini

saptamada yaygin olarak kullanilmaktadir (Oksiizoglu, 2000).
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1.3.1.1 Ames (Salmonella/Mikrozom) testi

Ames testi 1970' lerin basinda Prof. Dr. Ames ve Dr. Maron tarafindan
gelistirilen ve daha sonra yaygin olarak uygulanmaya baglayan bir mutajenite
testidir (Maron ve Ames, 1983, Lee ve ark., 1994).

Salmonella/mikrozom testi, bakteriyal mutasyon testleri iginde detaylari en
iyi bilinen ve karakterize edilen, gegerliligi, uygulanma kolaylig1 ve hassashigi
nedeniyle en fazla kabul gorerek tercih edilen ve giiniimiizde de siklikla kullanilan
bir yontemdir (Gatehouse ve ark., 1990; Russell, 1998; Friedberg ve ark., 1995).
Test organizmasi olarak kullanilan Salmonella typhimurium, histidin geninde
olusturulan farkli mutasyonlarla (hisG, his C, ya da his D), gelismek igin histidin
gereksinimi duyan degisik tipte oksotrofik mutantlara donUstiirilmustiir. Ayrica
histidin mutantlarina ek olarak bu mutantlara baz1 diger mutasyonlar ilave edilir
(Erkan 1992).

Bu testin temeli, yapay Salmonella typhimurium' i histidin sentezleme
yeteneklerini kaybetmis (his=oksotrof) olan suslarin test bileseni ile muamele
edildikten sonra ikinci bir mutasyon gegirip his+ hale geri donlismesine dayanir.
Geri doniisen (revertant) bakteri kolonileri sayilarak degerlendirilir. Fakat
normalde de mutajenlere maruz kalmadan spontan olarak geri doniisebilen
bakteriler olmaktadir. Mutajenik etkiden bahsetmek icin spontan revertant koloni
sayilmas1 gerekir (Maron ve Ames, 1983; Erkan, 1992).

Bir mutant sus, tek bir baz degisimi seklinde nokta mutasyona sahip iken,
kendiliginden ya da bir mutajen uyarisiyla yabani tipe doniistiiglinde, transisyon
ya da transversiyon seklinde mutasyon gecirmis olmaktadir. Ames yonteminde
pozitif sonu¢ veren bir ajan igin, insan ya da diger memelilerde mutajenik veya
karsinojeniktir denilemez. Bakteriyal mutasyonun pozitif olmasi, ajanin
potansiyel zarar1 konusunda bir On uyari anlami tasir. Ayrica yiiksek
organizmalarda yapilacak daha kapsamli caligmalar1 yonlendiren O6nemli bir
belirtegtir. Ames testi bu sebeple diinya capinda pek c¢ok laboratuvarda rutin

olarak uygulanmaktadir (Erkan, 1992).
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1.3.1.2. SOS (umu) testi

Umu test sistemi, kimyasal ajanlarin genotoksik etkilerini saptamak
amaciyla kullanilan kolorimetrik, bakteriyel bir test sistemidir (Quillardet ve
Hofnurng, 1985). SOS-cevap esas alinarak gelistirilmistir. Regiilator bir sistem
olan SOS sistemi, DNA hasar1 ile indiiklenebilen sistemler iginde ilk olarak
karakterize edilmis olan en kapsamli, en kompleks ve en iyi anlasilmis sistemdir
(Oda ve ark., 1985). Umu test sistemi, diger SOS-cevap genlerinden ¢ok daha
dolaysiz bir sekilde mutagenesisle ilgili oldugu diistiniilen umu operonunun ifade
edilme diizeyini saptamaya dayanir. Umu operonunun ifade edilme diizeyi umuC-
lacZ fiizyonu araciligiyla olusturulan B-galaktosidaz aktivitesinin o6lculmesiyle
saptanir (Oda ve ark., 1985). B-Galaktosidaz aktivitesinde kontrole gore en az 2
katlik bir artisin gozlenmesi, umu test sisteminde, kimyasalin mutajenite a¢isindan
pozitif olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir (Quillardet ve Hofnurng,
1985).

1.3.1.3 E.coli lac I mutasyon test sistemi

Bakterilerde meydana gelen mutasyonlarin genetik ve molekiiler
anaizinde kullanilan bir ileri mutasyon yontemi olup ilk kez 1983'de Miller ve
arkadaglar1 tarafindan E.'coli de gelistirilmistir. Bu sistemde laktoz operonundaki
repressorii kodlayan lac I geninde olusan mutasyon fenotip iizerindeki yansimasi
belirlenerek degerlendirilmektedir. Lac 1 mutasyonlarini iceren gen bdlgesi
bakteriden alinarak bir plazmite ya da M13 faj1 klonlama vektoriine aktarilarak,
vektorler ¢ogaltilarak ¢ok sayida mutant DNA kopyasi elde edilerek, dizi analizi
yapilmaktadir (Giiven, 1999).

1.3.2. Sitogenetik yontemler

Sitogenetik testler, kromozom sayisindaki ve yapisindaki degisimlerin
belirlenmesinde kullanilan testlerdir (Barile, 1994).
Sitogenetik caligmalar1 populasyonun maruz kaldigi genotoksik ajanlarin

etkisinin belirlenmesinde (Neri ve ark., 2003; Ulupinar ve ark., 2002; Ocak ve
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ark., 2002), radyasyona maruz kalan belirli populasyonlar igin, bireysel olarak
etkilenme dozunu saptamak i¢in kullanilabilmektedir (Friedberg ve ark., 1995) .
Kimyasallarin mutajenligini arastirmada kullanilan en yaygin sitogenetik
yontemler, yapisal kromozom bozuklugu (CA), kardes kromatid degisimi (SCE)
ve mikronukleus (MN) testleridir. Bu testler in vivo olarak laboratuar
hayvanlarinda, in vitro olarak dainsan kan |okositleri, mesane, yanak, mide, nasal
ve sperm hiicreleri ile ¢esitli kiiltiir hiicrelerinde uygulanabilmektedir (Barile,

1994; Kirkland, 1990) .

1.3.2.1. Yapisal kromozom bozulma analizi (CA=Chromosome

Aberration)

Andploidi ve poliploidi gibi sayisal kromozom bozulmalar1 ile kromozom/
kromatid tipi kirilmalar, anormal birlesmeler CA test distemi ile
saptanabilmetedir. Bu test yontemi klastogenik etkinin arastirilmasinda 70°li
yillardan bu yana uygulanmaktadir. Kromozom ve kromatid tipi kirilmalar
sininflandirilmistir (Savage, 1999) .

Bu test, insan periferal lenfositlerinin in vitro’ da 6nce fitohemoglutinin ile
bolinmeye tesvik edilmesi, belirli zamanda kolsisin ve kolsemid gibi iplik
inhibitorlerince hiicrelerin metafazda tutulmasi esasina dayanmaktadir. In vitro
CA testinde gendlikle memeli somatik hicreleri, insanda ise lenfositler
kullanilmaktadir (Mateuca ve ark., 2006; Kirkland, 1990).

Antifungal bir ilag olan flukunazol ile insan lenfositlerinde yapilan ¢alismada;
bu ilacin kromatid ve kromozom kiriklari, poliploidi, disentrik kromozomlar,
kromatid degisimleri gibi yapisal veya sayisal kromozom aberasyonlarina yol
act1g1 tespit edilmistir. insan lenfositlerinde bu ilacin klastojenik ve anojenik etkili
oldugu sonucuna varilmistir (Yiizbasioglu ve ark., 2008).

Laboratuvarda c¢alisan kisilerde kimyasallara maruziyete bagli olarak
lenfositlerdeki CA seviyesinde etkili denilebilecek bir artis olmaktadir (Santos ve
ark., 2005). Pestisitlere maruz kalinan bir bolgedeki insanlarla yapilan bir
calismada, CA, SCE ve MN testi birlikte uygulanmis ve bu Uc testte de kontrol
gruplariyla kargilastirildiginda CA, SCE ve MN frekansinda belirgin oranda artis
oldugu gozlenmistir (Ergene ark., 2007).
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1.3.2.2. Kardes kromatid degisimi (SCE) testi

SCE testi, kardes kromatidler arasinda parga degisimi sonucu DNA’da
meydana gelen ve sonra tekrar birlesen kiriklarin tespit edilmesini saglamaktadir.
SCE testinde hicreler, bir timin analogu olan Brd-U (bromodeoksitridin) ile
mitoz sirasinda muamele edilir ve Brd-U’ nun floresan bir parlaklik vermesiyle
kardes kromatid degisimlerinin tespit edilmes saglanir. Kanser gibi hastaliklarda,
SCE frekansinda artis oldugu bilindigi icin, mutajenlere maruziyet sonucu
olusabilecek hasarlarin belirlenmesinde siklikla tercih edilen bir tekniktir. Cesitli
mutgjenik maddeler akilleyici 6zellikleri ile (mitomisin C, nitrojen mustard gibi)
kromatid kiriklarin1 ve degisimlerini indiklemektedirler (Sen ve Kar, 2005).

Benzin istasyonunda g¢alisan ve sigara kullananlarla yapilan bir ¢alismada,
benzen maruziyeti ve sigara i¢iminin kontrol gruplariyla karsilastirildiginda,
mitotik indeks ve replikasyon indeksini azaltici yonde birlikte etkili olduklar
goriiliirken; sigaranin ve benzenin CA frekansi {izerinde beraber bir etkisinin
olmadig1 anlagilmistir. Sigara ve benzene maruziyette ise dnemli derecede SCE
frekanst artig1 oldugu, kontrol gruplariyla karsilastirilarak anlagilmigtir (Celik ve
Akbas, 2005).

Bir antikanser ila¢ olan gemsitabinin lenfositlerde CA ve SCE frekansinda
artisa yol actigi, in vitro'da doza bagli olarak hem sitotoksik, hem genotoksik
oldugu bir ¢calismada gosterilmistir (Aydemir ve ark., 2005).

