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OZET

BAZI BENZIL TUREVLERININ DROSOPHILA MELANOGASTER‘DE
MUTAJENIK VE REKOMBINOJENIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Esref DEMIR

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dah
Danisman: Doc. Dr. Biilent KAYA
Aralik 2006, 78 Sayfa

Bu c¢alismada, Drosophila melanogaster’de  somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi (SMART) ile bazi benzil tiirevlerinin (Benzaldehit, Benzil asetat,
Benzil alkol ve Benzoik asit) etkileri arastirilmistir. Benzil tiirevleri gidalarda ve
iceceklerde lezzet vermek amaciyla kullanilan katki maddeleridir. Drosophila kanat
somatik mutasyon ve rekombinasyon testi i¢in, genomlarinda ¢ekinik flare (1) ve
coklu kanat kili (mwh) genlerini tasiyan iiglincli evre transheterozigot larvalar soz
konusu benzil tiirevlerinin alt1 farkli konsantrasyonu (0.1, 0.5, 1, 10, 25 ve 50 mM) ile
kronik olarak beslenmistir. S6z konusu kimyasallarin genotoksik etkileri, larvalarin
imajinal disk hiicrelerinde meydana gelen genetik degisimlerin (nokta mutasyon, parga
kopmasi, ayrilmama ve rekombinasyon) sonucunda olusan mutant trikomlara gore
degerlendirildi. Degerlendirme, Graf ve arkadaglar1 tarafindan (1984) belirtilen
simiflandirma (kiictik tek tip, biiyiik tek tip, ikiz, mwh ve toplam klonlar) esas alinarak
yapildi.

Trans-heterozigot kanatlarda Benzaldehit 1, 10, 25 ve 50 mM
konsantrasyonlarda kiiciik tek tip klonlar, toplam mwh klonlar ve toplam klonlar igin
pozitif sonuclar gosterirken, Benzil asetat ise 10, 25 ve 50 mM konsantrasyonlarda
pozitif sonuglar gdstermistir. Ote yandan balansir-heterozigot kanatlarda ise
Benzaldehit’den 25 ve 50 mM konsantrasyonlarda kiiciik tek tip klonlar, toplam mwh
klonlar ve toplam klonlar i¢in pozitif sonuglar elde edilirken, Benzil asetat ise 0.5 ve 50
mM konsantrasyonlarda sadece biiytlik tek tip klonlarda pozitif sonuclar elde edilmistir.

Benzil alkol ve Benzoik asit trans-heterozigot kanatlarda 50 mM
konsantrasyonda kiiciik tek tip klonlar, toplam mwh klonlar ve toplam klonlar igin
pozitif sonuclar géstermistir. Halbuki balansir-heterozigot kanatlarda ise Benzil alkol 1,
10 ve 50 mM konsantrasyonlarda biiyiik tek tip klonlar i¢in pozitif sonuglar gosterirken,
Benzoik asit ise tim konsantrasyonlarda ya negatif ya da istatistiksel olarak anlamsiz
sonuglar vermistir.
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Sonug¢ olarak, bu c¢alismada kullanilan kimyasallarin yiliksek derisimlerinin
Drosophila melanogaster’de mutasyon ve/veya rekombinasyon olusumuna neden
oldugu saptanmuistir.

ANAHTAR KELIMELER: Drosophila melanogaster, somatik mutasyon, mitotik
rekombinasyon, somatik mutasyon ve rekombinasyon testi
(SMART), Benzil Tiirevleri
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF MUTAGENIC AND RECOMBINAGENIC EFFECTS OF
SOME BENZYL DERIVATIVES IN DROSOPHILA MELANOGASTER

Esref DEMIR

M S. Thesis in Biology
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Biilent KAYA
December 2006, 78 Pages

In this study, the effects of some benzyl derivatives (Benzaldehyde, Benzyl
acetate, Benzyl alcohol and Benzoic acid) were investigated in the somatic mutation and
recombination test in Drosophila melanogaster (SMART). Benzyl derivatives are the
food additives which are used for increasing the taste of food and beverages. In SMART
test, 3-day old larvae trans-heterozygous for the third chromosome recessive markers
flare (f1r’) and multiple wing hair (mwh) were reared using the medium containing with
six distinct concentrations (0.1, 0.5, 1, 10, 25 and 50 mM) of such benzyl derivatives.
The effects of these chemicals were evaluated according to genetic changes (point
mutation, deletion, non-disjunction and recombination) in wing imaginal disc cells that
lead to the formation of mutant trichomes. Classification was based on the classification

(small single spot, large single spot, twin spot, multiple wing hair and total spot)
developed by Graf et. al. (1984).

In this study, Benzaldehyde demonstrated in trans-heterozygous flies (mwh/flr)
positive results for small single spots, total mwh spots and total spots in 1, 10, 25 and 50
mM exposure concentrations while Benzyl acetate demonstrated positive results for
small single spots, total mwh spots and total spots in 10, 25 and 50 mM exposure
concentrations. On the other hand, Benzaldehyde obtained in balancer-heterozygous
flies (mwh/TM3) positive results for small single spots, total mwh spots and total spots
in 25 and 50 mM exposure concentrations while Benzyl acetate obtained positive results
for only large single spots in 0.5 and 50 mM exposure concentrations.

Benzyl alcohol and Benzoic acid demonstrated in trans-heterozygous flies
(mwh/flr) positive results for small single spots, total mwh spots and total spots in 50
mM exposure concentration. Whereas, Benzyl alcohol demonstrated in balancer-
heterozygous flies (mwh/TM3) positive results for large single spots in 1, 10 and 50 mM
exposure concentrations while Benzoic acid demonstrated either negative or
inconclusive results for all concentrations.

Consequently; high used concentrations of these chemicals which used in this
study did cause formation of the mutation and/or recombination in Drosophila
melanogaster.
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ONSOZ

Besinleri bakteri, kiif, maya bozulmalarindan korumak, raf émriinii uzatmak,
lezzet vermek, dogal renk ve aromayr korumak amaciyla gidalarda birgok gida katki
maddesi kullanilmaktadir. Ancak bu maddelerin insan saglhigini olumsuz yonde
etkiledigi de bir gercektir. Her gegen giin yenileri iiretilerek piyasaya siiriilen gida katki
maddelerinin canlilar {izerindeki zararli etkileri bircok arastirmaci tarafindan
belirlenmeye calisilmaktadir. Bilim adamlari, arastirmalart sonucunda elde ettikleri
bulgular 15181nda bu maddelerin bilingli kullanim1 konusunda ilgilileri bilgilendirmeye

calismaktadirlar.

Gida katki maddeleri, tek basina gida olarak tiiketilmeyen veya gida ham ya
da yardimci maddesi olarak kullanilmayan, tek basina besleyici degeri olan veya
olmayan, secilen teknoloji geregi kullanilan, islem veya imalat sirasinda kalinti veya
tirevleri mamul maddede bulunabilen, gidanin iretilmesi, tasnifi, islenmesi,
hazirlanmasi, ambalajlanmasi, tasinmasi, depolanmasi sirasinda gida maddesinin tat,
koku, goriiniis, yapt ve diger niteliklerini korumak, diizeltmek veya istenmeyen

degisikliklere engel olmak ve diizeltmek amaciyla kullanilan maddelerdir.

Benzil tiirevleri gidalarda ve igeceklerde lezzet vermek amaciyla kullanilan
katkir maddeleridir. Gida katki maddelerinin tiiketimi arttik¢a, bazi rahatsizliklarla olan
baglantilara yonelik bulgular da ortaya ¢ikmistir. Bunlarin i¢inde en sik¢a goriilenleri
egzama, astim, bas agrisi, migren, davranis bozukluklari, uyku problemleri, alerjik
kasimtilar, iirtiker, anjioddem, ishal (6zellikle ¢ocuklarda), hiperaktiflik, depresyon ve
kanserdir. Insan populasyonlar1 arasinda kanserin meydana gelisindeki genis
varyasyonlar, kanser olusumunda cevresel faktorlerin kalitimsal faktorlerden daha
onemli oldugunu gostermektedir. Cesitli mutasyonlar ve mitotik rekombinasyonun da
belirli tip insan kanserlerinin gelisiminde 6nemli rolii oldugu diisiiniiliirse oldukc¢a fazla
kullanim alanina sahip benzil tiirevlerinin somatik mutasyon ve mitotik rekombinasyona

etkileri bakimindan yapilacak caligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Canli sistemde cesitli kimyasallarin etkisiyle hangi genetik hasarlarin ne

kadar olustugunu belirlemek i¢in gerek prokaryotik gerekse dkaryotik model



organizmalar ¢esitli testlerde kullanilmaktadir. Genetik hasarin belirlenmesi i¢in yapilan
testlerin bircogu in vitro kosullardadir. Halbuki in vivo testler organizmanin biitiinliigi
icinde oldugunda daha biiyiik bir 6nem tasimaktadir. Mutasyon ve rekombinasyona yol
acan kimyasallarin belirlenmesinde en yaygin kullanilan in vivo testlerden birisi de
Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)’dir. Bu
calismada, son yillarda genetik calismalarin vazgec¢ilmez materyali ve okaryotik bir
organizma olan meyve sinegi (Drosophila melanogaster) kullamlmstir. In vivo
kosullarda D. melanogaster’de kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi
uygulanarak 4 (dort) Benzil tirevinin mutajenik ve rekombinojenik etkileri

aragtirilmustir.

Calismamiz sonucunda elde edilen bulgularin, gida katki maddelerinin gida
sanayinde kullanilmasmin ve tiiketici tarafindan tiiketiminin bilingli bir sekilde
olmasma yardimci olacagma ve bilim diinyasina katki getirecegine inanilmaktadir.

Yapilan bu ¢aligmanin gelecekte bu konuda yapilacak ¢alismalara 151k tutmasini dilerim.

Bana bu konuda g¢aligma olanagi saglayan, tez konumun belirlenmesinde ve
caligmalarimin yiritiilmesi sirasinda her konuda en igten ilgi, yardim ve destegini
gordiigim ve bu tezin her asamasinda bilgi ve deneyimleriyle beni yonlendiren
Akademik Danisman Hocam Sayin Dog. Dr. Biilent KAYA’ya, yardimlarindan dolay1
Saymm Yrd. Dog¢. Dr. Nuray KAYA’ya, Drosophila kanat somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi konusunda, istatistiksel analizlerde ve tez c¢alismamin her
asamasinda bana yardimci olan Saym Ars. Gor. Serap KOCAOGLU’na, her tiirlii
konuda yardimlarini aldigim Sayin Ars. Gor. Yusuf KURT a, Sayin Ars. Gor. Hiiseyin
CETIN’e, Sayin Ars. Gor. Ozge TUFAN’a ve Biyoloji Anabilim Dali’ndaki calisma
arkadaslarima ve ayrica tez ¢alismamin bagindan beri maddi ve manevi varliklartyla en
zor anlarimda her zaman yanimda bulunan ve bulunacak olan sevgili aileme

tesekkiirlerimi sunarim.

Aralik 2006, Antalya
Esref DEMIR
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1. GIRIS

Beslenme, insanoglunun yasantisinda vazgecilmez 6nemli bir unsurdur. Diinya
tizerindeki her canli bilingli veya bilingsiz beslenme ugrasi vermektedir. Cagimizda
beslenme insanoglu icin sadece karin doyurma olgusu olmaktan ¢ikmis daha bilingli bir
hale gelmistir. Ekonomik gelismeyle birlikte yagsam bi¢imindeki hizli1 degisime paralel
olarak, toplumlarin beslenme sekilleri ve tiiketici beklentileri degismektedir. Tiiketiciler
giivenli ve kaliteli gidalar tiikketmek istemekte ve bu beklentileri karsilamak {izere gida
tiretim zincirinde geleneksel uygulamalar yerini yeni sistemler ve yOntemlere

birakmaktadir.

Gilinlimiizde besinlerin tiretim ve tlketim iligkileri gida katki madde
(GKM)’lerinin kullanimini teknolojik bir zorunluluk olarak ortaya koymaktadir.
Endiistrinin geligsmesi ile besin {iretiminin ve islenmesinin artmasi GKM’lerinin
kullanimin1 da artirmistir. Ev disinda ¢alisanlarin artmasi, beslenme aliskanliklarinin
degismesi, besin hazirlama i¢in az zaman kalmasi veya besin hazirlama i¢in az vakit
harcama istegi yari-hazir veya tamamen ticari olarak hazirlanmig olan besin {iretimini

tesvik etmis, bu da GKM kullanimini kaginilmaz kilmistir (Briggs 1997).

GKM, Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeliginde (Tiirk Gida Kodeksi 16 Kasim
1997): “Tek basina gida olarak tiiketilmeyen veya gida ham ya da yardimci maddesi
olarak kullanilmayan, tek basina besleyici degeri olan veya olmayan, secgilen teknoloji
geregi kullanilan, islem veya imalat sirasinda kalint1 veya tiirevleri mamul maddede
bulunabilen, gidanin iiretilmesi, tasnifi, islenmesi, hazirlanmasi, ambalajlanmasi,
taginmasi, depolanmasi sirasinda gida maddesinin tat, koku, goriiniis, yap1 ve diger
niteliklerini korumak, diizeltmek veya istenmeyen degisikliklere engel olmak ve

diizeltmek amaciyla kullanilan maddelerdir” seklinde tanimlanmaktadir.

GKM’lerin kullamlmasi ile ilgili tarihsel gelismeler incelendiginde, M.O. 3000
yillarinda et iiriinlerini kiirlemede tuzdan yararlamldigi, M.O. 900 yillarinda ise tuz ve
odun tiitsiisiiniin gida saklama yontemleri olarak kullanildiklar1 goriilmektedir.
Ortagaglarda etlere koruyucu amagla tuz ve tiitsliniin yam sira katilan nitratin etin

rengini olumlu yonde degistirmek ve Clostridium botulinum bakterisinin neden oldugu

1



botulizm hastaligini dnlemek amaciyla kullanildig: bilinmektedir. Baharatlardan, M.O.
50 yillarinda lezzet verici olarak yararlanilmistir. Gida boyalar1 ise gliniimiizden
yaklagik 3500 y1l kadar 6nce Misirhilar tarafindan renklendirici amagla kullanilmiglardir.
Yapay boyalarin sentezi ise 1856 yilinda olmustur. Katki maddelerinin 19. yy. daki
kullanimlari, 6zellikle gidalari bozulmalara karsi koruma amaciyla yayginlagsmig olup
glinlimiizde ise bu maddeler gida teknolojisinin vazgecilmez bir parcasini

olusturmuslardir (Altug 1999).

Son yillarda, gida gilivenligi konusunda en ¢ok tartisilan konulardan birisi de her
giin tiikettigimiz gidalarda bulunan katki maddeleridir. Gida katki maddelerini hepimiz
her zaman her yerde tiiketiyoruz. Saglikli beslenmeye 6zen gosterdigini sdyleyen kisiler
bile bir kap meyveli yogurt ya da kuru meyve yerken birtakim kimyasal maddeleri de
beraberinde tiiketiyor. Yaklasik olarak yiyecek ve igeceklerde kullanilan 340 GKM
varken, aroma maddelerinin sayis1 1700 civarindadir (Thomas 1988). Tiirk Gida
Kodeksi Yonetmeligi’'nde cesitli amaglarla kullanilan 300 civarinda GKM yer
almaktadir. Bunlar JECFA (The Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives-Gida Katkilart FAO/WHO Ortak Uzmanlar Komitesi) ve FDA (Food and
Drug Administration-Birlesik Devletler Gida ve Ila¢ Dairesi)’nin ¢alisma sonuglarina

gore diizenlenmistir.

Gida katki maddeleri, gida {iiretiminde 32 degisik amacla kullanilmaktadir
(Kotsonis vd. 2001). Bu kullanim amaglarindan bazilar1 ve degisik GKM’leri agsagida

gosterilmistir.

