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OZET

BENZIL BENZOATIN SITOTOKSISITESININ /N VITRO KOSULLAR
ALTINDA ARASTIRILMASI

ASLI KARTAL
Yiiksek Lisans, Biyoloji Bolumu
Tez Danismani: Prof. Dr. GULDENiZ SELMANOGLU

Ocak 2015, 77 sayfa

Benzil benzoat kozmetik, ilag, gida endustrisi gibi birgok alanda kullanilan bir bilesiktir.
Baslica kullanim sekli akarisit/skabisit olmakla beraber; siklikla kullanilan gida katki
maddelerinden de birisidir. Bu calismada L929 fare fibroblast hicrelerinde benzil
benzoatin sitotoksisitesi MTT [3-(4,5- dimetiltiyazol-2il)-2,5-difeniltetrazolyum bromr]
testi, laktat dehidrogenaz (LDH) testi, tripan mavisi boyama ve nétral kirmizi alim
testleriyle incelenmistir. Ayrica hlcresel reaktif oksijen tiurleri (ROS) tespiti icin
dikloroflorosein diasetat (DCFDA) testi ve hucre 6lim seklini belirlemek amaciyla da

akridin oranj - propidyum iyodit ikili boyamasi yapilmigstir.

Yapilan MTT analizleri sonucu benzil benzoatin L929 hiicrelerinde LCso degeri 24 ve
48 saatlik inkibasyon sureleri igin sirasiyla 21 mM ve 18 mM olarak bulunmustur.
Benzil benzoatin uygulanan konsantrasyonlarinda L929 hiicrelerinde ROS Uretiminde
artisa, yapilan sitotoksisite test sonuglarina gére mitokondriyal islev bozukluguna,
hldcresel membran bitlinligunde bozulmalara ve lizozomlar tGzerinde etkilere neden

oldugu saptanmigtir. Uygulanan konsantrasyonlarda ozellikle akridin oranj —



propidyum iyodit boyamalarina gore apoptotik hlcre 6limunin yanisira ozellikle

yuksek dozlarda nekrotik hucre 6lumunun daha baskin oldugu goralmustar.

Anahtar kelimeler: Benzil Benzoat, sitotoksisite, MTT, LDH, akridin oranj — propidyum
iyodit, nétral kirmizi, DCFDA



ABSTRACT

INVESTIGATION OF BENZYL BENZOATE CYTOTOXICITY UNDER IN
VITRO CONDITIONS

ASLI KARTAL
Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. GULDENIZ SELMANOGLU
January 2015, 77 pages

Benzyl benzoate is a compound which has been used in several areas such as
cosmetic, pharmaceutical and food industries. It is one of the frequently used food
additives, although it is mainly used as acaricide/scabicide. In this study, cytotoxicity
of benzyl benzoate on L929 mouse fibroblast cells was examined by MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] test, lactate dehydrogenase
(LDH) test, Trypan Blue dye exclusion assay, Neutral Red uptake assay. Also in order
to determine cell death type, acridine orange-propidium iodide double staining was
carried out and DCFDA cellular reactive oxygen species (ROS) detection assay was

performed.

As a result of MTT test, LCso values of benzyl benzoate on L929 cells were found 21
mM and 18 mM for 24 and 48 h incubation periods, respectively. Increased ROS
activity, mitochondrial dysfunction, disruption in cellular membrane integrity and effects
on lysosomes were determined on L929 cells at the treatment doses of benzyl

benzoate. Considering acridine orange propidium iodide staining, apoptotic cell death



was observed as well as necrotic cell death was more dominant particularly at its
highest doses.

Keywords: Benzyl benzoate, cytotoxicity, MTT, LDH, acridine orange — propidium
iodide, neutral red, DCFDA
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1. GIRI$

19. yuzyilda yapilan Sanayi Devrimi ile kiresel olarak kimyasal Gretimi ve kullanimi
gittikgce artmaya baglamistir. Bu durumun ekonomik yararlari olmakla birlikte,
ksenobiyotiklere zamanla maruziyet orani artan organizmalarin uyum sorununu
beraberinde getirmektedir. GUnimuzde ise sadece insan degil bircok organizma,

kimyasal bir tehdit ile kargi kargiyadir.

Son iki yuzyildaki sanayi ve teknolojideki gelismeler ile her gecen gun yeni
sentezlenen kimyasal maddeler kullanima girmektedir. Ayni zamanda hem yeni bir
kimyasalin piyasaya surumu hem de toplamda kullanilan kimyasal Gran miktar
acisindan sirekli bir artis s6z konusudur. Ornegin Turkiye 6lgeginde degerlendirme
yapilacak olursa; 1979 yilinda toplam 8.396 ton pestisit kullanilirken 2007 yilina
gelindiginde ise bu oran 22.681 tona yukseldigi bildiriimektedir [1].

Bu her gegen gun artan kimyasal tehdidin boyutu bize toksikolojik ¢alismalarin
onemini gostermektedir. Su, deri, hava ya da gida yoluyla vicuda alinabilen bu
kimyasallar toksikolojik arastirmalar ile olasi etkileri risk degerlendirmesi
cercevesinde incelenmesi ve kontrol amagh stratejiler geligtirilebilmesi

saglanmaktadir.

Toksikolojik arastirmalarda 6nceleri havyan modelleri kullaniimig olup gunimuzde
ise bilim ve teknolojinin gelismesi ile ayrica etik kaygilar gibi nedenlerle arastiricilar
toksikolojide alternatif metotlar ile calismaya yonelmektedirler. In vitro toksikolojik
yaklagim sayesinde kimyasallarin etkileri temel ve molekuler duzeyde

incelenebilmektedir.

Dunya nufusunun artisi gida yeterliligi ve givenligi konusunu glindeme getirmistir.
Bu nedenle Cevre Koruma Ajansi (Environmental Protection Agency, EPA), Gida
ve ilag Dairesi (Food and Drug Administration, FDA) gibi kuruluslar gida glvenligi
saglamaya yonelik arastirmalar yapmakta, gidalardaki toksik maddeleri belirlemeye

ve onlemler almaya ¢aligsmaktadirlar.