Karaciger kist hidatik tedavisinde kullanilan albendozun genotoksik
etkisinin arastirildigr  bir ¢alismada, tedavi Oncesi ve sonrast bu ilacin
kromozomlar Uzerindeki etkisi incelenmistir. Sonucta, bu ilacin periferik kan
kiiltiiriinde SCE frekansinda 6nemli derecede bir artiga sebep oldugu ve muhtemel

bir mutgjen olabilecegi sonucuna varilmistir (Altintag ve ark., 2005).

1.3.2.3. Mikronukleus testi (MN)

Mikronukleus, hlicre gekirdeginin disinda sitoplazmada yer alan, ¢ekirdek
orjinli kii¢iik kiiresel bir olusumdur. Mikroniikleus mitotik hiicrelerde kromozom
fragmentlerinden ya da anafazda ge¢ kalarak her iki kardes c¢ekirdege dahil

olmayan kromozomlardan kaynaklanir. Mikroniikleus igeren hiicre sayisindaki
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artig, maruz kalian klastojenik (DNA’y1 hedefler, kromozom kirilmalarina neden
olur) veya aneujenik (kromozom sayisinin degisimine etkilidir, genellikle DNA’y1
hedef almaz) ajanlarin genetoksik etkilerini yansitan bir biomarkerdir.
Mikroniikleus testi boliinme yetenegine sahip tiim hiicrelerde yapilabilen bir
testtir. Temel prensibi, baz1 mitoz anomalileri ve kromozom kaybi gibi durumlarin
ortaya c¢ikarilmasina yoneliktir. Cekirdek boyanmasi ile incelenir. Bu amagla en
cok memelilerin polikromotofil (PCE) ve normokromotofil (NCE) eritrositlerinde

caligmalar yapilmaktadir.

MN ilk olarak 1891’de Howell ve Jolly tarafindan insan eritrositlerinde
tamimlanmistir. Bu ylizden “Howell-Jolly cisimcigi” olarak adlandirilmigtir
(Decordier ve Kirsch-Volders, 2006).

Mikronikleus, esas olarak kromozom segregasyonundan sorumlu
mekanizmalardaki kusurlardan olusur; hiicre siklusunu kontrol eden genlerdeki
kusurlar, ig ipligindeki bozukluk, kinetokor ve diger mitotik aparatlardaki
fonksiyon kaybindan ve mekanik par¢alanmalardan kaynaklanmaktadir (Fenech,
2000; Fenech, 2007; Mateuca, 2006).

Mikronukleus olusum mekanizmalar: (Mateuca, 2006);

e DNA kiriklar: sonucu olusan asentrik kromozom/ kromatid fragmanlar:

e Tum kromozomun/kromatidin kinetokorlar: tzerindeki tubulin fiberlerinin
tutunmasinda bozukluk sonucu nikleus disinda kalmasi

o Sentromerik DNA’da kusurlar sonucu kromozom/kromatidlerin nikleus
disinda kalmasi

o Kinetokor proteinlerinde kusurlar sonucu kromozom/kromatidlerin nikleus
disinda kalmasi

¢ Histon modifikasyonlar: ve geg replikasyon

o Nukleoplazmik kopri olusumu ve kirilmast sonucu mikrontikleus olusmast

e BFB (bridge-fusion-break)(kirik-fiizyon-kirik) dénguleri sonucu olusan gen

amplifikasyonlar1 nedeniyle nikleer tomurcuklanma
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MN sikhgimt degerlendirmek igin hicre se¢im Kkriterleri (Fenech, 2007,
Fenech ve ark., 2003)

1. Hucreler iki ¢ekirdekli(bintkleer (BN)) olmali,

2. BN hucrelerdeki iki niikleusun saglam nukleer membranlar: olmali ve aym
sitoplazmik simirda yerlesmeli,

3. BN hiicreicindeki iki nukleus yaklasik ayni boyutta, aynm boyanma paterni ve
aym boyanma yogunlugunda olmali,

4. BN hticredeki iki nukleus bir nikleoplazmik kopri ile birlesebilir, ancak bu
kopru nukleus ¢apinin ¥4 * tinden fazla olmamal,

5. BN hticredeiki hiicre birbirine temas edebilir ancak birbiri Uzerine
binmemelidir. ki niikleus birbiri tizerine biniyorsa sadece nikleuslar
birbirinden ayrilabiliyorsa degerlendirilmeli,

6. BN hucrelerin stoplazmik sinir1 veya membram saglam olmali ve komsu
hicrelerin stoplazmik sinirindan ayirt edilebilmeli,

7. MN (mononukleer), BN(bintkleer), TriN(trintkleer) ve multiN(multinikleer)
hucreler ile nekrotik ve apopitotik hticreler MN frekansi yoninden
skorlanmamalidir.

Degerlendirme (Fenech, 2007):

* MN, niikleusa morfolojik olarak benzer, ancak kugik, ¢apr ortalama asil nikleus
capinin 1/16- 1/3.0 arasinda olmal1, BN hiicrede bir asil nikleusun kapladig:
alanin 1/256-1/9' una karsilik gelmektedir.

* MN nin asil nikleusileiliskisi olmamali,

* MN asil nikleus ile benzer boyanma yogunlugunda olmali,

* Hucreler saglam nukleer membranli, bintkleer olmal1 ve ayni stoplazma siniri
icine yerlesmeli,

* Her lam icin 1000 bintkleer MN sayilmalidir.

CBMN yontemi kilttre insan velveya memeli hiicrelerinde mikronukleus
olcuimu icin onerilen bir yontemdir. Skorlama 6zellikle mikronikleus gosterme
potansiyaline sahip bir kez bélinen binikleer hicrelerle sinirlidir. Gegen 17 yil
boyunca CBMN assay kromozom kiriklari, DNA hatali onarimi, kromozom
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kaybi, nekroz, apopitozis ve sitostazis incelemelerinde kullamlabildigi igin
kapsaml1 bir yontem haline gelmistir. Bu metod aym zamanda niukleoplazmik
kopri olusumu, telomer veya DNA sonucu olusan disentrik kromozomlarin da bir
gostergesidir. Gen amplifikasyonunun  bir  gostergess olan  nukleer
tomurcuklanmalar da bu yontemle ol¢ulebilir.

Son yillarda bu test cytome assay olarak kabul edilmektedir. Bunun temeli,
sistemdeki her hiicrenin canlilik durumuna gore sitolojik olarak skorlanabilmesi
(nekroz, apopitozis), mitotik duruma goére (monontkleer, bintkleeer, multinikleer
hicreler), kromozomal hasar veya instabilite durumuna gore (MN, NPB, NBUD),
mikronukleus veya nikleus icindeki sentromerik prob sinyal pozitifligine gore
degerlendirilebilmesidir.

Ex vivo ve in vivo lenfosit andizinde inkibasyondan 44 saat sonra
sitokalazin B eklenmes ile sitokinez durdurulur. Boylece monontkleer
(b6linmeyen) ve bindkleer hiucreler (in vitro koltirde bir kez bolinen)
ayirdedilebilir. Sitokalazin B, sitokinezin tamamlanmast icin gerekli mikroflaman
halkasinin birlesmesini engeller. Bu kosullar altinda mononikleer hicreler, in
vivo biriken kromozomal/genomik mutasyonlarin  seviyesini - gosterirken,
bintkleer hicreler, in vitro mitoz sirasinda ve daha Oncesinde biriken hasarin

derecesini gosterir.

sitokalazin B:
abti kb itori Bhsasrom

@ ! 44h | monoiklesr
I 1 1 1
24h 48h T2h @

Sekil 1.5. Sitokine baskilanmis mikronukleus yontemi (cytokinesis block micronucleu: CBMN

assay) sitokalazin B ekleme zamani
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CBMN yontemi yapisal ve sayisal kromozom anomalilere neden olan
klastojenik ve anojenik olaylar tarayabilir. FISH ile sentromer ve kinetokor
antikorlarimn ~ kullamlmasi  sonucunda kromozom tammlanarak yodntemin
duyarliligim ve Ozgunligh artirabilir. Kinetokor proteini icermeyen veya
sentromer probu ile isaretlenmeyen mikrondkleuslar, asentrik kromozom
fragmanlar: olarak tammlanir (Catalan, 1995; Hando, 1994; Thierens, 2000).

Niikleoplazmik koprii olusumu:

Nukleoplazmik koprilerin (NPB), anafaz sirasinda disentrik kromozomlarin
sentromerlerinin - hicrenin - farkli  kutuplarina  atilmasi  sonucu  olustugu
disuntlmektedir. Kromozom yeniden dizenlenmelerini degerlendirmek icin
kullanmaktadir.

Nukleer membran olusmadan, disentrik anafaz koprilerini nadiren de olsa
gbrmek olasidir. Cinkd, hiucreler hizla anafaz ve telofaza gireceklerinden,
sitokinez tamamlanacak ve nikleoplazmik kopruler kirilacaktir.  Ancak
Sitokinezin bloklama mikronukleus yontemi (CBMN: cytokinesis blocked
micronucleus assay) ile sitokinez baskilanacag: icin, NPB gbzlenen hicreler
birikecektir ve sonunda nikleer membran olussa da NPB lerin gdzlenmesine

olanak verecektir.

Nukleer tomurcuklanma:

Nukleer tomurcuklanma (NBUD: nuclear budding) gen amplifikasyonunun
bir belirtecidir. Memeli hticrelerinde yapilan in vitro deneylerde amplifiye DNA
nin nikleusun periferindeki 6zgin alanlara yerlesmis oldugu ve mitozun S fazinda
NBUD (nukleer tomurcuklanma) olusturarak mikrontkleusun giderildigi
gosterilmistir (Shimizu ve ark., 1998, 2000). Gen amplifikasyonunu uyaran secici
kosullar atinda nikleer promotor meydana gel mektedir.

