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OZET

Tavuk Embriyonal Gelisimi Uzerine Gida Katki Maddesi Sodyum
Benzoat’in Embriyotoksik Etkilerinin Histolojik Yonden Belirlenmesi

Feryal KARAKAHYA

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismant: Dog. Dr. Yiicel BASIMOGLU KOCA
2011, 77 sayfa

Bu calismada gidalarda koruyucu olarak kullanilan sodyum benzoat’in
(E211), farkli doz ve siirelerle maruz kalan, tavuk embriyosu karaciger
dokusuna olas1 embriyotoksik etkileri histolojik yonden degerlendirilmistir.
Inkiibasyonun 5. giiniinde ii¢ ayr1 dozda sodyum benzoat vitellusa enjekte
edilmis, kontrol ve deney gruplarinin bir kismu 7. giinde kalanlar ise 10. giinde
agilarak embriyolar ¢ikarilmustir. Rutin histolojik yontemlerle hazirlanip
boyanan tavuk embriyosu preparatlart histopatolojik agidan incelenmis,
onemli olarak tespit edilen bulgular fotograflanmistir.

Yapilan istatistiki degerlendirmeler sonucunda sodyum benzoat’in doza ve
siireye bagli olarak embriyolarin toplam agirliklarinda anlamli bir azalmaya
neden oldugu belirlenmistir (p<0,001). Mikroskop diizeyinde venlerin
yapisinda bozulma, konjesyon, odem, sinuzoidlerde genisleme, hepatosit
diizenlenmelerinde bozulma, sisme, vakuolizasyon, kromatin kondensasyonu,
karyolisis, niikleusun sekil bozuklugu ve eksentrik yerlesimi, Niikleolar
Organizasyon Bolgeleri'nde (NOR) ve mitotik bolinmede azalma,
kromozomlarda yapisiklik, kalgin kromozomlar, niikleusta tomurcuklanma ve
mikroniikleus olusumu goézlenmistir.

Sodyum benzoat’in, tavuk embriyolarinda olusturdugu gelisim geriligine ve
onemli metabolik fonksiyonlar1 olan karacigerdeki histolojik degisimlere
dayanarak genotoksik ve embriyotoksik oldugu kararina varilmustir.

Anahtar Sozciikler: Sodyum benzoat, Tavuk Embriyosu, Karaciger,
Embriyotoksik, Histopatoloji.
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ABSTRACT

Histological Determination of Embryotoxic Effects of Food Additive
Sodium Benzoate on Chicken Embryonic Development

Feryal KARAKAHYA

M. Sc. Thesis, Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Yiicel BASIMOGLU KOCA
2011, 77 pages

In this study, possible embryotoxic effects of sodium benzoate (E211), which
is used as a food additive, on the liver tissue of chicken embryo, which were
exposed to it in different doses and time were determined histologically.
Three different doses of sodium benzoate were injected into yolk on the 5™
day of the incubation. Some of the eggs of control and experimental groups
were opened on the 7 ™ day and others on the 10" day and embryos were
taken out. The embryos were prepared according to rouitine histological
procedure. Then, the paraffin blocks of the embryos were sectioned and
stained. Preparations were examined histopathologically, findings determined
as significant were photographed.

As a result of the statistical assessment, it was determined that sodium
benzoate caused a significant decrease in the total weights of the embryos,
depending on the dose and time. (p<<0,001). In microscope level, deterioration
in the structure of the veins, congestion, oedema, enlargement in sinusoids,
deterioration in hepatosit regulations, swelling, vacuolization, chromatin
condensation, karyolysis, eccentric locate and deformity of the nucleus,
decrease in Nucleolar Organizer Regions (NOR) and mitotic division,
chromosomes adhesion, lagging chromosome, budding nuclei, and
micronucleus formation were observed.

It was decided that Sodium Benzoate is genotoxic and embryotoxic, based on
the growth retardation in chicken embryos and histological changes in the
liver which has extremely significant metabolic functions.

Key Words: Sodium benzoate, chicken embryo, liver, embryotoxic,
histology.
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ONSOZ

Lisans ve yiliksek lisans egitimimde gerek bilimsel anlamda gerekse
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deneyiminden her zaman yararlandigim, goriisleriyle caligmalarima katkida
bulunan hocam Dog. Dr. Serdar KOCA’ ya tesekkiir ederim.

Tez materyallerimin temini sirasmda ilgi ve yardimlari i¢in basta Deney
Hayvanlar1 ve Epidemiyoloji Birim Sefi Veteriner Hekim Ziya Nejdet
ERHAN olmak iizere T.C. Tarim ve Kdyisleri Bakanligi Bornova Veteriner
Kontrol ve Arastirma Enstitlisii c¢alisanlarina ve istatistik analizlerimde
yardime1 olan hocam Yrd. Dog. Dr. Timur KOSE’ ye (Ege Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tibbi Bilisim Anabilim Dali) tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans egitimimin tiim zorluklarini ve sevinglerini paylastigim,
deneylerimde ve tezimin yazim asamasinda hi¢ bir yardimdan kag¢inmayan,
bilgi ve tecriibelerinin yani sira manevi destegi ile de her zaman yanimda olan
degerli arkadasim Ziraat Yiiksek Miihendisi Ugur Emek UYSAL’ a tesekkiir
ederim.

Evlatlar1 olmaktan gurur ve onur duydugum, hayatimin her aninda oldugu gibi
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onemlisi sevgileriyle hep arkamda olan, babam Mehmet KARAKAHYAya,
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tek sirdasim, canim kardesim Fulya KARAKAHYA’ya tesekkiirlerimi
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Bilimsel Arastirmalar birimine ayrica tesekkiir ederim.
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hepatosit kordonlart. H-E, 40X..........ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e, 47
500 mg SB verilen 10 giinliik embriyolarin hepatosit

niikleuslarinda sekil bozuklugu ve tomurcuklanma, mikroniikleus
olusumu, niikleus sinirlarinda belirsizlik gériilmektedir.

H-E, 100X ...ttt 48



Sekil 4.50.

Sekil 4.51.

Sekil 4.52.

Sekil 4.53.

Sekil 4.54.

Sekil 4.55.

Sekil 4.56.

Sekil 4.57.

Sekil 4.58.

Sekil 4.59.

Sekil 4.60.

Sekil 4.61.

XX1il

500 mg/kg SB verilen 10giinliik embriyolarin karaciger

hiicrelerinin glikojen depolamadiklar1 gdzlenmektedir.
Hepatositlerde sitoplazmik vakuolizasyon. PAS, X100................... 48
500 mg/kg SB verilen 10 giinliikk embriyolarin karaciger

dokusunda retikiilerfibril goriilmemektedir. Hepatosit, sinusoid.
Retikulum, TO0X .......cooiiieiiiieiie et 49
500 mg/kg SB verilen 10 giinliilk embriyolarda karaciger hiicreleri
¢ekirdeklerinde NOR bdlgeleri icermemektedir. Mitoz gegiren
hepatosit. Retikulum, 100X .......cc.ccooviiiiiiiiiiieccciiie e 49
1000 mg/kg SB verilen 10 giinliik embriyolarin karaciger

dokusunun genel goriiniimii. Hepatik vende 6dem ve konjesyon,

kalp, atrium, siniis venosus. H-E, 4X .........ccccccovvviiiiiiiiiien e, 50
1000 mg/kg SB verilen 10 giinliik embriyolarin karaciger

dokusunda konjesyon ve genislemis sinuzoidlerde 6dem
1zlenmektedir. HE, 20X ........coooiiimiiieiiiieeee e 50
1000 mg/kg SB verilen 10 giinliik embriyolarin karaciger hepatosit
kordonlagmasinda bozulma, hepatositlerde piknotik niikleus,
sitoplazmik vakoulizasyon ve dagilma gozlenmektedir.

H-E, X T00... ettt e 51
1000 mg/kg SB verilen 10 giinliik embriyolarin karaciger
hepatositlerinde sitoplazmik vakoulizasyon ve eksentrik yerlesimli
nikleus H-E, X100......c..ccooiiiiiieieieieeeee e 51
1000 mg/kg SB verilen 10 giinliik embriyolarin hepatositlerde

sisme, niikleuslarinda kromatin kondensasyonu ve karyolisis.

H-E, XT00.... .ottt e 52
1000 mg/kg SB verilen 10 giinliik embriyolarin hepatosit
niikleuslarinda karyolisis, eksentrik yerlesim ve eritrositlerde
mikroniikleus olusumu goriilmektedir. H-E, X100.......................... 52
1000 mg/kg SB verilen 10 giinliik embriyolarin karaciger

dokusunda apoptotik hepatosit izlenmektedir. H-E, X100............... 53
1000 mg/kg SB verilen 10 giinliik embriyolarin karaciger
hiicrelerinin glikojen igermedikleri goriilmektedir. ileri derecede
sitoplazmik vakuolizasyona sahip hepatositler. PAS, X100 ............. 53
1000 mg/kg SB verilen 10 giinliik embriyolarin karaciger dokusu
retikiiler fibril icermemektedir. Hepatosit, sinuzoid.

Retikulum, XT100.......ccoiiieiiiieieet et 54



Sekil 4.62. 1000 mg/kg SB verilen 10 giinliik embriyolara ait karaciger
dokusunda siirlar1 belirgin olmayan ve NOR bdlgeleri igermeyen
niikleuslara sahip hepatositler gériilmektedir. Retikulum, X100......54
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1.GIRIS

Saglikl1 bir hayat i¢in viicudun enerji ve madde ihtiyacinin karsilanmasi (viicudun
gereksinimi olan besin 6gelerinin alinip viicutta kullanilmasi) olarak tanimlanan
beslenme, anne karnindan yasamin sonlanmasina kadar gegen her siiregte
yasamimizin vazgecilmezi olarak yer alan temel bir ihtiyagtir (Anonim, 2004a;
Doénmez vd., 2010). Beslenme bireysel olarak 6nemli olmasinin yaninda toplum
sagliginin korunmasinda, iilke ekonomisinde ve kalkinmada temel islevlerden
birisidir. Beslenme islevini saglayan maddeler besin eclementleri, besin
elementlerini i¢eren islenmis veya dogal haldeki hayvansal, bitkisel ve sentetik
kokenli  yenilebilir ve igilebilir karakterli maddeler de gida olarak
tammlanmaktadir (Halag, 2002).

Diinyadaki niifusun giin gegtikce artmasi, gelisen teknolojiye bagh ¢evre kirliligi,
eckonomik yetersizlik ve egitimdeki eksiklik beslenme sorunlarimi ortaya
cikarmakta ve gida teminini zorlastirmaktadir. Giiniimiiz  kosullarinda
sanayilesmenin ve teknolojik ¢aligmalarin artmasi ve buna bagli olarak yasam
standardinin  yiikselmesi tiiketicilerin dogal besinlerden hizla uzaklagmasina
boylece yillar oOncesinden siire gelen beslenme aliskanliklarinin tamamen
degismesine neden olmustur. Gerek zaman darlifi gerekse pratik olduklarindan
tiiketicilerin tercihleri dogal ve evde hazirlanan besinlerden hazir veya yari hazir
gida maddelerine dogru kaymustir (Altug, 2001; Halag, 2002; Sarikaya ve Solak,
2003).

Tiiketicilerin isteklerine yanit vermek ftizere, hizla gelisen gida endiistrisi
sayesinde teknolojik sartlarda ¢ok ¢esitli gida maddesi iiretilmekte ve tiiketicilere
sunulmaktadir. Bu gida maddelerinin iiretimi sirasinda ise pek c¢ok kimyasal
madde kullanilmaktadir. Besinlerin kimyasal maddeler eklenerek korunmasi
eskiden beri siire gelen bir yontemdir. Gida katki maddeleri ilk kez Misir’ da
Milattan Once (MO) 3500 yillarinda gida boyalarinin kullanmasi ile baslar.
Milattan Once (MO) 3000 yillarinda et iiriinlerini kiirlemede tuzdan yararlanildig
MO 900 yillarinda ise tuz ve odun tiitsiisiiniin gida saklama yontemleri olarak
kullanildiklar1 goriilmektedir (Altug, 2001; Calisir ve Caliskan, 2003). Ortacagda
etlere koruyucu amagla tuz ve tiitsiinlin yani sira katilan nitratin etin rengini
olumlu yonde degistirmek ve botulizmi (Clostridium botulinum bakterisinin
irettigi toksik maddeden kaynaklanan besin zehirlenmesi (Cherington, 1998))
Oonlemek amaciyla kullanildigi bilinmektedir (Calisir ve Caliskan, 2003).



MO 50’lerde baharatlardan lezzet verici olarak yararlanilmis. On dokuzuncu
yiizyilda hizli kentlesmenin paralelinde katki maddelerinin kullanimi, 6zellikle
gidalar1 bozulmalara karsi korumak ve raf 6mriinii uzatmak amaciyla yayginlagmis
olup giliniimiizde ise bu maddeler gelisen gida teknolojisinin vazgegilmez bir
parcasini olusturmuslardir (Yurttagiil ve Ayaz, 2008).

Gida katki maddeleri Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’nde tek basina gida olarak
tilketilmeyen, gida ham veya yardimci maddesi olarak kullanilmayan, tek basina
besleyici degeri olan veya olmayan, secilen teknoloji geregi kullanilan islem veya
imalat sirasmda kalinti ve tiirevleri mamul maddede bulunabilen, gidanin
iretilmesi, tasnifi, islenmesi, hazirlanmasi, ambalajlanmasi, tasmmasi,
depolanmas1 sirasmmda gida maddesinin koku, tat, goriiniis, yap1 ve diger
niteliklerini korumak, diizeltmek veya istenmeyen degisikliklere engel olmak
amaciyla kullanilan maddeler olarak tanimlanmustir (http://www.kkgm.gov.tr).

Gida katki maddeleri dogal, dogala 6zdes veya yapay olabilir. Dogal olanlar seker
pancarindan elde edilen kirmuzi renklendirici gibi maddeler, dogala 6zdes olanlar
vanilya gibi insanlar tarafindan yapilan ancak dogalinin aynis1 olan maddelerdir.
Yapay olanlar ise sakarin gibi dogada bulunmayan sadece insanlar tarafindan
yapilan maddelerdir (Yurttagiil ve Ayaz, 2008).