Besin maddeleri surekli bir transport halindedir. Dinyanin farkli bir bdlgesinde
uretilip islenip, paketlenip baska bir bolgesine tasinip tlketicilere sunulmaktadir. Bu
gida igslenmesi sureci igerisinde raf dGmrinu uzatmak ve ya daha farkli amaglarla

bircok farkli kimyasal, gidalarin iceresine girmekte ve yahutta gidalarin iglenmesi



sirasinda  kendiliginden olusabilmektedir. Bahsedilen bu kimyasallarin,

organizmalarin tuketimi yoluyla toksik etki gostermesi olasiliklar dahilindedir.

Gida maddelerinde bulunan olasi toksik maddelere nutrientler, dogal yolla olusan
gida toksikantlari, kontaminantlar, gidalara eklenen kimyasallar ya da maddeler
(gida katki maddeleri) girmektedir [2]. Gida katki maddeleri ise yuzyillardan beri
besinlerin kalitesini arttirmak igin kullaniimaktadir. Renklendiriciler gibi katki
maddeleri uretim surecinde etkilenen orijinal gorunUmunua tekrar yerine koymak,

besin maddelerini gorsel olarak daha ¢ekici kilmak igin kullaniimaktadir [3].

Benzil benzoat kozmetik, gida ve ilag sektérinde birgok kullanim alani olan bir
kimyasal maddedir. Bocek ilaglarinda 6zellikle akarlara karsi kullanilmasinin yani
sira gida sektorunde besin katki maddesi olarak sakizlarda, goégus Uzerine ve goz
cevresine kullanilan kozmetiklerde solvent olarak, parfim sektdriinde, selliloz ve
diger polimerleri plastiklestirici olarak, farmasétik Grlinlerde (6rnedin; testosteron

undekanoat ve oksuruk suruplari) yardimci madde olarak kullaniimaktadir.

Bu yuksek lisans tezinde siklikla kullanilan gida katki maddelerinden biri olan benzil
benzoatin in vitro kosullarda toksikolojik etkisinin incelenmesi amaclanmigtir.
Calismada, L929 fare fibroblast hicre hattinda benzil benzoatin LCso degeri
belirlenerek sitotoksisitesinin arastiriimasi hedeflenmigtir. Bunun yani sira benzil
benzoatin hlcresel reaktif oksijen turevleri olusturma etkisine bakilmis ve ayrica

benzil benzoat etkisiyle gozlenen hicre 6lum yollari incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Gida Toksikolojisi

Birgok toplum, kuilturel olarak besin hazirlama ve tuketimini yasam merkezine
almistir. Yirminci yuzyilda, dinyanin birgok yerinde besin Uretimi ve hazirlanmasi
kUguk ciftlikler, evler, restoran mutfaklari ve kliglk besin hazirlama faaliyetlerinden
(6rnegin yerel firinlar vb.) blylmekte olan dev besin imalatlarina gegis olmustur. Bu

degisikliklerle beraber, gesitli kimyasallar besinlerin icine girmeye baslamistir [4].

Guvenli ve besleyici gidalarin bulunabilirligi ve tiketimi insan saghdi icin temel bir
gereksinimdir. Besleyici olan ve olmayan kimyasallar, besinlerin tamamlayici
unsurlaridir ve bunlar hem beslenme hem de saglik agisindan énemli etkilere
sahiptir. Bu kimyasallar; proteinler, karbohidratlar, yaglar, vitaminler, iz elementler,
lifler ve antioksidanlari kapsamaktadir. Cizelge 2.1."de goéruldagu Uzere bazi belirli
kogullar altinda, besinler zararli olabilmektedir ve saglik acgisindan riskler

yaratabilmektedir [5].

Farmasotik Granlerdeki yardimci maddeler, vitaminler, mineral destekleri gibi ticari
olarak Uretilen besinlere eklenen bircok kimyasal madde bulunmaktadir.
Ksenobiyotiklerin besinlerdeki varligi kaginiimaz bir durumdur. Su, hava, topraktaki
varliklari bilinmektedir. Digerleri ise estetik, koruma ve ekonomik nedenlerle bilerek

gidalara eklenir. Besinlerde bulunan ksenobiyotikler:

Balik, blyukbas ve kiimes hayvanlari yoluyla su ve iglenmis besinin alinimi
Gida islenmesi

Ticari gida hazirlama sirasinda eklenen katkilar

a k~ 0N PE

Ambalajlama

yukarida siralanan bes nedenden herhangi birinden kaynaklanabilir [4].

Gidalarin yeterliligi kadar gerekli miktarda tuketilmesi de son derece 6nemlidir.
Bunlarla birlikte son yillarda gidalardan kaynaklanan hastaliklarin ve risklerin
artmasi gida tuketimini kamunun ve uluslararasi kurumlarin temel sorunlari
arasinda yer almasina neden olmustur. Bu nedenle Ulkesel ve uluslararasi guncel
Oonlemler alinmaya baslanmistir [6]. Toksikoloji biliminin alt dallarindan biri olan gida
toksikolojisi de daha guvenilir gidalarin tuketiciye sunulmasi amacina hizmet

etmektedir.

Buyume sirasinda toprak ve bitki ylzeylerinden sebze ve meyveler yoluyla alinimi



Gida toksikolojisi gidalarda bulunan toksik maddelerin ve toksinlerin sistematik

incelenmesi olarak tanimlanabilir. Gida toksikolojisi; gidalarin olasi toksisitesi,

gidalarda bul

nutrientler ile

unan bu toksik maddelerden etkilenen faktorler ve durumlar, temel

etkilesimleri, bunlara bireylerin cevabi, gida glvenligi ve toplumun

beslenmesiyle alakali olduklari igin toksik etkilerden korunma ve bunlari en az hale

getirme yollari ile ilgilenmektedir [7].

Cizelge 2.1.

kimyasallarin

Besinlerde bulunabilen insan saghgini ilgilendiren olasi toksik

kaynaklari [5].

A. Besinlerdeki yabanci kimyasallar

. ste
a.

b.

o

d.
e.
f.

. iste
a.

b.

C.

mli olarak eklenen maddeler (katki maddeleri)

Gorunuma iyilestirmek igin: renklendiriciler, parlaklik saglayici ajanlar
(Balmumu vb.)

Depolama stabilitesini uzatmak icin: koruyucular, antioksidanlar vb.

Kivamini arttirmak ve dizeltmek igin: emdlgatorler, stabilizatorler,
kivamlastiricilar vb.