Nukleer promotor S fazi sirasinda ortaya cikar ve mikronukleus ile benzer
morfolojidedir, ancak bunlar nikleusa dar veya genis nikleoplazmik materyalden
olusan bir sap ile baglanmaktadir. MN ekspresyonu, DNA hipometilasyonunun
bir belirteci olarak da kullaniimaktadir. DNMT3B geninde mutasyon sonucu
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olusan ICF (Chromosome instability and immundeficiency syndrome )
sendromunda 1., 9., 16. kromozomlarin heterokromatinlerinde dekondensasyon ve
bunun sonucunda da bu kromozomlarin mikrontkleus veya nukleer
tomurcuklanma ile kayiplari gozlenmistir. Mikronukleus ekspresyonu satellit
DNA hipometilasyonunun bir belirteci olsa da ayni zamanda DNA tamiri veya
hiicre siklusunda gorev alan housekeeping genlerdeki veya komsulugundaki CpG
adaciklarinin hipermetilasyonu ile gen ifadesinin ortadan kalkmasiyla da ortaya
ctkmaktadir. Ornegin mitotik igcik kontrol genleri APC, BUBR1 ve hCDC4
genlerinin hipermetilasyonu bunlarin ekspresyonunu azaltarak MN olusumuna yol
acan kromozom yanlis segregasyonlarina neden olur. BRCA1 ve BRCA2, ATM
gibi DNA tamir genlerinin fonksiyon kayb: veya susturulmast MN frekansinda
artisa yol agmaktadir (Fenech, 2006).

Mikronukleus icgindeki kromozomlarin, tim kromozom veya asentrik
fragman olup olmadig kinetokor antikorlar kullamlarak
degerlendirilebilmektedir. Kromozomlarin sentromerik bolgeleri, sentromerlerde
bulunan kinetokor proteinlerine karsi olan antikorlarin  kullamm ile
taranabilmektedir. Ancak bu yontem kromozomlarin birbirinden ayirdedilmesine
izin vermez ve hasarli kromozomlardaki kinetokor yokluguna bagli kromozom
kaybini tarayamaz. Bu nedenle kromozomlarin tanimlanmasin saglayan in situ
hibridizasyon yontemi ile mikronikleus yontemi birlestirilerek, mikronukleus

icindeki kromozomlarin kokeni dogru sekilde ortaya konmus olur (Camps, 2005).

Mikronukleus mitozdan sonra farkh yollara girebilir;

e Apopitozisile uzaklastirlabilir,
e Asll nikleusicine tekrar girebilir,
e Hucreden gikarilabilir,

¢ Hucre sitoplazmasi icinde niikleus dis1 bir yap1 olarak kalabilir.

Mikronukleus calismasi lenfositler, fibroblastlar ve dokilmus epitelyal hiicrelerle
yapil abilmektedir.
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Mikronukleus Degerlendirmesinin Kullanim alanlari;

e [n vivo genotoksin maruziyetinin degerlendirilmesi,
e [n vitro genotoksisite testleri,

e Nutrigenomiks caligsmalari,

e Farmakogenomik,

e Kanser riskinin degerlendirilmesi olarak siralanabilir.

1.3.3. DNA’ daki hasar1 saptayan diger yontemler

1.3.3.1. Comet (single cell gel electrophoresis - SCGE) testi

Comet testi veya tek hicre jel elektroforez (SCGE) testi olarak bilinen
yontem, hiicre seviyesinde DNA hasar tespiti i¢in kullanilir. Comet testinin alkali
versiyonu ilk defa 1988’de Singh tarafindan bulunmustur. Bu yontem yiksek
hassasiyetli 6lcim yapmak amaciyla gelistirilmistir. DNA’daki tek iplik
kirtlmalarinin, kararsiz alkali bolgelerin, DNA-DNA/DNA-protein capraz
baglanmalarinin ve onarim bolgelerindeki hatalarin  belirlenmesini  saglayan
sitogenetik bir testtir (Tice ve ark., 2000; Callins ve ark., 1997; Collins ve ark.,
2001; Collins, 2008). Uygun laboratuar kosullarinda bitki hiicrelerinde de
uygulanmistir. Diger test sistemlerinde bolinen hicreye ihtiyag duyulurken bu
testte bu durum bir dnkosul degildir. Hizli, gbzlenebilir, duyarli, ucuz olan ve
karsinojeniteyi modifiye eden faktorlerin c¢alisilmasinda giiglii bir arag¢ olarak
karsimiza gikan test sistemi i¢in kii¢iik miktarlarda 6rnek yeterli olmaktadir.

Testin en 6nemli avantajlari; tek hiicre diizeyinde veri toplanmasina olanak
saglamasi, her 6rnek icin az sayida hiicreye ihtiyag duymasi, DNA hasarinin
tespitindeki hassasiyeti, okaryot tek hiicre populasyonlarinda in vivo ve in vitro
caligmalara olanak saglamasi, maruziyet durumundaki insan populasyonlarinda ve
cevresel monitoring ¢alismalarinda kullanilmasi, ekogenotoksisite ¢aligmalarinda
yarar saglamasidir. Oksidatif DNA hasari, farkli beslenme faktorlerinin koruyucu
etkisi bu yontem ile ¢alisilmistir ( Danadevi ve ark., 2004; Rozggj, 2002; Tice ve
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ark., 2000; Callins ve ark., 1997; Collins ve ark., 2001; Rothfuss, 2006;
Henderson, 1998).

Timo6r radyoduyarlilik ve kimyasal duyarlilik degerlendirmede, kanser
terapilerinde hasta yonetimini bireysellestirmek igin bu testten yararlanilmaktadir.
Hucrelerin bir lam Gzerine agaroz ile karistirilarak tutunmasi saglanan yontemde,
deterjan ve yuksek konsantrasyonlu tuz cozeltis ile hiucreler lizis edilir. Elde
edilen DNA’ya akali ortamda ve yiksek pH’da elektroforez uygulanir. DNA bu
ortamda katotdan anoda dogru tasinir (Collins ve ark., 2001). DNA’daki hasara
gore jel lizerinde yayilmis DNA pargaciklart kuyruk seklinde floresans ya da
nonfloresans mikroskopta uygun bir boyama yapilarak gozlenebilir. Bu kuyrugun
olculmesiyle incelenen kimyasal maddenin DNA’da meydana getirdigi hasarin
boyutuyla ilgili tahmin yapilabilmektedir (Albetini ve ark., 2000) . Comet testinde
elektroforez ortamimin pH degeri degistirilerek farkli hasarlar saptanabilir. Notral
pH’ da DNA gogiinde ¢ift iplik kirilmalari, alkali pH’da (12-13) hem tek hem cift
iplik kirtlmalari, 13’den daha yiiksek pH’da ise tek iplik kirilmalari
gbzlenebilmektedir.

Akciger kanserli hastalar ve kontrol gruplarinda DNA’daki oksidatif hasari
Olemek i¢in Comet testi uygulanmis ve kemoterapi dncesi ve sonrasi hastalar ve
kontrol gruplarindaki DNA hasari arasinda bir fark olmadigi gériilmiistir (Shama
ve ark., 2003). Comet testinin ¢apraz baglayici ajanlarin olusturdugu hasari
belirlemede negatif sonug verdigi bir ¢alismayla tespit edilmistir (Henderson ve
ark., 1998) .

1.3.3.2. Mouse lymphoma (fare lenfoma) testi

Timidinkinaz (tk) lokusunda baz cifti degisimleri, ¢ergeve kaymasi ve
kiiciik delesyonlarin sebep oldugu mutasyonlart saptayan testtir. Timidin kinaz
geninin kullanildig1 fare lymphoma testi, ¢ok genis oranda kullanilan, tk
lokusundaki gen ve kromozomal mutasyonlar1 belirleyen in vitro memeli gen
mutasyon testidir. Deoksiribonukleotidmonofosfatlarin (ANMP) kaynaklarindan
olan timidinmonofosfat (TMP) buyik 6lcide diger nukleotidlere dontismez. Eger
diger letal TMP analoglar ile degisirse hiicre 6lUmU gerceklesir. Bu analoglarin
fosforilasyonu, memeli hicresinde timidini TMP ye fosforile eden tk tarafindan

saglanir. Tk enzimi olmayan hiicreler ise letal analoglarin sitotoksik etkisine
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direnclidir (Soriano ve ark., 2007). Kimyasallarca indiuklenen gen mutasyonu,
kromozomal hasari belirlemede faydali ama pahali bir testtir. Bu testte kullanilan

hicreler timidin kinaz lokusu heterozigot olan hiicrelerdir (Clements, 2000) .

1.3.3.3. HPRT mutasyon yontemi

HPRT geni X kromozomu iizerinde bulunur ve piirin bazi biyosenteziyle
ilgili enzimi kodlar. Bu gende meydana gelen mutasyon ile HPRT enzimi kaybi1
olmaktadir. Bu durumda hiicreler ancak 6-tioguanin (6-TG) muamelesi ile hayatta
kalabilmektedirler. HPRT yontemi, somatik gen mutasyonlarinin in vivo ya dain
vitro ortamlarda farkli memeli kiiltir hicrelerinde, pozitif olarak secilmesi
prensibine dayanir. DNA baz ¢ifti degisimlerini, biiylik ya da kiiciik captaki
delesyonlari, inversiyonlart ve heterolog kromozom rekombinasyonlar1 gibi
genetik degisimleri biiylik 6l¢iide yansitma yetenegine sahiptir. Cok yaygin olarak
kullanilmaktadir (Albertini ve ark., 2000).