Bazi Gida Katki Maddeleri ve Kullanim Amaglari:

1.Kaliteyi koruyarak raf 6mriinii uzatanlar (Koruyucular)
a. Antimikrobiyaller (nitrit, benzoik asit, sorbik asit, kiikiirt dioksit)
b. Antioksidanlar (BHA, BHT, propil gallat)

2. Hazirlama ve pisme ozelligini gelistirenler
a. pH ayarlayicilar (asetik asit, propionik asit, kalsiyum karbonat)
b.Topaklanmay1 Onleyenler (magnezyum oksit, magnezyum karbonat, silikon

dioksit)



c. Emiilsiyon yapicilar (lesitin, mono ve digliseritler)

d. Stabilizorler, kivam arttiricilar ( kalsiyum asetat, kalsiyum karbonat)
3. Aroma, lezzet, tad ve renk gelistiriciler

a. Lezzet vericiler (aroma maddeleri)

b. Lezzet arttiricilar (MSG, inositol)

c. Renklendiriciler (tartarazin, kurkumin, annotto, -karoten)

d. Yapay tadlandiricilar (aspartam, sakarin, asesulfam K, neoherperidin DC)

Gida katki maddeleri insanlarin karsilastigi kimyasallar icerisinde ¢ok énemli bir
gruptur. Insanlar bu maddelere dogustan 6liime kadar kendi iradeleri disinda maruz
kalabilmektedirler. Katki maddelerini iceren gidalar1 milyonlarca kisinin tlikettigi
diistiniiliirse, yapilan en ufak hatanin insan saghg ile ilgili biliylik sorunlar yaratacagi
aciktir. Bu nedenle gida katki maddelerinin kullanim izni uluslararasi ve ulusal saglik
kuruluglarinin yogun ve dikkatli incelemesi sonucunda verilir. Besinlere katilacak katki
maddesinin maksimum miktarlarinin belirlenmesi i¢in katki maddesinin ADI
(Acceptable Daily Intake = giinliik alinabilecek miktar) degerinin bilinmesi gereklidir.
Katki maddesinin ADI degeri toksikolojik testlerle saptanir. Calismalar sonunda katki
maddesinin hi¢ bir etkisinin bulunmadigi bir doz elde edilemezse katki maddesinin
besinlere katilmasina izin verilmez. Ancak deney hayvaninda olumsuz etki gostermeyen
bir doz elde edilirse, bu doz “etkisiz doz** veya NOAEL (No Observed Adverse Effect
Level) olarak tanimlanir. Fakat bu doz deney hayvaninin viicut agirliginin kilogrami
basina mg olarak saptanmis bir dozdur ve insandaki etkileri bilinmemektedir. Deneysel
arastirmalar insanlar iizerinde etik nedenlerle yapilamayacagindan, gilivenlik faktori
kullanilir. Giivenlik faktorii genellikle 100°diir. Yani deney hayvaninda higbir etki
gostermeyen dozun 1/100°G insan i¢in gilivenlik faktdrii olarak kabul edilir
(ADI=NOAEL/100). Boylece giinliik alinabilecek miktar, insanin viicut agirliginin
kilogram1 bagina mg olarak belirlenir. Giinlilk maksimum alim ise ADI degeri ile viicut
agirh@inin - carpilmas:  seklinde  saptanir  (Glircan 1993, Renwiek 1995,
http://www.saglikvakfi.org.tr/html/gkmy.asp?id=58).

Son 30 yildir gelismis {ilkeler basta olmak {izere, yiyecek maddelerinde

kullanilan katki maddelerinde tam bir patlama olmustur. Ornegin, sadece ingiltere’de



bir yil i¢inde kullanilan katki maddelerinin toplam agirliginin iki yiiz bin tonu gegtigi
saniliyor. Gida katki maddelerinin tiiketimi arttikca, bazi rahatsizliklarla olan
baglantilara yonelik bulgular da ortaya ¢ikmistir. Bunlarin i¢inde en sik¢a goriilenleri
egzama, kurdesen, astim, bas agrisi, davranig bozukluklari, uyku problemleri, alerjik
kasitilar, trtiker, anjioddem, gastrik rahatsizliklar, ishal (6zellikle cocuklarda),
hiperaktiflik, ve asir1 duyarlilik (hypersensitivity), kanser, depresyon, migren ve benzeri
durumlardir (Giinesli 2000, Kiiciikusta 2003). Kullanilmasina izin verilen gida katki
maddelerinin siirekli olarak alindiginda toksik, genotoksik ve kanserojenik etkiler

gosterdikleri bilinmektedir (Briggs 1997).

Gida katki maddelerinin 6nemli bir grubu olan koruyucularin genotoksik
potansiyele sahip oldugu farkli caligmalarla gosterilmistir. Yapilan bir ¢aligmada,
Ramirez ve arkadaglar1 (2001), gidalarda koruyucu olarak kullanilan sodyum nitrit’in
genotoksik etkiye sahip oldugunu saptamisdir. Kronik uygulamalarda sodyum azid’in
genotoksik etkisinin oldugu da somatik mutasyon ve rekombinasyon (SMART) testi ile
gosterilmistir (Gonzales-Cesar ve Ramos-Morales 1997). Ebringer ve arkadaslari
(1982), iki nitréz madde igeren gida koruyucusunun mutajenik etkisini incelemis ve 5-
NFAA [3-(5-nitro—2-furyl) acrylic acid]’nin mutajenik oldugunu bulmuslardir.
Gidalarda koruyucu amagla kullanilan antioksidanlardan biitillenmis hidroksianisol
(BHA) ve biitillenmis hidroksitoluen (BHT)’in akciger ve karacigerde tlimoére neden
olabilecegi ifade edilmistir (Ertugrul 1998). Diger taraftan yapilan bir baska ¢aligmada
ise, biitillenmis hidroksianisol ve biitillenmis hidroksitoluenin kanserojenik etkiler
gostermedikleri  aksine gidalarda izin  verilen miktarlarda  kullanildiginda
antikanserojenik olabilecegi ifade edilmistir (Williams vd 1999). Besinleri bakteri, kiif,
maya bozulmalarindan korumak, raf démriinli uzatmak, dogal renk ve aromay1 korumak
amaciyla kullanilan koruyucu katki maddelerinden en c¢ok tartigilanlari nitrit ve
nitratlardir. Nitrit ve nitratlar kansere neden olan nitrozaminleri olustururlar. Kanin
oksijen tasima yetenegini azaltirlar (Yurttagiil, 1993). Nitrozaminler genotoksik
karsinojenlerdir. Nitrozamin bilesiklerinden biri olan Nitrosodisiklohekzilamin (N-NO-
DCHA)’in genotoksik potansiyeli V79 Cin kobay hiicrelerinde (V79 Chinese hamster
cells) kardes kromatidlerde parga degisimi (Sister Chromatid Exchange; SCE) testi ile



aragtirtlmistir.  SCE  analizinde, N-NO-DCHA’nin kardes kromatidlerde parga
degisimini uyardig1 bulunmustur (Gebel vd 2001).

Gida katki maddelerinden aroma arttiricilar ise aromayir daha cazip hale
getirmek, orijinal tad ve kokuyu korumak, diizeltmek veya arttirmak amaciyla kullanilir
(Briggs 1997, Thomas 1988). Ohguro ve arkadaslarinin (2002) yaptiklar1 bir ¢alismada,
baz1 gidalarda aroma arttirici olarak kullanilan monosodyum glutamat (MSG; E 621)’1n
gozlere zarar verdigi bildirilmistir. Farelere c¢esitli miktarda monosodyum glutamat
verdiklerinde bu maddenin retinadaki (agtabaka) hiicreleri etkiledigini ve farelerin

gbrme yetenegini azalttigini tespit etmislerdir.

Yapay tatlandirici olarak kullanilan aspartam iizerine yapilan bir ¢alismada ise,
aspartamin; bas agrisi, davranimsal ve bilingsel degisiklikler, duygu durum
degisiklikleri ve duyarli bireylerde alerjik reaksiyonlar gibi bazi yan etkileri
bildirilmistir (Butchko vd 2002). Aspartam’a ait zarar verici etkilerin kaynaginin
formaldehit olusumuna katkisi olabilecegi de belirtilmistir (Trocho vd 1998). Yapilan
diger bir ¢aligmaya bakildiginda aspartam, Salmonella typhimurium TA98 ve TA100
hatlar1 kullanilarak yapilan in vitro mutajenite (Ames) testinde mutajenik degilken,
insan lenfositleri kullanilarak yapilan calismada mikroniikleus olusumunu uyarmistir
(Rencuzogullar1 vd 2004). Mukherjee ve Chakrabarti (1997)’nin yaptiklari bir
calismada bir¢cok gida maddesinde yapay tatlandirici olarak kullanilan Asesulfam-K’nin
in vivo c¢alismalarda genotoksik ve klastojenik potansiyeli degerlendirilmistir.

Asesulfam-K’nin doza bagli olarak klastojenik etki gosterdigi tespit edilmistir.

Katki maddeleri arasinda en c¢ok kullanilanlar1 boya maddeleridir. Cok eski
zamanlardan beri ¢esitli besinlere boya maddeleri katilmaktadir. Boya katki maddeleri
gidalarin goriiniigiinii degistiren ve diizelten maddelerdir. Teknoloji geregi yapilan
islemler sirasinda {iriiniin orijinal rengi kaybolmus olabilir. Islendigi ham maddeden
gelen bir takim renk farkliliklar1 gozlenebilir, depolama sirasinda bir takim renk
kayiplar1 olabilir. Bu gibi sorunlarin 6niine ge¢mek, iirliniin goriiniisiinii diizeltmek,
daha parlak ve c¢ekici renkler elde etmek amaciyla boya katki maddeleri
kullanilmaktadir (Giinesli 2000). Gida boyalarindan tartrazin’in genotoksik etkisi ise
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Drosophila’da somatik mutasyon ve rekombinasyon testi ile arastirilmis ve tartrazinin
hem mutajenik hem de rekombinojenik etkiye sahip oldugu saptanmistir (Niraj vd
1989). Ayrica tartrazin, egzama, migren ve astim gibi asir1 duyarlilik reaksiyonlarina da
sebep olabilmektedir (Ertugrul 1998). Macioszek ve Kononowicz (2004) gidalarda
renklendirici olarak kullanilan Kinolin Sarisi (Quinoline Yellow; E 104) ve Parlak
Siyah (Brilliant Black; E 151)’in genotoksik etkilerini tek hiicre jel elektroforezi teknigi
(Single cell gel electrophoresis=COMET) ve mikroniikleus testleriyle gostermislerdir.

Gida maddesi tretilirken uygulanan bazi teknolojik islemler lezzet kaybina
neden olur. Bu nedenle mevcut tat ve kokunun zenginlestirilmesi ve daha hos ve ¢ekici
hale getirilmesi lezzet maddelerince saglanir. Gidalara lezzet vermek amaciyla benzil
tirevleri kullanilmaktadir. USA’da tiiketilen otuz yedi (37) benzil tiirevinin yillik
toplam miktar1 yaklasik olarak 464,110 kg’dir (NAS 1970, 1982, 1987, Lucas vd 1999).
Gidalara lezzet vermek amaciyla gida katki maddesi olarak kullanilan bu 37 benzil
tiirevinin 30’u gidalarimizda dogal olarak da bulunmaktadir. Ornegin, birgok meyvede
(elma, avokado, bogiirtlen, yaban mersini, kiraz, kavun, erik, cilek), sebzelerde
(enginar, fasulye, lahana, musir, pirasa, mantar, patates, domates), etlerde (sigir eti,
piskin domuz eti, kabuklu baliklar), caylarda ve saraplarda benzil tlirevleri dogal olarak
bulunmaktadir (Maarse vd 1999).

Bu ¢alismada kullanilan benzil tiirevlerinin farkli etkileri in vivo ve in vitro test
sistemleri ile gesitli arastirmalarla gosterilmistir. Test sistemlerinin ve test sistemlerinde
calisilan organizmalarin farkli olmasindan dolay: elde edilen sonuglar negatif, pozitif,
zay1f pozitif ve belirsiz olmak tizere cesitlilik gdstermektedir (Adams vd 2005).

Benzil asetat Ames testi (S. typhimurium 'un TA98, TA100, TA1535 ve TA1537
suslar1 kullanilmistir) ve kromozom hasari testinde negatif sonuglar verirken, fare
lenfoma L5178Y hiicrelerinde ve insan lenfositlerinde somatik mutasyonlari; Bacillus
subtilis H17 ve M45 hatlarinda ise rekombinasyonu indiikledigi yapilan in vitro
genotoksisite ¢caligsmalarda gosterilmistir (Mortelmans vd 1986, Schunk vd 1986, Florin
vd 1980, Galloway vd 1987, Matsouka vd 1996, Caspary vd 1988, Yoo 1986).

Farelerdeki ¢alismalarda karaciger ve onmide tiimorlerinin, erkek siganlarla yapilan



calismalarda ise pankreas asinar hiicre kanserinin yiikseldigi gozlenmistir. Insanlarda
kanserojeniteye ait bir veri elde edilemezken, deney hayvanlariyla yapilan
epidemiyolojik calismalarda ise smirli kanitlar bulunmustur. Bu kanitlar karaciger
kanserindeki artig, 6zellikle adenoma ve dnmidenin skuamous hiicre neoplazmalaridir
(NTP, 1986). In vivo yapilan ¢alismalar 6rnegin Drosophila da eseye bagl resesif letal
mutasyon testi (SLRL), mikroniikleus testi ve kardes kromatid degisikligi testinde
negatif sonuclar elde edilmistir (NTP 1993 a, Foureman vd 1994, Shelby vd 1993).

Benzoik asit Ames testinde (S. typhimurium TA97, TA98, TA100, TA1535 ve
TA1537 suslart kullanilmistir) negatif sonuglar gostermesine karsin, B. subtilis H17 ve
H45 hatlarin1 kullanilarak yapilan rekombinasyon testinde rekombinasyonu uyarmaistir.
Cin kobaylarinin fibroblast hiicreleri (Chinese hamster fibroblast cells) kullanilarak

yapilan kromozom hasar1 testinde ise kromozom hasarlarini artirdigir goézlenmistir

(Zeiger vd 1988, Rapson vd 1980, Nonaka 1989, Ishidate vd 1984).

Benzil alkol ile ilgili yapilan calismalarda ise, in vitro Ames testinde (S.
typhimurium TA98, TA100, TA1535, TA1537 ve TA1538 suslarinda) negatif sonuglar
vermistir. /n vitro bir galisma olan rekombinasyon testinde B. subtilis H17 ve M45
suslarinda rekombinasyonu indiiklemistir. Cin kobaylarinin yumurtalik hiicreleri
kullanilarak yapilan kromozom hasar1 testinde kromozomlarda hasarlara neden olurken,
kardes kromatid degisikligi testinde ise, Cin kobaylarinin yumurtalik hiicrelerinde zay1f
pozitif etkiler gostermistir (Heck vd 1989, NTP 1989, Yoo 1986, Anderson vd 1990).
Diger taraftan, Drosophila’da eseye bagh resesif letal mutasyon testi ve fare kemik iligi
hiicreleri kullanilarak yapilan mikroniikleus testinde negatif sonuglar vermistir

(Foureman vd 1994, Hayashi vd 1988).

Benzaldehit ise, in vitro’da fare L5178Y lenfoma hiicrelerinde somatik
mutasyonlari, Cin kobay hiicreleri kullanilarak yapilan kromozom hasar1 testinde
kromozom bozukluklarmi indiiklemistir (McGregor vd 1991, Sofuni vd 1985). In vivo
da ise Drosophila’da eseye bagl resesif letal mutasyon testinde negatif sonug vermistir

(Woodruff vd 1985). Sicanlarla yapilan toksisite caligmalarda Benzaldehit uygulanan



siganlarda bobrek tiibiiler epitelyal dejenerasyonu, karaciger dejenerasyonu, 6n mide de

hiperplazi, hiperkeratoz ve beyincikte nekroz gézlenmistir. (NTP, 1990 a, b).

Kullanim alanlarinin  fazla olmasi, benzil tiirevlerinin genotoksikolojik
etkilerinin daha ayrintili olarak bilinmesi geregini dogurmustur. Giiniimiizde ¢esitli
organizmalar kullanilarak genotoksisite caligmalar1 yapilmaktadir. Genetik toksisite
calismalarinda kullanilan test sistemlerinin her biri farkli genetik kusurlar1 tespit etmek
amaciyla gelistirilmistir. Gen mutasyonlarinin taranmasinda bakteriyel test sistemleri
(Mortelmans ve Zeiger 2000, Ruiz ve Marzin 1997), in vitro memeli hiicre kiiltiirleri
(Mortelmans ve Zeiger 2000) ve okaryotik maya ile Drosophila test sistemlerinin
kullanilmast onerilirken kromozom hasarlarinin belirlenmesinde in vitro sitogenetik
testler, in vivo kemirgen kemik iligi kromozom hasar1 ve mikroniikleus testleri,
dominant letalite testi ve germ hiicre kromozom aberasyon testlerinden

yararlanilmaktadir (Brusick 1987).