Besini iyilestirmek ve degistirmek icin: tatlandiricilar, aromalar, esanslar
Besleyici / biyolojik degerini arttirmak igin: vitaminler

Adjuvant olarak: enzimler

msiz olarak bulunanlar

Antropojenik aktivitelerden kaynaklanan kontaminantlar

Tarnim kimyasallari kalintilari: fungisit, herbisit, insektisit vb.

Hayvan Uretiminin kalintilari: dstrojenler, antibiyotikler, sakinlestiriciler vb.
Adjuvant kalintilari

Cevresel kirleticiler( 6rnegin; kalici organik kirleticiler, POPS)

Dezenfektan, kimyasal ara Urtin ve metabolit kalintilar

Mikrobiyolojik proses sonrasi kontaminantlar: ¢oziculer, parlaklastiric
ajanlar, koagulatorler, noétralize edici ajanlar, asit ve alkaliler, enzimler,
katalizler, bakteriler vb.

Gidalarin iglenmesi sonucu olarak besinlere giren kontaminantlar (Ornegin;
akrilamid)

Dogal kaynaklardan gelen kontaminantlar

1. Algal toksinler (fikotoksinler)

2. Fungal toksinler (mikotoksinler)

3. Bitkisel toksinler (fitotoksinler)

oglrwNE

B. Dogal olarak besinlerde bulunan bilegikler

[. Beli

rli besinlerdeki dogal olarak bulunan toksik 6zellikli bilegikler (Ornegin; manyok

bitkisindeki siyanojenik glikozitler)

II.  Genellikle besinsel degeri olan fakat spesifik genetik bir gecmisi olan ya da spesifik
bir durumu olan duyarl populasyonlara zarar veren besinlerdeki intrinsik bilegikler
(Ornegin; gluten hassasiyeti ve ya ¢olyak hastalidr)




2.2. Gida Katki Maddeleri

Gida katki maddeleri, yuzyillardan beri besinlerin kalitesini arttirmak igin
kullanilmaktadir. Tutsuleme, alkol, sirke, yag ve baharatlar siklikla besini korumak
icin kullanilir. Bugun ise besinin kalite ve stabilitesini saglamak; gidanin organoleptik
Ozelliklerini arttirmak; Uretim sureci, depolama ve gida tasiniminda kolaylk

saglamak igin kullaniimaktadir [3].

Gida ve Tarim Bakanligr’'nin gida katki maddeleri ydnetmeligindeki tanimi séyledir;
“‘Normal kosullarda tek basina tiketiimeyen veya gida ham maddesi olarak
kullanilmayan, tek basina besleyici degeri olan veya olmayan; segilen teknoloji
geregdi kullanilan iglem veya imalat sirasinda kalinti veya tirevleri mamul maddede
bulunabilen, gidanin Uretilmesi, tasnifi, islenmesi, hazirlanmasi, ambalajlanmasi,
tasinmasi, depolanmasi sirasinda; gida maddesinin tat, koku, gorunus, yapi ve
diger niteliklerini korumak, duzeltmek amaciyla kullanilmasina izin verilen maddeleri

tanimlar” [8].

Gida katki maddelerinin temel kullanim nedenleri:

1. Emdlsifikasyon: Emiulgatorler, drnedin lesitin, yag ve sulu faz icin salata
soslarinda kullanilir.

2.  Kivam koyulastirma: Koyulastiricilar 6rnegin karagenan ve karboksil sellloz
dondurma ve jolenin kivamini koyulastirmak icin ayrica kek ve ekmegin dokusunu
vermeKk igin kullanilir

3. Zenginlestirme: Vitamin ve mineraller, drneg@in vitamin D, tiamin, niasin, sutu ve
unu kuvvetlendirmek igin kullanihr

4. Topaklanma oOnleyici: Topaklama Onleyici ajanlar ornegin; tuzdaki sodyum
aluminosilikat, sut tozu ve st igermeyen kremalardaki silikon dioksit,
koagulasyondan korunmak igin kullanilr.

5. Selatlama: Selatlayici ajanlar 6rnegin; EDTA ¢b6zinmeyen metal tuzlarinin
¢okelmesinden korunmak igin eklenir. Sitrik asit ve tartarik asit gida islenmesi
surecinde renk degisimini engellemek igin kullanihr.

6. Beyazlastirma: Beyazlastirici ajanlar, Ornegin peroksitler, unu ve peyniri
beyazlastirmak icin kullanilirlar.

7. Koruma: Antimikrobiyal ajanlar 6rnegin; metil paraben, propil paraben, sodyum

benzoat, kalsiyum proprionat gibi maddeler kif ve mantarlarin neden oldugu



besin bozulmalarini engellemek igin kullanilir. Koruyucu kimyasallarin kullanimi
raf dmrunu uzatir ve dondurulma ihtiyacini elimine eder.

8. Antioksidan aktivite: Antioksidanlar, 6rnegin butillenmis hidroksi anisol (BHA) ve
BHT, yaglarin oksijenlerle tepkimeye girmesini ve kokmasini engeller.

9. Renklendirme: Yapay renklendiriciler — 6rnegin blue#1, yellow#6, red#40 — hazir
gidalarin buyuk gogunluguna goz alici bir renk vermek icin eklenir.

10. Tatlandirma: Yapay tatlandiricilar — érneg@in seker igin sakkarin, kiraz tadi icin
benzaldehit—dogal tadi vermek amaciyla kullanilmaktadir. Tat arttiricilar, érnegin
monosodyum glutamat (MSG), aslinda kendilerinin ¢ok az tadi vardir ya da hig
yoktur fakat diger gida bilesenlerinin tadini arttirmak i¢in kullanilirlar [4].

Gida igslenmesi slrecinde birgok cesitli kimyasal besin maddelerinin igerisine

girebilmektedir veya gida degisik maddeler ile kontamine olabilmektedir. Gida katki

maddelerine butil hidroksi toluen (BHT), nitrit gibi koruyucular ile kalsiyum propanat
gibi mikrobiyal geciktiriciler girmektedir. Ayrica gida endustrisinde kivam arttirici ve
tatlandirici olarak bazi kimyasallar da eklenmektedir. Gida islenmesi slrecinin farkli
asamalarinda gubre kalintilari, pestisitler, veteriner farmasoétikleri, poliklorlubifeniller

(PCB) gibi gevresel kimyasallar ve sayisiz bilesik besin zincirine dahil olmaktadir.

Bazi katki maddeleri ise genel olarak glvenli — zararsiz kabul edilmektedir

(generally recognized as safe, GRAS) ve herhangi bir test gerektirmemektedir.