1.3.3.4. Muta mouse / Big blue yontemi

Temelde transgenik (TG) mouse sistemleri big blue, mutamouse ve gpt
deltadir. A fajina dayanan sistemler mutamouse testinde lac Z, big blue testinde
lac | sistemidir. Bakteriyal lac | yadalac Z genleri reporter genlerdir. Bu genler
vektoriin pargasi olarak fare kromozomona entegre edilir ve in vitro paketleme
reaksiyonlariyla fare genomik DNA’sindan faj partikiilii olarak kolayca geri
alinabilir. Bu sistemler ileri mutasyon sistemleridir. TG denemelerinde rodent
dokularindan transgenler elde edilir ve mutasyon tasiyan genler petri igerisinde
koloni rengine gore secilir. Transgenler memeli hicrelerinde ifade edilemez
clinkU genetik olarak notraldirler, in vivo selektif baskinin etkisinden kaginirlar
(Nohmi, 2000).
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal

2.1.1. Test maddeleri
Bu c¢alismada kullanilan maddeler gidalarda yaygin olarak kullanilan

askorbik asit, benzoik asit, sitrik asit ve sorbik asittir.

2.1.2. Test maddelerinin genel kimyasal formulleri

Deneyde kullandigimiz test maddelerinin adlar1 ve agik formiilleri asagida

verilmistir.

Askorbik asit: Askorbik asit oksijen tutma 6zelligine sahip olmasi nedeniyle,
antioksidan olarak kullanilir. Yaglarin ve yaglh besinlerin uzun siire saklanabilmesi,
beyaz renkteki sebze ve meyvelerin kararmasinin 6nlenmesi amaciyla kullanilir.
Molekil formilt: CeHgO7
Molekiiler agirligi: 192.123 g/mol’ dur

Yapisal formiilii:

HO
HO
© O
Hv
HO OH

Sekil 2.1. Askorbik asit yapisal formiili
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Benzoik asit: Benzoik asit antimikrobiyal olarak kullanilan zayif bir organik
asittir. Kat1 beyaz kristal yapisinda bir maddedir.
Molekul formilt: C7HeO2
Molekiiler agirligi: 122,13 gr’ dir

Yapisal formiilii:

OH

Sekil 2.2.Benzoik asitin yapisal formiilii

Sitrik asit: Sitrik asit (2-hidroksi-1,2,3 propan tri karboksilik asit) gidalarda
antioksidan asitlestirici olarak kullanilan zayif organik bir asittir. Suda
¢ozilinebilir, yar1 seffaf, renksiz veya beyaz kristal tozlar halindedir.

Molekul formult: CeHsO7-H20
Molekiil agirligt: 210,14 gr’dir

GYDH
HO
HO %GH

o

Yapisal formiilii:

C
Sirik Acsit

Sekil 2.3. Sitrik asit yapisal formiilii
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Sorbik asit: Polimer yapida beyaz veya sart beyaz renkte, toz veya
graniiller halde kendine has hafif bir kokusu olan tadildiginda eksilik hissi
uyandiran doymamis bir yag asididir.

Molekul formilt: Ce H7K O2
Molekul agirligi: 150,22 g/mol.

Yapisal formiilii:

L /iw__
T

H H E'

Sekil 2.4. Sorbik asit yapisal formiilii

2.1.3. Test maddelerinin dozlari ve hazirlanisi

Calismada kullanilan test maddelerinin  suda ¢oziiliip ¢oziilmedigi
denenmistir, askorbik asit ve sitrik asit’ in suda ¢oziilebildikleri goriildiigii i¢in
¢oziicli olarak steril distile su kullanilmigtir. Benzoik asit ve sorbik asit suda
¢oziinemedikleri i¢in ¢oziicii olarak DMSO kullanilmistir. Askorbik asit, Benzoik
asit, Sitrik asit ve Sorbik asit’ in 1000, 500, 250 ve 100 pg/ml dozkda
calisilmistir. Askorbik asitten 0.176 gr hassas terazi ile tartilmis 2@00steril
distile suda ¢oziilmiistiir. Benzoik asit 0.122 gr hassas terazi ile tartilmis 2000 pl
DM SO da ¢ozilmiistiir. Sitrik asit 0.192 gr hassas terazi ile tartilmig 2000 pl steril
distile suda ¢ozilmistiir. Sorbik asit 0.108 gr hassas terazi ile tartilmig 2000 pl
DMSO da ¢oziilmiistiir. ikinci doz hazirlanirken askorbik asit ve sitrik asitte ilk
doz yart yartya steril distile su ile benzoik asit ve sorbik asit ise DMSO da
seyreltimistir.  Sonugta 1000g/ml ve 500 pg/ml olmikzere iki doz elde
edilmigtir. 500 pg/ml olan iki nolu ¢dzelti %50 oraninda seyrelilerek ii¢ nolu 250
ug/ml lik doz ve son olarak da 100 pg/ml’lik doz elde edilmistir. Bu islemler steril
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sartlar altinda hiicre kiiltiir kabininde yapilmistir. Deney sirasinda i¢inde besiyeri

ve kan bulunan tuplere her bir dozdan 50 pl ilave edilmistir.

2.1.4. Kullanmlan kimyasal maddeler

Kromozom Medyum B (Biochrom’ dan), Mitomycin C (0.3 ug/ml, Sigma
dan), Cyt-B (6 pg/ml), Giemsa (Fluka’ dan), KCL (%0i&K),l Fiksatif (1:3
metanol: glasiyel asetik asit).

2.2. Metod

Bu calismada in vitro insan periferal kan lenfosit kdlttrinde, CBMN
(Sitokinez bloklama mikronukleus) teknigi kullanilmistir.

2.2.1. Lenfosit kultura

Sigara icmeyen, ilag kullanmayan, 20-30 yaslar1 arasinda saglikli erkek ve
bayan bireyden steril kosullar altinda alinan kan, 2,5 ml Kromozom Medyum-B
bulunan tiiplere, 6 sar damla (0,2 ml) olacak sekilde ilave edilmis ve % 5 lik CO2
inkubatdriinde 37 °C de, toplam 72 saat inkiibasyona alinmigtir. Bu inkiibasyon
stireci boyunca test maddelerinin hiicrelere uygulanmasi sirasinda herhangi bir
kontaminasyona imkan vermemek i¢in bu islemler hiicre kiiltiirii laboratuarinda,

steril kabinde yapilmustir.

2.2.2. Test maddelerinin uygulanmasi

Insan periferal lenfositlerine, belirli dozlarda hazirlanmis maddeler 24 ve 48
saatlik siireglerde uygulanmistir. 24 saatlik uygulama igin, kan ekimi yapildiktan
sonra kultdr siresinin 48. saatinde, 48 saatlik uygulama icin kiltlr stresinin
baslangicindan itibaren 24 saat sonra 2,5 ml Kromozom Medyum B igeren kiiltiir
ortamina test maddelerinin hazirlanmis olan dozlar1 eklenmistir. Maddelerin
tuplere eklenmesinin ardindan, tiipler tekrar inkiibatore konularak, toplam kultir
suresi olan 72 saat bitimine kadar 37 °C’ lik COz2 li inkiibatorde bekletilmistir.

Kiiltiir siiresinin baslangicindan sonraki 44. saatte her tiipe sitokinez inhibitori
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olan cyt-B (6pg/ml) ilave edilmis ve tupler hafifce sallanarak karigmalar

saglanmustir.

2.2.3. Lenfositlerin izolasyonu

72 saatlik kultdr stiresinin bitiminde, tipler 1200 rpm de 15 dakika santrifij
edilmis, santrifiijden sonra, tiiplerdeki siipernatan kisimlar atilmistir. Tiiplerin
dibinde kalan ve hiicrelerin oldugu 0,7-1 ml lik s1v1 iyice karistirilarak hiicrelerin
homojen olarak dagilmalar1 saglanmistir. Bu islemin ardindan deney giinii 2 saat
onceden hazirlanmis olan ve 37 °C sicakliktaki hipotonik soliisyon (% 0,4 KCL)

damla damla ilave edildikten sonra tiipler oda sicakliginda 15 dakika

bekletilmistir. Siire bitiminde 1200 rpm’ de 15 dakika boyunca santrifiij edilmis

ve slipernatan atilmistir. Tiplin dibindeki 0,7-1 ml lik kisim pastdr pipetiyle
homojenize edildikten sonra, tipler fiksasyon islemi igin hazir hale gelmistir.
Deneyden birkag saat once hazirlanarak buzdolabinda bekletilen sogutulmus
metanol glasiyel asetik asit karisimi olan fiksatif damla damla ve karistirilarak her
tipe 6 ml olacak sekilde ilave edilmistir. Fiksatifin eklenmesi siresi de icinde
olacak sekilde toplam 20 dakika tiipler oda sicakliginda bekletilmistir. Bu siirenin
sonunda 1200 rpm de tekrar santrifiij uygulamasina gecilmistir. Santrifiij bitiminin
ardindan tliplerdeki siipernatan atildiktan ve ¢okelti homojenize edildikten sonra
tiplere ayni sekilde fiksatif ilavesi yapilmistir. Bu fiksasyon islemi 3 defa
tekrarlanmistir. Son fiksasyon isleminin ardindan tiipteki sivinin berraklastigi ve
lenfosit hiicrelerinin dipte beyaz bir sekilde toplandig1 gériilmiistiir. Ustteki
siipernatan kisim dipte 0,5-0,7 ml s1v1 kalacak sekilde atilmis, dipteki hiicrelerin

oldugu s1v1 karistirilarak preparat yapma islemine hazir hale getirilmistir.

2.2.4. Preparatlarin hazirlanmasi

TUpiln dibinde toplanan hiicreler pastor pipetiyle homojen olacak sekilde
karigtirilmistir. Pastor pipetine 4-5 damla olacak sekilde hiicre siispansiyonu
cekilmigtir. Pastor pipeti, onceden hazirlanmig 6zel bir diizenege tutturularak
deney guninden once temizlenip, saf su icinde buzdolabinda saklanan lamlarin

iizerine belirli bir yiikseklikten, farkli alanlara birer damla diisecek sekilde hiicre
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siispansiyonu damlatilmig, hiicrelerin lam {izerine dagilmasi saglanmistir.
Damlatma isleminin ardindan preparatlar oda sicakliginda kurumalar1 i¢in 24 saat

bekletilmistir.