Okaryotik bir organizma olan Aspergillus nidulans genetik testlerde cok yaygin
olarak kullanilan bir model organizmadir. Fungal genetik sistem, kromozom kayb1 ve
ayrilmama, mitotik krossing-over ve belirli tip kromozom hasarlarinin belirlenmesinde
hassastir (Crebelli vd 1986). Bitkilerin model organizma olarak se¢ildigi testlerde mitoz
ve mayoz bdlinmeler sirasinda olusan mutasyonlar tespit edilebilmektedir
(Povolotskaya 1961, Evans ve Scott 1964, de Serres ve Shelby 1978, Constain ve
Owens 1982). Ancak bu ¢aligmalarda bitkilerin model organizma olarak kullanilmasi
nedeniyle, ¢esitli kimyasallarin hayvanlar lizerindeki etkilerini tespit edebilmek igin
hayvansal hiicrelerin kullanilmas1 diisiincesi 6n plana ¢ikmistir. Bu nedenle, bitkilerle
yapilan testler hayvanlarin degisik hiicreleri kullanilarak yapilmaya baglanmigtir. Bu
amacla bu testlerden kromozom bozukluklari, mikroniikleus olusumu ve kardes
kromatidlerdeki par¢a degisimi testleri birgok arastirmaci tarafindan yillardir
kullanilmaktadir (King ve Lunford 1950, Paton ve Allison 1972, Kroda vd 1992, Zhong
vd 1992, Vaglenov ve Karadjov 1997, Vaglenov vd 1997 a, b, ¢). Ancak bu testlerin
diger birgok mutasyon testleri gibi in vitro kosullarda yapiliyor olmasi arastirmacilari bu
testin, Okaryotik canlilarda in vivo kosullarda yapilan testlerle desteklenmesine

yoneltmistir. In vitro testlerde izole edilmis olan hiicreler ya dogrudan ya da belli bir



siire kiiltiir ortaminda ¢ogaltildiktan sonra teste tabi tutulmaktadir. Bu izole edilmis
hiicreler birbirlerinden bagimsiz olarak iiremektedirler. /n vitro kosullardaki hiicrelerin
birbirleriyle olan iletisimleri in vivo kosullardaki gibi degildir. Bu konudaki problem, in
vitro sistemlerin in vivo’daki karmagsik diizenleyici, sinerjetik ve antagonistik
sistemlerin kendi aralarindaki diizenlerini yansitmamalaridir. Bu nedenle de in vitro
calismalarin sonuclar1 in vivo kosullarda yapilan calismalarin sonuclarindan farkli
olabilmektedir. Bu yiizden son yillarda mutajenik etkilerin saptanabilmesi i¢in in vivo
kosullarda yapilan Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi ¢cok
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu test cesitli genetik hasarlar1 ayni anda

saptayabilmesi acisindan da 6nemli bir avantaj saglamaktadir.

Son yillarda yapilan bir¢ok c¢alisma, insan hastaliklarinda Drosophila
melanogaster’in model organizma olarak kullanilmasini desteklemektedir. Bir canlida
bir kimyasalin genotoksik etkilerini belirlemede kullanilan testlerin bazilari igin sirke
veya meyve sinegi olarak da bilinen D. melanogaster en sik bagvurulan bir model
organizmadir. D. melanogaster'in bu testler i¢in kullanilmasi1 1927'de Miiller'in eseye
bagli resesif letal mutasyon testini bulmasiyla baglamistir (Miiller 1927). Drosophila'nin
mutajenite testlerinde tercih edilmesinin nedenleri; dkaryotik bir organizma olmasi,
laboratuvar kosullarinda kii¢iik bir habitatta yasayabilecek biiyiikliikte olmasi,
jenerasyon sliresinin 9-11 giin gibi kisa bir siire olmasi, ¢ok sayida yavru dél meydana
getirebilmesi, kolay ve ucuz beslenebilmesi, biyoaktivasyondan sorumlu enzim
sistemlerinin memelilerin enzim sistemleriyle biiylik benzerlik géstermesi ve dkaryotik
bir canlida in vivo ¢aligma olanagi vermesi seklinde siralanabilir (Valencia vd 1984,
1989, Kaya 2000, Falakali 1990). Sinek proteinlerinin yaris1 memeli proteinleri ile
dizilim benzerligi gostermektedir. Drosophila genom dizi analizi, insan hastaliklarinda
belirlenen genlerin % 60’1ndan fazlasinin Drosophila ortologu oldugunu gostermistir.
Boylelikle; insan hastaliklarinda mutasyon, amplifikasyon veya delesyon ile degisime
ugrayan 287 civarinda gen Drosophila ortologudur. Kanser, norolojik hastaliklar,
metabolizma bozukluklari, yapisal bozukluklar1 ve renal hastaliklar1 belirleyen genlerin

bliyiik olasilikla Drosophila’da kopyalart mevcuttur (Bernards ve Hariharan 2001).



Drosophila ve insan hiicre dongilerinin ve diizenleyici yollarimin benzerligi
tiimorgenezis esnasinda ¢ogalma siireci ¢alismalarinda bir model olarak hizmet eder.
(Potter vd 2000). Drosophila imajinal disklerinin biyolojik 6zellikleri, kansere hassas
birgok memeli hiicresi ile benzerdir. Imajinal diskler ergin sineklerde birgcok yapiy1
olusturan ozellesmis epitel hiicre keseleridir. Bu diskler tek hiicre tabaka yapisindadir.
Larval evrede ¢ogalarak karakteristik morfolojiye sahip olgun diskleri iiretirler ve ergin
bireylerde farklilagirlar. Cogalmaya ve farklilasmaya giden 6zellesmis epitel hiicreleri
diploittir ve memeli hiicrelerindeki hiicre dongiisiine benzer hiicre dongiisiine sahiptirler
(G1, S, G, ve M sathalarini igerirler). Sinek ve memeli hiicre dongiisiindeki benzerlik
sadece genel organizasyon seviyesi ile sinirli degildir. Ayrica molekiiler seviyede de
korunma vardir. Geligimsel siklinler (A-, B- ve E- tip) ve onlarin siklin bagimli kinaz
partnerleri sinek ve insan arasinda oldukc¢a korunmustur (Potter vd 2000). Bu amagla
Drosophila biyolojisi kanser arastirmalarinda 6nemli bir model saglar. Potter vd (2000),
1916°da Drosophila modern biyolojinin bircok konusundaki caligmalarda en popiiler
model organizmalardan biri olmadan 6nce Bridges ve Stark’in ilk defa sineklerin de
tiimor olusturduklarini ileri siiren mutant larvalarda melatonik tiimor benzeri graniilleri

kesfettiklerini bildirmektedirler.

Miiller’in 1927°de eseye bagl resesif letal mutasyon testini bulmasiyla
genotoksikolojik c¢alismalarda D. melanogaster kullanilmaya baglanmistir (Miiller
1927). Bu test cevresel kimyasallarin taranmasinda oldukca hassastir. Ayni1 zamanda
erkek esey hiicrelerinde nokta mutasyon ve kiiciik delesyonlarin taranmasina da hizmet
etmektedir (Kumari ve Krishnamurthy 1986). Drosophila c¢alismalar1 kimyasalin
mutajenik yanit1 ve kanserojenik aktivitesi arasinda iyi bir iliski kurar (Batiste-Alentorn
vd 1995). Drosophila somatik dokularinda genetik degisimlerin belirlenmesi i¢in ¢esitli
kisa donem mutasyon caligmalar1 gelistirilmistir. Ozellikle meyve sineginin farkl

imajinal disk hiicreleri kullanilarak ¢esitli testler yapilmaktadir.

D. melanogaster’in imajinal disklerinden faydalanilarak yapilan bir diger
calisma da kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testidir (SMART). 1984 yilinda
Graf ve arkadaglar tarafindan gelistirilen D. melanogaster kanat somatik mutasyon ve

rekombinasyon testi sayesinde elektronegatiflik ile genotoksisite arasindaki iligkinin
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arastirilmast  (Rozenkranz ve Klopman 1996), herbisitlerin (Kaya vd 2000),
fungusitlerin (Osaba vd 2002, Rahden-Staron 2002), cevre kirleticilerin (Amaral vd
2005, 2006), kanser tedavisinde kullanilan ilaglar (Lehmann vd 2003), antiviral, anti-
kanser ve anti-depresant ilaglarinin (Frei vd 1992, Marec ve Gelbic 1994, van Schaik ve
Graf 1991, Kocaoglu 2004), alkilleyici ajanlarin (Goto vd 1999, Olvera vd 2000), ugucu
yaglarin (Idaomar vd 2002, Munerato vd 2005), anti-parazitik nitrofuranlarin (Alonso-
Moraga ve Graf 1989), 6karyotik topoizomeraz inhibitorlerinin (Frei ve Wiirgler 1996)
ve bazi insektisitlerin (Osaba vd 1999, Batiste-Alentorn vd 1995) mutajenik ve
rekombinojenik etkilerinin arastirilmasi gibi yapilan bazi c¢alismalar yogun olarak
kullanilmaktadir. Ayrica son yillarda, olusturulan 06zel hatlar sayesinde tamir
bozukluklarinin saptanmasi (Graf vd 1990) ve kimyasallarin par¢alanma {iriinlerinin
mutajenik ve rekombinojenik etkileri (Guzman-Rincon ve Graf 1995) gibi yeni
calismalar da yapilmistir. Cesitli grup kimyasal bilesiklerin yapi-aktivite iligkisinin
calisilmast i¢in de kullanislt bir testtir (Graf 1995). Drosophila, biyoaktivasyondan
sorumlu enzim sistemleri memelilerinkine benzeyen bir organizma oldugu icin cesitli
kimyasallarin yanit sira bu kimyasallarin parcalanma {irlinlerinin mutajenik ve
rekombinojenik etkilerinin arastirilmasinda (Guzman-Rincon ve Graf 1995) da
elveriglidir. Kullanilan 6zel genetik hatlar sayesinde kimyasalin sadece mutajenik etkisi
degil ayn1 zamanda rekombinojenik etkisi hakkinda da bilgi sahibi olunabilmektedir
(Kaya vd 2006). Ayrica yine Graf ve Schaik (1992) tarafindan gelistirilen yiiksek
metabolik aktiviteye sahip hatlarin bu testte kullanilmasiyla genotoksik bir maddenin
genotoksisitesinin dogrudan kimyasalin kendisiyle mi yoksa biyoaktivasyon sonucu

olusan parcalanma iirlinleriyle mi oldugu bulunabilmektedir (Kaya 2000).

Benzil tlirevleri ile yapilan in vitro ve in vivo genotoksisite caligmalar
hakkindaki verileri celiskilidir. Ornegin, Benzil alkol, L5178Y fare lenfoma hiicreleri
kullanilarak yapilan mutasyon testinde mutasyon olusumunu indiiklerken, E. coli WP2
uvrA kullanilarak yapilan bir bagka mutasyon testinde ise negatif sonuclar vermistir.
(NTP 1989, Kuroda vd 1984b). Benzaldehit, Cin kobay yumurtalik hiicreleri
kullanilarak yapilan kardes kromatid degisikligi testinde pozitif sonuglar verirken
(Galloway vd 1987), Sasaki ve arkadaslarinin (1989) ayni test ile yaptiklar1 bir bagka

calismada ise Benzaldehit’in kullanilan derisime bagli olarak negatif sonuglar verdigi
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tespit edilmistir. Oda ve arkadaslarinin (1979) yaptiklar bir calismada, Benzil asetat B.
subtilis H17 ve M45 hatlar kullanilarak yapilan rekombinasyon testinde negatif sonug
verirken, ayni testi kullanarak yapilan baska bir c¢alismada ise Benzil asetat

rekombinasyonu uyarmistir (Yoo 1986).

Son yillarda gerek biitiin diinyada gerekse iilkemizde gida katki maddelerinin
cok yogun olarak iiretilmesi ve kullanilmasi bu kimyasallarin genotoksikolojik
etkilerinin daha ayrintili olarak bilinmesi geregini dogurmustur. Benzil tiirevlerinin
genotoksik islevleri ile ilgili fazla veri bulunmamakta ve bu konudaki eldeki verilerde
celigkilidir. Bu nedenle bu ¢alismada yiyecek ve iceceklerde yaygin olarak kullanilan
benzil tiirevlerinden; Benzaldehit, Benzil asetat, Benzil alkol ve Benzoik asit’in, D.
melanogaster’de kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi kullanilarak

mutajenik ve/veya rekombinojenik etkileri arastirilmistir.

12



2. MATERYAL VE METOD

Bu calismada, 4 farkli benzil tlrevinin D. melanogaster hatlarinda
genotoksikolojik etkilerini saptamak iizere kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon

testi (SMART) kullanildi.

Bu test transheterozigot larvalarin kanat imajinal disk hiicrelerinde olusan
genetik degisimlerin fenotipte gozlenmesi esasina dayanir (Graf vd 1984, 1989).

Genetik degisimlerin fenotipte gozlenebilmesi i¢in Drosophila melanogaster’de mwh

(multiple wing hair) ve ﬂr3 (flare) genleri belirleyici (marker) gen olarak kullanilmistir.

D. melanogaster kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testinin
basamaklar1 sematik olarak sekil 2.1°de gosterilmektedir. D. melanogaster’in tigiinci
kromozomu iizerinde bulunan belirleyici genlerdeki degisimler; hazirlanan kanat
preparatlarinin 151k mikroskobu yardimiyla 10X40 biiyiitmede incelenmesi ile mutant

klonlar olarak saptanabilmektedir.

2.1 Drosophila melanogaster’in Yasam Dongiisti

Diptera ordosundan tam baskalasim gosteren (holometabol) bir bdcek olan
Drosophila, diploid kromozom sayisina sahiptir ve dort ¢ift kromozom tasimaktadir

(Rothwell 1993).

Laboratuvar calismalarinda kullanilan Drosophila melanogaster —genetik
aragtirmalar i¢in iyi bir model organizmadir. Drosophila, dkaryotik bir sistem olmasi,
calismalarin in vivo ortamlarda gerceklestirilmesi, kisa hayat dongiisii ve yiiksek {ireme
oranindan dolay1 tercih edilen bir model organizma haline gelmistir. D. melanogaster’in
genetik ¢aligmalar icin model organizma olarak kullanilmasi ilk defa 1909 yilinda

Morgan tarafindan 6nerilmistir (Falakal1 1990).
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mwh + + n i3 4
i H—1 i H—
l
| H— I H—
mwh + + X + + Bd
YUMURTA TOPLAMA
72 SAAT

72 SAATLIK TRANSHETEROZIGOT LARVALARA BENZIL
TUREVLERININ UYGULAMASI

mwh + + mwh + +
i H— | H—
l
—— ———f
+ + Bd + 3+
mwh/Bd® Genotipli Serrat
Kanatlar

mwh/flr* Genotipli Normal
Kanatlar

testinin sematik olarak gosterilmesi

MIKROSKOBIK ANALIZ
NOKTA MUTASYON, SOMATIK
DELESYON ve SOMATIK REKOMBINASYON
REKOMBINASYON
Kigiik Tek Tip Biiyiik Tek Tip Biiyiik Tek Ikiz Klonlar
Klonlar Klonlar Tip Klonlar
mwh(1-2 hiicre) mwh(>2 hiicre) fir’
Sekil 2.1. Drosophila melanogaster’ de kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon
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Ideal yasam kosullar1 olan 25 °C ve % 60 bagil nem ortaminda olgunlasma
siireci 9—11 giin olan Drosophila’nin yasam dongiisii sekil 2.2°de sematik olarak

gosterilmistir.

Drosophila’nin gosterdigi baskalagim evreleri ve bu evrelerin siireleri 25 °C de

asagidaki gibidir.

Embriyonik gelisim: 1 glin
Birinci larval evre (L1): 1 glin
Ikinci larval evre (L2): 1 giin
Ucgiincii larval evre (L3): 2 giin
Prepupa evresi: 4 saat
Pupa evresi: 4.5 giin
Yetiskin evresi: 40-50 giin

Pupadan ilk c¢iktiklarinda viicut uzun ve acik renkte, kanatlar kisa ve kivrik
gorliinlimlii bir durumdadir, ilerleyen bir ka¢ saat i¢inde yeni ¢ikan bireyler normal
goriinimlii ergin bireyler halini almaktadir. Ergin bireylerin ortalama yasam siireleri
40-50 giin arasinda olmasina karsin 80-90 giin yasayan bireyler de gézlenmistir (Graf

vd 1992).