Digerleri ise tuketicilerin guvenliginden emin olmasi i¢in bir takim testlerin

yapilmasini gerektirmektedir [2].

GRAS listesi MSG, kalsiyum proprionat, BHA, BHT de dahil olmak Uzere yuzlerce
kimyasal katkiy1 icermektedir. Gidalardaki kimyasal katki maddelerinin listesi
sadece GRAS listesindekiler ile sinirlandiriimamahdir. Amerika Birlesik
Devletlerinde gunimuzde 3000'den fazla kimyasalin gidalarda kullanimina izin
verilmektedir. Gida ve lilag Dairesi (Food & Drug Administration, FDA) veri
bankasinda ‘Everything Added to Food in United States’ (EAFUS) olarak
bahsedilmektedir. Bu liste gida islenmesi sirasinda kullanilan kimyasallari, gida
islenmesi sirasinda ortaya ¢ikan kimyasallari, ¢oztcu rezidulerinin ekstraktlarini,
pestisit kalintilarini, antibiyotikleri, blyume hormonlarini, kaginiimaz sekilde
gidalara eklenen kimyasallari icermektedir. Bu liste uzun olmasina ragmen, batin
gida katki maddelerini igermemektedir. Bunlarin bazilari FDA tarafindan bagimsiz
bicimde GRAS listesi altina eklenir [4].



GRAS listesindeki maddelerin, gida katki maddesi olarak kullanimlari i¢in FDA
iznine gerek yoktur. Diger yandan, 1958 sonrasi insanlara ve hayvanlara olasi hasar
kanitlari ile ticari kullanima sunulan maddeler FDA kisitlamasina ve incelemesine

alinmiglardir. Gidalara eklenmesi yasaklanan maddeler Cizelge 2.2.’de verilmistir

[9].



Cizelge 2.2. Yasaklanan Bazi Gida Katki Maddeleri [9]

Katki Maddesi
(Yasaklama Yilr)

Kalamus (1968)

Kloroflorokarbon
puskirticu (1978)

Sinnamil antranilat
(1985)

Kobalt Tuzlari (1966)

Kumarin (1954)

Siklamat (1969)

Dietilpirokarbonat
(1972)

Dulsin (1950)

Monokloroasetik asit
(1941)

Nordihidroguayaretik
asit (1968)

P-4000 (1950)
Safrol (1960)

Tiyolre (1977)

Amag

Tat arttirici

Koruyucu

Tat arttirici

Stabilize

edici

Tonka
agaci

icerigi

Tat arttirici

Stabilize
edici

Tat arttirici

Koruyucu

Antioksidan

Tat arttirici
Tat arttirici

Koruyucu

Kaynak /Tanim

Acorus calamus’un B-asaron iceren yagli

ekstrakti

Alifatik halojenli karbon

Antranilik asit ve sinnamil alkolln esteri

(C16 HisNOy)

inorganik Tuzlar (CoCl,,CoSQ.)

1,2-benzopiren (CsHsO>)

Siklohekzan
(CeH1oNO3S)

sulfamik

asit

tuzlar

Pirokarbonik asit dietil ester (CgH100s)

4-etoksi fenil Gre (CoH12N205)

Kloroasetik asit (C2H3sClO2)

4.4’-(2,3-dimetiltetrametilen) dipirokatekol

(C18H2204)

5-nitro-2-propoksianilin (CgH12N203)

4-allil-1,2-metilendioksibenzen (C10H1002)

Tiyokarbamid (CH4N-S)

Toksisite

Karsinojenik

Hepatoksik,

Kardiyotoksik

Karsinojenik

Kardiyotoksik

Hepatoksik

Karsinojenik

Karsinojenik

Karsinojenik

Karsinojenik,
Norotoksik,

Kardiyotoksik

Hepatoksik

Karsinojenik
Karsinojenik

Karsinojenik




Kanada’'da su an 400’den fazla gida katki maddesi kullanim igin kabul gormektedir,
bu sayilar Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa Birliginde sirasiyla yaklasik olarak
3000 ve 300 dur [3]. Spesifik gida katki maddelerinin kullanim izni Kodeks
Alimentaryus Komisyonu (Codex Alimentarius Comission) tarafindan onerilir ve
ulusal yonetmelikler ile kabul edilir. Gida katki maddeleri kullaniminin insan saghgi
agisindan guvenli oldugunu gostermek icin bilimsel ¢alismalarla desteklenen siki
denetimlere tabidir [10].

Amerika Birlesik Devletler’nde Gida Katki Maddesi Dizenlemesi 1958’e goére
10.000°den fazla kimyasalin dogrudan ya da dolayli olarak insanlarin tikettigi
gidalara eklenmesine izin verildigi FDA tarafindan kabul edilmigtir [11]. 2010 yilinda
bu maddelerden %90’dan fazlasi gidalarda "gida katki maddesi" ya da "genel olarak
guvenli-zararsiz kabul edilen (GRAS)" maddeler olarak bilinen yasal kategoriler
altinda kullanimina izin verilmigtir. GRAS maddeleri sik kullanilan gida
malzemelerinden (6rnegin bugday) biyoteknoloji kullanarak yeni tasarlanmis
maddelere kadar cesitlenmektedir. Geri kalan %10 ise renklendiriciler, pestisitler
gibi daha kuguk kategorilerdir. Yasalarla gida katki ve GRAS maddeleri FDA ya da
bazi durumlarda Uretici firma tarafindan kullaniminin guvenli oldugunu onaylanan
bir tanim yapilmadan kullanilamazlar. Kimyasal katkilarin Ugte ikisinde herhangi bir
beslenme toksisite ¢alismasi eksik, dogrudan gidalara eklenen katkilarin %78,4’
maruziyetin guvenlik seviyesini degerlendirmek igin veriler eksik, %93’Unde ise
herhangi bir Ureme ve gelisim toksisite testi yapiimamigtir. FDA, bu problemin
farkinda olmasina ragmen; bilgi aciklarini doldurmak igin otorite ve kaynak

bulunmamaktadir [12].