2.2.5. Preparatlarin boyanmasi

Lamlar, hazirlanmis olan %5lik Giemsa boyasinda 12 dakika bekletilerek
boyanmistir. Boyama siiresi bitiminde distile sudan geg¢irilmis ve dik olacak
sekilde kurumaya birakilmistir. Kuruyan preparatlar entellan ile kapatilarak daimi
hale getirilmis, mikroskobik incelemeler yapilmis ve olympus marka mikroskoba
baglh fotograf makinasiyla 40X ve 100X’ lik objektifle fotograf cekimi
yapilmaistir.

2.3. istatistiksel Analiz

Calismamizda her iki dondriin lenfosit kiiltiirinde meydana gelen iki
cekirdekli 1000 er hiicredeki mikroniikleuslar sayilmis; ¢oziicii kontrol ile diger
uygulama verileri SPSS programinda, ANOVA Dunnett’s test ve Student T test

ile degerlendirilmistir.

2.4. CPI’ min (Hiicre Proliferasyon indeksi) Saptanmasi

Test maddelerinin hiicre proliferasyon indeksi (CPIl) Uzerindeki sitotoksik
etkisini incelemek amaciyla her bir madde ve doz igin preparatlarda herhangi bir
yerden baslanarak 1000 hicre icindeki tek cekirdekli, iki ¢ekirdekli ve coklu
cekirdekli hiicreler sayilmis ve CPI degerleri asagidaki formiile gore

hesaplanmastir.

CPl = B+2P/ M+B+P

B=iki ¢ekirdekli hiicre

M= tek gekirdekli hucre

P= li¢ veya daha cok cekirdekli hiicre
M+B+P=Toplam 1000 hiicre
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3.BULGULAR

Calismamizda tercih edilen donorlerin ilag ve sigara kullanim1 olmamasina
dikkat edilmistir. Ilag ve sigara kullanmayan saglikli iki kisiden alinan kan
ornekleri Uzerinde test maddelerinin genotoksik etkisini incelemek icin CBMN
teknigi kullanilmistir. Uygun kiltlir kosullar1 altinda, 24 ve 48 saatlik siirelerde
test maddelerinin farkli dort dozu uygulanarak; kan lenfositleri iizerinde bu
maddelerin genotoksik etkis tespit edilmeye calisilmigtir. Test maddeleri 1000
ug/ml birinci doz, 500 pg/ml ikinci doz, 250 pg/ml Uglinct doz ve 100 pg/ml
dordinci doz olmak Uzere 24. ve 48. saatlerde uygulanmis, pozitif mutgjen olarak
MMC (Mitomisin- C), negatif kontrol olarak DMSO ve distile su kullanilmistr.
Deney sonucu elde edilen preparatlardaki 1000 binuklead (iki ¢ekirdekli) htcre
icindeki MN sayis1 hesaplanmustir.

Standart istatistiksel veriler Dunnet T c¢oklu karsilastirma testi analiz
edilmistir. Her iki dondrle yapilan deneyler sonucu her bir doz ve madde icin
1000 BN (iki ¢ekirdekli) hiicredeki MN frekansi, ¢6ziicii kontrolle karsilastirilarak
24 ve 48 saatlik siirelerdeki MN anlamlilik degerleri standart sapmalara bagl
olarak ¢izelgeler halinde olusturulmustur. Ayrica NBUD, NPB degerleride
standart sapmalara bagli olarak c¢izelge olusturulmustur. CPI’ nin (hiicre
proliferasyon indeksi) istatiksel olarak degerlendirilmesi sonucu elde edilen

verilerin ANOVA’ ya gore anlamli sonuglar verdigi gozlenmistir.

Askorbik asit verileri (cizelge 3.1) de gosterildigi tizere pozitif kontrol olarak
kullanilan MMC ile24 ve 48 saatlik muamele sonucunda elde edilen veriler negatif
kontol verilerine gore anlamli bulunmustur (p<0,05). 24 saatlik muamelede doz
azalirken MN sayisinda belli bir etki yapmamustir. 48 saatlik uygulamada doza bagh
olarak MN azalmistir. Askorbik asitin 48 saatinde CPI degerleri azalmigtir. Askorbik
asitin 24 ve 48 saatlerinde miikleer tomurcuk olusumu negatif kontrolle yakin iken

pozitif kontrolde yiiksek degerde bulunmustur.

Benzoik asit verileri (gizelge 3.2) de gosterildigi iizere pozitif kontrol olarak
kullanilan MMC ile 24 ve 48 saatlik muamele sonucunda elde edilen veriler negatif

kontol verilerine gére anlamli bulunmustur (p<0,05). Benzoik asit’ in 1000 ug/ml
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lik dozu 24 ve 48 saat sonucunda toksik etkiye sahipken diger dozlarda MN

sayisinda birbirine yakindir.

Sitrik asit verileri (cizelge 3.3) de gosterildigi tizere, pozitif kontrol olarak
kullanilan MMC ile 24 ve 48 saatlik muamele sonucunda elde edilen veriler negatif
kontol verilerine gore anlamli bulunmustur (p<0,05). Sitrik asit’ in 1000 pg/ml lik
dozu 24 ve 48 saat muamele sonucunda toksik etkiye sahiptir. 24 saat lik
uygulamada dozun azalmasiyla MN sayisinda azalma goriilmistiir. CPI sayisindaise

azalma gozlenmistir.

Sorbik asit verileri (gizelge 3.4) de gosterildigi lizere, pozitif kontrol olarak
kullanilan MMC ile 24 ve 48 saatlik muamele sonucunda elde edilen veriler negatif
kontol verilerine gére anlamli bulunmustur (p<0,05). Sorbik asit’ in 1000 ug/ml ve
500 pg/ml” lik dozu 24 ve 48 saat muamele sonucunda toksik etkiye sahiptir. 24 ve
48 saat lik uygulamada dozun azalmasiyla MN sayisinda azalma goriilmiistiir. CPl

sayisinda ise azalma gozlenmistir.
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Cizelge 3. 1. Askorbik asit” in CBMN teknigine gore 24 ve 48 saatlik MN frekansi ve CPI sonuglari
Sire Madde Doz Sayilan MN sayist £SS CPI
hicre
Negatif kontrol 50ul 1000 9.0+ 0.00 0.79
(su)
Pozitif kontrol 0,3pg/ml 1000 15.5+7.00* 0.27
(MMC)
1000 10.0+1.50 0.56
1000pg/ml
Askorbik asit
24 saat 1000 10.5+2.00 0.59
500 pg/ml
1000 10.0+1.50 0.68
250 pg /ml
1000 3.5+5.00 0.83
100 pg/ml
Negatif kontrol 50ul 1000 9.5+0.00 0.81
(su)
Pozitif kontrol 0,3ug/ml 1000 17.5+8.00* 0.24
(MMC)
1000 11.0+1.50 0.62
48 saat 1000ug/ml
1000 8.5+1.00 0.64
Askorbik asit 500 pg/ml
1000 8.0+1.50 0.72
250 pg /ml
1000 5.0+4.50 0.77
100 pg/ml

MMC: Mitomisin-c, £ SS; Standart sapma degerleri

* [ kx wxk pd0.05, 0.01, 0.001 (Dunnett-t test)
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Askorbik asit ile yapilan calismada pozitif kontrol olarak kullanilan MMC ile24
ve 48 saatlik muamele sonucunda elde edilen veriler negatif kontol verilerine gore

anlamli bulunmustur (p<0,05).

24 saatlik muamelede doz azalirken MN sayisinda belli bir etki yapmamugtir.
48 saatlik uygulamada doza bagli olarak MN azalmistir. Askorbik asitin 48 saatinde

CPI degerleri azalmstir.
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Cizelge 3. 2. Benzoik asit’ in CBMN teknigine gore 24 ve 48 saatlik MN frekansi ve CPI sonuglari

Sire Madde Doz Sayilan MN sayist £SS CPI
hiicre
Negatif kontrol 50ul 1000 9.0+0.00 0.84
(DMSO)
Pozitif kontrol 0,3pg/ml 1000 15.5+6.50* 0.27
(MMC)
1000 Toksik Toksik
1000pg/ml
24 saat 1000 11.0£2.00 0.55
500 pg/ml
Benzoik asit
1000 9.0+0.00 0.68
250 pg /ml
1000 11.5+2.50 0.63
100 pg/ml
Negatif kontrol 50ul 1000 8.5+0.00 0.75
(DM S0)
Pozitif kontrol 0,3ug/ml 1000 17.5+9.00* 0.24
(MMC)
1000 Toksik Toksik
48 saat 1000pg/ml
1000 10.5+1.00 0.24
500 pg/ml
Benzoik asit
1000 11.0£2.00 0.40
250 pg /ml
1000 12.5+2.50 0.38
100 pg/ml

MMC: Mitomisin-c, £ SS: Standart sapma degerleri
* Rk sxx pd 0,05, 0.01, 0.001 (Dunnett-t test)

Benzoik asit ile yapilan ¢alismada pozitif kontrol olarak kullanilan MMC ile 24
ve 48 saatlik muamele sonucunda elde edilen veriler negatif kontol verilerine gore

anlamli bulunmustur (p<0,05).