Drosophila’nin erkek bireyleri pupadan ¢iktiklarinda eseysel olgunluga erismis
durumdadir. Ancak disi bireylerin eseysel olgunluga erismesi i¢in 612 saat gibi bir
zamanin gecmesi gerekmektedir. Bu donemdeki disi bireyler heniiz doéllenme
yeteneginde degildirler. Bu yiizden virjin olarak adlandirilirlar ve ¢aligmalarda bu virjin

disiler kullanilmaktadir.
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Disi Erkek

Pupa

Drosophila melanogaster in Hayat
Dongiisii

1. evre larva

2. evre larva

3. evre larva

Sekil 2.2. Drosophila melanogaster’in yasam dongiisii
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Genellikle 2.1-2.2 mg agirliginda olan iiglincii larva evresinde olan bireyler
yasama ortamlarinda kuru bir yer bularak pupa evresine gecerler (Ashburner 1989,
Wiirgler ve Vogel 1986). Pupa igerisinde imajinal disk hiicrelerinin bdliinerek
cogalmasindan sonra metamorfoz gegirerek olusan ergin bireyler pupa kilifin1 st
kismindan yirtarak ¢ikmaktadirlar. imajinal disk hiicrelerinin larvadaki pozisyonlari ve

sayilart Sekil 2.3’de goriilmektedir.

EBubkalkicom
Frowial (alm)plakast \

fmajiral
dishler e laboom

Sytety

(Kl

Eacah:

Crosophila
larorasi

Sekil 2.3: Imajinal disk hiicrelerinin larvadaki konumlar1 (Markert ve Ursprung 1977)
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2.2 Kullanilan Hatlarin Genetik Yapisi

Kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testinde kullanilan hatlar, {igiincii
kromozomlar1 iizerinde iki belirleyici gen tasimaktadirlar. Calismada kullanilan
bireylerin genetik yapisi asagidaki gibidir (Lindsley ve Zimm 1992, Garcia-Bellido ve
Dapena 1974, Lindsley ve Grell 1968).

-  mwh/ mwh
- flr3/In BLR) TM3, rip " sep bx > e “Bd®
- kisaca;

- flr3/TM3, Bd® olarak gosterilmektedir.

Normal kanatlarda killar diiz ve uzun bir yap1 gosterirken flare (flr 3—38.8)
geninde kanat killar1 kisa, kalin ve sekilsizdir (Sekil 2.4). Mwh (multiple wing hair, 3—
0.3) geni ise aym hiicreden tek bir kil yerine {i¢ veya daha fazla sayida kanat kilinin

cikmasiyla kendini gostermektedir (Sekil 2.4) ( Kaya 2000).

J
4 b) U N

® hé \ﬂd vl RY; ;—“ﬁ"” ;d" IM de

. -i‘.] ;J -y, ‘
g 4.7+ / & /
< P * i

Sekil 2.4. Kanat trikomlarinin goriinimii a) normal b) farklilasmig fakat ne flare ne de

mwh olarak siniflandirilmayacak trikomlar ¢) mwh trikomlar d) flare genotipe

ait trikomlar
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Flare geni homozigot halde iken embriyonik evrede letal etki gostermektedir
(Sekil 2.5). Bireyleri, bu letal etkiden korumak i¢cin TM3 dengeleyici kromozomu
kullanilmaktadir. Dengeleyici kromozom, letal etkisinden korunmak istenen genin
bulundugu homolog kromozomlardan birinde bulunur. Ayrica dengeleyici kromozom

rekombinasyonu baskilayarak mutasyon ve rekombinasyonun birbirinden ayrilmasini da

saglamaktadir.
+ fir 3 + + fir 3 +
} Ho—1 } o—
L L L x 1 1 1
T e % 1 o— S
+ + Bg + + Bd-
5 5
+ fir 3+ + fir3 + + + Bd + + Bd
I H—t t H— i *—t t {*—i
t to— ; to—— t {8— ; 18—t =
+ flr 3. + + Bd : + ilr 3 + 5 + od
__———-——"'-.'HJ
Letal — S Letal
Yagayan hireyler

Sekil 2.5. Flr’ / TM3, Bd® bireylerindeki homozigot letal etkiler

Normal fenotipteki kanatlarin kenarlar1 diizgiin bir yap1 gosterirken, Bd®
(Beaded Serrat) genini tasityan bireylerde kanat kenarlar1 diizgiin degildir (Sekil 2.6).
Homozigot halde letal etki gosteren dominant Bd® geni, TM3 dengeleyici
kromozomunun iizerinde yer alir ve boylelikle TM3 dengeleyici kromozomuna sahip

bireyler kanat fenotiplerinin incelenmesiyle diger bireylerden kolaylikla

ayrilabilmektedir.
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Normal Serrate

Sekil 2.6. Dengeleyici kromozom tagimayan normal ve dengeleyici kromozom tasiyan

Bd® bireylerinin kanat fenotipleri

Ucgiincii kromozomun en biiyiikk kromozom olmasi ve belirleyici genler
arasindaki mesafenin de olduk¢a uzak olmasi gerek rekombinasyonun ve gerekse
mutasyonlarin biiyiik bir aralikta incelenmesi agisindan bir avantaj olusturmaktadir. Bu
calismada kullanilan genetik hatlarin tasidigt TM3 dengeleyici kromozomu c¢aligmada
belirleyici olarak kullanilan fIr, mwh ve Bd genleri ile birlikte Drosophilamin iiglincii
kromozom iizerinde bulunmaktadir (Sekil 2.7) ve bu kromozom iizerindeki

rekombinasyonlarin baskilanmasi a¢isindan 6nemlidir.

Sentromer
mwh flr Bd

0.3 388 477 919

Sekil 2.7. Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testinde kullanilan

belirleyici genlerin li¢lincli kromozom tizerindeki yerlesimleri
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2.3. Drosophila Hatlarmn Kiiltiirii

Drosophila melanogaster’ler, ideal yasam kosullarmma (25 °C ve % 60 bagil
nemde) sahip 6zel iklim odasinda standart Lewis besin ortaminda (Lewis ve Bacher
1968) kiiltiire alinmaktadir. Ayrica iklim odasinin aydinlatmasi 12 saat aydinlik, 12 saat

karanlik olacak sekilde ayarlanmistir. Standart Lewis besin icerigi asagidaki gibidir;

v/ Misir unu 104 g
v" Seker 94 ¢

v' Maya 19¢g

v’ Agar 5-6¢g
v Asit karigimi 6 ml

v Distile su 1020 ml

Besin ortamindaki asit karisiminda Propionik asit (Merck), Ortofosforik asit
(Carlo Erba) ve distile su bulunmaktadir. Bu asit karigimi besinin kontamine olmasini
engellemek amaciyla kullanilmaktadir. Aksi halde besin, yumurta verimini ve bireylerin

gelisimini olumsuz yonde etkileyen fungus ile kontamine olmaktadir.

Asit hari¢ diger maddelerin karistirilmasiyla olusan solusyonun ates ilizerinde
karistirilarak kaynamasi saglandi. Karisim kaynamaya bagladiktan sonra kisik ates
tizerinde 1-2 dakika daha kaynatildi ve atesten indirilerek asit karigimi eklenerek asitin
esit olarak dagilmasi icin iyice karistirildi. Hazirlanan bu standart Drosophila besini
sigelere yaklagsik olarak 1-1.5 cm kalinliginda dokiildii ve siselerin agizlari kurutma
kagitlariyla kapatilarak kurumaya birakildi. Hazirlanmig olan besinler yeterince
kuruduktan sonra (yaklagsik 1-2 giin) yeterli sayida dollenmemis disi toplayabilmek igin
kiiltiir zenginlestirildi. Kiiltiir iklimlendirilmis kiiltiir ortaminda 25 + 0.5 ° C de % 60

bagil nem ortaminda 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik olan ortamda yetistirildi.

Kiiltiire alinan bireyler kuru olan besin {izerine yumurta birakirlar. Bir giin sonra
yumurtalar agilir ve larvalar besin icerisinde beslenmeye baslarlar. Yumurtadan ¢ikip
pupa olusturuncaya kadar larvalarda gozle goriiliir bir biiyiime gozlense de, imajinal

disk hiicreleri hari¢ diger larval hiicrelerde boliinme gézlenmez. Hiicreler sadece boyut
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olarak biiylime yoluna gitmektedirler. Larvalar {iglincli evreye ulastiklarinda yasama
ortamlarinda kuru bir yer bularak pupa evresine gegerler (Ashburner 1989, Wiirgler ve
Vogel 1986). Pupa icerisinde imajinal disk hiicrelerinin boliinerek ¢ogalmasindan sonra

metamorfoz geciren bireyler ergin bireyler hale gelerek pupadan disar1 ¢ikmaktadirlar.

2.4. Deney Gruplan

Bu ¢alismada, yiyecek ve igeceklere lezzet vermek amaciyla gida katki maddesi
olarak siklikla kullanilan Benzil tiirevlerinin secilmesine dikkat edilmistir. Benzil
tirevlerinden Benzaldehit, Benzil asetat, Benzil alkol ve Benzoik asit olmak {izere

toplam 4 kimyasalin mutajenik ve rekombinojenik etkileri ¢calisilmistir.

Yapilan ¢aligmada kimyasallarin ¢6ziindiigli ve genotoksik etkisi olmayan distile
su negatif kontrol grubu olarak secilmistir. Ayrica test sistemimizin ¢alistigindan emin
olmak i¢in mutajenik etkisinin oldugunu bildigimiz EMS de pozitif kontrol olarak

kullanilmistir.

Calismada kullanilan biitiin Benzil tiirevlerinin isimleri, kimyasal yapilar1 ve

dahil olduklar1 gruplar Cizelge 2.1.’de gosterilmektedir.
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Cizelge 2.1. Calismada kullanilan Benzil tiirevleri

Kimyasal adi (Grubu), CAS no.
Saflik Derecesi Kimyasal Yapist

BENZALDEHIT )
Benzenecarboxaldehyde; Benzoic aldehyde

100-52-7
% 99

BENZIL ASETAT 0

% 99.7 g/\

BENZIL ALKOL

Benzenemethanol
100-51-6

% 99

H
Acetic acid benzyl ester J-I\
140-11-4 0
OH

BENZOIK ASIT

L]

Benzenemethanoic Acid; Carboxybenzene

65-85-0
% 99.5
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2.5. Transheterozigot Larvalarin Elde Edilmesi

Bu calismada; mwh / mwh ve flr’ / TM3, Bd ° genetik yapili bireylerin

caprazlanmast ile elde edilen transheterozigot larvalar kullanildi. Yapilan ¢aprazlama

asagidaki gibidir.

© flr’ / TM3, Bd® X & mwh / mwh

flr’ / TM3, Bd® hattinin yiiksek yumurta verimine sahip olmasi nedeniyle

caprazlamada disi bireyleri tercih edilmistir.

Transheterozigot larvalarin elde edilebilmesi i¢in ddllenmemis disi bireylerin
kullanilmast gerekmektedir. Bunun icin de 4’er saat araliklarla pupadan ¢ikan disi
bireyler toplanarak yeni bir besin ortamina alindilar. Bireylerin yasi iireme verimi
tizerinde etkili oldugundan, iireme verimliligi i¢in en ideal yas olan 3—7 giinliik bireyler
tercih edildi. Ayrica yeterli miktarda transheterozigot larvanin elde edilebilmesi i¢in her
siseye ortalama 40 & ve 40 Q olacak sekilde birey konularak ¢aprazlama yapildi ve bu
bireyler en az bir gin aynmi ortamda birakilarak dollenme ve embriyogenezin
gerceklesmesi saglandi. Daha sonra bireyler yeni bir besin ortamina alinarak 8 saat
boyunca yumurta birakmalar1 saglandi. Boylece ayni larval evrede olan transheterozigot
larvalar elde edilmis oldu. Ayni bireyler yumurta toplama islemi i¢in defalarca
kullanildi. Larvalarin elde edilebilmesi i¢in yapilan c¢aprazlama sekil 2.8.’de

gosterilmektedir (Graf vd 1984, 1989, Schaik ve Graf 1991).
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mwh  + i + fir3 +
. }o—i e —
; X I ! :I
: !. T S
mwh s + + + Bd
mwh + + mwh + +
—to—| ——
} ro—t —_—t
+ fir 3 + 4 4 Bd S
TRANSHETEROZIGOT CEHMGELENIG HETEROZIGOT

Sekil 2.8. Dengelenmis heterozigot mwh/Bd® ve transheterozigot mwh/flr3 bireylerin
elde edilebilmesi i¢in mwh/mwh ve flr’/TM3, Bd® bireyleri arasindaki
caprazlamalar

2.6. Benzil Tiirevlerinin Uygulanmasi

Calismada, genotoksik etkilerinin test edilmesi i¢in 4 Benzil tiirevinin 6 farkl

derigimi (0.1, 0.5, 1, 10, 25 ve 50 mM) kullanildu.

Imajinal diskler, larval gelisim periyodu boyunca siirekli mitotik bdliinme ile
biiyiiyen hiicrelerdir. Kanat imajinal disk hiicreleri, birinci larval evrede yaklagik 50—
100 kadardir. Ugiincii larval evrede (72 saatlik larva) bu say1 yaklasik 24.400’e
ulagmaktadir (Graf 1995). Geng larvalarda olusan klonlar say1 bakimindan azdir fakat
bunlar oldukga biiyiik klonlardir. Larval gelisim esnasindaki siirekli hiicre ¢ogalmasi,
imajinal disklerdeki hedef hiicre sayisinin artmasina neden olur. Bdylece mutajen
uygulanan larvanin yasmin artmasi ile birlikte klon indiiksiyon frekansinin artmasi
beklenir. Artan klon sayisinin aksine olusan klonlarin biiyiikliikleri geng larvalara gore
daha kiigiiktiir (Graf 1995). Bu yiizden Graf (1995), kanat somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi i¢in mutajen uygulanmasinda en uygun zamanin 72. saat oldugunu

bildirmektedir.
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Sekiz saat boyunca toplanan dollenmis yumurtalardan g¢ikan larvalar iiglincii
larval evreye ulastiginda (72 saat sonra), besinler musluk suyu altinda yikanarak larvalar
ince gozenekli metal elekten gecirilerek ayrildi. 72 + 4 saatlik larvalarin uygulama
ortam1 olarak kullanilan plastik tiipler icerisine birer 6l¢ii (~ 4.5 gr) hazir Drosophila
besini (Drosophila Instant Medium) (Formula 4-24, Carolina Biological Supply Co.,
Burlington, NC, ABD) konuldu ve besinler uygulamadan hemen Once hazirlanmis
kimyasal derisimlerinin 9 ml’si ile nemlendirildi. Her bir tiip i¢erisine musluk suyu
altinda ayrilan larvalardan 1-2 spatiil dolusu (yaklasik 100 larva) konuldu ve tiiplerin
agizlar1 siinger tikaglarla kapatildi. Kimyasal uygulanan tiipler 25 + 0.5 °C’deki
inkiibatore (Sanyo) konuldu. Bdylece larvalarin, 48 saat siiresince ortama konulan
benzil tiirevleri ile nemlendirilmis hazir besinle beslenerek kronik olarak kimyasala

maruz kalmalar1 saglandi.

Caligilan her bir derigim i¢in hem normal ve hem de serrat kanatli bireylerden
tesadiifi olarak 40 birey (80 kanat) secilerek kanat preparatlar1 hazirlandi. Her bir
derisim i¢in 80 kanadin istatistiki degerlendirmeler i¢in yeterli oldugu Frei ve Wiirgler

(1995) tarafindan belirlenmistir.

2.7. Ergin Bireylerin Toplanmasi ve Kanat Preparatlarinin Hazirlanmasi

Benzil tiirevlerinin uygulamasindan sonra farklilagarak pupadan ¢ikan ergin
bireyler eterle bayiltilarak toplandi. Yeterli sayida birey elde edilinceye kadar her giin
bu isleme devam edildi. Toplanan bireyler, kanat preparatlar1 hazirlanincaya kadar %

70’lik etil alkole alinarak +4° C’de saklanda.

Uygulamadan elde edilen bireyler kanat morfolojilerine gére normal kanath
(transheterozigot mwh/ﬂrs) ve serrat kanatl (dengelenmis heterozigot mwh/TM3, Bd )

olmak iizere iki grupta toplanmaktadir. Alkol igerisinde +4 derecede saklanan bireyler

saat camina alarak ilk Oonce kanat morfolojilerine gore ayrildilar. Bu kanatlardan
normal fenotipe sahip (mwh/ﬂr3) kanatlar hem mutasyon hem de rekombinasyon sonucu

olusan mutant klonlar1 icermesine karsin serrat (mwh/TM3, Bd ) kanatlar dengeleyici

kromozomun rekombinasyonu baskilamasi nedeniyle sadece mutasyon sonucu olusan
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klonlar1 icermektedir (Zordan vd 1994, Kaya vd 1999). Bu nedenle her iki fenotipteki

kanatlarin da preparatlar1 ayr1 ayr1 hazirlanarak degerlendirildi.