Kullamlan kimyasal maddelerin kullanim amaglari; gidalarin dayanikliligini
arttirmak, lezzetini ve rengini daha c¢ekici hale getirmek, gidalarin besleyici
degerlerini korumak gibi 6rneklendirilse de Tirk Gida Kodeksi’nde gida katki
maddeleri olarak adlandirilan bu kimyasallar amaglarina gore siniflandirilmis ve
belli giinliik kullanim dozlar1 belirtilmistir (http://www.kkgm.gov.tr). Gida katki
maddelerini simiflandirilmasinda katki maddesinin eklendigi gidadaki fonksiyonu
g0z Oniine alinabilir ancak Tirk Gida Mevzuati’nda Avrupa Birligi iilkelerinde
oldugu gibi E kodlar1 iizerinden pratik bir kodlama yontemi kullanilarak
smiflandirilma yapilmistir (http://www.kkgm.gov.tr; Anonim, 2004b).

E kodlar1 Avrupa Birligi’nin ilgili saglik/gida otoritelerinin gerekli giivenlik
testlerinden gegmis ve tiim spesifikasyonu belirlenmis gida katkilarina verilen
kodlar1 gosterir. Kodlama giivenligin ifadesi olup, bu kodlarda bir kullanim grubu
temsil edilir (http://www.turktox.org.tr/Gida/index.php ?p=ckodlari).



Gida katki maddelerinin smiflandirilmasi:

Renklendiriciler (E 100 - 199)

Koruyucular (E 200 - 299)

Antioksidanlar, asitlik diizenleyiciler (E 300 - 399)
Incelticiler, emigiilatorler, stabilizatorler (E 400 - 499)
Asit- baz saglayicilar (E 500 - 599)

Tatlandiric1 ve koku verenler (E 600 - 699)
Antibiyotikler (E 700 - 799)

Genis amach gida katki maddeleri (E 900 - 999)
Diger kimyasallar (E 1000 - 1999)

(Cok, 2010; http://www.kkgm.gov.tr).

XNk =

1.1. Gida Koruyuculan (E 200- 299)

Koruyucular Tiirk Gida Kodeksi’nde gidalarin mikroorganizmalarla bozulmalarimni
Onleyerek raf Omiirlerinin uzatilmasini saglayan maddeler olarak tanimlanmis
olup, antimikrobiyal ve antioksidanlar olarak iki gruba ayrilmustir. Antioksidanlar
istenmeyen koku, aroma, tat degisikliklerini, enzimatik kararmayi veya
oksidasyona bagli renk kaybini ve yagli besinlerde acimayr geciktirmek ve
Onlemek amaciyla gidalara eklenen maddelerdir. Antimikrobiyaller ise besinleri
bakteri, kiif ve maya bozulmalarma kars1 korumak, besinlerin raf 6mriinii uzatmak,
dogal renk ve aromay1 korumak amaciyla kullanilan maddelerdir (Anonim, 2002;
Kiigtikoner, 2006).

Gida sektoriinde tuz ve sekerler gibi dogal gida koruyucular siklikla
kullanilmaktadir. Ancak bu maddelerin eklenmesi gidalarin tadin1 bozacagindan
belirli kullanim sinirlarinin Gistiine ¢ikilmamasi gerekmektedir. Gida endiistrisinde
dogal gida koruyucularma alternatif olarak benzoik asit ve tuzlari, asetik asit ve
asetatlar, propiyonik asit ve tuzlari, nisin, sorbik asit ve tuzlari, nitrit ve nitrat
bilesikleri, kiikiirt dioksit ve ¢esitli stlfitler gibi yapay antimikrobiyal maddeler
yaygin olarak kullanilmaktadir (Kiigiikoner, 2006).



1.1.1. Sodyum Benzoat (SB)

Sodyum benzoat, E kodu E 210 olan benzoik asit’in (C¢HsCOOH) sodyum
tuzudur. Benzoik asit genellikle meyvelerin ¢ogunda o6zellikle de kiraz ve
kizilcikta bulunur. Meyvelere ek olarak, benzoatlar mantarlarda, targinda,
karanfilde ve bazi siit {irlinlerinde (bakteriyel fermentasyon sonucu) dogal olarak
bulunurlar  (Altug, 2001; http://www.ggd.org.tr/sss2.php?bolum=249#s786-
30mart2011). Ticari elde edilmek istenirse kimyasal olarak toluenden hazirlanir.
Benzoik asidin sodyum tuzundan baska potasyum (E 212) ve kalsiyumdan (E
213) hazirlanmis tuzlari da bulunmaktadir
(http://www.ggd.org.tr/sss2.php?bolum=249#s786-30mart2011). Sodyum
benzoatin kimyasal formiilii C;HsO,Na, CAS No. 532-32-1, molekiil agirligi
144,11g/mol’ diir. Erime noktas: yaklasik 300°C’dir. Suda iyi ¢oziiniir (20°C’de
550-630g/1t). Suda ¢oziiniirliigliniin yan1 sira etanol, metanol ve etilen glikolde de
¢coziliniir. Yaklastk % 50 oraninda nem tutar. Litrede 10 gr sodyum benzoat
¢ozeltisinin pH’s1  yaklasik 7,5°dir. Kuru sodyum benzoat siirtlinmeyle
elektriklenir (Maki ve Suzuki, 1985; Stefanidou vd., 2003; Anonim, 2005).
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Sekil 1.1. Sodyum benzoatin kimyasal formiilii (Anonim, 2005)

Benzoik asit ve tuzlar1 gidalarda en yaygin olarak kullamilan koruyuculardir.
Tuzlarm suda ¢oziiniirlikleri daha yiiksek oldugundan, benzoik asit tuzlari asit
formuna gore daha fazla kullanilmaktadir. Sodyum benzoat ilk kez 1911° de yapay
bir gida katki maddesi olarak kullanilmustir (Stefanidou vd., 2003, Chen vd.,
2009). Diinyada 1997°den beri pek ¢ok tiriinde yaklasik 55000-60000 ton sodyum
benzoatin gidalarda koruyucu madde olarak kullanilmasma izin verilmesine
ragmen sodyum benzoatin hem WHO tarafindan hem de FAO tarafindan ¢evre ve
insan {izerine etkileri arastirilmaktadir (Anonim, 2005).



Benzoatlar kek, cikolata, soslar, kat1 ve sivi yaglar, margarin, mayonez, alkolsiiz
icecekler, meyve sulari, meyve kokteylleri, ¢esitli suruplar, tursular, siit tozu,
patates tozu ve kuru maya gibi baz1 gidalarin islenmesi sirasinda gida koruyucusu
olarak kullanilir (Srour, 1998; Altug, 2001; Kiiciikdner, 2006).

Benzoik asit ve tuzlar1 maya ve kiiflere kars etkilidir. Bakteriler i¢in kullanilmas1
tavsiye edilmez ¢iinkii pH 4,5 lzerinde etkileri azalir. Genellikle bakterilerin
gelisimi bu pH’dan sonra yiiksektir (Altug, 2001; Kiiciikoner, 2006). Sodyum
benzoat 100-60000 mg/lt arasinda degisen konsantrasyonlarinda mantarlarm ve
asidik ortamdaki bakteleri gelismesini pH’a bagli olarak inhibe eder (Anonim,
2005).

Sodyum benzoatin oral LDsy degeri sicanlar i¢in 4100 (3720 - 4440) mg/kg va
(viicut agirligi) (Smyth ve Carpenter, 1948), intravendz LDsy degeri 1714 +£124
mg/kg va (Hager vd., 1942), kediler ve kdpekler i¢in en diisiik letal doz 2000
mg/kg va (Rost vd., 1913; Ellinger, 1923), kobaylar i¢in intraperitonal en diisiik
letal doz ise 1400 mg/kg va’ dir (Ellinger, 1923). Bunun yam sira inkiibasyonun
96. saatindeki tavuk embriyolar1 i¢in 4,74 mg/yumurta olarak bildirilmistir
(Verrett vd.,1980).

Embriyonel gelisimin ilk ayma uyan ve kimyasallarin, toksik maddelerin
embriyonel gelisim iizerine etkilerinin incelendigi iyi bir model olan erken dénem
tavuk embriyosu, kolay erisilebilirligi, ucuzlugu ve erken sonu¢ alinmasi,
istenildigi zaman elde edilebilmesi ve ayrica déllenmis yumurtalarin ¢alismaya
baslanmadan once bir kag hafta boyunca 10 — 14°C de saklanabilmesi gibi
Ozellikleri ile tercih edilmektedir (Davey ve Tickle, 2007; Demirel, 2007,
http://www.swarthmore.edu/NatSci/sgilber1/DB_lab/Chick/Chick Observe.html).

Tavuk embriyolariyla yapilan ¢ok sayida embriyotoksisite ve teratojenite
calismalart bulunmaktadir. Erken embriyonik dénemdeki kanatli embriyolari
kullanilarak alkoliin (Barutguoglu vd. 2001; Aydemir, 2006;), kotinin (Dalgic1 vd.,
2009), kafeinin (Albert, 2006), baz ilaglarin (Bilge ve Bingol, 1976; Giiney vd.,
1999; Demirel, 2007), mikotoksinlerin (Cilievici vd., 1980; Vesely vd., 1982;
Prelusky vd., 1987; Vesely ve Vesela, 1991; Celik vd., 2000; Henry ve Wyatt
2001; Sur, 2001), herbisitlerin (Ahmed vd., 1988; Varnagy vd., 2002; Matsushita,
2006), insektisitlerin (Ozparlak, 2006), fungusitlerin (Maci ve Arias 1987), agir
metallerin (Kaya vd., 1995), endiistriyel bilesiklerin (Elovaara vd., 1979;



Korhonen vd., 1982; Korhonen vd., 1983; Chibber ve Gilani 1986; Ozcan 1992),
su, aseton, alkol gibi ¢oziiciilerin (Mclaughlin vd., 1963) ve diger bazi bilesiklerin
(Harold vd., 1987; Brunstrom vd., 1990; Becker ve Shipley, 1998; Zhang vd.,
2002; Molina vd., 2006; Oguz vd., 2008 ) etkilerini arastiran pek ¢ok caligsma
bulunmaktadir.

Tavuk yumurtalarinda sodyum benzoatla yapilan embriyotoksisite ¢aligmalari
smirli sayida olup 1980 ve 1985 yillarinda yapilmistir. Bu c¢alismalarda
inkubasyonun farkli zamanlarinda farkli dozlarda (5mg/yumurta ve 0,1
mg/yumurta) yumurtaya enjekte edilen sodyum benzoatin embriyotoksik etkisinin
olmadig1 séylenmistir (Verrett vd.,1980; Jelinek vd., 1985) .

1.2.Tavuk Yumurtasinin Yapisi

Tavuk yumurtasi, vitellus, albumin, kabuk altindaki zarlar ve kire¢ kabuktan
olusur (Hamilton 1952; Patten 1971; Tiirkoglu ve Sarica, 2004; Ozparlak, 2006).

Yumurta kabugu, yumurtay1 dis etkilere kars1 koruyan ve seklini veren kisimdir.
Yumurta agirhiginin % 10-12°sini olusturur ve uterusta zarlar {izerine kireg
birikmesi ile olusur. Kire¢ kabugun uterusta yapimi yaklasik 20 saat siirer. Kireg
kabuk, biiyiik 6l¢iide tavugun besininden elde edilen kalsiyum tuzlarindan olusur.
(Patten, 1971; Smith, 1997; Ozparlak, 2006). Yapisinin % 95’i inorganik
maddelerden olusan yaklasik % 94’ kalsiyum karbonattir. Az miktarda
magnezyum karbonat, kalsiyum fosfat, organik maddeler ve fosfat bulunur.
Kabugun bilesiminde her genotipin kendine has kabuk rengini veren renk
maddeleri vardir. Yumurta kabugu i¢ ve dis kabuk olmak tiizere iki tabakadan
olusur. I¢ kabuk siingerimsi bir yapida olup iizerinde mememsi ¢ikintilar vardir.
Yumurta kabugunun {izerinde ¢evre ile gaz ve nem alig-verisini saglayan
gbzenekler (por) bulunur (Tirkoglu ve Sarica 2004).

Kabuk Alt1 Zarlari, isthimusta (yumurta kanalinin bir boliimii) olusur. Kabugun
hemen altinda birbirine yapisik iki zar bulunur. i¢ kisimdaki zar (15-25um)
yumurta akini sarmakta, dis zar (50-70um) ise kabugun i¢ kismini kaplamaktadir.
Glikoprotein yapidaki zar gaz gecisini engellemezken bakterilerin igeri girmesine
engel olurlar (Tiirkoglu ve Sarica 2004). Yumurta disar1 birakildiginda 41°C’dir ve
hizla sogur; biliziilmeye, disaridan hava almaya baslar. Bu sirada dis zar ile i¢ zar



arasinda hava girisinin en yogun oldugu kiit ugta hava boslugu olusur (Patten,
1971; Hamilton, 1952; Tiirkoglu ve Sarica, 2004; Ozparlak, 2006).

Albumin (yumurta aki), yumurta agirliginin % 58’ini olusturur. Ovaryuma yakin
ovidukt kisminda sentezlenir. Glikoprotein (ovomukoid, ovomusin gibi) ve protein
(ovokon albumin, ovoglobulin gibi) yapisindadir. Albuminin igine salaza denilen
ve vitellusun iki yanindan yumurtanin uzun uglarinda kabuk alti zarlara dogru
uzanan baglardan olusan yapi vardir. Bu baglar sayesinde vitellus merkezde
tutulur. Salaza disinda kalan kisimlari homojen bir yapidadir. Ancak vitellus
yakinindaki albiimin periferadeki albuminden daha yogundur. Embriyoyu mekanik
ve kimyasal etkilerden koruyan albumin ayni zamanda embriyonun biiylimesi
sirasinda kullanilmak {izere besin deposu gorevi de yapar (Tirkoglu ve Sarica;
2004; Ozparlak, 2006).