Benzoik asit’ in 1000 pg/ml lik dozu 24 ve 48 saat sonucunda toksik etkiye
sahipken diger dozlarda MN sayisinda birbirine yakindir. CPI sayisinda ise azalis

gozlenmistir.
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Cizelge 3. 3. Sitrik asit’ in CBMN teknigine gore 24 ve 48 saatlik MN frekansi ve CPI sonuglari
Sire Madde Doz Sayilan MN sayist £SS CPI
hiicre
Negatif kontrol 50ul 1000 9.0+0.00 0.79
(su)
Pozitif kontrol 0,3pg/ml 1000 15.5+6.50* 0.27
(MMC)
1000 Toksik Toksik
1000pg/ml
24 saat 1000 11.0£2.00 041
500 pg/ml
Sitrik asit
1000 8.5+0.50 0.78
250 pg /ml
1000 6.5£2.50 0.92
100 pg/ml
Negatif kontrol 50ul 1000 9.5+0.00 0.81
(su)
Pozitif kontrol 0,3ug/ml 1000 17.5+8.00* 0.24
(MMC)
1000 Toksik Toksik
48 saat 1000pg/ml
1000 12.5+£3.00 0.49
500 pg/ml
Sitrik asit
1000 13.0£3.50 0.51
250 pg /ml
1000 12.0£2.00 0.63
100 pg/ml

MMC: Mitomisin-c, + SS: Standart sapma degerleri

* [ xx ek pd (.05, 0.01, 0.001 (Dunnett-t test)

Sitrik asit ile yapilan ¢alismada pozitif kontrol olarak kullanilan MMC ile 24 ve

48 saatlik muamele sonucunda elde edilen veriler negatif kontol verilerine gore

anlamli bulunmustur (p<0,05).

Sitrik asit” in 1000 ug/ml lik dozu 24 ve 48 saat muamele sonucunda toksik

etkiye sahiptir. 24 saat lik uygulamada dozun azalmasiyla MN sayisinda azalma

goriilmistlir. CPI sayisinda ise azalig gdzlenmistir.
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Cizelge 3. 4. Sorbik asit” in CBMN teknigine gére 24 ve 48 saatlik MN frekansi ve CPI sonuglari

Sire Madde Doz Sayilan MN sayist £SS CPI
hiicre
Negatif kontrol 50ul 1000 9.0+0.00 0.84
(DMS0)
Pozitif kontrol 0,3pg/ml 1000 15.5+6.50* 0.27
(MMC)
1000 Toksik Toksik
1000ug/ml
24 saat 1000 Toksik Toksik
500 pg/ml
Sorbik asit
1000 8.5+0.50 0.60
250 pg /ml
1000 5.0+£4.00 0.84
100 pg/ml
Negatif kontrol 50ul 1000 8.5+0.00 0.75
(DM S0)
Pozitif kontrol 0,3ug/ml 1000 17.5+£9.00* 0.24
(MMC)
1000 Toksik Toksik
48 saat 1000ug/ml
1000 Toksik Toksik
500 pg/ml
Sorbik asit
1000 12.0+3.50 0.42
250 pg /ml
1000 6.5+2.00 0.44
100 pg/ml

MMC: Mitomisin-c, + SS: Standart sapma degerleri
* Rk xxx pd 0,05, 0.01, 0.001 (Dunnett-t test)

Sorbik asit ile yapilan ¢alismada pozitif kontrol olarak kullanilan MMC ile 24
ve 48 saatlik muamele sonucunda elde edilen veriler negatif kontol verilerine gore

anlamli bulunmustur (p<0,05).

Sorbik asit’ in 1000 pug/ml ve 500 ug/ml’ lik dozu 24 ve 48 saat muamele
sonucunda toksik etkiye sahiptir. 24 ve 48 saat lik uygulamada dozun azalmasiyla

MN sayisinda azalma goriilmiistiir. CPI sayisinda ise azalig gozlenmistir.
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Cizelge 3. 5. Askorbik asit’ in 24 ve 48 saatlik NBUD ve NPB sonuglari
Sire Madde Doz Sayilan NBUD sayis1 | NPB sayisi
hicre *+SS *+SS
Negatif kontrol 50ul 1000 8.0+0.00 1.5+0.00
(su)
Pozitif kontrol 0,3pg/ml 1000 17.0+0.035* 5.5+0.001*
(MMC)
1000 6.5£0.95 1.0£0.77
1000pg/ml
Askorbik asit
24 saat 1000 6.5+0.95 1.0+£0.77
500 pg/ml
1000 11+0.99 1.5+1.00
250 pg /ml
1000 6.5+0.95 1.0+£0.77
100 pg/ml
Negatif kontrol 50ul 1000 6.0 £0.00 1.0+0.00
(su)
Pozitif kontrol 0,3ug/ml 1000 18.0+0.00* 6.0+0.00*
(MMC)
1000 5.5+0.99 1.0£1.00
48 saat 1000ug/ml
1000 5.0+0.98 1.0£1.00
Askorbik asit 500 pg/ml
1000 7.5£0.93 1.0+£0.37
250 pg /ml
1000 8.0+0.84 2.0£1.00
100 pg/ml

MMC: Mitomisin-c, £ SS; Standart sapma degerleri

* [ kx wxk pd (.05, 0.01, 0.001 (Dunnett-t test)

Askorbik asit ile yapilan calismada nikleer tomurcuk ve nukleoplazmik kopru

olusumlari incelendiginde pozitif kontrol olarak kullanilan MMC ile24 ve 48 saatlik

muamele sonucunda elde edilen veriler negatif kontol verilerine gore anlamli

bulunmustur (p<0,05).
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Cizelge 3. 6. Benzoik asit” in 24 ve 48 saatlik NBUD ve NPB sonuglar1
Sire Madde Doz Sayilan NBUD sayisi | NPB sayisi
hicre *+SS *+SS
Negatif kontrol 50ul 1000 7.5+0.00 1.5+0.00
(DMS0O)
Pozitif kontrol 0,3pg/ml 1000 17.0+0.004* 5.5+0.06*
(MMC)
1000 Toksik Toksik
1000pg/ml
24 saat 1000 6.5+0.89 1.0+£0.90
500 pg/ml
Benzoik asit
1000 5.0£0.36 1.5+1.00
250 pg /ml
1000 8.0£0.17 1.0+£0.90
100 pg/ml
Negatif kontrol 50ul 1000 6.0+0.00 1+0.00
(DM S0O)
Pozitif kontrol 0,3ug/ml 1000 18+0.017* 6+0.003*
(MMC)
1000 Toksik Toksik
48 saat 1000pg/ml
1000 5.0+0.98 1.0+£1.00
500 pg/ml
Benzoik asit
1000 9.0+0.63 1.5+0.88
250 pg /ml
1000 10.0£0.4 1.0+£1.00
100 pg/ml

MMC: Mitomisin-c, £ SS; Standart sapma degerleri

* [ xx wxk pd0.05, 0.01, 0.001 (Dunnett-t test)

Benzoik asit ile yapilan ¢alismada nukleer tomurcuk ve nukleoplazmik kopri

olusumlari incelendiginde pozitif kontrol olarak kullanilan MMC ile24 ve 48 saatlik

muamele sonucunda elde edilen veriler negatif kontol verilerine gore anlamli
bulunmustur (p<0,05).
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Cizelge 3. 7. Sitrik asit’ in 24 ve 48 saatlik NBUD ve NPB sonuglari
Sire Madde Doz Sayilan NBUD sayis1 | NPB sayisi
hicre *+SS *+SS
Negatif kontrol 50ul 1000 7.0+0.00 1.0+0.00
(su)
Pozitif kontrol 0,3pg/ml 1000 17.0+0.040* 5.5+0.00*
(MMC)
1000 Toksik Toksik
1000pg/ml
24 saat 1000 7.5£0.99 2.0+£0.07
500 pg/ml
Sitrik asit
1000 7.0£1.00 1.0+£1.00
250 pg /ml
1000 7.0£1.00 1.0+£1.00
100 pg/ml
Negatif kontrol 50ul 1000 6.0+0.00 1.0+0.00
(su)
Pozitif kontrol 0,3ug/ml 1000 18.0+£0.14* 6.0+0.00*
(MMC)
1000 Toksik Toksik
48 saat 1000ug/ml
1000 7.0£0.98 1.0£1.00
500 pg/ml
Sitrik asit
1000 8.5+0.71 1.5+0.90
250 pg /ml
1000 8.0+0.83 1.5+0.90
100 pg/ml

MMC: Mitomisin-c, + SS; Standart sapma degerleri

* | kx wxk pd0.05, 0.01, 0.001 (Dunnett-t test)

Sitrik asit ile yapilan ¢aligmada nikleer tomurcuk ve nikleoplazmik kopri

olusumlari incelendiginde pozitif kontrol olarak kullanilan MMC ile24 ve 48 saatlik

muamele sonucunda elde edilen veriler negatif kontol verilerine gore anlamli
bulunmustur (p<0,05).
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Cizelge 3. 8. Sorbik asit” 24 ve 48 saatlik NBUD ve NPB sonuglari
Sire Madde Doz Sayilan NBUD sayis1 | NPB sayisi
hiicre £SS £SS
Negatif kontrol 50ul 1000 7.5+0.00 1.0+0.00
(DMS0O)
Pozitif kontrol 0,3pg/ml 1000 17.0+0.018* 5.5+0.002*
(MMC)
1000 Toksik Toksik
1000pg/ml
24 saat 1000 Toksik Toksik
500 pg/ml
Sorbik asit
1000 7.0+0.98 1.5+0.66
250 pg /ml
1000 4.5+0.38 1.0+1.00
100 pg/ml
Negatif kontrol 50ul 1000 5.0+0.00 1.5+0.00
(DMS0)
Pozitif kontrol 0,3ug/ml 1000 18+0.003* 6.0+0.01*
(MMC)
1000 Toksik Toksik
48 saat 1000pg/ml
1000 Toksik Toksik
500 pg/ml
Sorbik asit
1000 7.0+0.53 1.5+15
250 pg /ml
1000 4.5+0.97 1.0+1.00
100 pg/ml

MMC: Mitomisin-c, + SS: Standart sapma degerleri

* [ kx wxk pd (.05, 0.01, 0.001 (Dunnett-t test)

Sorbik asit ile yapilan ¢alismada nikleer tomurcuk ve nukleoplazmik kopru

olusumlari incelendiginde pozitif kontrol olarak kullanilan MMC ile 24 ve 48 saatlik

muamele sonucunda elde edilen veriler negatif kontol verilerine goére anlamli
bulunmustur (p<0,05).