Kanat preparatlarin1 hazirlanmasinda kullanilan Faure solusyonu’nun igerigi

asagidaki gibidir (Kaya 2000).

» Gum Arabic 30g
» Gliserol 20 ml
» Kloral hidrat 50g
» Distile Su 50 ml

Kanat morfolojilerine gére normal ve serrat kanatl olarak ayrilan bireyler distile
su icerisine alindilar. Cukur lam iizerine 1-2 damla faure solusyonu damlatilarak distile
su icerisindeki bireyler birer birer soliisyon icerisine alindilar. Daha sonra ince uglu
pens ve igne yardimiyla stereo mikroskop altinda bireylerin kanatlari viicutlarindan
ayrildi. Ayirma isleminde, kanada ve iizerindeki killara zarar verilmemesine dikkat
edildi. Ayn1 bireye ait kanatlar ciftler halinde diizgiin bir sekilde lam {izerine
yerlestirildi. Hazirlanan preparatlar bir giin siire ile tozsuz bir ortamda kurumasi i¢in
bekletildi. Kuruyan preparatlarin {izerine 1-2 damla faure soliisyonu damlatilarak lamel
(24X60 mm) ile hava kabarcig1r kalmayacak sekilde kapatildi. Preparatlar kurutma
kagidina sarildiktan sonra {izerlerine metal bloklar konarak en az iki giin kurumaya
birakildilar. Preparatlar tamamen kuruduktan sonra kenarlarina tagmis olan fazla faure
soliisyonu distile su ve kurutma kagidi yardimiyla temizlenerek sayima hazir hale

getirildi.
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2.8. Kanat Preparatlarinin Mikroskoptaki Analizi

Hazirlanan kanat preparatlart 151k mikroskobunda 10X40 biiyiitmede incelendi.
Kanat iizerindeki sektorler incelemede kolaylik saglamasi agisindan A, B, C, c, D, D'

olarak bdliimlere ayrildi (Sekil 2.9). Her bir sektoriin her iki yiiziindeki (dorsal ve
ventral) hiicre tabakalar1 da mikrovida yardimiyla kontrol edilerek mutant klonlarin olup

olmadig1 incelendi ve bunlarin kayitlari tutuldu ( Kaya 2000).

Sekil 2.9. Kanat sektorlerinin sematik goriiniimii

Sayimda mutant klonlar, kiigiik tek tip klon, biiyiik tek tip klon ve ikiz klon
olmak iizere ii¢ kategoride degerlendirildi. Bu smiflandirmanin biyolojik agidan anlamli
oldugu Graf ve ark. (1984) tarafindan gdsterilmistir. Siniflandirmada kiigiik tek tip

klonlar sadece 1 veya 2 tane mwh hiicrelerinden olugmaktadir (Sekil 2.11).

Biiyiik tek tip klonlar 3 veya daha fazla mwh ya da 4 veya daha fazla flare
mutant hiicrelerinin olusturdugu klonlardir (Sekil 2.10 ve Sekil 2.13). Daha once
yapilan calismalarda flare klonlar i¢in dortten daha az sayida gozlenen sadece flare
fenotipteki trikomlarin olusturdugu klonlarin varyasyon nedeniyle oldugu, bu yiizden
flare fenotipteki klonlar icin dortten daha fazla sayidaki hiicrelerin sayima dahil
edilmesi gerektigi belirtilmistir (Szabad vd 1983). Bu nedenle kiiglik tek tip klonlar
sadece mwh hiicrelerden olugmaktadir. Diger bir kategori olan ikiz klonlar ise mwh ve

flr hiicrelerinin ayni klon igerisinde dagilmis olarak bulundugu klonlardir (Sekil 2.12).
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mwh ve flr hiicreleri ayni klon icerisinde bulunabildikleri gibi yan yana iki ayri
klon olarak da bulunabilirler. Graf ve ark. (1984) birbirine komsu iki mutant klonun
siniflandirilmasinda, iki klon arasinda ii¢ yada daha fazla sayida yaban tip trikoma sahip
hiicre siras1 varsa bunlart iki farkli klon olarak degerlendirmislerdir. Mwh klonlarin
olugmasi nokta mutasyon, delesyon, ayrilmama ve rekombinasyon sonucu olmaktadir
(Sekil 2.14). Buna karsin, gerek flare klonlar gerekse ikiz klonlar flare geni ile
sentromer arasinda gergeklesen bir rekombinasyon sonucu ortaya c¢ikmaktadir (Sekil

2.14).
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Sekil 2.10. Biiylik tek tip mwh mutant klonlarin goriiniimii

Sekil 2.11. Kiigiik tek tip mwh mutant klonlarin gériiniimii



Sekil 2.12. Tkiz mutant klonlarin goriiniimii

Sekil 2.13. Biiyiik tek tip flr mutant klonlarin gériiniimi
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2.9. Klon Indiiksiyon Frekansinin Hesaplanmasi

Kronik uygulamalarda her hiicrede ve her hiicre boliinmesindeki ortalama

indiiksiyon frekansi asagidaki formiil ile hesaplanmaktadir ( Szabad vd 1983).

n 5
f= x 10
NC

Sadece mwh klonlar g6z Oniine alinirsa, denklemdeki “ f ” mwh klonlarin
indiiksiyonunun ortalama frekansini, “ n > gézlenen toplam mwh klon sayisini, “ N ”
analiz edilen kanat sayisin1 ve “ C ” bir kanat lizerindeki incelenebilecek hiicre sayisini
gostermektedir. Daha Onceki yapilan c¢aligmalarla bu saymin 24.400 oldugu

belirlenmistir (Garcia-Bellido ve Merriam 1971).

Yapilan caprazlamalar sonucunda olusan bireyler kanat bakimindan normal ve
serrat kenarli olmak iizere iki farkli fenotipte gozlenmektedir. Serrat kenarli kanatlara
sahip bireylerde bulunan dengeleyici (balancer) kromozomun varligi, bu kromozom
parcast iizerine yerlestirilmis dominant mutant bir gen olan Serrate (Ser) sayesinde
tespit edilebilmektedir. Dengeleyici kromozomun (TM3) rekombinasyonu baskilamasi
nedeniyle bu fenotipe sahip bireylerde gézlenen mutant klonlar sadece mutasyon sonucu
meydana gelmektedir. Boylece serrat kenarli kanatlardan elde edilen verilerle normal
kenarli kanatlardan elde edilen verilerin karsilastirilmasiyla calisilan etmenin mutajenik
ve/veya rekombinojenik etkileri ayr1 ayri tespit edilebilmektedir (Frei vd 1985, Pimentel
vd 1991, Tripaty vd 1991, Zordan vd 1991, 1994, Vogel 1992, Katz ve Foley 1993,
Rodriguez-Arnaiz vd 1993, Marec ve Gelbic 1994, Rozenkranz ve Klogman 1996,

Gonzales-Cezar ve Ramos-Morales 1997).
Normal ile serrat kanatlardan elde edilen verilerin karsilagtirilamasiyla
gerceklesen rekombinasyon ylizdesi su sekilde hesaplanmaktadir.

% rekombinasyon = %x 100
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formiilde;
a: normal fenotipteki kanatlarda gézlenen mwh sektorlerinin frekansi

b: serrat fenotipteki kanatlarda gozlenen mwh sektorlerinin frekansi

2.10. Verilerin Degerlendirilmesi

Sayimlar sonucunda elde edilen veriler Drosophila kanat somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi i¢in hazirlanmig olan bilgisayar programi (Microsta) yardimiyla
degerlendirildi. Degerlendirme yapilmadan once iki farkli hipotez kuruldu. Orijinal
(null) hipotez (Ho)’da uygulamalar ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak fark
olmadig1 varsayildi. Alternatif hipotez (Ha)’da ise uygulama grubundaki indiiklenen
mutasyon oraninin kontrol grubundan m defa daha fazla oldugu varsayildi. Orjinal ve

alternatif hipotezler Binomial Sartli Test kullanilarak hesaplandi.

Hesaplama sonucunda eger uygulama grubundaki (n;) mutant sektdr sayisi
cizelge degerine esit veya biiyiikse H, red edildi. Ayn1 sekilde, kontrol grubundaki (n.)
mutant sektor sayist eger ¢izelge degerine esit veya biiylikse Ha red edildi. Orijinal ve
alternatif hipotezlerin kabul veya red edilmesinde karar verilirken Kastenbaum ve

Bowman (1970) ¢izelgesinden yararlanildi.

Degerlendirmenin nasil yapildig1 Cizelge 2.2°de gosterilmistir (Selby ve Olson
1981, Frei ve Wiirgler 1988).

Cizelge 2.2: Orijinal ve alternatif hipotezlerin degerlendirilmesi

. Hy
HIPOTEZLER KABUL (1-B) RED (B)
KABUL ONEMSIZ FARK NEGATIF
Ho (1-o0) P=(1-0)(1-B)=1-a—p+af P=(1-a)B=B—0ap
RED POZITIF ZAYIF POZITIF
() P=a(1-B)=0—af P=0f3

Bu degerlendirmelerle sonuglar; H, ve Ha nin kabul veya red edilmesine gore
Cizelge 2.2. kullanilarak pozitif (+), zayif pozitif (z), onemsiz fark (i) veya negatif (-)
olarak degerlendirildi.
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3. BULGULAR

3.1. D. melanogaster Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi Kullanilarak

Mutajenite ve Rekombinojenitenin Belirlenmesi

Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi ile genotoksikolojik
ozellikleri degerlendirilen Benzil tiirevlerinden elde edilen biitiin sonuglar Cizelge 3.1—
3.8°de, klon frekans dagilimlar1 ise Sekil 3.1-3.8’de gosterilmistir. Benzil tiirevlerinin
genotoksikolojik ozellikleri degerlendirilirken her bir derisim i¢in, dengeleyici
kromozom (TM3) tasiyan serrat kanatli bireylerden ve dengeleyici kromozom
tagimayan normal kanatli bireylerden 80 kanadin preparati hazirlanarak incelenmistir.

Bu calismada toplam 4 144 kanadin mikroskop altinda incelenmesi yapilmustir.

3.1.1. Kontrol gruplari
3.1.1.1. Distile su ve Etil metan siilfonat (EMS)

Distile su uygulamasinda, D. melanogaster’in normal kanath (mwh/flr’)
bireylerine ait 80 kanatta 16 adet kiiciik tek tip klon, 1 adet biiyiik tek tip klon olmak
tizere toplam 17 adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanmamistir. Toplam mwh klon
sayis1 ise 17 olarak bulunmustur. D. melanogaster’in serrat kanath bireylerine ait 76
kanatta ise 17 adet kiiciik tek tip klon, 2 adet biiyiik tek tip klon olmak iizere toplam 19
adet klon belirlenirken ikiz klona rastlanmamistir. Toplam mwh klon sayisi ise 19

olarak bulunmustur (Bkz. Cizelge 3.1-3.8).

Distile su uygulamasinda klon indiiksiyon frekansi1 D. melanogaster’in normal
kanatl bireyleri icin 0.87, serrat kanatli bireyleri i¢in 1.02 olarak bulunmustur (Bkz.
Cizelge 3.1-3.8).

Calismamizda pozitif kontrol olarak kullanilan ve daha 6nceki calismalarda (Graf
vd 1984, Kaya 2000) genotoksik oldugu belirlenmis olan Etil metan siilfonat (EMS)
uygulamalarinin sonucunda, D. melanogaster’in normal ve serrat kanatli bireylerde
pozitif sonuglar gdzlenmistir (Bkz. Cizelge 3.1-3.8).
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3.1.2. Benzil Tiirevleri

3.1.2.1. Benzaldehit

Benzaldehit, D. melanogaster 3. evre larvalarina 0.1, 0.5, 1, 10, 25 ve 50 mM’lik

derisimlerde uygulanmistir.

Normal kanatli bireylerde 0.1 ve 0.5 mM’lik derisimler kontrol grubu ile
karsilastirildiginda kiigiik tek tip klonlar, toplam mwh klonlar ve toplam klonlar igin
istatistiksel anlamda 6nemli bir fark gostermezken 1, 10, 25 ve 50 mM derisimler ayn1
klonlar bakimindan pozitif sonuglar gostermistir (Bkz. Cizelge 3.1). Biiytik tek tip
klonlarda sadece 10 mM’lik derisimde pozitif sonu¢ bulunurken diger derisimlerde
istatistiksel anlamda 6énemli bir fark bulunamamustir. ikiz klonlar karsilastirildiginda
tiim derisimler kontrol grubundan istatistiksel anlamda farkli degildir (Bkz. Cizelge

3.1).

Serrat kanatli bireylerde 25 ve 50 mM’lik derisimler kiiclik tek tip klonlar,
toplam mwh klonlar ve toplam klonlar i¢in pozitif sonuglar gosterirken biiyiik tek tip
klonlar istatistiksel anlamda 6nemli bir fark gdstermemistir (Bkz. Cizelge 3.2). 0.1
mM’lik derisimde kiigiik tek tip klonlar, toplam mwh klonlar ve toplam klonlardan
negatif sonuclar elde edilirken biiyiik tek tip klonlar istatistiksel anlamda 6énemli bir fark
gostermemistir. 0.5, 1 ve 10 mM’lik derisimler ise tlim kategoriler i¢in istatistiksel

anlamda farkli degildir (Bkz. Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.1. Benzaldehit’in Drosophila melanogaster’in Normal Kanatli Bireylerinde Somatik Mutasyon ve Rekombinasyona Etkileri

Derigimler Kanat . Klon 1ndﬁksiyon
Kiiciik tek tip L ) Ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlar
(mM) Sayisi klonlar Bu}l’(lllk tlek tip (m=5) klonlar Frekans1
1-2 hii onlar =2 (m=2) )
™) (1-2 hicre) (> 2 hiicre) "2 (107 hiicre)
(m=2)
(m=5)
No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D
Normal Kanat (mwh/flr’)

Distile su 80 16  (0.20) 1 (0.01) 0  (0.00) 17 (0.21) 17 (0.21) 0.87
1 mM EMS 80 163 (2.04) + 89 (1.11) + 32 (0.40) + 273 (3.41) + 284 (355 + 13.99
0.1 80 20 (0.25) i 5 (0.06) i 1 (0.01) i 26 0.33) 1 26 (0.33) i 1.33
0.5 80 23 (0.29) i 1 (0.01) i 0 (0.00) i 24 (0.30) 1 24 (0.30) i 1.23
1 80 34 (043) + 1 0.01) i 0 (0.00) i 35 0.44) + 35 (0.44) + 1.79
10 80 33 (041) + 7  (0.09) + 2 (0.03) i 42 (0.53) + 42 (0.53) + 2.15
25 80 29  (0.36) + 3 (0.04) i 2 (0.03) i 34 (0.43) + 34 (0.43) + 1.74
50 80 34 (043) + 4  (0.05) i 4  (0.05) i 42 (0.53) + 42 (0.53) + 2.15

Fr., frekans; D.,istatistik sonuglarinin gosterimi: +, pozitif; -, negatif; i, 6nemsiz fark; m=¢arpim faktorii; olasilik diizeyi= 0.05.
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Cizelge 3.2. Benzaldehit’in Drosophila melanogaster’in Serrat Kanatli Bireylerinde Somatik Mutasyon ve Rekombinasyona Etkileri

Derisimler Kanat . Klon 1ndi'1ksiyon
Kiiciik tek tip oL ) Ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlar:
(mM) Sayisi klonlar Bu}l’(lllk tlek tip (m=5) klonlar Frekans1
1-2 hii onlar =2 (m=2) )
™) (1-2 hicre) (> 2 hiicre) "2 (107 hiicre)
(m=2)
(m=5)
No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D
Serrat Kanat (mwh/TM3)

Distile su 76 17 (0.22) 2 (0.03) 19 (0.25) 19 (0.25) 1.02
1 mM EMS 80 63 (0.79) + 30 (0.38) + 85 (1.06) + 93 (1.16) + 4.35
0.1 80 14 (0.18) - 6  (0.08) i 20 (0.25) - 20 (0.25) - 1.02
0.5 80 20 (0.25) i 3 (0.04) i 23 0.29) i1 23 (0.29) i 1.18
1 80 21 (0.26) i 5 (0.06) i 26 (0.33) i 26 (0.33) i 1.33
10 80 25 (0.31) i 5 (0.06) i 30 (0.38) i 30 (0.38) i 1.54
25 80 34 (043) + 4  (0.05) i 38 0.48) + 38 (0.48) + 1.95
50 80 34 (043) + 2 (0.03) i 36 0.45) + 36 (0.45) + 1.84

Fr., frekans; D.,istatistik sonuglarinin gdsterimi: +, pozitif; -, negatif; i, 6nemsiz fark; m=¢arpim faktorii; olasilik diizeyi= 0.05.
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BENZALDEHIT

O Distile su
O0.1 mbd
O0.5 mbd
01 mhi

O 10 mDd
025 mhd
W 50 mId

Flon Frekans

Sekil 3.1. Benzaldehit’in (normal kanat) klon frekans dagilimi

BENZALDEHIT
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Sekil 3.2. Benzaldehit’in (serrat kanat) klon frekans dagilimi
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3.1.2.2. Benzil asetat

Benzil asetat, D. melanogaster larvalaria 0.1, 0.5, 1, 10, 25 ve 50 mM’lik

derisimlerde uygulanmuistir.