Ulkemizde de kullanilan E-kodlari Avrupa Birligi’'nin ilgili saglik/gida otoritelerinin
gerekli glvenlik testlerinden gecmis ve tim spesifikasyonu belirlenmis gida
katkilarina verilen kodlari gosterir. E-kodu guvenligin ifadesidir [13]. Bu kodlarda her
yuzli grup, gida katki maddelerinin spesifik bir grubunu ayirir. Ornegin;
renklendiriciler E100 serisinde (E150 karamel, E162 pancar kirmizisi vb.),
koruyucular E200 serisinde (E202 potasyum sorbat ve E211 sodyum benzoat vb.)
ve antioksidanlar E300 serisindedir. Avrupa Birligi tarafindan toplam 322 katki

maddesine E-kodu verilmistir [14].

Kimyasal maruziyetten kaynaklanan yan etkiler, (1) kimyasalin etkisi ve toksisite

mekanizmasi, (2) doz, sure, maruziyet sikligi, (3) konagin genel sagligi, genetik



yatkinligi, yas ve yasam bigimini de kapsayan birgcok parametreye dayanmaktadir.
2004 yilinda yayinlanan raporda Dinya Saglik Orgiti'nin ‘Kimyasal Givenlik
Uzerine Uluslararasi Programi’ yashlik, genclik, hamile kadinlar ve disik
sosyoekonomik statlye sahip populasyonlari da kapsayan duyarli populasyonlarin
hassasiyetini vurgulamaktadir. Cocuklar yetiskinlerden kimyasal toksisiteye karsi
daha fazla hassastirlar, gunkl kendi beden agirliklari ile iligkili olarak vucutlarina
daha fazla hava, su ve besin alirlar. Yasa bagl fizyolojik degisiklikler ve premorbid
patolojiler de yaslilarin toksik kimyasallara daha fazla duyarli olmasina neden olur
[5].

Amerika Birlesik Devletleri’ndeki populasyonun %2’sinin gida katki maddelerine
karsi duyarlliklari vardir ve yan etkiler ortaya gikmaktadir. Astimli gocuklarda, gida
katki maddelerine tepkinin goriilme sikligi %10’a kadar ¢gikmaktadir. immiin-aracili
hipersensivite tepkileri ve idiyosenkratik tepkiler, gida katki maddelerine yan
etkilerin ¢ogunlugundan olusmaktadir. Genel olarak, tatlandirici ajan olarak
tuberozlakton, mintlakton, dihidromintlakton, sklareolid, oktahidrokumarin, 3-
propilideneftalid, 3-butildeneftalid, dihidrokumarin ve 6-metilkumarin de dahil olmak
uzere alisiklik, alisiklik turevi, aromatik halkali laktonlar icin herhangi bir glvenlik

endisesi bulunmamaktadir [9].

2007 yihinda McCann ve ark. [15]; gida katki madddelerinin 3 yas ve 8/9 yas
cocuklarinda hiperaktif davranislara etkisiyle ilgili olarak rastgele ve plasebo
kontrolll bir galisma yurutmuslerdir. 3 yasinda 153 gocuk ve 8/9 yaslarinda 144
gocuk bu cgalisma igin degerlendirilmistir. Cocuklar plasebo veya yapay gida
renklendiricileri ve katki maddeleri (AFCA: artificial food color and additives) iceren
A ve B meyve suyu karisimini kullanmigtir. Bahsedilen bu A ve B karisimlarinin her
ikisi de esit miktarda sodyum benzoat icermekte, fakat farkli miktarda AFCA vardir.
3 yas cocuklari igin kullanilan A ve B karisimlarinin 1,25 kati 8/9 yas ¢ocuklari igin
hazirlanmistir. A karisiminda sodyum benzoat haricinde sunset yellow, karmoisin,
tartrazin, ponceau 4R bulunmaktayken, B karisiminda ise yine sodyum benzoat
haricinde sunset yellow, karmoisin, kinolin sarisi, allura red bulunmaktadir. Bu
belirtilen A ve B karisimlari igin 3 yasindaki ¢ocuklara uygulanan dozlar iki paket 56
gramlik sekerin icinde bulunan gida renklendiricisi miktari ile neredeyse aynidir. 8/9
yas i¢in ise A karisimi ginde 2 paket sekere ve B karisimi ise 4 paket sekere denktir.
Sonug olarak; 3 yas grubundan 16 cocuk, 8/9 yas grubundan 14 cocuk calismayi
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tamamlamamis, 3 yas cocuklari igin A karisimi plasebo ile karsilastirildiginda
onemli 6lgude yan etkisi gozlenmis, fakat B karigimi igin bu s6z konusu olmamisgtir.
Analizler sadece %85’ten fazla meyve suyu tiketen ve herhangi bir kayip veri
olmaksizin 3 yas ¢ocuklari ile sinirlandirildiginda bu sonuglar devam etmistir. Yine
en az %85'i meyve suyu tuketen ve yine herhangi bir kayip veri olmaksizin 8/9 yas
cocuklari ile bu analizler sinirlandirildiginda hem A hem de B karigiminin dnemli
Olgude yan etkilere neden oldugu gozlenmistir. Arastiricilar bu durumu diyetteki
ACFA ya da sodyum benzoat koruyucusunun (ya da her ikisi birden) 3 ve 8/9 yas
cocuklarinda genel populasyonda artmis bir hiperaktivite bulgusu ile iligkisi

olabilecegi seklinde yorumlamaktadirlar.

Ceyhan ve ark. 2013’te yaptigi calismada ise eritrosin, ponceau 4R, allura red AC,
sunset yellow FCF, tartrazin, amaranth, brilliant blue, azorubin ve indigotinden
olusan karisim disi ve erkek siganlara uygulanmis ve reseptor protein etkilesimi
incelenmigtir. Sonug olarak; maternal ACFA maruziyetinin NR2B, nAChR 32 ve
NAChR a4 ekspresyonunda degisiklikler gozlenmistir. Fakat bu degisikliklerin

davranigsal ve noronal canlilik Uzerindeki etkisi tam olarak anlagilamamistir [16].

2.3. Benzil Benzoat Hakkinda Genel Bilgiler

Sekil 2.1. Benzil Benzoat Kimyasal Yapisi [17]

Benzil benzoat (CAS 120-51-4), CéeHsCOOCH2CeHs(C14H1202) genel formdline
sahiptir (Sekil 2.1.) ve askabiol, benzilat, vanzoat (venzoat), benzoik asit fenil metil

ester ve benzoik asit benzil ester gibi sinonimleri bulunmaktadir [18]. Benzil benzoat
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212,25 g molekuler agirliginda olup, renksiz hos kokulu viskoz bir sividir. Peru ve

Tolu balsamininin ayni zamanda belirli gigek yaglarinin temel bilesenidir [19].