Vitellus (yumurta sarisi), agik ve koyu renkli sar1 tabakalardan olusmustur. Agik
renkli sar1 kulugkada civciv olusumunda, koyu renkli sar1 ise embriyonun
beslenmesinden sorumludur. Yumurta sarisinda sar1 madde, germinal disk, latebra
(yumurta sarisinin merkezinde yerlesmis beyaz alan) ve vitellin zar bulunmaktadir.
Sarinin {izeri vitellin zar ile kaplidir. Bu zar ince, kuvvetli ve renksiz bir zar olup
vitellusun albumin i¢inde dagilmasini 6nlemektedir. Bu zarin hemen altinda beyaz
ve acik renkli goriilen kiigiik nokta germinal disk (blastodisk) denilen yapidir.
Germinal disk dolsiiz yumurtalarda diizensiz bulunurken dollii yumurtalarda diiz,
iri ve yuvarlaktir. Germinal disk sarmin merkezine, embriyonun beslenmesinde
islev goren, latebra olarak adlandirilan bir kanalla baglanir (Tiirkoglu ve Sarica
2004).
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Sekil 1.2. Tavuk Yumurtasinin Kisimlari (Tirkoglu ve Sarica 2004)



1.3. Tavuklarda Embriyonik Gelisim

Tavuklarda embriyo gelismesi yumurtamin déllendikten sonra yumurtlamaya kadar
devam eden, yumurtanin dis ortamda soguma diizeyine gére minimuma inen ve
sartlar uygun hale geldiginde devam eden siiregtir. Ciftlesmeden hemen sonra
sperm hiicreleri infundibuluma hareket ederler ya da sperm tiiplerinde
depolanirlar. Ovulasyonla birlikte LH salgisinin etkisiyle spermler yumurtayi
dollemek tizere infundibuluma ilerlerler. Bol miktarda vitellusa (polilesital) sahip
olan tavuk yumurtalarinda boliinme ve gelismeler az miktarda sitoplazma ve
¢ekirdegin bulundugu animal kutupta gergeklesir (Romanoff, 1997). Embriyonik
gelisiminin ilk agamasi dollenme ile baglayip gelisimin yaklasik % 4,5’ yumurta
kanalinda tamamlanmaktadir. Boliinme yariklanma seklindedir. Zigotun ilk
boliinmesi yumurtanin isthmusa girme aninda, ikincisi 20 dakika sonra gerceklesir.
Uciincii béliinme de isthmusta olur ve embriyo 8 hiicrelidir. Uterusta kabuk yap1
olusturulurken embriyo 16 hiicrelidir (Romanoff, 1997; Tiirkoglu ve Sarica, 2004).
Boliinmeler her 20 dakikada bir meydana gelir ve boylece binlerce hiicre tabakasi
gastrulayr olusturur (Romanoff, 1997). Gastrulasyon safhasinin yumurta
yumurtlandigl anda tamamlandig diisiiniilmektedir (Tiirkoglu ve Sarica, 2004).
Kulugka basladiktan sonra kalinlasan hiicre tabakas1 embriyonun kuyruk kisminda
gOriiniir hale gelmeye baslar. Bu primitif ¢izgi adin alir.

Tavuk embriyosu gelisimi 4 déonemde gerceklesir ;

Birinci dénem, i¢ organlarin gelismeye basladigi ve kalp atisiin gergeklestigi 1-5.
giinleridir. Ilk giinde primitif ¢izgi olusur (Tiirkoglu ve Sarica, 2004). Embriyonun
bas1 ayirt edilebilir, sindirim sisteminin dnciisii 6n barsak sekillenir, kan adaciklari
goriiliir ve néral olugu olusturacak olan yarik olusur (Romanoff, 1997; Ozparlak,
2006). 2. giinde kalp gelisir ve atmaya baslar. Goz ¢ukuru, kuyruk ve kulak yolu
olusmaya baglar (Tirkoglu ve Sarica, 2004). Noral oluk sekillenir. Bas bolgesi
gelisir. Kulak gelismeye baslar ve gbéz mercegi olusur. 3 giinlik embriyoda
faringeal bélgenin posterioriinde vaginasyon ile laringo-trakeal oluk sekillenir.
Daha sonra bu yapi trake olarak kaudale dogru biiyiir. Trake 6zofagus ile yaklasik
olarak paralel seyreder. Trakeal biiyiime uzadik¢a kaudal kisim ikiye ayrilarak
akciger tomurcuklarini olusturur (Romanoff, 1997; Ozparlak, 2006). Kulugkanin
4. giinii boyunca torsiyon ve fleksiyon devam eder. Embriyonun viicudu 90° déner
ve vitellusun lizerinde sol tarafa dogru kayar. Bas ve kuyruk birbirine yaklasir ve
embriyo “C” seklini alir. Kulugkanin 4. giinii sona ererken embriyo yasamak igin



ihtiyag duydugu tiim organlara sahiptir ve embriyonun tiim kisimlari
tamimlanabilir (Romanoff, 1997; Ozparlak, 2006). Kalp atislarinin basladig1 ve
dolasimin yeterli seviyeye ulastigi zamana kadar olan 1-3. giinler arasinda embriyo
gelisimi i¢in 1. kritik donem olarak kabul edilir (Tiirkoglu ve Sarica, 2004).

Ikinci dénem, dis organlarin gelismeye basladigi 6-14. giinleri kapsar. 6.giinde
embriyo normal seklini alir, kanat ve bacak goriilmeye baslar (Tirkoglu ve Sarica,
2004). Kulugkanin 7. giiniinde kanat ve ayak parmaklar1 goriiniir hale gelir, kalp
biitliniiyle torasik boslugu doldurur ve embriyo biiylik Olclide kusa benzer
(Romanoff, 1997; Ozparlak, 2006). 8. giinde tily bolgeleri goriiliir. 9. giinde
embriyo tam civciv goriiniimiinii kazanmustir. 10. giinde gaga sertlesir, bacaklarda
pulcuklar ve ayak parmaklari belirmeye baglar (Tirkoglu ve Sarica, 2004).
Kulugkanin 10. giiniinden sonra tiiyler goriiniir bir hale gelir (Romanoff, 1997;
Ozparlak, 2006). 11. giinde bacak ve kanat hareketleri baslar, barsaklar goriiliir.
12. giinde ana tiiyler goriilmeye baslar. 13. giinde iskelet ve tirnaklar gelismeye
bagslar. 14. giinde embriyonun basi yumurtamin kiit ucuna yonelir ve embriyo
yumurtanin uzun eksenine paralel duruma gelir (Tiirkoglu ve Sarica, 2004).

Uciincii donem, embriyonun biiyiidiigii 15-20. giinlerdir. 15-16. giinlerde ayaktaki
pullar ve tirnaklar sertlesir (Tiirkoglu ve Sarica, 2004). Albumin destegi 16. giinde
tiikkenir. Boylece vitellus besin i¢in temel kaynak olur (Romanoff, 1997; Ozparlak,
2006). 17. giinde embriyo ¢ikis pozisyonunu alir. 16-18. gilinlerde amniyon s1visi
ve amnion tamamen biter. 19. giinde {ist gagada civciv disi denilen sert yapi
meydana gelir. 20. giinde allantoik solunum durur. Gébek kapanmaya baslar.
Civciv basmni solunum i¢in hava bosluguna sokar ve buradaki CO, ile
karsilastiginda akciger solunumu baslar. Civeiv kabugu delerek dis ortamdan O,
girigini saglayarak normal solunuma baglar. Embriyo gelisim doneminde bu
donem 2. kritik donem olarak kabul edilir (Tiirkoglu ve Sarica, 2004).

Dordiincti donem, civeiv ¢ikiginin gerceklestigi 21. giindiir (Tiirkoglu ve Sarica,
2004). 21. giiniin sonunda yumurta disi ve boynun arkasindaki kaslarin yardimu ile
yumurta kabugu kirilir. Yumurtadan ¢iktiktan sonra civcivin gdbek acikligi
kapanir ve daha sonra tamamen kurur. Civcivin yumurtadan ¢ikisindan birkag giin
sonra gaga lizerindeki boynuzumsu yap1 diiser. Protein, yag, vitamin, mineral ve
su agisindan oldukg¢a zengin olan vitellus yumurtadan ¢iktiktan sonra saatlerce
civciv igin besin saglayabilir. Bu sayede yumurtadan ¢ikan civeiv 72 saat boyunca
beslenmeksizin yasayabilir (Romanoff, 1997; Ozparlak, 2006).
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1.4. Karaciger Gelisimi

Piligte karaciger gelisimi inkiibasyonun yaklasik 33. saatinde kardio-hepatik bolge
olarak isimlendirilen alanda, midenin kaudali, barsagin ventralinde endodermal
cikint1 seklinde baslar. Hepatik divertikiil ya da karaciger tomurcugu da denen bu
cikinti hizli proliferasyon gosteren hiicrelerden meydana gelir. Kalp tamamen
mezodermal yapidadir. Karaciger ise endodermden olusur. 14. sathada karacigerin
yapisina mesoderm de katilir. Endodermal yapi anterior (sol) ve posterior (sag)
olarak iki divertikiile boliiniir ve barsak tabani kapanirken karaciger tomurcugu,
barsagmn ventral duvarmda uzamaya baslar. 4 giinliik embriyoda bu ¢ikint1 dallanip
hiicre kordonlar1 olusturur. Gelismekte olan hiicre kordonlar1 gittikce artar ve
birbirleriyle kaynasarak {i¢ boyutlu bir ag olustururlar. Karaciger hiicreleri,
perikard boslugu ve vitellis sap1 arasmdaki mezodermal plak (septum
transversum) icine girmeye devam ederken, yaklasik 18. evrede hepatik divertikiil
ile On barsak arasindaki baglant1 daralarak safra kanallarmi olusturur (Bellairs ve
Osmond, 2005).

Canlilarda embriyonik gelisim sirasinda bazi i¢ ve dis faktorlerin organogenez
lizerinde ¢esitli etkileri olmaktadir. Bu etkiler genelde organlarin yapisi ve buna
bagl olarak fonksiyonlarinda olumsuz yonde ortaya ¢ikmaktadir. Bu tip olumsuz
etkiye neden olan maddelerden bazilar1 gida katki maddeleridir. Bu yiizden gida
katki maddeleri kullaniminda; insan sagligina zararli olmamasi ve bunun yasalarla
belirlenmis olmasi, kullanim sebebinin teknolojik olarak zorunlu olmasi, izin
verilen besinlerde ve izin verilen miktarlarda kullanilmasi ve besinin besin
degerini azaltmamasi1 dikkat edilmesi gereken Onemli noktalardir (Yurttagiil ve
Ayaz, 2008). Kullanilmasina izin verilen gida katki maddeleri siirekli olarak
alindiginda ya da belirtilen dozlarin disinda kullanildiklarinda toksik etkiler
gosterebilmekte ve insan sagligi agisindan zarar verici olabilmektedir (Briggs,
1997; Sarikaya ve Solak, 2003). Kullanilan gida katki maddeleri sagliga zarar
vermeyecek dozlarda kullanilsalar dahi bir siire sonra viicutta birikerek insan
sagligmi tehdit edebilecek miktarlara ulasabilecegi, dokularda hasar meydana
getirebilecegi, insan i¢in mutajenik ve karsinojenik olabilecegi goz ardi
edilmemelidir (Sarikaya ve Solak, 2003). Nitekim gida katki maddelerinin
tiiketimi arttikga, bazi rahatsizliklarla olan baglantilara yonelik bulgular da ortaya
¢ikmistir. Bunlarin iginde en sikga goriilenleri, oksiiriik, nefes darligi, bas agrisi,
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alerjik kasintilar, gastrik rahatsizliklar, ishal, hiperaktiflik (6zellikle ¢ocuklarda) ve
asir1 duyarhiliktir (hypersensitivity) (Giinesli, 2000).

Yapilan literatlir taramalarinda sodyum benzoatin tavuk embriyolarindaki
etkilerini histolojik yonden ele alan bir g¢alismaya rastlanmamustir. Bu tez
calismasinda hazir - yar1 hazir gidalarda koruyucu olarak kullanilan sodyum
benzoat uygulamasmin pili¢ embriyolarinin gelisimi ile fonksiyonel iliskisinin
arastirilmasi, karaciger dokusu iizerine olast gelisim bozukluklarinmn histolojik
olarak belirlenmesi hedeflenmistir.

Bu ¢alisma sodyum benzoatin gidalarda koruyucu madde olarak giivenli bir
sekilde kullanilip kullanilamayacagina 1sik tutmasiin yam sira, dzellikle gebelik
donemindeki tiiketiciler tarafindan katki maddesi olarak sodyum benzoat
kullanilan gidalar1 daha bilingli tiiketmesi hususunda 6n bilgiler saglayacaktir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Gida katki maddeleri ile ilgili biyokimyasal, fizyolojik, genotoksik ve
embriyolojik ¢alismalar Onceki yillardan beri yapilmakta olup son yillarda
yogunluk kazanmistir. Benzoik asit ve tiirevleri de bunlar arasindadir. Bu yondeki
caligmalara benzoik asitin Drosophila iizerindeki genotoksik etkileri (Sarikaya ve
Solak, 2003), sodyum benzoatin fareler ilizerine ontogenetik etkisi (Kamal ve
Lashin, 1998), sitrik asitin farelerde kreatinkinaz (CK), laktatdehidrogenaz
(LDH), alaninamino transferaz (ALT) ve aspartatamino transferaz (AST)
enzimlerinin serum diizeyleri ile karaciger, bobrek ve dalak dokularmna
histopatolojik etkileri érnek olarak verilebilir (Aktag vd., 2003).

Allium cepa kokiinde bes farkli gida koruyucusunun (sodyum benzoat, borik asit,
sitrik asit, potasyum sitrat, sodyum sitrat) genotoksik etkisi arastirilmis ve C-
mitoz, anafaz kopriileri, mikronukleus, kalgin kromozom, yapiskanlik, kiriklar ve
esit olmayan kromozom dagilimlart gozlenmistir (Tirkoglu, 2007). Njagi ve
Gopalan (1982) tarfindan yapilan ¢alismada sodyum benzoatin Vacia faba kok
hiicrelerinde  DNA sentezini engelledigi, anafaz kopriilerine ve kromozom
kondensasyonuna neden oldugu, piknotik niikleus ve kromatin hasar1 olusumu yol
actig1 gosterilmistir.