Sekil 3. 1. Askorbik asit ile muamele edilmis (24 saat) insan lenfositlerinde olusan tek, U¢ ve dort
cekirdekli hiicreler x400
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Sekil 3.2. Sitrik asit ile muamele edilmis (48 saat) insan lenfositlerinde olusan genel gériinim
(Tek, cift ve cok cekirdekli hticreler) x400
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Sekil 3.3. Benzoik asit ile muamele edilmis (48 saat) insan lenfositlerinde bir mikronikleuslu
bintikleat hiicre x1000

IVERSITESI

Sekil 3.4. Sorbik asit ile muamele edilmis (24 saat) insan lenfositlerinde bir mikroniikleuslu
biniikleat hiicre x1000
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Sekil 3.5. Benzoik asit ile muamele edilmis (24 saat) insan lenfositlerinde bir mikronikleuslu
biniikleat hticre x1000

IVERSITESI

Sekil 3.6. Didtile su ile muamele edilmis (24 saat) insan lenfositlerinde bir mikronikleuslu
bintikleat hiicre x1000
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Sekil 3.7. Mitomycin-C (MMC) ile muamele edilmis (48 saat) insan lenfositlerinde alt1
mikrontikleuslu biniikleat hiicre x1000
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Sekil 3.8. DM SO ile muamele edilmis (24 saat) insan lenfositlerinde bir mikrontkleuslu binikleat
hiicre x1000
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Sekil 3.9. Sorbik asit ile muamele edilmis (24 saat) insan lenfositlerinde nikleer tomurcuklanma
(NBUD: nuclear budding) olusumu x1000

Sekil 3.10. Sitrik asit ile muamele edilmis (24 saat) insan lenfositlerinde nikleer tomurcuklanma
(NBUD: nuclear budding) olusumu x1000
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Sekil 3.11. Sitrik asit ile muamele edilmis (24 saat) insan lenfositlerinde Niikleoplazmik k&pru
olusumu x1000

Sekil 3.12. Sitrik asit ile muamele edilmis (24 saat) insan lenfositlerinde nikleoplazmik kopri

olusumu x1000
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Sekil 3.13. Mitomycin-C (MMC) ile muamele edilmis (24 saat) insan lenfositlerinde Nukleer
tomurcuklanma (NBUD: nuclear budding) ve Nukleoplazmik koprilerin
(nucleoplasmic bridges; NPB) goriiniigii x400
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Sekil 3.14. Askorbik asit ile muamele edilmis (48 saat) insan lenfositlerinde olusan genel gorinim
(Tek, cift ve cok cekirdekli hiicreler) x400
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5. TARTISMA VE SONUC

Gida katki maddeleri, son yillarda ev yapimi olmayan hazir gidalarda yogun
olarak kullanilan maddelerdir. Gidalarda antioksidan, antimikrobiyal ya da buna
benzer birgok amag i¢in kullanilmasi ve giiniimiiz insaninin hazir yiyecege olan
ilgis nedeniyle maruz kalinan bu maddelerin, insanlarda uzun siireli tiikketime
bagli olarak olusturabilecegi yan etkiler oldukca 6nem kazanmustir. Oyle ki bazi
katki maddelerinin kullanimi, toksik ve karsinojenik 6zellikleri nedeniyle ¢esitli
iilkelerde  yasaklanmistir. Ornegin = AF-2  (2-[2-furyl]-3-[5-nitro-2-  furyl]
acrylamide), yapilan ¢aligsmalar sonucunda, bakteri ve insan hiicrelerinde DNA
hasarina ve yine bakteri, mantar, bocek ve insan hicrelerinde mutasyonlara ve
memeli hicrelerinde kromozomal anomalilere neden oldugu igin, 1965 yilinda
Japonya’da, son zamanlarda da tiim diinyada kullanimi1 yasaklanmis olan bir
maddedir (IARC, 1983). Yine butter yellow (p-dimethylamino-azobenzene-azo
bilesigi), deney hayvanlarinda gostermis oldugu karsinojenik 6zellikleri nedeniyle
once ABD’de ardindan da Avrupa’da yasaklanmis olan bir gida katki maddesidir
(IARC, 1975). Cesitli kimyasallarin karsinojenik 6zelliklerinin belirlenmesinde
genotoksisite calismalar1 ¢ok fazla tercih edilmektedir. DNA’da hasar olusturan
etki olarak da isimlendirilen genotoksik etki, kanser baslatic1 bir mekanizma
olarak kabul edilmekte, bu nedenle de gelistirilen gesitli yontemler ile DNA’daki
hasarin saptanmasi kanser riskinin belirlenmesinde yardimci olabilmektedir
(Salamave ark., 1999).

Mikronikleuslar, asentrik fragment ve/lveya mitozda kutuplara
cekilememis tam bir kromozomdan olusurlar. Telofazda ayr1 kalmis kromozomlar
ve fragmentlerin etrafinda ¢ekirdek zar tesekkiil eder ve bdylece ana nikleusdan
daha kiiciik yapida olan mikroniikleuslar olusur. Bu metod sSadece bdltinme
ozelligi gosterebilen hiicrelerde kullanilabilmektedir. Kromozom kayiplarinin tam
olarak belirlenebilmesi agisindan MN metodu oldukg¢a kullamishdir (Fenech,
2000).

Mikroniikleus metodu, ¢esitli gida katki maddelerinin genotoksik
Ozelliklerinin belirlenmesinde, baska arastiricilar tarafindan da kullanilmistir.
Tatlandiric1 olarak kullanilan bir gida katki maddesi olan aspartamin sadece en

yuksek dozda MN frekansini anlamli seviyede artirdigi belirlenmistir. Aspartamin
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genotoksik etkisini, AMES test yontemi kullanarak belirlemislerdir. Aspartamin
herhangi bir mutgjenik etkisine rastlanamamstir (Renciizogullar1 ve ark., 2004).

Gidalarda antimikrobiyal ajan olarak kullanilan 1-(5-bromofur-2-yl)-2-
bromo-2-nitroethene’in ise mikroniikleus olusumunu indiiklemedigi ortaya
konmustur (Borroto ve ark., 2004). Gidalarda renklendirici olarak kullanilan
quinoline sarist ve brillant siyahmin insan lenfositlerinde kontrole gore tiim
uygulamalarda MN frekansim1 artirdigini, bu iki maddeden Brillant siyahinin
quinoline sarisina gore daha fazla MN olusumuna neden oldugu tespit edilmistir
(Macioszek ve Kononowicz, 2004). Yapay tatlandirici olan maltitol,
mikroniikleus frekansin1 24 saatlik uygulamada 1,25 ve fig/ml’lik dozlarda, 48
saatlik uygulamada ise tim dozlarda kontrole gore 6nemli oranda artmistir
(Canimoglu ve Renciizogullari, 2006). Agartict olarak kullanilan potasyum
bromatin, 24 saatlik uygulamasinda sadece 500 ve 550 pg/ml’de, 48 saatlik
uygulamada ise tiim dozlarda mikrogekirdek olusumunun anlamli olarak
indiikledigi saptanmistir (Kaya ve Topaktas, 2007).

Antimikrobiyal bir madde olan bifenil, insan lenfositlerinde mikronuikleus
frekansini kontrol ve ¢oziicii kontrole gore tiim dozlarda (10, 30, 50 ve 7Qug/ml)
onemli oranda artirmistir (Rencilizogullart ve ark., 2008). Antimikrobiyal bir
madde olan potasyum metabisiilfit ise insan lenfositlerinde 25, 50, 100 ve 200
png/ml’lik konsantrasyonlarda mikrdékleus frekansini kontrole gore Onemli
orandaindiikleyerek genotoksik etkili olmustur (Y avuz-Kocaman ve ark., 2008).

Bir bagka caligmasinda, sodyum propiyonat, kalsiyum propiyonat ve
potasyum propiyonatin genotoksik etkileri A. cepa kromozomlarinda incelemistir.
Maddelerin 1000, 1500, 2000, 2500 ve 3000 pug/mL’lik konsantrasyonlan, 24, 48
ve 72 saat sure ile uygulanmistir. Maddelerin Uginin de mitotik indeksi 6nemli
oranda disiirdiigii ve mikroskobik incelemelerde kromozomal aberasyon
frekansin1 da 6nemli oranda artirdigi belirlenmistir. Bu maddelerin etkisiyle c-
mitoz, anafaz kopruleri, mikroniikleus, yapisiklik, kalgin kromozomlar ve
kromozom kiriklarina rastlandigi (Tiirkoglu, 2007,2008) rapor edilmistir.

Propionik asit ile yapilan bir ¢aligmada, bu maddenin E. coli’de DNA tamir
testleri harig, SOS chromo testi, Salmonella/mikrozom testi, in vitro kardes
kromatid degisimi testi ve in vivo mikronukleus testinde negatif etki gosterdigi
sonucuna varilmistir (Basler ve ark. 1987). Ames testi ile yapilan bir ¢alismada

Propionik asitin 160 pg/petri konsantrasyonunda, mutasyon frekansini artirdigi
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belirtilmistir (Ohara ve ark., 1988). Bu maddenin Drosophila’da mitotik
rekombinasyonlaraneden olduguda (Surjan, 1989) gosterilmistir.

Gidalarda koruyucu madde olarak kullanilan sodyum benzoatin, ¢in
hamsteri  hiucrelerinde 6zellikle yiksek konsantrasyonlarda, kromozomal
aberasyonu, kardes kromatit degisimini (Abe ve Sasaki, 1977) ve mitotik indeks
(Ishidate ve Odashima, 1977) artirdigi, Vicia faba kok ucu htcrelerinde ise doza
bagli olarak mitotik indekste azalmaya, kromatin erezyonu ve anafaz koprilerine
neden oldugu (Njagi ve Gopalan, 1982) bildirilmistir.