Benzil benzoat, benzil alkol ve benzoik asidin kondensasyonu sonucu olusabilecegi
gibi Tishchenko reaksiyonu (Sekil 2.2.) ile benzaldehitten de olusabilmektedir [20].
Benzil benzoat, benzil alkol ve sodyum benzoat’tan trietilamin varliginda ve ya alkali
benzil oksit varliginda benzil alkol ile metil benzoatin transesterifikasyonu ile de
olusabilmektedir. Diger bir GUretim prosesinde ise, sodyum varliginda benzil benzoat
olusturmak igin benzaldehit kondanse olur (Claisen-Tishchenko reaksiyonu). Klglk
miktarlarda alifatik eter varligi, bu reaksiyonu ilerletmektedir. Benzil benzoat,
benzoik asidin toluen ile oksidasyonu ile tretiminde bir yan tGrindur, benzoik asidin

distilasyon kalintisinda bulunur [19].

0 0
. PhCHz(0MNa
- )J\
Ph H (cat.) Ph OCH:Ph

Sekil 2.2. Benzaldehitten Tishchenko Reaksiyonu ile Benzil Benzoat olusumu [21]

Benzil benzoat, parfim Uretiminde temel olarak ugucu kokulu maddelerin stabilize
edilmesinde kullanilir. Vazodilatdr ve spazmolitik etkileri vardir ve birgok astim ve
Oksuruk ilaclarinin igcinde bulunur. Bocek uzaklastirici olarak ve uyuz tedavisinde de
kullanilir. Benzil benzoatin plastiklestirici olarak yluzey kaplamalarinda ve plastik

endustrisinde de kullanimi s6z konusudur [19].

Peru balsaminda olmasinin yanisira yumrulu cigeklerde, simbdul, Narcissus
jonquilla L. ve Dianthus caryophillus L., ylang-ylang yaginda ve yukarida da
belirtildigi gibi Tolu balsaminda dogal olarak olusmaktadir. [22]. Ayrica Malus
domestica bitkisinin yapraklarindan elde edilen yagda % 1,7 oraninda bulundugu
[23], Cinnamomum rhyncophyllum Miq. bitkisinden elde edilen esansiyel yagin
dogal bir benzil benzoat kaynagi (%77 oraninda) oldugu [24] ve Piper bisasperatum
Trel. (Piperaceae) bitkisinin yapraklari ve dikenlerinden hidrodistilasyon yoluyla elde
edilen yagda %0,3 oraninda bulundugu [25] bildirilmigtir.
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Ayrica benzil benzoat, sik kullanilan gida katki maddelerinden biridir. FDA’'nin
yayinladigi EAFUS listesinde benzil benzoatin guncel toksikolojisi hakkinda bilgiye
gerek duyuldugunu bildirmistir[26]. Benzil benzoat, yiyecek ve farmasotiklerde

sentetik tatlandirici ve gida paketleme adhezifi olarak da kullaniimaktadir [27].

2.3.1 Benzil Benzoat Toksikokinetigi

Benzil benzoat mide tarafindan hizlica absorbe edilir. Ardindan sirasiyla benzoik
asite hidrolize edilecek olan benzil alkole hidrolize edilir. Benzoik asit glisin ile
benzoglisin ya da hippurik asit ve glukoronik asit ile benzoglukoronik asite konjuge

olur. Konjugatlar, tire ya da doza bagli degisen oranlarda hizlica idrarla atilirlar [28].

2.3.2. Benzil Benzoat Toksisitesi

Benzil benzoat toksisitesi Environmental Protection Agency (EPA)nin 2010’da
yayinladigi rapora gore; Grup Il alt kategorisinde siniflandiriimistir. Siganlarda akut
dermal toksisitesi i¢in LDso degeri yaklasik 1100 mg/kg-vicut agirhdr ve akut oral
toksisitesi icin LDso degeri 4000 mg/kg-vucut agirhdr olarak belirtiimigtir. Erkek
sicanlar i¢in oral maruziyet sonucu elde edilen NOAEL degeri 900 mg/kg-vicut
agirhgr ve LOAEL degeri 460 mg/kg-vucut agirligi olarak bulunmustur. EPA
tarafindan ayni rapora gore; Salmonella typhimurium’un TA 98, 100, 1535, 1537
suglari ile yapilan Ames testine gore mutajenik bulunmamistir [29].

JECFA'nin yayinladigi raporda ise benzoik asit, benzaldehit, benzil asetat ve diger
benzil ve benzoate esterleri de dahil olmak Uzere benzil turevleri degerlendiriimis
olup ADI degeri 5 mg/kg (bir kisinin ginde 300 mg/kisi gin olan gunlik alimina
esittir) olarak hesaplanmistir [30].

Benzil benzoat laboratuar hayvanlarinda dusik bir akut toksisiteye sahiptir. Sicanlar
icin oral LD50 degeri 1 g/kg ‘den buyuktir. Cok sik ve ¢ok genis bir alana
uygulandiginda sistemik toksik bulgularin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Bu
klinik bulgular salivasyon, piloereksiyon, kas koordinasyon bozuklugu, tremor, arka
ekstremitelerin progresif paralizisi, yorgunluk, siddetli havaleler, solunum guglugu
olmaktadir. Kediler 6zellikle bu tur bir toksisiteye daha hassastirlar. Aksine kdpekler
ise akut benzil benzoat toksisitesine daha direnclidirler. Laboratuvar hayvanlarina

buyuk dozlarda verildiginde hipereksitasyon, koordinasyon bozuklugu, ataksi,
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konvulsiyon ve solunum paralizisine neden olmaktadir. insanlarda ise topikal
kullaniminda oldukga hafif toksik bir bilesiktir. Maruziyet periyodu sonrasinda
kaybolan hafif bir alerjik tepkiye neden olur. Akarisit olarak uygulanirsa; bagirsak
peristaltisi, diyare, intestinal kolik, enterospazm, pilorospazm, seminal vezikul
kontraksiyonu, hipertansiyon ve bronkospazma neden olabilmektedir [28].
Kogkaya ve Kilig'in (2011) yaptigi ¢alismada disi siganlarda gebelikte oral yolla
uygulama sonucunda benzil benzoat ve metabolitlerinin plasenta ve fotise
gecebilecekleri gosterilmistir. Bu galismada 25 mg/kg ve 100 mg/kg benzil benzoat
dozlari gebe sicanlara uygulanmis biyokimyasal, histopatolojik ve morfolojik
incelemeler yapilmistir. Uygulama doz grubunda biyokimyasal parametrelerde,
plasental ve iskelet dlcimlerinde istatistiksel dnemli degisiklikler bulunmustur.
Histopatolojik degisimlere ek olarak uygulama gruplarinda VEGF’nin
immunolokalizasyonunda onemli degisiklikler gdozlenmistir [31].