Ishidate vd., (1984) calismalarinda sodyum benzoat ile AMES testi (3 mg / plaka)
yapmuslar ve sonuglarin negatif oldugunu belirlemislerdir. Cin hamsteri hiicre
kiiltiiriine uygulanan farkli dozlardaki (139, 10, 2 mg / ml) sodyum benzoatin
kromozom anormallikleri testinde pozitif sonug¢ verdigini saptamislardir (Ishidate
ve Odashima, 1977, Ishidate vd., 1980; Ishidate vd., 1984) .

Yapilan ¢alismalarla sodyum benzoatin farkli canlilarda g¢esitli fizyolojik
sistemleri olumsuz etkiledigi gorilmistir. Kedilerde sodyum benzoat igeren gida
alimindan 14 - 16 saat sonra saldirganlik, heperestezi ve ruhsal ¢okiinti,
histopatolojik degerlendirmelerde ise karaciger, bobrek ve akcigerlerde dejeneratif
degisiklikler saptanmistir (Bedford ve Clarke, 1972).

Sodyum benzoatin yiliksek dozlarina maruz birakilan siganlarin viicut agirliginda,
karaciger ve akcigerdeki trombosit sayisinda 6nemli bir azalma, ayrica uyarilma,
ataksi, konviilziyon ve beyinde histopatolojik degisikliklerin ortaya ¢iktig
belirtilmistir (Kreis vd., 1967). Farelerde yapilan histolojik ¢alismalarda karaciger
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hiicrelerinde asir1 nekrotik goriiniim, siddetli vakuolizasyon, karaciger hiicre
displazisi gozlenmistir (Sinha ve D’Souza, 2010).

Toth (1984) bes hafta boyunca fareleri oral yolla sodyum benzoata maruz birakmis
ve canli agirliklarinda énemli bir azalma oldugunu belirtmistir. Fujitani (1993)’
nin Toth (1984)’a benzer yaptig1 calismada ise siganlart on giin boyunca oral
olarak farkli dozlarda sodyum benzoata maruz birakmis ve depresif klinik bulgular
gosteren erkek bireylerde kilo artisindan s6z etmistir. Fujitani’nin (1993)
calismasinda biyokimyasal olarak kolesterol ve kolinesteraz enzimlerinde diisiis,
albiimin total protein ve gamma-glutamil transpeptidaz seviyesinde artis oldugu
belirlenmistir. Ayrica bobrek ve karaciger agirliklarinda artis ile birlikte
karacigerin histolojik incelemelerinde portal ven etrafinda eozinofilik odaklar,
genislemis hepatositler goriildiigii bildirilmistir. Aynm1 ¢alismada disi bireylerde
karaciger ve bobrek agirliklarinin arttigi, kolesterol ve fosfolipid seviyelerinde
yiikselmeler tespit edilmistir. Histolojik degerlendirmelerde hepatositlerde
eosinofili, genisleme vakuolizasyon ve nekroz gbzlenmistir.

Insanlarda ise sodyum benzoatin oral, dermal ya da soluma yoluyla alinmas ile
irtiker, astim, rinit veya anaflaktik sok gelistigi belirtilmis, septomlarin disiik
dozlara maruz kalinsa bile ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (Maibach ve Johnson,1975;
Clemmensen ve Hjorth, 1982; Larmi vd., 1988; Anderson, 1996; Bindslev-
Jensen, 1988; Coverly vd., 1998).

Sodyum benzoatin farkli canlilar ve tavuk yumurtalarinda gelisim {izerine
etkilerini inceleyen embriyotoksisite ¢aligmalar1 ise smirli sayidadir. Xenopus
laevis embriyolarinda gelisimsel toksisite etkileri, kranyofasiyal kusurlar ve
anormal barsak kivrilmalari belirlenmistir (Dawson vd., 1996).

Tsay vd. (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada sodyum benzoata maruz birakilan
zebra baligi larvalarmin motor aksonlarinda ve ndromuskiiler baglantilarinda
Oonemli hasarlar gbzlenmis, bunun sonucunda sodyum benzoatin nérotoksik oldugu
ileri stiriilmiistiir.

Onceki yillardaki Minor ve Becker (1971) tarafindan sicanlarla yapilan
arastrmada giinlik 1000 mg/kg sodyum benzoatin fetotoksik ve teratojenik
etkileri oldugu bulunmustur. Bununla birlikte tavuklarda inkubasyonun farkli
zamanlarinda farkli dozlarda sodyum benzoatin embriyotoksik etkileri arastirilmas,
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embriyotoksik ve teratojenik olmadig: bildirilmistir (Verrett vd.,1980; Jelinek vd.,
1985).

Tim gebelik siiresince farkli dozlarda (0-500-1000-2000-4000mg/kg va) sodyum
benzoata maruz birakilan gebe si¢anlarla yapilan ¢alismada annede canli agirlik
artisinda, gida tiiketiminde, fetus agirliginda azalma ve dogumdan kisa bir siire
sonra yavrularda % 100 oliim, iskelet sisteminde ve beyin, bobrek, goz gibi
organlarda malformasyon ve anormallikler, % 1 fetusta cift tarafli gozsiizliik, % 2
piyelektazi (renal pelvis genislemesi) gozlendigi belirtilmistir (Onodera vd., 1978).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu c¢alismada, kullanilacak dollii tavuk yumurtalart T.C. Tarim ve Koy Isleri
Bakanligi, Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitlisii Miidirliigi’nden
temin edilecek yaklagik 200 adet Legorn cinsi embriyolu tavuk yumurtasi
kullanilmustir.

Kulugka siiresi yirmi bir giin olan tavuklarda embriyolarin gelisim evreleri
Hamburger ve Hamilton (1992) skalasina (HH skalasi) gore belirlenip, organlarin
olusumu bu skalaya gore degerlendirilmistir. Buna gore tavuk embriyosunun
kulucka giinlerine gore gelisme evreleri asagidaki gibidir (Hamburger ve
Hamilton, 1992; Ozparlak, 2006) (Sekil 3.1).

Calisma kontrol ve uygulama olmak iizere iki gruba ayrilmustir;

Kontrol grubu igin inkiibasyonun 5. giiniinde (Evre 27) aliman SPF dolli
yumurtalardan 80 tanesi acilmayan yumurtalar ve sodyum benzoat i¢in ¢dziici
olarak kullanilan distile su enjeksiyonu yapilan gruplar olarak iki ayrilmistir.
Distile su kontrol grubunda yumurtalar acgildiktan sonra 0,1 ml distile su G27 igne
ile enjekte edildikten sonra parafilmle kapatilarak inkiibasyona devam etmesi igin
kulugka makinesine (Brinsea Octagon) yerlestirilmistir.

Uygulama gruplar1 i¢in inkiibasyonun 5. giiniinde alman 120 adet SPF dolli
yumurta ise sodyum benzoatin Tiirk Gida Kodeksi’nde onerilen dozu olarak
belirtilen 500-1000 mg/kg temel alinarak 250 mg/kg, 500 mg/kg ve 1000
mg/kg’lik ¢ozeltilerin enjekte edilecegi li¢ ayr1 uygulama grubuna ayrilmus.

Deney gruplar1 hazirlanmasi sirasinda laboratuvara getirilen yumurtalar ¢ ayri
gruba ayrildiktan sonra agirliklar1 dlgiilerek ortalamalari alinmistir. Ortalamalari
60 g olan yumurtalar igin distile su ile hazirlanmis ve yumurtaya enjekte edilecek
olan 0,1 ml ¢ozelti iginde uygulama miktar1 kadar sodyum benzoat (Carloerba,
Code: 366757) bulunan ¢ozeltiler ayr1 ayr1 hazirlanmistir. Enjeksiyon igin steril
edilen yumurtalara G27 igne ile 0,1 ml sodyum benzoat c¢ozeltisi enjekte
edilmistir. Enjeksiyon igin acilan yumurta kabuklar1 parafilmle kapatilarak
inkiibasyona birakilmistir.

Deney sonlandirilirken uygulama gruplarindaki embriyolarin yaris1 sodyum
benzoata iki giin diger yarisi ise bes giin maruz birakilmistir. Siiresi dolan
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embriyolar i¢in yumurtalar acilarak canli embriyolar serum fizyolojik (% 0,9’luk
NaCl,) ile vitellustan temizlenmistir.

Histolojik preparasyon i¢in embriyolar serum fizyolojikten alindiktan sonra 7
giinliikler (Evre 31) biitiin olarak, 10 giinliikler (Evre 36) ise bas ve iiyeler
ayrilarak Saint Marie soliisyonu ile +4 °C’de 24 saat tespit edilmistir. Tespiti
yapilan embriyolar 6nce dehidre edilmek i¢in dereceli alkol serilerinden gegirilmis
daha sonra ksilol ile seffaflastirilmistir. Bir gece 58 °C’de sivi parafinde
bekletildikten sonra doku bloklar1 elde etmek icin kaliplara dokiilmiistiir.
Histolojik incelemeler igin parafin bloklardan Rotary mikrotomda (Leica RM
2145) 5u kalinliginda kesitler alinmistir. Embriyolarda histolojik inceleme amaci
ile karacigerin genel yapisi i¢in Hematoksilen-Eosin (Mayer’s) ve Gomoritrikrom,
glikojen i¢in Periyodik Asit ve Schiff (PAS), retikiiler fibriller ve Niikleolar
Organizasyon Bolgeleri (NOR) igin Retikulum (Bio-Optica) ile boyanmistir
(Bancroft ve Cook, 1994).

Boyanan kesitler daimi preparat haline getirilmek i¢in entellan ile kapatilmistir.
Hazirlanan preparatlardan karaciger doku ornekleri mikroskopta (Olympus BX 51)
incelenerek farkli biyilitmelerde fotograflar1 (Olympus E-330 digital kamera)
¢ekilmis ve degerlendirilmistir.

Evre 1 (SulkusPrimitivus Oncesi Evre): 0-6. saatler
Evre 2 (BaslangigSulkusPrimitivus Evresi): 6-7. saatler
Evre 3 (Ara SulkusPrimitivus Evresi): 12-13. saatler
Evre 4 (Belirgin SulkusPrimitivus Evresi): 18-19. saatler
Evre 5 (Bas Cikintisinin Gelistigi Evre): 19-22. saatler
Evre 6 (Bas Kivriminin Olustugu Evre): 23-25. saatler
Evre 7 (Bir Somitli Evre): 23-26. saatler

Evre 8 (Dort Somitli Evre): 26-29. saatler

Evre 9 (Yedi Somitli Evre): 29-33. saatler

Evre 10 (On Somitli Evre): 33-38. saatler

Evre 11 (On ii¢ Somitli Evre): 40-45. saatler

Evre 12 (On alt1 Somitli Evre): 45-49. saatler

Evre 13 (On dokuz Somitli Evre): 48-52. saatler

Evre 14 (Yirmi iki Somitli Evre): 50-53. saatler

Evre 15: 50-55. saatler

Evre 16: 51-56. saatler



Evre 17:
Evre 18:
Evre 19:
Evre 20:
Evre 21:
Evre 22:

Evre 23

Evre 31

52-64. saatler
65-69. saatler
68-72. saatler
70-72. saatler
ortalama 3% giin
3 % giin

: 3Y%5-4. glinler
Evre 24:
Evre 25:
Evre 26:
Evre 27:
Evre 28:
Evre 29:
Evre 30:

4. giin

4%, giin
4'4-5. glinler
5. giin'

5% gilin

6. glin

6 glin

- 7. giin'
Evre 32:
Evre 33:
Evre 34:
Evre 35:
Evre 36:
Evre 37:
Evre 38:
Evre 39:
Evre 40:
Evre 41:
Evre 42:
Evre 43:
Evre 44:
Evre 45:
Evre 46:

7 gin

7'2-8. glinler
8. giin

8. ve 9. gilinler
10. giin'

11. giin

12. giin

13. giin

14. giin

15. giin

16. giin

17. giin

18. giin
19-20. giinler
20-21. giinler

! Calismada kullanilan evreler.
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Sekil 3.1. Hamburger ve Hamilton (1992)’a gore yeniden hazirlanmis embriyo

safhalari
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4. BULGULAR

Calismada rutin histolojik yontemlerle hazirlanip boyanan tavuk embriyosu
preparatlart histopatolojik agidan incelenmis, Onemli olarak tespit ettigimiz
bulgular fotograflanmustir.

Yumurtalarin makroskobik fotograflarindan da goriilecegi gibi, 7 giinliik kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, 10 giinliik kontrol grubuna ait embriyolardaki
damarlanmanin daha yogun oldugu gézlenmistir. Ancak sodyum benzoata hem iki
hem de bes giin maruz kalan gruplarda artan doza bagli olarak damarlanmanin
giderek azaldigi belirlenmistir (Sekil 4.2).

SB’a 2 giin ve 5 giin maruz birakilan embriyolarin ortalama agirliklar1 kontrol
gruplari ile karsilagtirildiginda, madde uygulanan gruplarda artan madde miktarina
bagh olarak azalmis ve bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,001) (Sekil 4.1, Cizelge 4.1).

Histolojik incelemelerde, normal-kontrol ve distile su-kontrol grubu arasinda
histolojik ac¢idan farklilik bulunmamistir. Bu nedenle kontrol grubu olarak normal-
kontrol grubu temel alinmis ve bu dogrultuda histopatolojik degerlendirmeler
yapilmistir.