Normal kanath bireylerde 10, 25 ve 50 mM’lik derisimler kontrol grubu ile
karsilastirildiginda kiigiik tek tip klonlar, toplam mwh klonlar ve toplam klonlarda
genotoksik etkiler gozlenirken biiyiik tek tip klonlar ve ikiz klonlar bu derisimlerde
istatistiksel anlamda onemli bir fark gostermemistir (Bkz. Cizelge 3.3). 0.1 mM’hik
derisim kiiciik tek tip klonlar ve toplam klonlar i¢in negatif sonuglar gosterirken biiyiik
tek tip klonlar, ikiz klonlar ve toplam mwh klonlar istatistiksel anlamda énemli bir fark
gostermemistir (Bkz. Cizelge 3.3). 0.5 ve 1 mM’lik derisimler kontrol grubu ile
karsilastirildiginda tiim klon tipleri istatistiksel anlamda kontrol grubundan farkh

degildir (Bkz. Cizelge 3.3).

Serrat kanatli bireylerde 0.5 mM’lik derisim biiyiik tek tip klonlar i¢in pozitif
etki gosterirken kiigiik tek tip klonlar, toplam mwh klonlar ve toplam klonlar negatif
etkiler gostermistir (Bkz. Cizelge 3.4). 50 mM’lik derisim ise biiyiik tek tip klonlar i¢in
pozitif sonug¢ gosterirken kiiciik tek tip klonlar, toplam mwh klonlar ve toplam klonlar
istatistiksel anlamda oOnemli bir fark gostermemistir (Bkz. Cizelge 3.4). Diger
derisimlerde ise tiim kategorilerde ya istatistiksel anlamda 6nemsiz farklar ya da negatif

sonuclar elde edilmistir (Bkz. Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.3. Benzil asetat’in Drosophila melanogaster’in Normal Kanatli Bireylerinde Somatik Mutasyon ve Rekombinasyona Etkileri

Derigimler Kanat . Klon 1ndﬁksiyon
Kiiciik tek tip L ) Ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlar
(mM) Sayisi klonlar Bu}l’(lllk tlek tip (m=5) klonlar Frekans1
1-2 hii onlar =2 (m=2) )
™) (1-2 hicre) (> 2 hiicre) "2 (107 hiicre)
(m=2)
(m=5)
No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D
Normal Kanat (mwh/flr’)

Distile su 80 16  (0.20) 1 (0.01) 0  (0.00) 17 (0.21) 17 (0.21) 0.87
1 mM EMS 80 163 (2.04) + 89 (1.11) + 32 (0.40) + 273 (3.41) + 284 (355 + 13.99
0.1 80 14 (0.18) - 3 (0.04) i 1 (0.01) i 18 0.23) 1 18 (0.23) - 0.92

0.5 80 21 (0.26) i1 3 (0.04) i 0 (0.00) i 24 (0.30) 1 24 (0.30) i 1.23

1 80 21 (0.26) i 3 (0.04) i 1 (0.01) i 23 0.29) i 25 (0.31) i 1.18

10 80 32 (0.40) + 3 (0.04) i 0 (0.00) i 35 0.44) + 35 (0.44) + 1.79

25 80 32 (0.40) + 2 (0.03) i 0 (0.00) i 34 (0.43) + 34 (0.43) + 1.74

50 80 39 (049) + 5 (0.06) i 1 (0.01) i 45 (0.56) + 45 (0.56) + 2.31

Fr., frekans; D.,istatistik sonuglarinin gosterimi: +, pozitif; -, negatif; i, 6nemsiz fark; m=¢arpim faktorii; olasilik diizeyi= 0.05.
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Cizelge 3.4. Benzil asetat’in Drosophila melanogaster’in Serrat Kanatli Bireylerinde Somatik Mutasyon ve Rekombinasyona Etkileri

Derigimler Kanat . Klon 1ndi'1ksiyon
Kiiciik tek tip L ) Ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlar
(mM) Sayisi klonlar Bu}l’(lllk tlek tip (m=5) klonlar Frekans1
1-2 hii onlar =2 (m=2) )
™) (1-2 hicre) (> 2 hiicre) "2 (107 hiicre)
(m=2)
(m=5)
No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D
Serrat Kanat (mwh/TM3)

Distile su 76 17 (0.22) 2 (0.03) 19 (0.25) 19 (0.25) 1.02
1 mM EMS 80 63 (0.79) + 30 (0.38) + 85 (1.06) + 93 (1.16) + 4.35
0.1 80 6 (0.08) - 7 (0.09) i 13 0.16) - 13 (0.16) - 0.67
0.5 80 13 (0.16) - 9 (0.11) + 22 (0.28) - 22 (0.28) - 1.13
1 80 14 (0.18) - 8 (0.10) i 22 (0.28) - 22 (0.28) - 1.13
10 68 14  (0.21) - 5 (0.07) i 19 0.28) i 19 (0.28) i 1.15
25 80 20 (0.25) i 8 (0.10) i 28 0.35) i 28 (0.35) i 1.43
50 80 20 (0.25) i 11 (0.14) + 31 0.39) i 31 (0.39) i 1.59

Fr., frekans; D.,istatistik sonuglarinin gdsterimi: +, pozitif; -, negatif; i, 6nemsiz fark; m=¢arpim faktorii; olasilik diizeyi= 0.05.
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3.1.2.3. Benzil alkol

Benzil alkol, D. melanogaster larvalarina 0.1, 0.5, 1, 10, 25 ve 50 mM’lik

derisimlerde uygulanmuistir.

Normal kanathh bireylerde 50 mM’lik derisim kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda kiigiik tek tip klonlar, toplam mwh klonlar ve toplam klonlar pozitif
sonuglar gosterirken biiyiik tek tip klonlar ve ikiz klonlar bu derisimde istatistiksel
anlamda 6nemli bir fark gostermemistir (Bkz. Cizelge 3.5). 10 mM’lik derisim tiim
klonlar bakimindan istatistiksel anlamda 6nemli bir fark gdstermemektedir. 25 mM’lik
derisimde kiigiik tek tip klon negatif sonug gosterirken diger klon tipleri i¢in kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamda 6nemli bir fark géstermemistir (Bkz.
Cizelge 3.5). 0.1, 0.5 ve 1 mM’lik derisimler kiiciik tek tip klonlar, toplam mwh klonlar
ve toplam klonlar negatif sonuglar gdsterirken biiylik tek tip klonlar ve ikiz klonlar bu

derigimlerde istatistiksel anlamda 6nemli bir fark géstermemistir (Bkz. Cizelge 3.5).

Serrat kanatli bireylerde 1, 10 ve 50 mM’lik derisimler biiyiik tek tip klonlar i¢in
pozitif sonuglar elde edilirken kiigiik tek tip klonlar i¢in negatif sonuclar elde edilmistir.
Ayni derisimlerden ise, toplam mwh klonlar ve toplam klonlar icin istatistiksel anlamda
onemli bir fark elde edilememistir (Bkz. Cizelge 3.6). 0.1, 0.5 ve 25 mM’lik derisimler
kiiciik tek tip klonlar, toplam mwh klonlar ve toplam klonlarda negatif sonuglar
gosterirken biiyiikk tek tip klonlarda ise istatistiksel anlamda Onemli bir fark

gostermemistir (Bkz. Cizelge 3.6).
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Cizelge 3.5. Benzil alkol’iin Drosophila melanogaster 'in Normal Kanatli Bireylerinde Somatik Mutasyon ve Rekombinasyona Etkileri

Derigimler Kanat . Klon 1ndﬁksiyon
Kiiciik tek tip L ) Ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlar
(mM) Sayisi klonlar Bu}l’(lllk tlek tip (m=5) klonlar Frekans1
1-2 hii onlar =2 (m=2) )
™) (1-2 hicre) (> 2 hiicre) "2 (107 hiicre)
(m=2)
(m=5)
No Fr D No Fr D No Fr D No Fr No Fr D
Normal Kanat (mwh/flr’)

Distile su 80 16  (0.20) 1 (0.01) 0  (0.00) 17 (0.21) 17 (0.21) 0.87
1 mM EMS 80 163 (2.04) + 89 (1.11) + 32 (0.40) + 273 (3.41) 284 (355 + 13.99
0.1 80 16  (0.20) - 1 (0.01) i 1 (0.01) i 18 (0.23) 18 (0.23) - 0.92

0.5 80 10  (0.13) - 3 (0.04) i 0 (0.00) i 13 (0.16) 13 (0.16) - 0.67

1 80 6 (0.08) - 6 (0.08) i 0 (0.00) i 12 (0.15) 12 (0.15) - 0.61

10 80 21 (0.26) i 3 0.04) i 1 (0.01) i 25 (0.31) 25 (0.31) i 1.28

25 80 15 (0.19) - 3 (0.04) i 1 (0.01) i 19 (0.24) 19 (0.24) i 0.97

50 80 34 (043) + 1 0.01) i 1 (0.01) i 36 (0.45) 36 (0.45) + 1.84

Fr., frekans; D.,istatistik sonuglarinin gosterimi: +, pozitif; -, negatif; i, 6nemsiz fark; m=¢arpim faktorii; olasilik diizeyi= 0.05.
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Cizelge 3.6. Benzil alkol’iin Drosophila melanogaster ’in Serrat Kanatli Bireylerinde Somatik Mutasyon ve Rekombinasyona Etkileri

Derisimler Kanat . Klon 1ndi'1ksiyon
Kiiciik tek tip oL ) Ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlar:
(mM) Sayisi klonlar Bu}l’(lllk tlek tip (m=5) klonlar Frekans1
1-2 hii onlar =2 (m=2) )
™) (1-2 hicre) (> 2 hiicre) "2 (107 hiicre)
(m=2)
(m=5)
No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D
Serrat Kanat (mwh/TM3)

Distile su 76 17 (0.22) 2 (0.03) 19 (0.25) 19 (0.25) 1.02
1 mM EMS 80 63 (0.79) + 30 (0.38) + 85 (1.06) + 93 (1.16) + 4.35
0.1 80 10  (0.13) - 6  (0.08) i 16 (0.20) - 16 (0.20) - 0.82
0.5 80 17 (0.21) - 4  (0.05) i 21 0.26) - 21 (0.26) - 1.08
1 80 11 (0.14) - 13 (0.16) + 24 (0.30) i 24 (0.30) i 1.23
10 80 9 (0.11) - 20 (0.25) + 29 (0.36) i 29 (0.36) i 1.49
25 80 16  (0.20) - 5 (0.06) i 21 0.26) - 21 (0.26) - 1.08
50 80 11 (0.14) - 14 (0.18) + 25 0.31) i 25 (0.31) i 1.28

Fr., frekans; D.,istatistik sonuglarinin gdsterimi: +, pozitif; -, negatif; i, 6nemsiz fark; m=¢arpim faktorii; olasilik diizeyi= 0.05.
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3.1.2.4. Benzoik asit

Benzoik asit, D. melanogaster larvalarma 0.1, 0.5, 1, 10, 25 ve 50 mM’lik

derisimlerde uygulanmuistir.

Normal kanathh bireylerde 50 mM’lik derisim kontrol grubu ile
karsilastirildiginda kiigiik tek tip klonlar, toplam mwh klonlar ve toplam klonlarda
genotoksik sonuglar elde edilirken biiyiik tek tip klonlar ve ikiz klonlar bu derisimde
istatistiksel anlamda onemli bir fark gostermemistir (Bkz. Cizelge 3.7). 0.1 ve 0.5
mM’lik derisimlerde kiiciik tek tip klonlar, toplam mwh klonlar ve toplam klonlar
negatif sonuglar gosterirken biiyiik tek tip klonlar ve ikiz klonlar bu derisimlerde
istatistiksel anlamda onemli bir fark gostermemistir (Bkz. Cizelge 3.7). 1 ve 10 mM’lik
derisimlerde ise sadece kiigiik tek tip klonlarda negatif sonuglar gozlenirken diger tiim
kategorilerde istatistiksel anlamda 6nemli bir fark gézlenmemistir. 25 mM’lik derigsimde
tim klon tipleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamda Onemli

degildir (Bkz. Cizelge 3.7).
Serrat kanatli bireylerde 0.1, 0.5, 1, 10, 25 ve 50 mM’lik derisimler kii¢iik tek tip

klonlar, toplam mwh klonlar ve toplam klonlar i¢in negatif sonuglar gosterirken biiyiik

tek tip klonlarda istatistiksel anlamda 6nemli bir fark gostermemistir (Bkz. Cizelge 3.8).
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Cizelge 3.7. Benzoik asit’in Drosophila melanogaster’in Normal Kanatl Bireylerinde Somatik Mutasyon ve Rekombinasyona Etkileri

Derisimler Kanat . Klon 1ndﬁksiyon
Kiigiik tek tip L ) Ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlar
(mM) Sayist klonlar Bu}l’(lllk tlek tip (m=5) klonlar Frekans1
1-2 hii onlar =2 (m=2) )
(N) (1-2 hiicre) (> 2 hiicre) (m=2) (10° hiicre)
(m=2)
(m=5)
No Fr No Fr D No Fr D No Fr No Fr
Normal Kanat (mwh/flr’)

Distile su 80 16  (0.20) 1 (0.01) 0  (0.00) 17 (0.21) 17 (0.21) 0.87
1 mM EMS 80 163  (2.04) 89 (1.11) + 32 (0.40) + 273 (3.41) 284  (3.55) 13.99
0.1 80 6 (0.08) 1 (0.01) i 1 (0.01) i 8 (0.10) 8 (0.10) 0.41
0.5 80 10 (0.13) 2 (0.03) i 1 (0.01) i 13 (0.16) 13 (0.16) 0.67
1 80 15  (0.19) 4  (0.05) i 2 (0.03) i 20 (0.25) 21 (0.26) 1.02
10 80 14 (0.18) 5 (0.06) i 0 (0.00) i 19 (0.24) 19 (0.24) 0.97
25 80 22 (0.28) 3 (0.04) i 0 (000) i 25 (0.31) 25 (0.31) 1.28
50 80 32 (0.40) 5 (0.06) i 0 (0.00) i 37 (0.46) 37 (0.46) 1.90

Fr., frekans; D.,istatistik sonuglarinin gdsterimi: +, pozitif; -, negatif; i, 6nemsiz fark; m=c¢arpim faktorii; olasilik diizeyi= 0.05.
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Cizelge 3.8. Benzoik asit’in Drosophila melanogaster’in Serrat Kanatli Bireylerinde Somatik Mutasyon ve Rekombinasyona Etkileri

Derisimler Kanat . Klon 1ndi'1ksiyon
Kiiciik tek tip oL ) Ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlar
(mM) Sayist klonlar Bu}l’(lllk tlek tip (m=5) klonlar Frekans1
1-2 hii onlar =2 (m=2) )
™) (1-2 hicre) (> 2 hiicre) "2 (107 hiicre)
(m=2)
(m=5)
No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D No Fr
Serrat Kanat (mwh/TM3)