Bagska bir calismada ise benzil benzoatin yeni bir kompetitif kalmodulin antagonisti
oldugu ve molekuller hedef olarak kalmodulin dizenleyici protein katiliminin diz
kaslarda gevsetici bir etkisinin muhtemel oldugunu belirtiimistir [32].

EFSA, 2012 yilinda benzil turevlerinin butin hayvan turleri i¢in tatlandirici olarak
kullanilirken, guvenligi ve etkisi Uzerine bir rapor yayinlamistir. Bu raporda benzil
benzoatin yemlerdeki maksimum olgulebilir kullanim seviyesi alabalik, sigirlar i¢in
1,5 mg/kg; domuz ve kimes hayvanlari icin 1,0 mg/kg olarak bildirilmigtir. Benzil
benzoatin ayni raporda yem konsantrasyonlarinda onerilen kullanim dozu normal
seviye icin 1 mg/kg, yiksek seviye icin ise 5 mg/kg'dir. insan ve hayvanlarin
maruziyetleri karsilastiriimis ve insanlar igin 74,2 ug/metabolik vicut agirhgi-gin
olarak; alabaliklar i¢in 118 ug/metabolik vicut agirhgr giin; domuz yavrulari igin 526
Mg/metabolik vicut agirligi-gun; inekler icin 777 pg/metabolik vicut agirhgi-gun
bulunmustur. Yine bu raporda yemlerdeki benzil benzoatin maksimum guvenlik
konsantrasyonlari belirlenmis, buzagi, alabalik, inek sigir, kdpek ve kedi i¢in 1,5
mg/kg; domuz, hindi ve tavuk i¢in 1,0 mg/kg olarak saptanmistir [33].

Sharma ve ark.’nin yaptidi bir galismada uyuz hastaligi tasiyan koyunlarin Gzerinde
Cedrus deodara yagi ve benzil benzoatin etkileri degerlendirilmistir. Bu ¢alismada
ug ve alti ayhk arasi 24 kuzu kullaniimig, kontrol grubu, Cedrus deodara yagi grubu
(OCD), benzil benzoat grubu (BB) olarak U¢ gruba ayriimistir. Uygulama sonunda
kontrol grubuna gore eritrosit ve 16kosit sayilari OCD ve BB grubunda daha fazla
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bulunmustur. OCD uygulanan gruplarin uyuz hastaliginin kontrolinde daha etkili
oldugu gosterilmistir [34].

Baska bir calismada ise Hindistan’da akarisit olarak kullanilan ilaglarin terapétik
etkileri degerlendirilmis ve ek tedavi olarak askorbik asit uygulamasinin etkilerine
bakilmistir. Benzil benzoat, Jatropha curcas, Pongamia glabra, Cedrus deodara
yaglari hem askorbik asitli hem de askorbik asitsiz olarak koyunlara uygulanmigtir.
Uygulama ve kontrol gruplarinin agirlik artislari, karaciger fonksiyonu, nutrient
sindirimi, yun Uretimi ve et kalitesi incelenmistir. Sonug¢ olarak en iyi tedavi
yonteminin Cedrus deodara yagi ile oldugu ve askorbik asit ile uygulanmasinin

tavsiye edildigi belirtilmistir [35].

2.3.3. Benzil Benzoat ile ilgili Klinik Bulgular

Primer hipogonadizm hastalarina verilen testosteron undekanoat adli ilacin
bilesiminde bulunan benzil benzoatin anaflaktik soka yol actigi ve ayni olguda
dermal yolla test edildiginde ise deride kabarti ve kliglk lezyonlara neden oldugu
gorulmustar [36].

Sette ve ark.’nin 1994’de yaptigi bir galismada ise astim hastasi 24 ¢ocugun evi
benzil benzoat spreyi ya da plasebo ile ilaglanmis ve Dermatophagoides
pteronyssinus igin gelistirilen serum ya da nasal salgiya spesifik IgE gibi bronsial
hiperaktivite evden ayrilmadan once ve dondukten sonraki 48 saat icinde
degerlendirilmigtir. Sonuclar hastalarin nasal salinimlari ya da serumundaki IgE
konsantrasyonlari ve brongial hiperaktivite azalisinda benzil benzoat spreyinin
plasebo’dan daha etkili olmadigini géstermistir [37].

insan immiin yetmezlik virlisi (HIV) ile iligkili uyuz hastaiginin tedavisi igin
ivermektin ve benzil benzoat ayri ayri ve de birlikte kombinasyonunun etKisi
incelenmigtir. 39 hasta farkli dozajlarda tedavi edilmistir. Bu dozajlar benzil benzoat
solUsyonunun topikal tedavisi, yalnizca ivermektinin tek doz tedavisi, oral ivermektin
ve benzil benzoat solliisyonu kombinasyonu (tek doz tedavisinde oldugu gibi) olarak
hastalara uygulanmistir. Hastalar, hastalik derecesine ve sonuca (hastaligin yok
olmasi, kotlye gitme, basarisizlik) gore gruplara ayrilmistir. Sonug olarak; benzil
benzoat ve ivermektini tek basina hafif dereceli uyuzun tedavisinde oldukga etkili
bulunmustur. Bu iki dozaj sekli de ciddi ve kabuk baglamis uyuzun tedavisindeki
kabul edilemez bicimde kotuye gidisat ve basarisizlik orant ile iligkilidir. Buna karsin,

doz ile iligkili 6nemli bir yan etki gostermeksizin kombine tedavi sekli maksimum
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basari orani saglamaktadir. Bu nedenle, HIV sendromu hastalarinda olusan ciddi
seviyedeki uyuzun tedavisinde benzil benzoat sollisyonu ve oral ivermektinin tek
doz tedavi kombinasyonunun tercih edilebilir olacagi dusunulmektedir [38].