Yapilan histopatolojik incelemeler sonucunda, sodyum benzoat uygulamasimin
tavuk embriyosu karaciger dokusunda siire ve doza bagli olan histopatolojik
degisikliklere yol agtig1 tespit edilmistir.
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EMBRIYO AGIRLICT { Gram)

2,0+

0.5+

I Adirlik_07.Gin
T Adirlik_10.Gin
—— Adirlik_07.Gin
—— Adirlik_10.Gin

T
1.Kontrol

T
Distile

T
250mg
Grup

T
500mg

T
1000mg

Sekil 4.1. Embriyo agirliklarindaki azalmay1 gésteren grafik

Cizelge 4.1. Embriyolarin ortalama agirliklari ve standart sapmalari

Grup Ornek Sayisi Ortalam £ SD
Kontrol 10 0,43+0,05
X Distile Kontrol 10 0,42+0,11
:é 250 mg 10 0,31+0,08
N 500 mg 10 0,27+ 0,04
1000 mg 10 0,16+ 0,03
Kontrol 10 1,78+ 0,14
= Distile Kontrol 10 1,72+ 0,10
::% 250 mg 10 1,41+ 0,17
=] 500 mg 10 1,38+ 0,19
1000 mg 10 1,28+ 0,09




Sekil 4.2. Yumurtalarin makroskobik fotograflari. A: 7 giinliik
kontrol, B: 10 giinliik kontrol, C: 250 mg/kg 7giinliik deney
grubu, D: 250 mg/kg 10giinlik deney grubu, E: 500 mg/kg
7giinliikk deney grubu, F: 500 mg/kg 10giinliik deney grubu, G:
1000 mg/kg 7giinlitk deney grubu, H: 1000 mg/kg 10 giinliik
deney grubu
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4.1. Sodyum Benzoata iki Giin Maruz Kalan Guruplar (Evre 31)
4.1.1. Kontrol ve Distile Kontrol Grubu

Gelisimin 7. giliniinde karacigerin orta barsagin ventralinde, kardio-hepatik
bolgede kalp ile yakin iligkili olarak sekillendigi gozlenmistir (Sekil 4.3).
Sinusoidlerin Limeninde sekillenmis kan hiicrelerinin, duvarlarinda ise endotel
hiicrelerinin yer aldig1 izlenmistir (Sekil 4.4). Siinusoidler arasinda hiicre kiimeleri
seklinde diizenlenmis hepatositler dendriform bi¢imde yayilarak karaciger
parankimasini olusturmustur (Sekil 4.5). Bu donemde hepatositlerin kiibik veya
alcak prizmatik bi¢im kazandiklar1 ve bazilarinin glikojen depoladiklar1 dikkati
cekmigtir (Sekil 4.5,6). Yapilan retikulum boyamada, &zellikle sekillenmeye
baslamig venlerin etrafinda daha yogun olmak iizere, retikiiler fibrillerin olugsmaya
basladig1 goriilmiistiir (Sekil 4.7,8). Niikleolar organizasyon bdlgelerini (NOR)
ortaya ¢ikaran aym boyamada hepatosit ¢cekirdeklerinde bu bolgelerin fazla oldugu
dikkati ¢ekmistir (Sekil 4.7,8). Ayrica mitozun farkli evrelerinde olduklari

belirlenen hepatositlere siklikla rastlanmigtir (Sekil 4.5).

Sekil 4.3. Kontrol grubu, 7 giinliik tavuk embriyosu kesiti. Karaciger (KC),
kalp (K), bobrek (B), hepatik kavite (m). H-E, X4



Sekil 4.4. Kontrol grubu, 7 giinliikk tavuk embriyosu karaciger dokusu.
Hepatosit kiimeleri (H), sinuzoid (S), endotel hiicresi (—).
H-E, X40

Sekil 4.5. Kontrol grubu, 7 giinliik tavuk embriyosu karaciger dokusunda
glikojen depolayan hepatositler ( »). Hepatosit kiimeleri (H),
sinuzoid (S), endotel hiicresi (—), mitoz gegiren hiicre (4).
PAS, X100
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Sekil 4.6. Kontrol grubu, 7 giinlilk tavuk embriyolara ait karaciger
hiicrelerindeki glikojen partikiilleri (»), niikleus (n). PAS, X100

Sekil 4.7. Kontrol grubu, 7 giinliik tavuk embriyosu karaciger dokusunda
venlerin (V) etrafinda sekillenmeye baslamis retikiilerfibriller
(=» ), NOR bolgeleri belirgin niikleusa sahip hepatositler
(). Retikulum, X100
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Sekil 4.8. Kontrol grubu, 7 giinliik tavuk embriyosu NOR bélgelerinden
zengin niikleusa sahip hepatositler ([]). Retikulum, X100

4.1.2. Deney Gruplari

250 mg/kg SB’a maruz birakilmig 7 giinlitk embriyolarin histolojik kesitlerinde
sinuzoidler oldukca genistir ve duvarlarinda kesintili endotel hiicreleri yer almistir.
Cogu sinuzoidte kan hiicreleri goriilmemis, bazilarmin ise kan hiicrelerinden
zengin oldugu dikkati ¢ekmistir (Sekil 4.9). Karacigerin periferinde hepatositlerin
birkag dagmnik hiicre toplulugu seklinde yerlestigi, lobun daha merkezi
kisimlarinda ise daha c¢ok hiicreden olusan hiicre kiimesi seklinde diizenlendikleri
belirlenmistir (Sekil 4.9,10,11). Bu grupta karaciger dokusunun hafif 6dematoz
sinuzoidlere sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.11). Yapilan PAS reaksiyonu ile
hepatositlerde glikojen tespit edilememistir (Sekil 4.12). Boliinen hepatosit sayist
fazla olmakla birlikte, ¢ogu boéliinen hiicrede kromozomlarda yapiskanlik ve
kalgin kromozoma rastlanmistir (Sekil 4.13,14). Yapilan retikulum boyamada
retikiiler fibriller de izlenmemistir (Sekil 4.13,14).

500 mg/kg SB’a maruz kalan 7 giinliik embriyolarin karacigerlerinde sinuzoidlerin
genisledigi ve endotellerinde kopmalar meydana geldigi, baz1 venlerin duvar
yapisinin bozuldugu ve kan hiicrelerinde sitoplazmanin dagildigi izlenmistir (Sekil
4.15-18). Hepatositler bir yandan hiicre kiimesi seklinde diizenlenirken, diger
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yandan kordonlagsma goéstermektedir (Sekil 4.15,16). Bazi1 hepatositlerde piknotik
niikleus ve sitoplazmada erime belirgindir (Sekil 4.16,19). Hepatositlerin glikojen
depolamadiklart PAS reaksiyonu ile saptanmustir (Sekil 4.20). Uygulanan
giimiisleme tekniginde hepatositlerde NOR boélgelerindeki azalma, bdliinen
hiicrelerde yapiskanlik bunun yani sira anafaz kopriisii dikkat ¢ekicidir (Sekil 4.21,
22).

1000 mg/kg SB’a maruz kalan 7 giinliik baz1 embriyolarin histolojik kesitlerinde
karaciger ana damarmin yogun kan hiicreleri igerdigi ancak bazi embriyolarda ise
oldukca genislemis parankimal sinuzoidlerin kan hiicrelerinden yoksun olduklari
goriilmiistiir (Sekil 4.23,24). Parankimay1 olusturan hepatositler asiniis benzeri
hiicre kiimeleri ve kordonlar seklinde diizenlenmekle birlikte (Sekil 4.23), bazen
belirgin bir diizen igerisinde olmadiklar1 izlenmistir (Sekil 4.25-27). Bazi
hepatositlerin sitoplazmalarinda kdpiigiimsii goriiniim ve dagilma, niikleuslarinda
kromatin kondensasyonu ile karyolisis dikkat ¢ekicidir (Sekil 4.25-28). Bu gruba
ait karaciger hiicrelerinde glikojen belirlenememistir (Sekil 4.28). Ayrica boliinen
hiicreler yok denecek kadar az sayidadir ve pek ¢ok hepatosit ¢cekirdeginde NOR
bolgeleri goriillememektedir (Sekil 4.29,30).

Sekil 4.9. 250 mg/kg SB’a maruz birakilmig 7 giinliik embriyo karaciger
dokusunda genislemis sinuzoidler (S),hepatositlerde kiimeleri
(®) ve kordonlasma (x), eritrosit (¢). HE, X10



Sekil 4.10. 250 mg/kg SB’a maruz birakilmis 7 giinliik embriyolarin
karacigerinde asiniis seklinde diizenlenen hepatositler
(0),sinuzoid (S), endotel hiicresi (—). HE, X100
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Sekil 4.11. 250 mg/kg SB’a maruz birakilmis 7 giinliik embriyolarin
karacigerinde kordonlagma gdsteren hepatositler (x), sinuzoid
(S). HE, X100
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Sekil 4.12. 250 mg/kg SB’a maruz birakilmig 7 giinliilk embriyolara ait

karaciger hepatositlerinin glikojen icermedikleri
goriilmektedir. Hepatosit kordonlar1 (H), sinuzoid (S). PAS,
X100

‘-’ ® ” -:!:‘ :

Sekil 4.13. 250 mg/kg SB’a maruz birakilmis 7 giinliik embriyolarin
boliinen hepatositlerinde goriilen kalgin kromozom ( O ),
NOR bdlgeleri azalan hepatosit ( (7). Retikulum, X100



-
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Sekil 4.14. 250 mg/kg SB’a maruz kalan 7 giinlik embriyolarin
boliinmekte olan karaciger hiicrelerinde kromozomlarda
yapiskanlik (©O), NOR bolgeleri azalan hepatosit
(0).Retikulum, X100

Sekil 4.15. 500 mg/kg SB’a maruz kalan 7 giinlik embriyolarin
karacigerlerinde kiimeler olusturmus hepatositler (e).
Genislemis sinusoidler (S). H-E, X20
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Sekil 4.16. 500 mg/kg SB’a maruz kalan 7 giinlik embriyolarin
karacigerlerinde venlerde dejenerasyon ( ), Vena centralis
(V), hepatosit asiniisleri (0), sinuzoid (S), eritrosit (e).
H-E, X100

Sekil 4.17. 500 mg/kg SB’a maruz kalan 7 giinliik embriyolarin karaciger
hiicrelerinde sisme ve kromatin kondensasyonu (). Sinuzoid
(S), sitoplazmasi dagilmis eritrorositler (e). H-E, X100



Sekil 4.18. 500 mg/kg SB’a maruz kalan 7 giinlik embriyolarin
karacigerlerinde hepatosit sinirlarinda belirginsizlik, sisme ve
piknotik niikleus ( O), endotelde kopma ( —» ), hepatosit
kordonlar1 (x). H-E, X100

Sekil 4.19. 500 mg/kg SB’a maruz kalan 7 giinlik embriyolarin
sitoplazmik vakuolizasyona, kondanse kromatine (O) ve
piknotik niikleusa sahip hepatositleri. (O). H-E, 100X
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Sekil 4.20. 500 mg/kg SB’a maruz kalan 7 giinlilk embriyolara ait
karaciger hiicrelerinin glikojen igermedikleri goriilmektedir.
Sinuzoid (S), piknotik niikleuslu hepatosit (O). PAS, X100

Sekil 4.21. 500 mg/kg SB’a maruz kalan 7 giinlitk embriyolarda NOR
bolgeleri azalan hepatositler (EJ) ve boliinen hepatositlerde
anafaz kopriisii (O). Retikulum, 100X



Sekil 4.22. 500 mg/kg SB’a maruz kalan 7 giinlitk embriyolarda NOR
bolgeleri azalan hepatositler (CJ) ile boliinen hepatositlerin
kromozomlarinda yapiskanlik ( O). Retikulum, 100X

,:ﬁ\ 43
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Sekil 4.23. 1000 mg/kg SB’a maruz kalan 7 giinliik embriyolara ait yogun
eritrosit (e) igeren karaciger veni ve hepatosit kordonlar1 (x)
goriilmektedir. H-E,20X
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Sekil 4.24. 1000 mg/kg SB’a maruz kalan 7 giinliik embriyolarin
karacigerinde geniglemis parankimal sinuzoidler (S),
kordonlasma (x), hiicre kiimeleri (e). H-E, 20X
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Sekil 4.25. 1000 mg/kg SB’a maruz kalan 7 giinliik embriyolarin karaciger
hiicrelerinde sisme, hepatositlerde karyolisis ( © ), smnirlar
belirgin olmayan niikleuslar ( ), farkli boyanmis niikleoluslar
(=) izlenmektedir. Piknotik niikleuslu hiicreler (O). H-E, 100X
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Sekil 4.26. 1000 mg/kg SB’a maruz kalan 7 giinliik embriyolarin karaciger
hiicrelerinde sisme ve piknotik niikleus (Q) karyolisis ( ).
H-E, 100X

Sekil 4.27. 1000 mg/kg SB’a maruz kalan 7 giinliik embriyolarda belirgin
bir diizenlenme gostermeyen sekilleri bozulmus ve
sitoplazmalar1 dagilmis hepatositler (*). H—E,100X
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Sekil 4.28. 1000 mg/kg SB’a maruz kalan 7 gilinlik embriyolara ait
hepatositlerin ~ glikojen  icermedikleri  goriilmektedir.
Hepatosit (H), sinuzoid (S), eritrosit (¢). PAS, 100X

Sekil 4.29. 1000 mg/kg SB’a maruz kalan 7 giinliik embriyolarin
karaciger, Hepatosit (H), sinuzoid (S). Retikulum, 40X
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Sekil 4.30. 1000 mg/kg SB’a maruz kalan 7 giinlilk embriyolarin karaciger
dokusunun retikiiler fibrile sahip olmadiklar1 gozlenmektedir.
NOR bdlgeleri azalan hepatositler ([ ). Retikulum, 100X

4.2 Sodyum Benzota Bes Giin Maruz Kalan Gruplar (Evre 36)

4.2.1. Kontrol ve Distile Kontrol Gruplar

10 giinliik kontrol grubu embriyolarimin histolojik kesitlerinde hepatik kavite
icerisinde yer alan karacigerin iki loptan olustugu gozlenmistir (Sekil 4.31).
Karaciger parankimasi bir iki hiicre kalmliginda ve dendriform bigimde
diizenlenmis hepatosit kordonlar1 ile bu kordonlar arasinda birbirleriyle
anastomozlasan sinuzoidleri igermektedir. Lobiil yapisinin belirgin olmadigi
gorillen parankimada vena centralislerin farkli biyiiklikklerde ve farkli
uzakliklarda yer aldigi belirlenmistir (Sekil 4.32). Hepatositler kiiboidal veya algak
prizmatik bigcimde olup, genellikle vena centralis gevresinde yer alanlarda daha
¢ok olmak iizere glikojen depolandig: dikkati ¢ekmistir (Sekil 4.33,34). Retikulum
boyanmug karaciger kesitlerinde vena centralis ¢evresinde ve siniizoidal duvarda
retikiiler lif ag1 izlenmistir (Sekil 4.35,36). Aym kesitlerde ¢ogu hepatosit
¢ekirdeklerinde NOR bolgelerinin ¢ok sayida ve belirgin oldugu ayirt edilmistir
(Sekil 4. 35,36).
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Sekil 4.31. Kontrol grubu 10 giinliikk embriyolarin iki loplu karaciger
dokusu (KC), bobrek (B), mide (M). H-E, X4