Distile su 76 17 (0.22) 2 (0.03) 19 (0.25) 19 (0.25) 1.02
1 mM EMS 80 63 (0.79) + 30 (0.38) + 85 (1.06) + 93 (1.16) 4.35
0.1 80 12 (0.15) - 5 (0.06) i 17 0.21) - 17 (0.21) 0.87
0.5 80 13 (0.16) - 3 (0.04) i 16 (0.20) - 16 (0.20) 0.82
1 80 15 (0.19) - 5 (0.06) i 20 0.25) - 20 (0.25) 1.02
10 80 11 (0.14) - 7 (0.09) i 18 (0.23) - 18 (0.23) 0.92
25 80 16  (0.20) - 3 (0.04) i 19 (0.24) - 19 (0.24) 0.97
50 80 16 (0.20) - 4  (0.05) i 20 0.25) - 20 (0.25) 1.02

Fr., frekans; D.,istatistik sonuglarinin gdsterimi: +, pozitif; -, negatif; i, 6nemsiz fark; m=¢arpim faktorii; olasilik diizeyi= 0.05.
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4. TARTISMA

Gida katki maddelerinin gida  endiistrisinde  kullanim1  teknolojik
gereksinimlerden kaynaklanmigtir. Ancak bunun yani sira; diinya niifusundaki artislar,
gida sektoriinii besleyen hammadde kaynaklarindaki azalmalar, insanlarin yasam
standartlarin1 yiikseltme egilimleri gibi etmenler teknolojik buluslar1 yonlendirmistir.
Gida sektoriine yeni ve {istilin teknolojilerin kazandirdigr degisik tiretim teknikleri, buna
gore Uriinlerin ¢esitlenmesi, tiiketici begenisinin degismesi ve bilinglenmesi, mevsimlik
gidalarin yilin her déneminde tiiketilme egilimlerinin artmasi, iiriinlerde raf dmriiniin
uzatilmasi ve kalitede standardizasyon zorunlulugu, daralan gida kaynaklarinin rasyonel
kullanim1 gibi hususlar gida endiistrisinde kullanilan tekniklerin yani sira gida katki
maddelerinin kullanimint zorunlu hale getirmistir. Gida katki maddeleri, gida
iretiminde 32 degisik amagla kullanilmaktadir (Kotsonis vd 2001). Bu kullanim
amaglarindan  bazilar1  renklendiriciler,  koruyucular, antioksidanlar, asitligi
diizenleyiciler, emiilgatorler, stabilizorler, lezzet arttiricilar ve tatlandiricilar seklindedir.
Benzil tiirevleri gidalarda ve igeceklerde lezzet vermek amaciyla kullanilan katki
maddeleridir. Benzil tiirevlerinin kullanimindaki bilingsizlik nedeniyle diinyanin birgok
yerinde arastirmalarla belirlenmis uygun derisimin iizerinde kullanildig1 goriilmektedir.
Benzil tiirevlerinin belirlenmis uygun dozdan daha fazla miktarda kullanilmasi saglik
acisindan; toksik, mutajenik, kanserojenik ve teratojenik etkileri bakimindan oldukca

onemlidir.

Bu caligmada, gida iiriinlerinde yaygin olarak kullanilan 4 Benzil tiirevinin
(Benzaldehit, Benzil asetat, Benzil alkol ve Benzoik asit) D. melanogaster’de
mutajenik ve rekombinojenik etkileri arastirildi. Bu ¢alismada kullanilan benzil
tiirevlerinin genotoksik etkilerinin farkli test sistemleri kullanilarak degerlendirildigi
calismalardan elde edilen sonuglara bakildiginda kullanilan test sistemine bagli olarak
oldukca farkli sonuglarin elde edildigi goriilmektedir.

Benzaldehit, gidalarda tatlandirict1 amaciyla kullanilmasinin yani sira ayrica,
parfiim, kolonya, sa¢ spreyi, camasir suyu, deodorantlarda, deterjanlarda, tras kreminde,
sampuanlarda  ve dis  macunlarinda  kullanilan  bir  benzil tiirevidir
(http://users.Imi.net/wilworks/ehn20.htm). Plastik katki maddesi olarak eczacilikta ve
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bazi anilin boyalarinin hazirlanmasinda da kullanilmaktadir
(http://www.chemicalland2 1.com/specialtychem/perchem/benzaldehyde.htm). Lezzet ve
Ekstrakt Sanayicileri Birligi (FEMA= Flavor and Extract Manufacturers
Association)’ne gore besinlerin yapisinda dogal olarak bulunan Benzaldehit’in yillik
miktar1 57 956 kg’dir. Gidalarda lezzet maddesi (tatlandirici) olarak kullanilan yillik
miktar1 ise 273 516 kg’dir. Bir glinde sadece gidalarin tiiketilmesi ile maruz kalinan
miktar insan viicut agirhigimin kilogrami (kg) basmma 600 pg’dir (Adams vd 2005).
Diinya Saghik Orgiiti (WHO)’ ne gore giinliik almabilir miktar 0-5 mg/kg olarak
belirlenmistir (http://www.inchem.org/documents/jecfa/jeceval/jec_194.htm).

Benzaldehit’in fareler (B6C3F,;) ve sicanlara (F344/N) uygulanarak yapildigi
kisa ve uzun siireli toksisite calismalarda kullanilan dozlara bagli olarak viicut
agirhi@inda azalma, bobrek tiibiiler epitelyal dejenerasyonu, karaciger dejenerasyonu,
renal tiip dejenerasyonu, 6n midede hiperplazi, hiperkeratosis ve beyincikte nekroz
gozlenmistir (NTP 1990a, b). Benzaldehit'in genotoksik etkilerini saptamak i¢in daha
once yapilmis olan ¢aligmalara bakildiginda ise, Benzaldehit'in genotoksikolojik
etkisinin arastirildigr c¢alismalarda, kullanilan organizmalara ve kullanilan test
sistemlerine bagli olarak farkli sonuglar elde edilmistir. S. typhimurium'un sekiz susu
(TA98, TA100, TA102, TA104, TA1535, TA1537, TA1538 ve TA2637) ile yapilan in
vitro mutajenite (Ames) testinde bu benzil tiirevi i¢in negatif sonuglar elde edilmistir
(Heck vd 1989, Rockwell ve Raw 1979, Nohmi vd 1985, Haworth vd 1983, NTP 1990a
1990b, Vamvakas vd 1989). B. subtilis'in H17 ve M45 hatlar1 kullanilarak yapilan
rekombinasyon testinde Benzaldehit negatif sonu¢ vermistir (Oda vd 1979). Oysa
Matsui vd (1989), aym testi kullanarak yaptiklar: ¢aligmada kullanilan derigime baglh
olarak Benzaldehit’in pozitif sonu¢ verdigini gostermislerdir. Sigan hepatositlerinde in
vitro kosullarda programlanmamis DNA sentezi ¢alismasinda (Heck vd 1989), Cin
kobaylarinin ovaryum (CHO) hiicreleri kullanilarak yapilan kromozomal aberasyon
testinde (Galloway vd 1987) ve kardes kromatidlerde parca degisimi (sister chromatid
exchange=SCE) testi (Sasaki vd 1989) ile Benzaldehit'in mutajenik etkilerinin
arastirlldigr ¢alismalarda bu benzil tiirevinin mutajenik olmadigi belirlenmistir. Fare
L5178Y lenfoma hiicrelerinde in vitro kosullarda mutasyon testinde (Heck vd 1989,
McGregor vd 1991), CHO hiicreleri kullanilarak yapilan kromozomal aberasyon
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testinde (Sofuni vd 1985, Kasamaki vd 1982) ve CHO hiicreleri ve insan lenfositleri
kullanilarak yapilan kardes kromatidlerde parga degisimi testlerinde (Galloway vd 1987,
Jansson vd 1988) pozitif sonuglar elde edilmistir. /n vivo bir test olan Drosophila eseye
bagli resesif letal mutasyon testinde ise, uygulama gruplarimin kontrol grubundan
istatistiksel olarak farklt olmadigi bulunmustur (Woodruff vd 1985). Bizim
calismamizdan elde edilen verilere gore, Benzaldehit’in kullanilan derigimlerinin
mutajenik ve/veya rekombinojenik oldugu goriilmistiir. Bu sonuglara gore; Benzaldehit
derisimlerinin kullanilan testde genotoksik oldugunu gosteren sonuglarla daha dnceki
birgok caligmalardan elde edilen pozitif sonuglarin ayni dogrultuda oldugu
goriilmektedir. Ayrica bu calismadan elde edilen bulgular, bu benzil tiirevinin daha 6nce

bu test ile degerlendirilmemis olmasi nedeniyle ayr1 bir 6nem tagimaktadir.

Benzil asetat, gidalara lezzet vermek amaciyla kullanilirken ayrica, parfiim,
kolonya, sampuanlarda, sa¢ spreyi, deodorantlarda, deterjanlarda, sabunlarda,
kumaglarda yumusatici olarak ve dis macunlarinda kullanilan bir benzil tiirevidir
(http://users.Imi.net/wilworks/ehn20.htm).  Yag, mirekkep, vernik, recine ve
plastiklerde ¢oziici bir ajan olarak da kullanilmaktadir
(http://www.chemicalland21.com/specialtychem/perchem/benzyl%20acetate.htm).
FEMA’ya gore besinlerin yapisinda dogal olarak bulunan Benzil asetat’in yillik miktar1
3453 kg’dir. Gidalarda lezzet maddesi (tatlandirici) olarak kullanilan yillik miktart ise
6486 kg’dir. Bir giinde sadece gidalarin tiiketilmesi ile maruz kalinan miktar insan
viicut agirhigmin kilogrami basina 14 pg’dir (Adams vd 2005). Diinya Saglik Orgiitii
(WHO)’ ne gore giinlik alinabilir miktar 0-5 mg/kg olarak belirlenmistir
(http://www.inchem.org/documents/jecfa/jeceval/jec_194.htm).

Benzil asetat, farelerde ve siganlarda yapilan kisa ve uzun siireli toksisite
caligmalarinda, yiliksek dozlarda ataksi, titreme, durgunluk, inaktivite, viicut agirhginda
azalma, seminifer tiibiillerde atrofi ve aspermatogenesisi iceren testikiiler degisiklikler,
solunum gii¢liigii, hipokampal nekroz, beyin lezyonlari, hepatoselliiler nekroz, beyinde
hemoraji, fetal viicut agirhiginda azalma, iskelet ve internal (i) malformasyonlar ve
viicut sicakliginda diizensizliklere neden olmustur (NTP 1986, NTP 1993a, Ishiguro vd
1993). Benzil asetat’in genotoksik etkilerini saptamak i¢in daha 6nce yapilmis olan
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caligmalara bakildiginda hem pozitif hem de negatif sonuglarin varligi dikkati
cekmektedir. S. typhimurium'un dort susu (TA98, TA100, TA1535 ve TA1537) ile
yapilan in vitro mutajenite testinde (Mortelmans vd 1986, Schunk vd 1986, Florin vd
1980), B. subtilis'in H17 ve M45 hatlar1 kullanilarak yapilan rekombinasyon testinde
(Oda vd 1979), E. coli WP2 uvrA kullanilarak yapilan mutasyon testinde (Yoo vd
1986), CHO kullanilarak yapilan kromozomal aberasyonlar testinde ve kardes
kromatidlerde parca degisimi testinde (Galloway vd 1987) ve sican hepatositlerinde in
vitro kosullarda programlanmamis DNA sentezi ¢alismasinda (Mirsalis vd 1983) negatif
sonuglar elde edilmistir. Fare lenfoma L5178Y hiicreleri ve insan lenfoblast TK6
hiicreleri kullanilarak yapilan mutasyon testinde ise Benzil asetat mutajenik etki
gostermistir (Caspary vd 1988, McGregor vd 1988, Rudd vd 1983). In vivo da yapilan
calismalarda ise, Drosophila eseye bagli resesif letal mutasyon testi (NTP 1993a,
Foureman vd 1994), fare kemik iligi hiicrelerinde kardes kromatidlerde par¢a degisimi
calismasinda (NTP 1993a), fare kemik iligi hiicreleri ve fare eritrositleri kullanilarak
yapilan mikroniikleus testinde (NTP 1993a, Shelby vd 1993), sican hepatositlerinde ve
sican pankreatik hiicrelerinde programlanmamis DNA sentezi ¢caligmasinda (Mirsalis vd
1983 1989, Steinmetz ve Mirsalis 1984) ve sigan pankreatik hiicrelerindeki DNA hasar1
testinde (Longnecker vd 1990) negatif sonuglar elde edilmistir. Yapilan makale
aragtirmalarinda Benzil asetat’in Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon
testi kullanilarak genotoksik etkisinin arastirildigt bir calismaya rastlanmamistir. Bu
calismadan elde edilen sonuglara gore Benzil asetat Drosophila kanat somatik mutasyon

ve rekombinasyon testinde rekombinasyonu tetiklemistir.

Benzil alkol, gidalara lezzet vermek amaciyla kullanilirken ayrica, parfiim,
kolonya, sampuanlarda, sa¢ spreyi, camasir suyu, deodorantlarda, deterjanlarda,
sabunlarda, kumaglarda yumusatici olarak ve losyonlarda kullanilan bir benzil tiirevidir
(http://users.Imi.net/wilworks/ehn20.htm). Miirekkep, boya ve verniklerde ¢oziicii
olarak kullanilan Benzil alkol ayrica bakteriostatik etkisinden dolay1 eczacilikta da
kullanilmaktadir

(http://www.chemicalland21.com/industrialchem/solalc/benzyl%20alcohol.htm).
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FEMA'’ya gore besinlerin yapisinda dogal olarak bulunan Benzil alkol’iin yillik
miktart 7099 kg’dir. Gidalarda lezzet maddesi (tatlandirici) olarak kullanilan yillik
miktart ise 130 635 kg’dir. Bir giinde sadece gidalarin tiiketilmesi ile maruz kalinan
miktar insan viicut agirliginin kilogrami basina 287 ug’dir (Adams vd 2005). Diinya
Saglk Orgiitii (WHO)’ ne gore giinliik aliabilir miktar 0-5 mg/kg olarak belirlenmistir
(http://www.inchem.org/documents/jecta/jeceval/jec _194.htm).

Benzil alkol ile ilgili kisa ve uzun siireli toksisite calismalarinda, viicut
agirhiginda azalmalar, sendeleme, uyusukluk ve solunum giicliigli gozlenmistir. Ayrica
hipokampus da nekroz, iskelet kasinda nekroz ve bobrek tiibiiler epitelyumunda
dejenerasyonlar da meydana gelmistir (NTP 1989). Benzil asetat’da oldugu gibi Benzil
alkol’in genotoksik etkilerini saptamak i¢in daha oOnce yapilmis olan caligsmalara
bakildiginda hem pozitif hem de negatif sonuclarin varligi dikkati ¢ekmektedir. S.
typhimurium'un alt1 susu (TA92, TA94, TA98, TA100, TA1535 ve TA1537) ile yapilan
in vitro mutajenite testinde (Ishidate vd 1984, Rogan vd 1986, NTP 1989), insan
alveolar tiimdr hiicreleri, sican hepatositleri ve E. coli P3478 hiicreleri kullanilarak
yapilan DNA hasar testinde (Waters vd 1982, Storer vd 1996, Fluck vd 1976) Benzil
asetat’in negatif etkiler gosterdigi tespit edilmistir. L5178Y fare lenfoma hiicrelerinde
mutasyon testinde pozitif sonuglar gozlenirken (NTP 1989), E. coli WP2 uvrA hatti
kullanilarak yapilan mutasyon testinde ise negatif sonuglar elde edilmistir (Kuroda vd
1984 b). CHO hiicreleri kullanilarak yapilan kromozomal aberasyon testinde benzil
alkol’lin etkisi belirsiz ve pozitif olarak bulunurken (Anderson vd 1990, NTP 1989),
yine CHO hiicreleri kullanilarak yapilan kardes kromatidlerde parca degisimi testinde
Benzil alkol’iin etkisi zayif pozitif olarak bulunmustur (NTP 1989, Anderson vd 1990).
In vivo da yapilan calismalarda ise, Drosophila eseye bagl resesif letal mutasyon
testinde (Foureman vd 1994), fare kemik iligi mikroniikleus testinde (Hayashi vd 1988)
negatif sonuglar elde edilirken, fare hepatositlerinde replikatif DNA sentezini
indiikledigi yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (Yoshikawa 1996). Drosophila kanat
somatik mutasyon ve rekombinasyon testi kullanilarak yapilan bu c¢alismadan elde
edilen sonucglar, Benzil alkol’in hem  rekombinojenik hemde mutajenik etki

olusturdugunu ancak mutajenik etkiyi biraz daha fazla olusturdugunu gostermektedir.
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Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar daha 6nce yapilmis olan bir¢cok caligmadan elde

edilen sonuglarla da desteklenmektedir.