Hasegawa ve ark., (1984) Sorbik asit, sodyum sorbat ve potasyum sorbati,
Cin Hamsteri V79 hicrelerinde in vitro olarak SCE, CA testi ile ¢alismiglardir.
Arastiricilar, sodyum sorbatin SCE ve CA seklinde mutasyonlarda artisa neden
oldugunu belirlemislerdir. Sorbik asit ve potasyum sorbatin en yiiksek dozlarda
(2000 ve 2000 pg/ml) aberasyonlara neden oldugu ve sodyum sorbatin, potasyum
sorbat ve sorbik asite oranla daha fazla klastojenik etkili bir madde oldugu tespit
edilmistir. Tez calismamizda, Sorbik asit’ in MN testinde 24 ve 48 saat
muamelesinde 1000 ve 500 ug/ml’lik dozunda toksik etki gézlenmistir, pozitif
kontrol olarak kullanilan MMC ile 24 ve 48 saatlik muamelesi sonucunda elde
ettigimiz veriler negatif kontrol verilerine gére anlamli bulunmustur. Sorbik asit’
in CPI sayisinda azalma gozlenmistir (Cizelge 3.4).

Sodyum nitritin mutgjenik etkileri in vivo ve in vitro test yontemleriyle
arastirtlmistir. In vivo deneylerde, sodyum nitritin 1.72, 5.18, 15.55 ve 46.66
mg/kg’lik dozlar rat, fare ve tavsana uygulanmistir. Uygulama yapilan canlilarin
tamaminda sodyum nitrit, kromozom aberasyon frekansini 6nemli oranda
artirmigtir.  Ayrica farede mikroniikleus olusumunu da Onemli oranda
indiiklemistir. In vitro testler, BSC-1 ve Hel a hiicrel erinde sodyum nitritin 265 ve
530 pg/ml’lik dozlart kullanilarak yapilmistir ve bu ¢alismalarda da bu madde
kromozom aberasyon frekansinin 6nemli oranda arttig1 goriilmistiir (Luca ve ark.,
1987).

Gidalarda koruyucu olarak kullanilan sodyum nitrit, in vitro hamster
embriyonik hicrelerinde 50 ve 100 mM’'lik konsantrasyonlarda kromozomal
aberasyonlara sebep olmus, fare kemik iligi hiicrelerinde SCE ve MN
frekanslarini arttirmistir (Tsudave ark., 1976; Ishidate ve Odashima, 1977).

Potasyum sorbat ve sodyum sorbatin genotoksik etkileri, Amestestiyle, Cin
hamsteri ovaryum hticrelerinde HGPRT ve SCE testleriyle, fare ve Cin hamsteri
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kemik iligi hiicrelerinde MN metoduyla ve Cin hamsterinde CA ve SCE test
yontemleri kullanilarak arastirilmigtir. Calismada kullanilan maddeler, in vitro
yontemlerde herhangi bir etki géstermemistir. Potasyum sorbatin taze hazirlanmig
ve bekletilmis ¢ozeltileri in vivo galismalarda herhangi bir etki géstermezken,
sodyum sorbatin bekletilmis sollisyonu zayif klastojenik etki gostermistir
(MUnzner ve ark., 1990).

Tatlandirici olarak kullanilan acesulfame-K’nin fare kemik iligi hiicrelerinde
15, 30, 60, 450, 1500 and 2250 mg/kg dozlarda, doza bagl olarak klastojenik
etkide onemli bir artisa neden oldugu belirlenmistir (Mukherjee ve Chakrabarti,
1997). Bir¢cok gidada renklendirici olarak kullanilan titanyum dioksidin Cin
hamsteri ovaryum hiicrelerinde SCE ve MN frekanslarini 6nemli oranda artirdigi
saptanmistir (Lu ve ark., 1998).

Gidalarda siklikla kullanilan bir madde olan monosodyum glutamatin, rat
hiucrelerindeki genotoksik etkileri ile C vitamini, E vitamini ve quercetin’in
koruyucu rolinu in vivo olarak arastiran bir ¢alisma yapilmistir. Bu calismada,
Monosodyum glutamat 4 mg/g dozda karaciger, bobrek ve beyinde oksidatif
hasara neden olur iken, C ve E vitaminleri ile quercetin, bu hasarin olusumunu
inhibe etmisdir. Yine bu madde kemik iliginde mikroniikleus frekansini 6nemli
oranda artirmis, ancak C vitamini ve quercetin bu olusumu inhibe etmistir. Ancak
E vitamini, monosodyum glutamat etkisiyle olusan genotoksik etkiyi inhibe
edememistir (Farombi ve Onyema, 2006). Tez ¢alismamizda, Askorbik asit'in
MN testinde 24 saatlik muamelede doz azalmasiyla MN sayisinda belli azalama
ya da artma gozlenmemistir, 48 saatlik muamelede ise doza bagli olarak MN
sayis1 azalmistir. Askorbik asit’ in CPI degerleri negatif kontrole goére azalmistir
(Cizelge 3.1).

Un agarticis1 olan potasyum bromatin in vitro genotoksik etkileri, insan
limfoblastoid TK6 htcrelerinde comet, mikronukleus ve timidin kinaz (TK) gen
mutasyon testleri kullanilarak arastirilmistir. Arastiricilar, 4 saatlik uygulama
sonucunda, alkali ve notral comet testlerinde bu maddenin DNA’da tek ve cift
zincir kiriklarina neden oldugunu, ayrica mikroniikleus olusumunu ve TK
mutasyonlarini1 doza bagli olarak artirdigini bildirmislerdir (Luan ve ark., 2007).

Genotoksik etkileri incelenen sitrik asit, organizmada birgcok metabolik
islemde gorev alan bir maddedir. Glikolizisde gorev alan temel enzim olan

fosfofruktokinazin inhibitoriidiir. Yine yiiksek yapili organizmalarda, gidalarda
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bulunan kalsiyumun etkin sekilde kullaniminda da gorev almaktadir. Sitrik asit,
kan plazmasinda submilimolar diizeyde bulunur ve hemoglobine bagli olmayan
demirin biyolojik olarak aktivasyonunu kontrol eder. Nonheme demir ile
birleserek, demir sitrat komplekslerini olusturur. Demir sitrat kompleksi, canli
organizmalarda demir metabolizmasinda olduk¢a 6nemli bir rol oynamaktadir
(Gautier-luneau ve ark., 2007). Kan plazmasinda serbest olarak bulunan demirin
aktiflestirilmesi, her ne kadar organizma igin gerekli ise de bu islem oldukca
toksik olan serbest hidrojen radikallerinin olusmasina neden olmaktadir (Pierre ve
Fontecave, 1999). Demir sitrat kompleks ile birlikte, H202 bulunan ortamda
oldukca fazla oranda OH- radikalleri olustugunu rapor edilmistir (Gautier-luneau
ve ark., 2007). Yine demir-sitrat kompleksi, mitokondriyal lipit peroksidasyonuna
neden olabilmekte (Castilho ve ark., 1999; Santos ve ark., 2001), ferrik sitratin oto
indirgenmesi sirasinda OH- radikalleri olusabilmektedir (Gutteridge, 1991).
Serbest radikaller, kisa Omiirlii, kararsiz, molekiil agirligr diisiik ve ¢ok etkin
molekillerdir (Mercan, 2004). Serbest radikallerin yiksek dizeyde reaktif
bilesikler olmalari, en dis yoriingelerinde eslesmemis elektron tasimalarindan ve
bu nedenle kolayca diger organik ve anorganik molekillerle reaksiyona
girmelerinden kaynaklanmaktadir. Serbest radikaller kararsiz bir yapida olduklar
icin, hicrede DNA gibi birgok organik molekiille reaksiyona girip, ¢esitli
anormalliklere neden olabilirler (Sarag, 2005).

Demirin aktiflestirilmesinde ve ayni zamanda ¢oziiniir hale gelmesinde
Onemli rolt olan sitrik asidin, bu kompleks etkilesimler sirasinda serbest radikal
olusumuna sebep olmasi, bu maddenin ger¢ekten, uluslararasi otoritelerin
belirttigi gibi giivenli bir katki maddesi olup olmadigi konusunu diistindiiriicii
boyutlara ulastirmaktadir (Gautier-luneau ve ark., 2007). Sitrik asitin gostermis
oldugu genotoksik etki, biiylik bir olasilikla demir sitrat kompleksleri nedeniyle
olusan serbest hidroksil radikalleri nedeniyledir(Gautier-luneau ve ark., 2007).
Tez c¢alismamizda, Sitrik asit’ in CBMN teknigine gore 24 ve 48 saatlik
muamelesi sonucunda 1000 pg/ml lik dozu toksik etkiye sahipken diger dozlarda
MN sayis1 birbirine yakindir. CPI sayis1 negatif kontrole gore azalmistir (Cizelge
3.3). Benzoik asit’ in CBMN teknigine gore 24 ve 48 saatlik muamelesi
sonucunda 1000 pg/ml lik dozu toksik etkiye sahiptir, 24 saatlik muamelede doz

azalirken MN sayisindada azalma olmustur. 48 saatlik muamelede dozlara bagh
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MN sayisi1 birbirine yakindir. CPI sayis1 negatif kontrole gore azalmistir (Cizelge
3.2).

Sonug olarak, benzoik asit ve sitrik asitin 1000 ug/ml lik dozu ve sorbik asitin
1000 ve 500 ug/ml lik dozu toksik etkiye sahiptir. Askorbik asit, benzoik asit, sitrik
asit ve sorbik asit’ in diger dozlarinda insan kan lenfosit kiiltlirlinde mikronukleus
sayist incelendiginde toksik ve genotoksik etki gozlenmemistir. CPI sonuglari
degerlendirildiginde negatif kontrole gére azalma gozlenmistir. Ayrica niikleer
tomurcuk ve niikleoplazmik koprii olusum degerleri negatif kontrole verilerine gore

anlamli bulunmustur.
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