Sekil 4.32. Kontrol grubu 10 giinlik embriyolarin karacigerinde
dendriform bigimli hepatosit kordonlar1 (x), sinuzoid (S),
Vena centralis (V). H-E, 20X



Sekil 4.33. Kontrol grubu, 10 giinliikk tavuk embriyolarma ait karaciger
dokusunda bir ¢ok hepatositin partikiil seklinde glikojen (»)
depoladiklart ~ goriilmektedir. Hepatosit kordonlar1 (X),
sinuzoid (S). PAS, X100

Sekil 4.34. 10 giinliik kontrol grubuna ait embriyolarin karaciger
hiicrelerinde depolanan glikojen partikiilleri (»). PAS, 40X
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Sekil 4.35. 10 giinliik kontrol grubuna ait tavuk embriyosu karaciger
dokusunda venlerin etrafinda retikiiler fibriller (=), belirgin
NOR bélgelerine sahip hepatositler ([J). Retikulum, X100

e

K Lt
Sekil 4.36. Kontrol grubu 10 giinliik tavuk embriyosu karacigerinde ven
ve siniizoidal duvarda retikiiler fibriller ( =» ), karaciger

hiicresinin ¢ekirdeklerindeki NOR bolgeleri ( [1). Retikulum,
X100
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4.2.2. Deney Gruplari

250 mg/kg SB verilen 10 giinliik embriyolarin karacigerinin hepatik kavite
icerisinde normal pozisyonunda gelistigi goriilmektedir (Sekil 4.37). Bazi
embriyolarin karaciger dokularinda, 6zellikle karaciger lobunun en periferindeki
hepatosit dizilimlerinin bozuldugu ve bu boélgenin nekrotik goériiniim kazandigi
izlenmistir (Sekil 4.38). Hepatositlerin kordonlar seklinde diizenlendikleri, bu
kordonlar arasinda yer alan sinuzoidlerin genisledigi (Sekil 4.38), venlerin duvar
yapisinin bozuldugu goriilmiistiir (Sekil 4.39,40). Bazi venlerin g¢evresindeki
hepatositlerin sitoplazmasi yogun asidofilik karakter gosterirken (Sekil 4.40),
bir¢ok hepatosit sitoplazmasinda ileri derecede vakuolizasyon, piknotik niikleus,
karyolizis, niikleusta tomurcuklanma ve boyanmada farklilik belirlenmistir (Sekil
4. 41,42). Nadir de olsa mitoz gegiren hepatositler gézlenmis (Sekil 4.40) ancak
glikojen depolayan hepatositlere rastlanmamustir (Sekil 4.43). Retikulum
boyamada retikiiler fibriller yok denecek kadar azdir ve birgok hepatosit
¢ekirdeklerinde NOR bolgeleri icermemektedir (Sekil 4. 44,45).

500 mg/kg SB verilen 10 giinliik embriyolarm Kkaracigerlerinin histolojik
kesitlerinde venlerin ve sinuzoidlerin kan hiicreleri ile dolu oldugu (Sekil 4.46),
bazi venlerde 6dem, konjesyon ile ven duvarmda kalinlasma (Sekil 4.47,48)
gOrlilmiistiir. Parankimay1 olusturan hepatositler bir iki hiicre kalinliginda
kordonlar olusturmakla beraber ¢ogu alanda bu diizenlenmenin bozuldugu
izlenmigtir (Sekil 4.49,50). Hepatositlerin sitoplazmalarinda ileri diizeyde
vakuolizasyon, niikleuslarinda sekil bozuklugu ve tomurcuklanma, mikroniikleus
olusumu ve niikleus sinirlarinda belirsizlik dikkati ¢ekmistir (Sekil 4. 49,50). Bu
grupta da glikojen igeren hiicreler hi¢ gozlenmezken (Sekil 4.50), retikiiler
fibrillere de rastlanmamustir (Sekil 4.51,52). Az sayida da olsa mitoz gegiren
hepatositlere rastlanmis ancak pek ¢ok hepatosit ¢ekirdeginde NOR bolgelerinin
azaldigi, bazilarinda ise hi¢ bulunmadigr belirlenmistir (Sekil 4.51,52).

1000 mg/kg SB verilen 10 giinliik embriyolarin kesitlerinde hepatik vende 6dem
ve konjesyona rastlanmustir (Sekil 4.53,54). Hepatosit kordonlagsmasinda bozulma,
piknotik niikleus, eksentrik yerlesimli niikleus, sitoplazmada ileri derecede
vakuolizasyon ve dagilma, baz1 hepatositlerde sisme ve kromatin kondensasyonu,
karyolisis ile eritrositlerde mikroniikleus olusumu siklikla gozlenen bulgulardandir
(Sekil 4.55-58,60). Ayrica bu grupta apoptotik karaciger hiicrelerine de
rastlanmustir (Sekil 4.59). Hepatositlerde depolanmus glikojen graniilleri bu grupta
da belirlenememistir (Sekil 4.60). Ayrica retikiiler fibrillere ve boliinen hiicrelere
rastlanmamasi, ¢ogu hepatositin niikleus smirlarimin belirgin olmamasi1 ve NOR
bolgelerinin bulunmamasi diger 6nemli bulgulardandir (Sekil 4.61,62).
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Sekil 4.37. 250 mg/kg SB verilen 10 giinliikk embriyolarda karacigerin
(KC), genel gorliniimii. Hepatik ven (hv), hepatik kavite (=),
bobrek (B),kalp (K), mide (M), barsak (b). H-E, X4

Sekil 4.38. 250 mg/kg SB verilen 10 giinliik embriyo karacigerinde
nekrotik goriiniimlii  periferik bolge ( # ), Genislemis
sinuzoid (S). H-E, 20X



Sekil 4.39. 250 mg/kg SB verilen 10 giinliikk embriyolarmn karacigerinde
venin bozulan duvar yapisi (), vena centralis (V), hepatosit
kordonlar (x). H-E, 40X

Sekil 4.40. 250 mg/kg SB verilen 10 giinliikk embriyolarin karacigerindeki
asidofilik sitoplazmali hepatositler (h), vena centralis (V),
mitoz (A). H-E, X100
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Sekil 4.41. 250 mg/kg SB verilen 10 giinliikk embriyolarin karaciger
hepatositlerinde vokuolizasyon (), piknotik niikleus (Q),
karyolizis (<2).H-E, 100X

Sekil 4.42. 250 mg/kg SB verilen 10 giinliikk embriyolarin karaciger
hepatositlerinde karyolizis ( <), tomurcuklanma ( %),
niikleolusta farkli boyanma ( w). H-E, 160X
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Sekil 4.43. 250 mg/kg SB verilen 10 giinliikk embriyolarda hepatositlerin
glikojen icermedikleri  goriilmektedir. Hepatosit (H).
PAS, 100X

Sekil 4.44. 250 mg/kg SB verilen 10 giinliik embriyolarin karacigerinde
goriilen birkag refikiiler fibril (=»).Retikulum, 100X
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Sekil 4.45. 250 mg/kg SB verilen 10 giinliik embriyolarda ¢ekirdeklerinde
NOR bolgeleri igermeyen karaciger hiicreleri (). Retikulum,
100X

Sekil 4.46. 500 mg/kg SB verilen 10 giinliik embriyolarin karacigerinin
genel goriiniimii. Konjesyon (k), sinuzoidlerde ve venlerde
o6dem (0) goriilmektedir. H-E, 4X
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Sekil 4.47. 500 mg/kg SB verilen 10 giinliikk embriyolarin karaciger
dokusunda 6demli (6) ve konjesyonlu (k) venler. H-E, 20X

Sekil 4.48. 500 mg/kg SB verilen 10 giinliikk embriyolarin karaciger
dokusunda  vena  centralis duvarinda  kalinlasma
() izlenmektedir. Sinuzoid (S), hepatosit kordonlar1 (x).
H-E, 40X
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Sekil 4.49. 500 mg mg/kg SB verilen 10 giinliikk embriyolarin hepatosit
niikleuslarinda  sekil bozuklugu ve tomurcuklanma ( %),
mikroniikleus olusumu (¢), niikleus simirlarinda belirsizlik ( d=)
goriilmektedir. H-E, 100X

Sekil 4.50. 500 mg/kg SB wverilen 10giinliik embriyolarin karaciger
hiicrelerinin  glikojen  depolamadiklar1  gdzlenmektedir.

Hepatositlerde (H) sitoplazmik vakuolizasyon ( <~ ).
PAS, X100
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Sekil 4.51. 500 mg/kg SB verilen 10 giinliikk embriyolarin karaciger
dokusunda retikiilerfibril goriilmemektedir. Hepatosit (H),
sinusoid (S). Retikulum, 100X

Sekil 4.52. 500 mg/kg SB verilen 10 giinlik embriyolarda karaciger
hiicreleri ¢ekirdeklerinde NOR bdlgeleri igermemektedir ().
Mitoz gegiren hepatosit (/\). Retikulum, 100X



Sekil 4.53. 1000 mg/kg SB verilen 10 giinliilk embriyolarm karaciger
dokusunun genel goriiniimii. Hepatik vende &6dem ve
konjesyon (k-0),karaciger (KC), kalp (K), atrium (a), siniis
venosus (Sv). H-E, 4X

Sekil 4.54. 1000 mg/kg SB verilen 10 giinlilk embriyolarm karaciger
dokusunda konjesyon (k) ve genislemis sinuzoidlerde 6dem
(0) izlenmektedir. HE, 20X
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Sekil 4.55. 1000 mg/kg SB verilen 10 giinlilk embriyolarm karaciger
hepatosit kordonlagmasinda bozulma, hepatositlerde piknotik
niikleus (O), sitoplazmik vakoulizasyon (4~) ve dagilma (<3)
gozlenmektedir. H-E, X 100

Sekil 4.56. 1000 mg/kg SB verilen 10 giinlilk embriyolarm karaciger
hepatositlerinde sitoplazmik vakoulizasyon ( <~ ) ve
eksentrik yerlesimli niikleus (4). H-E, X100
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Sekil 4.57. 1000 mg/kg SB verilen 10 giinliikk embriyolarin hepatositlerde
sisme, niikleuslarinda kromatin kondensasyonu ({O) ve
karyolisis (). H-E, X100

Sekil 4.58. 1000 mg/kg SB verilen 10 giinlitk embriyolarin hepatosit
niikleuslarinda karyolisis (), eksentrik yerlesim ( &) ve

eritrositlerde mikroniikleus (0) olusumu goriilmektedir.
H-E, X100



Sekil 4.59. 1000 mg/kg SB verilen 10 giinliilk embriyolarm karaciger
dokusunda apoptotik hepatosit ( v ) izlenmektedir.
H-E, X100

Sekil 4.60. 1000 mg/kg SB verilen 10 giinliilk embriyolarm karaciger
hiicrelerinin ~ glikojen igermedikleri  goriilmekte, ileri
derecede sitoplazmik vakuolizasyona («~) sahip hepatositler
izlenmekedir. PAS, X100
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Sekil 4.61. 1000 mg/kg SB verilen 10 giinliilk embriyolarm karaciger
dokusu retikiiler fibril igermemektedir. Hepatosit (H),
sinuzoid (S). Retikulum, X100

Sekil 4.62. 1000 mg/kg SB verilen 10 giinlitk embriyolara ait karaciger
dokusunda smirlar1 belirgin olmayan ve NOR bolgeleri

icermeyen ( []) niikleuslara sahip hepatositler goriilmektedir.
Retikulum, X100
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5. TARTISMA VE SONUC

Canli organizma igin yabanci ve zararli kimyasal maddelerin (ksenobiyotik)
etkileri cesitli sekillerde incelenebilir. Bunlar arasinda AMES, kisa siireli toksisite
testi, genotoksisite ve embriyotoksisite testleri ¢ok yaygin olarak kullanilir. Bu
metodlardaki viicut agirligi, organ agirliklari, kan profili ve histopatolojik
incelemeler gibi bircok parametre ksenobiyotiklerin etkilerini ortaya ¢ikarmak
amaciyla ele alinir.

Kanatli embriyolar1 ilaglar, agir metaller, endiistriyel bilesikler, mikotoksinler
pestisitler ve besin katki maddeleri, teratojenik, mutajenik, genotoksik ve
embriyotoksik etkilerinin belirlenmesi amaciyla yapilan testlerde siklikla tercih
edilmektedir. Tavuk Embriyo Toksisite Belirleme Testini (Chicken Embryo
Toxicity Screening Test) CHEST (Jelinek, 1977) ve Tavuk Yumurtast Testi
(Hen’sEggsTest) HET’den (Kemper ve Luepke, 1986) elde edilen sonuglarin
memelilerden elde edilen sonuglarla biiyilk oranda uyumlu oldugu ifade
edilmektedir (Kemper ve Luepke 1986; Vesely ve Vesela 1991; Ozcan 1992;
Jelinek ve Marhan 1994; Davies ve Freeman 1995).