Benzoik asit, benzen halkasina baglanmis karboksil grubu iceren en basit
aromatik karboksilik asittir. Alkollii i¢ecekler, firinli mamiiller, meyve sularinda, siit
tirlinlerinde, margarinlerde, peynir, ¢iklet, dondurulmus mandira {irtinleri, yumusak tath
ve likor iiretiminde, kozmetik iiriinlerinde ve ayrica eczacilikta oksiiriige karsi antiseptik
ve mantara kars1t merhem yapiminda da kullanilmaktadir. Benzil tiirevlerinden biri olan
Benzoik asit yiyecek ve iceceklerde lezzet vermek amaciyla ve gidalar1 koruyucu olarak
yukaridaki iirtinlerde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. FEMA’ya gore gidalarda
lezzet maddesi (tatlandirict) olarak kullanilan yillik miktar1 ise 2604 kg’dir. Bir giinde
sadece gidalarin tliketilmesi ile maruz kalinan miktar insan viicut agirligiin kilogrami
basma 6 pg’dir (Adams vd 2005). Diinya Saglik Orgiitii (WHO)’ ne gore giinliik
alinabilir miktar (Allowed Daily Intake =ADI) 0-5 mg/kg olarak belirlenmistir
(http://www.inchem.org/documents/jecfa/jeceval/jec_194.htm).

Benzoik asit’in ¢esitli organizmalardaki zararh etkilerini saptamak ic¢in degisik
testler kullanilmistir. Simdiye kadar yapilan calismalardan elde edilen sonuglar,
kullanilan model organizma ve ¢alisilan teste bagli olarak farkliliklar gostermektedir.
Yapilan makale arastirmalarinda Benzoik asit, S. typhimurium'un sekiz susu (TA97,
TA92, TA94, TA9S8, TA100, TA1535, TA1537 ve TA1538) ile yapilan in vitro
mutajenite testinde (Anderson ve Styles 1978, Zeiger vd 1988, Ishidate vd 1984, FDA
1975), Saccharomyces cerevisiae D3 ve S. cerevisiae D4 hatlar1 kullanilarak yapilan
mutasyon testinde (Cotruvo vd 1977, FDA 1975), insan lenfositleri kullanilarak yapilan
kardes kromatidlerde parca degisimini testinde (Jansson vd 1988) negatif sonuglar
gostermistir. Buna karsin, B. subtilis'in H17 ve M45 hatlar1 kullanilarak yapilan
rekombinasyon testinde (Nonaka 1989) Benzoik asit pozitif sonug¢ gosterirken, kobay
fibroblast hiicreleri kullanilarak yapilan kromozomal aberasyon testinde ise zayif pozitif
etki gostermistir (Ishidate vd 1984). Gidalarda lezzet verici ve koruyucu katki maddesi
olarak kullanilan Benzoik asit’in astim, deri dokiintiileri, hiperaktiviteye neden
olabilecegi de yapilan calismalarda gosterilmistir (Adams 1992, Yurttagiil 1993).
Yapilan bir ¢alismada Ankara piyasasindan saglanan meyve sularinda Benzoik asit
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miktarinin izin verilen degeri astigi saptanmistir (Yentiir ve Bayhan 1990). Benzoik
asit’in D. melanogaster’de somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ile
genotoksisitesinin arastirildigi bir ¢calismada, Benzoik asit 50, 75 ve 100 mM olmak
tizere ii¢ farkli konsantrasyonda uygulanmistir. Uygulanan konsantrasyonlar kontrol
grubu (distile su) ile karsilastirildiginda konsantrasyon artisina bagli olarak yasama
ylizdesi kontrole oranla 6nemli 6lgiide azalmistir. Bu da Benzoik asidin toksik etkisinin
konsantrasyon arttik¢a arttigini gostermektedir. Ayrica konsantrasyon artisina baglh
olarak mutasyon gozlenen kanat yiizdesi ve toplam mutasyon yiizdesinin de arttig
yapilan calismada tespit edilmistir (Sarikaya ve Solak 2003). Bizim elde ettigimiz
sonuglara bakildiginda ise, Benzoik asit’in yiiksek dozlar1 genel olarak rekombinojenik
etkiler gostermektedir. Ancak bu etki 50 mM’lik en yliksek derisimde daha belirgin

olarak kendini gostermistir.

Gida katki maddeleri ile ilgili yapilan diger c¢alismalara baktigimizda ise,
Schlatter ve arkadaslari (1992), gida katki maddelerinde koruyucu olarak kullanilan
sodyum sorbat, potasyum sorbat ve 4,5-epoxy—2-hexenoic acid’ in genotoksik etkisini
SMART yontemi ile arastirdiklarinda sadece 4,5-epoxy-2-hexenoic acid’in zayif
genotoksik etkiye sahip oldugunu, potasyum sorbat ve sodyum sorbat’in ise genotoksik
etki gostermedigini saptamislardir. Koruyucu katki maddelerinden birisi olan siilfitler
(SOy) asirlardir kullanildig halde, son 20-25 yilda astimli olan veya olmayan kisilerde
alerjik reaksiyonlara neden olabilirler (Carbaroglu ve Canbas 1993). Siilfitlerle ilgili
yapilan caligmalarda kisilerin 6liimiine neden olacak kadar ciddi alerjik reaksiyonlara
yol agtiklart saptanmistir (Jacopsen ve Fritschner 1991, Adams 1992). Dort gida
koruyucusunun (sodyum nitrit, sodyum nitrat, potasyum nitrat ve potasyum nitrit) D.
melanogaster’de  somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ile
genotoksisitesinin arastirildigi bir ¢alismada ise, sodyum nitrit, sodyum nitrat, potasyum
nitrat ve potasyum nitrit 25, 50, 75 ve 100 mM olmak tizere dort farkli konsantrasyonda
uygulanmistir. Kontrol grubu (distile su) ile wuygulanan konsantrasyonlar
karsilagtirildiginda mutasyon gozlenen kanat sayisi ile toplam mutasyon arasinda pozitif

bir iligki belirlenmistir (Sarikaya ve Cakir 2005).
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Sasaki ve arkadaglarinin (2002) yapmis oldugu bir ¢calismada gidalardaki birgok
boyanin (Amaranth, Allura Red, New Coccine, Tartrazine, Erythrosine, Phloxine ve
Rose Bengal) mide, kolon ve/veya mesane de doza bagli olarak DNA hasarina neden
olduklar1 gosterilmistir. Kalender (1997), gidalarda koruyucu amagla kullanilan sodyum
benzoat ve renklendirici amagla kullanilan tartrazinin fare dermal ve ince barsak bag
dokusu mast hiicrelerinde degraniilasyon etkilerini arastirmistir. Sonug¢ olarak, sodyum
benzoat ve tartrazinin hem dermal bag dokusu mast hiicrelerinde, hem de ince barsak
bag dokusu mast hiicrelerinde degraniilasyona neden olduklar tespit edilmistir. Birgok
gida {irlinlinde yapay tatlandirict olarak kullanilan sakkarinin ise mesane kanserine

neden olabilecegi ifade edilmistir (Ertugrul 1998, Sasaki vd 2002).

Bu katki maddeleri gelisigiizel miktarlarda ve tiiziik dis1 olarak gidalarda
kullanildig1 zaman halk sagligi acgisindan zararli olabilir. Son zamanlarda kimyasal
karsinojenlere maruz kalma, Onemli bir sorun haline gelmistir. Katki maddeleri
laboratuar hayvanlarinda yiliksek dozda, kansere neden olabilirler ancak uygun

miktarlarda kullanildiklarinda emniyetlidirler (Brown 1997).

Ulkemizde 1970°1i yillarda yapilan ¢alismalarda et iiriinlerinde kullanilan nitrit
ve nitratin izin verilenin ¢ok iizerinde kullanildig1 saptanmistir (Alperden vd 1979,
Kuyumcu ve Yurttagiil 2000). Renklendiricilerle ilgili yapilan c¢alismalarda ise,
kullanilan miktarlarin izin verilenin ¢ok iizerinde oldugu saptanmistir (Topsoy vd
1991). Renklendiricilerle ilgili yapilan bir baska ¢alismada ise, 25 sekerleme 6rneginin
11’inde izin verilmeyen renklendiricilere rastlanmistir (Yentiir ve Karakaya 1985).
Demirer (1974) ise 201 sekerleme {irliniinden 25’inin izin verilen renklendiricilerle,
66’sinin izin verilen ve verilmeyen renklendiricilerle karigik olarak, 110 unun ise izin
verilmeyen renklendiricilerle boyandigini saptamistir.

Calismamizda kullanilan Benzil tiirevlerinden Benzaldehit, Benzil asetat, Benzil
alkol ve Benzoik asit’in, Drosophilanin model organizma olarak kullanildig:
Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi ile yapilmig bir ¢aligsmasi
olmadig1 i¢in bu c¢alismadan elde edilen sonuglar ileride yapilacak calismalara kaynak
saglamasi agisindan ayri1 bir 6nem tasimaktadir. Bu ¢calismadan elde edilen sonuglar,
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Benzaldehit, Benzil asetat, Benzil alkol ve Benzoik asit i¢in yapilacak mutasyon testleri
icin 6nemli bir kaynak olusturacaktir. Bununla birlikte bu Benzil tiirevlerinin daha
bir¢ok ¢alisma ile genotoksikolojik etkilerinin belirlenmesine ihtiyag¢ vardir.

Gerek diinyada gerekse iilkemizde ¢ok yaygin olarak kullanildig: bilinen benzil
tiirevlerinin genotoksikolojik etkileri ¢alisilan teste (in vitro ve in vivo) ve kullanilan
model organizmaya gore degisiklik gostermektedir. Bu calismada model organizma
olarak kullanilan D. melanogaster'in 6zel hatlariyla yapilan in vivo kanat somatik
mutasyon ve rekombinasyon testi kullanildi. Calismadan elde edilen bulgular 6nceki
calismalardan elde edilen sonuglara biiylik oranda benzerlik gostermektedir. Ayrica
calismada kullanilan derisimlerin kapsadigi araliga bakildiginda 0.1 mM gibi ¢ok diistik
bir derisimden 50 mM gibi yiiksek bir derisime kadar genis bir spektrumda
degerlendirilmistir. Calisilan bu derisimlerin pratikte kullanilan derisimleri de kapsadigi
g6z Oniinde bulunduruldugunda sonuglar daha c¢arpici hale gelmektedir. Diger taraftan
genotoksik etkisinin olumsuz oldugu bilinen benzil tiirevlerinin kullanimi konusunda
ayrn bir dikkat gerekmektedir. Bu tiir benzil tiirevlerinin gerek kullanim miktar1 gerekse
kullanim sekli ayrica gozden gegirilmelidir. Kullanilan gida katki maddeleri sagliga
zarar vermeyecek dozlarda kullanilsalar dahi bu maddelerin ya da detoksifikasyon
siireci olusan aktif metabolitlerinin, bir siire sonra viicutta birikerek insan sagligini
tehdit edebilecek miktarlara ulasabilecegi, dokularda hasar meydana getirebilecegi,
kisaca insan ic¢in mutajenik ve karsinojenik olabilecegi gibi konular gbéz ardi
edilmemelidir. Yapilan arastirmalar, dengeli beslenmenin insanlarin fiziksel ve mental
caligmalarim1  biiylik Ol¢lide etkiledigini  gostermistir. Bu nedenle gida katki
maddelerinin (GKM) kullanimlar: ile ilgili olarak uyulmasi zorunlu olan bazi temel
ilkeler vardir. GKM yasalara uygun sekilde kullanildiginda, yani izin verilen katki
maddesi izin verilen besinlerde ve izin verilen miktarlarda kullanildiginda;
yararlandigimiz ve saglik riskleri minimize edilmis maddelerdir. Uygun GKM
kullanimi ile iriin cesitliligi artacak, besin kayiplar1 azalacak, fiyatlar diisecek ve
beslenme durumu olumlu etkilenecektir. GKM’nin uygun kullanimu {iretici, tiiketici ve
devlet is birligini gerektirmektedir. Ureticiler otokontrolle iirettikleri besinin kalitesini,
iiretim agamalarinda, satisa sunmadan Once, kontrol etmeye Oonem vermelidir. Bunu

kavrayan treticiler kaliteli ve saglikli liretim yaparak hem halk sagligina hizmet
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edecekler, hem de rekabette Oncelik kazanacaklardir. Tiketiciler GKM’ler konusunda
bilinglendirilmelidir. Besin sanayisi i¢in tiiketici istekleri son derece onemlidir. Bilingli
tiiketici, dogru GKM kullanim1 konusunda, hem iireticiyi hem de devleti etkin kontrol

yapma konusunda daha duyarli hale getirecektir.
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5. SONUC

Bu calismada gerek biitiin diinyada gerekse iilkemizde en ¢ok kullanilan 4
Benzil tiirevinin iki gen ¢ifti bakimindan trans-heterozigot olan D. melanogaster
larvalarinda mutajenik ve rekombinojenik 6zellikleri arastirildi. Elde edilen sonuglara
gore; Benzil alkol ve Benzaldehit’in kullanilan derisimlerinin hem mutajenik hem de
rekombinojenik etki gosterdigi, Benzil asetat ve Benzoik asit’in rekombinasyonu

tetikledigi gozlenmistir.

Bazi tiimoérlerin indiiklenmis rekombinasyon sonucu tiimor baskilayici genleri
inaktive etmesi veya proto-onkogenleri aktive etmesi nedeniyle kanserin baslamasina
neden oldugu gbz Oniine alindiginda bu gibi etkiye sahip benzil tiirevlerinin toplum
sagligr agisindan ne derece onemli oldugu daha c¢arpici olarak goriilmektedir. Benzil
tiirevlerinin belirlenmis uygun dozdan daha fazla miktarda kullanilmasi gerek dogal
dengenin bozulmasi ve gerekse saglik acisindan; toksik, mutajenik, kanserojenik ve

teratojenik etkileri bakimindan oldukg¢a 6nemlidir.

Benzil tirevlerinin D. melanogaster’de genotoksik oOzelliklerinin ortaya
cikarilmasiyla ilgili ¢cok simirli sayida caligma vardir. Bu ¢alismada model organizma
olarak kullanilan D. melanogaster'in genetik yap1 olarak insana biiyiik oranda benzerlik
gostermesi, Okaryotik bir organizma olmasi ve yapilan ¢alismanin da in vivo kosullarda
yapilmis olmasi bulgular agisindan 6nemlidir. Bu test yardimi ile ayrilmama (non-
disjunction), kromozomdan parca kopmasi (delesyon), kromozomun bir parcasinin yer
degistirmesi  (translokasyon) ve rekombinasyon gibi bir¢ok genetik hasar
belirlenebilmektedir. Bu c¢aligmada kullanilan SMART’in in vivo bir test olmasi
nedeniyle herhangi bir Benzil tiirevine kars1 organizma tarafindan verilen cevabin boyle
bir test ile gosterilmesi daha biiyiik 6neme sahiptir. Bu tiir caligmalarin toplum sagligin

dogrudan ilgilendirmesi nedeniyle daha farkli testlerle degerlendirilmesi geregi vardir.

Sonug olarak, gidalara lezzet vermek amaciyla kullanilan Benzil tiirevlerinin
insan ilizerinde de genotoksik etkisi olabilecegi dikkate alinarak toplum sagligi agisindan
daha kontrollii olarak kullanilmalidir. Bu ¢aligmada kullanilan Benzil tiirevlerinin
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yiyecek ve iceceklerde en ¢ok kullanilan Benzil tiirevleri oldugu goz oniine alinirsa bu
gibi kimyasallarin kullaniminda bir kontrol mekanizmasinin olmasi gerekliligi vardir.
Ayrica halen kullanilmakta olan Benzil tiirevleri siirekli olarak daha hassas
calisilmalidir ve okaryotik in vivo sistemlerle yapilan testlerle elde edilecek sonuglar
g0z ard1 edilmemelidir. Bu testler sonucunda olumsuz etkisi goriilen Benzil tiirevlerinin
tiretimi ve kullanimi yasaklanmalidir. Diger taraftan halen uygulanmakta olan Benzil
tiirevlerinin uzmanlar kontroliinde ve uygun derisimlerde uygulanmasi saglanmalidir.
Bu calismadan elde edilen bulgularin daha sonra yapilacak olan ¢aligmalara kaynak
teskil edecegi diisiiniilmektedir ve elde edilen verilere dayanarak bu katki maddelerinin

fayda/zarar degerlendirmesi miimkiin olacaktir.
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