Arastiricilar, test edilecek maddenin genotoksik, embriyotoksik ya da teratojenik
mi oldugunun arastirilmasinda maddenin dozu ve o6zellikleri (dogal, yapay formu)
kadar enjeksiyon zamami ve seklinin de olduk¢a Onemli oldugunu
vurgulamaktadirlar. Eger bir maddenin embriyotoksik etkileri belirlenmek
isteniyorsa ¢ok erken donemde, test edilen maddenin karacigerde metabolize
edilmesi sonucu olusacak metabolitlerinin etkilerinin belirlenmesi diisiiniiliiyorsa
gec donemde enjeksiyon yapilmasinin daha uygun olacagi sdylenmektedir (Jelinek
vd., 1985; Prelusky vd., 1987). Gida katki maddelerinin teratojenik etkileri
belirlenmek isteniyorsa kulugka baslangicinda hava kamarasina veya yumurta
sarisina enjeksiyon yapilmasi onerilmektedir (Ozcan, 1992).

Viicuda alinan kimyasal maddelerin etkisiz hale getirilmesinde 6nemli isleve sahip
olan karacigerde bir¢ok maddenin biyotransformasyonu ve detoksifikasyonu 6zel
mekanizmalarla gerceklestirilir. Ancak bu mekanizmalarda olusabilecek
yetersizlik hiicrelerin ve organin bozulmasina, ileriki asamalarda O6liimiine yol
agabilir. Tavuk embriyosunda karaciger farklilasmasi embriyonik donemin 4.
giiniinde meydana gelmekte ve bu giinden itibaren fonksiyonel bir organ olarak
karacigerde detoksifikasyon mekanizmalar1 ¢alismaya baslamaktadir (Hamilton
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vd. 1983). Promutajenler ile yapilan bir genotoksisite ¢alismasinda enjeksiyon
kuluckanin 8. giiniinde yapilmis ve memeli embriyosunun aksine kanatlilarda
karacigerin erken farklilasmasina bagli olarak, kanatli embriyosunun gelisiminin
erken evrelerinde de, yogun bir metabolik aktivasyon bulundugu bildirilmistir
(Wolf ve Leupke, 1997). Calismamizda sodyum benzoatin kanatli embriyolarinda
karaciger gelisimi tizerine etkilerini belirlemek amaciyla kulugkanin 5. giinii
enjeksiyon zamani olarak belirlenmis ve metabolik aktivitenin yiiksek oldugu
giinleri i¢ine alan 7.-10. giinlerde de embriyolardan doku 6rnekleri alinmustir.

Bir maddenin embriyotoksisitesinin belirlenmesi amaciyla yapilacak olan
caligmalarda test edilecek maddenin farkli dozlarmin (en az Ug¢ fakli doz)
denenmesi gerektigini belirten ve uygulayan calismalar bulunmaktadir (Brown
vd.,1986; Celik vd., 2000). Bu ¢alismada da sodyum benzoatin {i¢ fakli dozu,
sonuglarin giivenirligi acgisindan kontrol ve deney gruplarinda her grup igin 20
embriyo kullanilmustir.

Bebeklikten yaslihga kadar tiim insanlarin karsi karsiya kaldiklari kimyasal
maddelerin basinda hazir gidalarin raf Oomiirlerini uzatmak amaciyla kullanilan
besin koruyucular gelmektedir. Bu nedenle, son yillarda besin koruyucularin
toksik etkilerinin arastirildigi ¢aligmalar yogunluk kazanmis ve bu caligsmalarin
sonucunda bazi besin koruyucularin canlilar ic¢in toksik etkili olabilecegi
aciklanmustir (Fujitani, 1993; Safer ve Nughamish, 1999; Sasaki vd.,2002 ; Meng
ve Nie, 2005; Aktag vd., 2008). Ancak besin koruyucularindan sodyum benzoatin
embriyonal gelisim {izerine etkilerini inceleyen histopatolojik ¢alismalara
rastlanmamistir. Bu nedenle, ¢alismamizda, iilkemizde ve diinyada, margarin,
zeytin ezmesi, alkolsiiz i¢ecekler, regel, jole, biskiivi, gofret, kek kremalari, soslar
ve ketgaplarin yani sira kozmetik ve insan/veteriner ilaglarinda koruyucu madde
olarak kullanilan sodyum benzoatin, gelisime model olarak diisiindiigiimiiz, tavuk
embriyolar1 karaciger dokularina olas etkileri arastirilmustir.

Gida katki maddelerinin canli sistemlerdeki etkileri iizerine yapilan ¢aligmalarin
bircogu genotoksisite calismalaridir. Ornegin; gidalarda antimikrobiyal katk1
maddesi olarak siklikla kullanilan sodyum sorbat ve potasyum sorbatmn in vitro
genotoksik etkileri, insan periferal lenfositlerinde, kromozomal anormallik ve
kardes kromatid degisimini negatif kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
sekilde arttirdigi, primer DNA hasarini indiikledigi belirlenmis ve bu maddelerin
klastojenik ve mutajenik etkilerinin oldugu kararina varilmigtir (Mamur, 2009).
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Yilmaz vd. (2008a), besinlerde antioksidan katki maddesi olarak kullanilan sitrik
asitin genotoksik etkilerini Allium sativum kok ucu hiicrelerinde arastirmuslar,
mitotik indekste kontrole gore bir azalma ile C-mitoz, kdprii olusumu, yapisikanlik
ve kalgin kromozomlar gibi anormalliklere sebep oldugunu belirlemislerdir.

Yiyecek ve igecek endiistrisinde koruyucu olarak kullanilan sodyum metabisiilfit
ile sicanlarda yapilan arastirmada kromozom aberasyonunu indiikledigi bu nedenle
genotoksik risk olusturabilecegini sOylenerek insan besinine ilave edilmesinin
yasaklanmasi1 gerektigi 6ne siiriilmiistiir (Kayraldiz, 2005).

Intraperitonal olarak 3 ile 24 saat boyunca uygulanus 39 farkh gida katk
maddesinin 8 farkli fare organi {izerinde genotoksisitelerini comet test teknigiyle
arastiran Sasaki vd. (2002) bazi katki maddelerinin mide, kolon ve idrar kesesi
hiicrelerinde DNA hasarmi doza bagl olarak artirdiklarini, bazi katki maddelerinin
ise diisiik konsatrasyonlarda bile (10-100 mg/kg) gastrointestinal organlarda DNA
hasarma yol actiklarini ortaya koymuslardir. Ayni arastiricilar ii¢ fungisit (bifenil,
sodyum o-fenilfenol ve thiabendazol), iki antioksidan (BHA, BHT), ve dort
tatlandirici  (sodyum siklomat, sakkarin, sodyum sakarin, siikraloz) katki
maddelerinin tiimiiniin gastrointestinal organlarda DNA hasarimi artirdiklar1 tespit
etmislerdir.

Ishidate vd., (1984) 190’1 sentetik, 52’si dogal kaynakli 242 tane gida katki
maddesinin genotoksik etkilerini, AMES ve in vitro kromozomal anormallik (Cin
Hamsteri fibroblast hiicrelerinde) testleriyle arastirmislar, calisilan katki
maddelerinden 3 tanesinin (beetred, erythorbic asit, klorin dioksit) sadece AMES
testinde, 43 tanesinin sadece Cin Hamsteri fibroblast hiicrelerine uygulanan
kromozomal anormalligi testinde, 11 tanesini ise (cinnamik aldehit, ECF, L-sistein
mono hidroklorit, hidrojen peroksit, potasyum bromat, sodyum klorit, sodyum
hipoklorit, sodyum nitrit, kakao pigmenti ve karamel, kalsiyum hipoklorit) her iki
test sisteminde de pozitif etkili olduklarini belirlemislerdir.

Chen vd. (2009) tarafindan yapilan bir arastirmada sodyum benzoatin artan
dozlarinda gelisen zebra baliklarmin canli  kalma oranmin azaldigi,
fertilizasyondan 3 giin sonra, doza bagimli olarak, embriyolarm ventral
diensefalondaki  néronlarda  tirosinhidroksilaz ve dopamin transporter
ekspresyonunun kontrol gruplarma gore anlamli bir sekilde azaldigi,
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fertilizasyondan 6 giin sonra ise lokomotor aktivitede belirgin bir azalma oldugu
belirlenmistir.

Fare ve siganlarla yapilan calismalarda benzoik asitin kusurlu olusumlara neden
oldugu, sodyum benzoatin ireme ve gelisme {izerine toksik etki olusturmadigi,
genoktoksidite ¢aligmalarmin  biiyiilk bir ¢ogunlugu ile kanserojenite
calismalarinda negatif sonu¢ verdigi bildirilmektedir (Nair, 2001).

Sodyum benzoat i¢in farkli tiirlerle gergeklestirilmis birkac teratojenite ¢alismasi
bulunmaktadir. Gebelik donemindeki sigan, fare, hamster ya da tavsanlara oral
yoldan giinliik verilen sodyum benzoatin (300 mg/kg/ viicut agirligl) yavrularin
gelisimini olumsuz etkilemedigi gézlenmistir (Anonim, 1972b). Bunun yani sira,
sicanlara gebeligin farkli siirelerinde farkli dozlarda intraperitonal verilen sodyum
benzoatin fetal canli agirliginda ve anne karnindaki canlilik oraninda azalmaya
neden oldugunu belirten ¢alismalar da bulunmaktadir (Minor ve Backer, 1971).
Ayni zamanda, o ¢alismada sicanlara giinlik 1000 mg/kg/viicut agirligi dozda
uygulanan sodyum benzoatin fetotoksik ve teratojenik etkilerinden, oral ve
intraperitonal uygulamalar arasindaki farmakokinetik farkliliklarin daha fazla
hassasiyetin nedeni olabileceginden s6z edilmektedir.

Oral olarak alinan sodyum benzoatin sindirim sisteminde hizli bir sekilde emildigi,
insanlarda ve deney hayvanlariyla yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Anonim,
1972a; 1972b). Insanlarda alindiktan sonra 1-2 saat icinde plazma
konsantrasyonunda en yiliksek diizeye ulastigi bilinmektedir (Kubota ve Ishizaki,
1991). Sodyum benzoat dermal ya da oral yolla alindiktan sonra karacigerde
metabolize olmaktadir (Feillet ve Leonard, 1998). Gastrointestinal sistemde hizla
absorbe edilen benzoik asit ve benzoatlar, karacigerde glisin varliginda hippiirik
asit yapimini saglar. Glisin yoklugunda ise glukuronik asite metabolize olur (Xue
vd., 2004). Sodyum benzoatin metabolize iirlinlerinin DNA f{izerindeki etkisini
arastrmak i¢in yapilan c¢alismada tek doz olarak verilen sodyum benzoatin
karacigerde birinci giinde yiiksek oranda DNA hasarma neden oldugu daha
sonraki asamalarda ise hasarin daha yavas devam ettigi bunun da ilk basta
hippiirik asit olusumunun hizli oldugu ve etkinin de bu yiizden fazla oldugu
belirtilmistir (Xue vd, 2004).

Bir besin koruyucu olan sitrik asidin LD,s (480 mg/kg.va.) dozu farelere
intraperitonal yolla uygulandiktan 10 giin sonra viicut agirliklarinda kontrol



59

grubuna kiyasla anlamli bir azalma goézlenmesine ragmen (p<0,001), organ
agirliklarinda (karaciger: p>0,05, bobrek: p>0,05, dalak: p>0,05) anlamli olmayan
bir artis gozlenmistir (Akta¢ vd, 2003). Yapilan baz1 ¢alismalarda sodyum
benzoatin viicut ve organ agirliklar tizerindeki etkileri de arastirilmistir. B6C3F1
fareleri ve F344 siganlarmmda viicut agirhginda degisiklik gorilmedigi (Fujitani,
1993), Kaboglu ve Akta¢’in ¢aligmasinda (2002), farelerde sodyum benzoatin
doza bagli olarak viicut agirhigini azalttigi, bir baska arastirmada ise hayvanlarin
viicut agirliginda istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artis gozlendigi
bildirilmistir (Bakar, 2008). Bakar (2008) tarafindan, onceki ¢alismalardan farkli
olarak, hayvanlarin wviicut agirhigindaki artisin uygulanan doz ve uygulama
siiresine bagli olabilecegi vurgulanmustir.

Calismamizda kontrol ve deney gruplarma ait embriyolarin agirliklar: tartilms,
SB’a 2 giin ve 5 giin maruz birakilan embriyolarin ortalama agirliklar1 kontrol
gruplari ile karsilagtirildiginda, madde uygulanan gruplarda artan madde miktarina
bagl olarak embriyolarin agirliklart anlamli bir sekilde azalmistir (p<<0,001). Bu
azalma her embriyonun kendi gelisim siirecine bagli olabilecegi gibi, biiyiik
ihtimalle SB etkisiyle vittelin damarlarin yapisindaki bozulmaya bagli olarak
embriyolarin yeterli beslenememesinden kaynaklanabilir.

Cok seyrek goriilmesine ragmen, kii¢lik damarlarda nekrozla seyreden, 16koklastik
vaskiilit (damar iltihabi) hastaligmin sodyum benzoat alimi sonrasinda ortaya
ciktig1 bildirilmektedir (Calisir ve Caliskan, 2003). Calismamizda, kontrol grubu
ile karsilagtirildiginda, sodyum benzoata iki giin maruz kalan embriyolarin,
yumurta agildiktan sonraki makroskobik goriiniimiinden (Sekil 4.1), 6zellikle en
diisik dozdan (250mg/kg) itibaren (en ¢ok 1000 mg/kg dozda) vitellin
damarlanmanin azaldigi dikkati ¢ekmistir. Sodyum benzoata 5 giin maruz kalan
grupta, diisiik dozlarda nispeten daha az olmakla birlikte, 6zellikle yiiksek dozda
(1000mg/kg) damarlanmanin ciddi derecede azaldigi belirlenmistir. Vitellin
damarlanmadaki bu azalmanin embriyonal donemde organogenesisi olumsuz
etkilemesi kaginilmazdir. Nitekim histolojik kesitlerde karaciger dokusunda
venlerin yapisinda bozulma, konjesyon, 6dem, sinuzoidlerde genisleme gibi
bulgulara siklikla rastlanmistir.

Sodyum benzoatin kisa siireli oral alimina bagli olarak serum protein seviyelerini
degistirdigi, Ozellikle periportal alandaki hepatositlerde camsi sitoplazmanin
olustugu bildirilmistir (Fujitani, 1993). Elektron mikroskobu incelemelerde, hem
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sitrik asit hem de sodyum benzoat grubunun karaciger ve bdbrek dokularinda
dejenerasyon ve nekrotik degisiklikler gdzlenmis, karacigerde hepatosit
membranlarindaki hasar, mitokondrilerdeki krista kaybi, niikleus zarindaki
parcalanmalar en yogun gozlenen degisiklikler olarak kaydedilmistir (Bakar,
2008). Ayni arastirict sodyum benzoat ve sitrik asitin etkisi agisindan
kiyaslandiginda, sodyum benzoatin daha fazla dejeneratif etkiye sahip oldugunuda
bildirmistir.

180 giin siireyle 155mg/kg/giin oral yolla verilen sodyum benzoatin fare karaciger
hiicrelerinde vakuolizasyon, kromatin materyalinde bozulma gibi olusumlara yol
actigl, niikleus membraminda ¢6ziillme, niikleolusun periferde yerlesimi
gbzlenmistir. Ayrica hepatositlerde displaziye rastlanmis ve bu hiicrelerin normal
hiicrelerden ez az iki kat daha biiylik olduklari, biiyiik ve ¢ok koyu boyanmis
niikleus i¢erdikleri, bazilarmin ise niikleussuz olduklari tespit edilmistir (Sinha ve
D’Souza, 2010). Aym arastiricilar bu tip degisimlerin hepatoseliiler yapr ve
organellerin aktivitesinde de degisiklige neden olacagina dikkati ¢ekmisler ve
hepatoselliiler organel aktivitesinde degisikligi hepatoselliiler adaptif yanit olarak
tanimlamiglardir.

Calismamizda soyum benzoatin, yiiksek dozda daha ¢ok olmak flizere bazi
hepatositlerde sismeye, vakuolizasyona, kromatin kondensasyonuna, niikleusun
sekil bozukluguna ve eksentrik yerlesimine neden oldugu saptanmustir. Vakuolar
dejenerasyon hiicrelerin zarar gérmiis materyallerini toplamak i¢in olusturdugu bir
degisiklik olarak disiiniilebilirse de hepatositlerde goriilen sitoplazmik
vakuolizasyon muhtemelen sodyum benzoat etkisi ile lipidlerin yapisinin
degismesi, yag metabolizmasmin bozulmasi, karbohidrat metabolizmasinin
olumsuz etkilenmesi sonucu glukoneogenezin tikanmasi, hiicre hasar1 sonucu
protein gruplarmin dagilmasi ve serbest radikal {iretimi sonucu olabilir.

Cekirdek ve g¢ekirdek materyalinin anormal yogunlasmasi, metabolik aktivitenin
azalmasina, bazi durumlarda diizensiz c¢ekirdek zari olusumuna ve sitosole
cekirdek materyalinin gegmesine, c¢ekirdek porlari sayisindaki azalmanin ise
niikleustan sitosole veya sitosolden niikleusa makromolekiil transportunda
azalmaya neden olabilecegi bildirilmistir (Lahijani vd., 2009). Bu c¢alismada
sodyum benzoatin neden oldugu niiklear diizeydeki anormallikler c¢ekirdek
materyalinin sitosole gegmesine, hiicrede aktivasyon azalmasina neden olmustur
diyebiliriz.
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Birgok bilesik hiicrenin 6nemli organellerinden endoplazmik retikulum (ER)
faaliyetlerinde artisa yol agmaktadir. Bu artis, bozulmus membran katabolizmasi
ile ilgili olarak ER’un ek iiretiminden kaynaklanmaktadir. Nedeni ne olursa olsun
bu artisin, artisa sebep olan kimyasalin hidrolizi i¢in hidroksilasyon enzimlerini ve
spesifik bagisiklik savunma sistemini karsilamak igin yiiksek oranda protein
sentezini isaret ettigi ve hiicrenin patolojik durumunu gosterdigi ifade edilmistir
(De Robberties ve De Robberties, 1980). Bazi kimyasallarin (sodyum benzoat,
neopybuthrin) farelerin ve baliklarin karaciger hiicrelerinde mitokondri sayisinda
artisa neden oldugu, bu durumun toksisitenin iistesinden gelmek amaciyla
hiicrenin enerji gereksiniminin artmasindan kaynaklandigi bildirilmistir (El-
Elaimy vd., 1993; Sinha ve D’Souza 2010).

Sodyum benzoata maruz kalan gruplarda doza bagli olarak hepatositlerde
sitoplazmik dejeneratif goriintiiler hiicrelerde organel diizeyinde hasar1 akla
getirmektedir. Ozellikle niikleus, ribozom ve ER gibi biyosentez olaylarinda
onemli islev goren organellerdeki yapisal bozukluklarin protein, karbohidrat ve
lipid mekanizmalarimin da bozulmasma neden olmasi kaginilmazdir. Diger
hiicrelerde oldugu gibi hepatositlerde enerji iiretiminde rolii olan mitokondrilerde
sisme, yogunlasma, krista kayiplar1 ve membran permeabilitesinde degisim gibi
hasarlar organelin homeostazinin ve hiicresel oksidatif siireglerin bozulmasinin
nedeni olabilir. Nitekim 31. evre kontrol grubuna gére 36. evreye ait kontrol grubu
karaciger hiicrelerinde daha fazla oldugu gézlenen glikojen ve retikiiler fibrillere,
sodyum benzoata hem iki hem de bes giin maruz kalan gruplarda en diisiik
dozlarda (250mg/kg) bile rastlanmamis olmasi hepatositlerde glikojenez gibi
biyosentez faaliyetlerin bozulmasinin gostergesi olarak goriilebilir. Ancak, 151k
mikroskop incelemeleri ile organellerin yapist hakkinda smirh  bilgi
edinilebildiginden, bu konuda daha kesin yargiya ulagsmak i¢in hiicrenin ince
yapis1 hakkinda detayli bilgi saglayan elektron mikroskop diizeyinde incelemelerin
yapilmasi gerektigi diisiincesindeyiz.

Besin katki maddesi olarak yaygin kullanilan sodyum benzoatla yapilmis
calismalar genelde genotoksik olup (Sarikaya ve Solak 2003; Tiirkoglu, 2007),
genotoksisite testlerinde farkli sonuglara ulasilmistir. Sodyum benzoat AMES
testinde negatif (Ishidate vd., 1984), Cin hamsteri hiicre kiiltiiriinde pozitif sonug
vermistir (Ishidate ve Odashima, 1977; Ishidate vd 1980; Ishidate vd. 1984) .
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Zengin vd. (2011) yaptiklar1 ¢calismada sodyum benzoat ve potasyum benzoatin
mitotik indeksi diisiirdiigii, mikroniikleus (MN) frekansini arttirdigi, sodyum
benzoatin 6nemli derecede DNA hasarini arttirmasina ragmen potasyum benzoatin
DNA hasarinda 6nemli bir artisa neden olmadigini ortaya koymuslardir. Sasaki vd.
(2002) sodyum benzoatin (2000 mg/kg) fare organlarinda istatistiksel olarak
anlamli herhangi bir DNA hasarina neden olmadigini bildirmelerine karsin gida
katki maddeleriyle yapilan genotoksik ¢alismalar sonucunda bizim ¢alismamiza
benzer mikroniikleus, kalgin kromozom, anafaz kopriisii gibi bulgular ortaya
konmustur (Sarikaya ve Solak 2003; Tiirkoglu, 2007; Mpountoukas vd., 2008;
Yilmaz vd., 2009).

Mikroniikleus (MN) testi hem klastogeniteyi (kromozom kirilmasi) hem de
anogeniteyi (andploidiye sebep olan) belirler ve genomdaki degisikligi yansitir.
Sodyum benzoat ve potasyum benzoatin doza bagimli olarak MN sikligini
arttirdigr yapilan genotoksisite g¢alismalariyla belirlenmistir (Inoue vd., 1997,
Albertini vd., 2000). Yapilan baska bir ¢alismada sodyum benzoat ve potasyum
benzoatin mitotik indeksi azalttigi bildirilmistir (Zengin vd. 2011). Mitotik
indeksteki bu azalmanim, enerji {iretim merkezinin baskilanmasi ve ATP
seviyesinin azalmasi, G,’nin bloke edilerek hiicrenin mitoza girmesinin
engellenmesinden kaynaklandigi ifade edilmektedir (Jain ve Sorbhoy, 1988;
Hidalgo vd., 1989; Yilmaz vd., 2008b).

Niikleolus (¢ekirdekeik), niikleus (¢ekirdek) icinde rRNA sentezinden ve hiicre
proliferasyonunun kontroliinden sorumlu bolgeler olup, okaryotik hiicrelerin
ribozom ireten merkezleridir. Aym1 zamanda sitoplazmik  yapilarin
farklilasmasinin diizenlemesinde de rol oynar. Cekirdek¢igin durumuna bakilarak,
kromatin organizasyonu ve transkripsiyonu arasindaki iligkilerin agiklanabilecegi
bilinmektedir (Darnell vd., 1986).

Akrosentrik kromozomlarin kisa kollarinda yer alan Nucleolar Organizer Regions
(NORs), ribozomal RNA i¢in kodlayici genler iceren DNA segmentleridir
(Ferguson ve Handmaker, 1961; Darnell vd., 1986). NOR da bulunan genler
tarafindan kodlanan argirofil NOR ile ilgili proteinler (RNA polimerazl,
B23protein, C23protein veya nucleolin), argirofilik NOR (AgNOR) boyama
teknigi uygulanarak 1sik mikroskop diizeyinde ¢ekirdekte kiigiik siyah noktalar
seklinde go6zlenebilecegi sOylenmektedir (Ploton vd., 1986). Nitekim giimiis
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boyasi ile boyanarak belirlenebilen NOR bdélgelerinin (AgNOR) pek ¢ok tiimor
tipi i¢in onemli tanisal deger tasidigina dair ¢alismalar yapilmis (Crocker, 1990),
bircok lezyonda ortalama AgNOR oranlarimin proliferasyon aktivitesinin
belirlenmesinde olduk¢a degerli bir yontem oldugu diisiiniilmiistiir (Sakr vd.,
1993). Her niikleustaki AgNOR sayisinin hiicrenin proliferasyon aktivitesi ile
iligkili oldugu kanitlanmis (Egan ve Crocker, 1992), AgNOR sayisinin ¢esitli
malignitelerde sitopatolojik tanida 6nemli olabilecegi de vurgulanmustir (Giri vd.,
1989; Chern vd., 1997; Lee vd.., 1997).

Bu ¢alismada besin katki maddesi olarak kullanilan sodyum benzoatin doza baglh
olarak, gelisim donemindeki tavuk karaciger hiicrelerinde NOR bdélgelerinde ve
mitotik boliinmede azalmaya, kromozomlarda yapisikliga, kalgin kromozomlara,
niikleusta tomurcuklanma ve mikroniikleus olusumuna neden oldugu
belirlenmistir. Karaciger hiicrelerinde goriilen mitotik bdliinmedeki azalmanin
nedeninin, diger arastiricilarin (Hidalgo vd., 1989; Yilmaz vd., 2008b) belirttigi
gibi, dogrudan ig ipliklerinin tiretimi ve diizenlenmesi ile ilgili enzimler ile DNA
prekiirsorlerinin sentezi i¢in gerekli DNA polimeraz gibi belirli hiicre siklusu
enzimlerinin inhibisyonu sonucu olabilecegini diislindiirmiistiir. Mikroniikleus,
mitoz boliinmenin anafaz ve telofazi sirasinda kardes ¢ekirdeklere gidemeyen
asentrik fragmentler ve kalgin kromozomlar sonucu olusmaktadir. Cesitli
kimyasallarin kromozomlarda hasarlara neden oldugu ve ig ipliklerinin olusumunu
engelleyerek mikroniikleusa sebep olduklari bir¢ok ¢alisma ile belirlenmistir
(Luca vd., 1987; Munzer vd., 1990; Meng ve Zhang, 1992). Calismamizda gida
koruyucusu olarak kullanilan sodyum benzoat da kimyasal bir maddedir. Bu
maddenin embriyonal karaciger hiicrelerinde olusturdugu kalgin kromozomlarin
sonucu olarak MN olusumuna yol agtigin1 ve bundan dolay1 da genotoksik etkiye
sahip oldugunu sdyleyebiliriz.

Gida katki maddeleri kullanilmadan 6nce bunlarin degisik sekillerde hazirlanmis
farkli konsantrasyonlardaki c¢ozeltileri ile ¢esitli canlilarda genotoksik,
embriyotoksik ve histopatolojik etkilerini ele alan g¢alismalarmin da mutlaka
yapilmas1 gerekir. Bu calismalardan elde edilecek sonuglara gore s6z konusu
maddenin gida katki maddesi olarak kullanilip kullanilmayacagina, hangi dozda,
ne sekilde alinmasinin uygun olacagma karar verilmelidir.

Calismada embriyonik gelisim siiresince uygulanmis sodyum benzoatin ne
kadarinin yavruya gegerek onu etkiledigi bilinmemesine ragmen, elde edilen
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sonuglara gore yavrunun etkilenebilecegi diizeyde sodyum benzoata maruz kaldig:
ve bundan olumsuz etkilendigi sdylenebilir. Bu g¢alisma sonucunda gidalarda
koruma amaciyla kullanilan sodyum benzoat tavuk embriyolarinda gelisim
geriligine ve Onemli metabolik fonksiyonlar1 olan karacigerde histolojik
degisimlere neden olmustur. Dolayisiyla bu ¢alisma sonucunda sodyum benzoatin
canlilar i¢in embriyotoksik risk olusturma ihtimalinin yiiksek oldugunu
sOyleyebiliriz. Yapilan diger arastirmalarin sonuglart da bu bulgular1 destekler
yondedir. Kesin sonuca ulasilabilmesi i¢in farkli arastirma yontemleri ile daha
kapsamli bir sekilde sodyum benzoatin etkilerinin arastirilmasi gerekse de katki
maddesi olarak kullaniminin kontrol altina alinmasi, yliksek dozlarda uzun siireli
tilketilmemesi, 6zellikle gebelik doneminde kullanilmamasi hatta insan besinine
ilave edilmesinin yasaklanmas1 gerektigi goriisiindeyiz.
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