Baska bir plasebo kontrollu ¢alismada ise ev tozu akarina kargi duyarliliklari olan
ve astim hastasi ¢ocuklarin evinde halilarda tannik asit ve benzil benzoatin alerjen
azaltici etkisi incelenmigtir. %1 benzil benzoat ve %1 tannik asit ( ‘Lowal’; bir protein
denature edici) Dermatophagoides pteronyssinus ve D. farinae akar turlerine kargi
major allerjen konsantrasyonlarinda etkisine bakilmistir (¢ézUcu olarak izopropanol
kullanilmigtir). Arastiricilar, plasebo ve aktif uygulamanin yapildigi gruplari
kargilastirdiklarinda; benzil benzoatin uzun bir akar 6ldirme periyodu sonunda
allerjen azaltici etkisinin acik¢a godzlendigini, plasebo uygulamasinda gérilen
allerjen azalisinin da izopropanolin proteinleri denatlre edici etkisinden
kaynaklanabilecegi seklinde yorumlamislardir [39].

Uyuz tedavisinde yeni sinerjik termofobik piretrin kdpugu ile benzil benzoat
kargilastirilarak etkinligi ve tolere edilmesi incelenmigtir. Bu galisma hapis cezasini
ceken 240 suglu Uzerinden yurutilmuastur. Uyuz igin bu kisilerin yarisi benzil benzoat
losyonu ile diger yarisi ise piretrin ile 4 hafta boyunca tedavi edilmistir. Yanma ve
irritasyon bulgulari piretrin uygulanan gruba gore benzil benzoat uygulanan grupta
daha fazla oldugu gézlenmistir. 3 giin devamli piretrin uygulamasinin en az 5 gin
devamli benzil benzoat uygulamasi kadar etkili oldugu ve benzil benzoat losyonuna
gore piretrin kdpugu formulasyonunun daha iyi tolere edilebilir oldugu saptanmigstir
[40].

Diger bir caligmada ise gebelik suresinde uyuzun topikal tedavisinde benzil benzoat
ve permetrinin guvenligi degerlendirilmigtir. Bu calisma Agustos 1993 ve Nisan 2006
arasinda dogum oncesi kliniklerine devam eden multeci ve gogmen kadinlar ile
yuratulmustur. Gebe kadinlar %25 benzil benzoat losyonu ve/veya %4 permetrin
losyonu ile tedavi edilmiglerdir. Sonug¢ olarak benzil benzoat losyonu ile tedavi
edilenlerde permetrine gore tekrar tedavi orani daha yuksektir. Topikal benzil
benzoat veya permetrin uygulamasinin gebelik sonucunda (duasik orani,
konjenitinal anormallik, neonatal 6lim, 61U dogum ve prematlre bebek) herhangi bir
yan etkisi bulunmamistir. Fakat gebeligin ilk G¢ aylik doneminde topikal tedavi igin

daha fazla veriye ihtiya¢c duyulmaktadir [41].
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2.3.4 Benzil Benzoat ile Yapilmis in Vitro Galismalar

Benzil benzoat, doku hazirlama ve astarlama c¢alismalarinda da kullaniimaktadir.
2003 yilinda Hashimoto ve ark.’nin yaptigi calismada benzil benzoat, benzil salisilat,
dibutil fitalat, n-butil benzil fitalat, n-butil fitalil n-butil glikolat, di-2-etilhekzil fitalat, di-
2 etilhekzil adipat, monobuitil fitalat, mono-2 etil hekzil fitalatin MCF-7 meme kanseri
hicre hattinda Ostrojenik aktiviteye etkileri incelenmistir. Benzil benzoat ve di-2-
etilhekzil adipat haricindeki diger plastiklestiriciler uygulanan konsantrasyonlarda

ostrojenik etki gostermislerdir [42].

Malezya’da geleneksel tipta premenstrual agriyi hafifletmek ve meme kanseri
tedavisi icin kullanilan ayni zamanda bir antispazmodik ajan olan Cyathostemma
argenteum bitkisinin kdklerinden ayrimsal damitma ile doért farkh flavon gesidi, iki
farkh alkaloid ve benzil benzoat elde edilmistir. Elde edilen bilesikler Artemia salina
uzerinde ve dort farkli meme kanseri hicre hatti (MCF-7, MCF-7/ADR, MDA-
MB435, MT-1) Gzerinde sitotoksik incelemeler yapilmistir. Benzil benzoat Artemia
salina Uzerinde toksik bulunurken, meme kanseri hicre hatlarn Uzerinde toksisite

gOstermemistir [43].

Liguidambar styraciflua’dan elde edilen etanol ekstraktindan benzil benzoat izole
edilmis ve fare ile yapilan in vivo deneyler sonucu doza bagl Angiotensin Il
fonksiyonunu engelledigi, hipertansiyonu dusurmek icin yararli olabilecegi
bulunmustur. Yine ayni calismada insan embriyo bobrek epiteliyal mAT1a(HA)293T
hicre hattinda tripan mavisi boya testi sonucu sitotoksisite gostermedigi
gOzlenmigtir [44].

Kozmetik olarak kullanimini degerlendiren bir ¢alismada ise benzil benzoat MCF7
insan meme kanseri hiicre hattina uygulanmistir. Ostrojene bagimli MCF7
hicrelerinin proliferasyonunu arttirdigini, yani 6strojenik etkiye neden oldugu
gOrulmustar [45].

Meme kanseri, ovaryum kanseri ve kuguk hucreli akciger kanserinde etkili olan
Paklitakselin tedavide kullanimina yonelik iyonik olmayan surfaktanlar ile yagh ve
sulu formulasyonlar gelistiriimistir. Yag fazi i¢in benzil alkol, 2-fenil etanol, benzil
benzoat, tributirin kullaniimistir. Hazirlanan karisimlarin NIH/3T3 fibroblast hicreleri
Uzerinde MTT testiyle sitotoksisiteleri incelenmistir. ilagc tasinim etkisini incelemek
amacliyla yapilan bu g¢alismanin sonucunda bu emdulsiyonlarin 6nemli oranda

sitotoksisite gostermedikleri ve iyi bir biyouyumluluga sahip oldugu gézlenmistir [46].
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Benzil benzoat, Desmoschinensis koklerinden elde edilmis olup MOLT3 T lenfoblast
(akut lenfoblastik I6semi) hucre hatti, A549 insan akciger karsinoma hucre hatti,
HuCCA-1 insan kolanjiyokarsinoma hicre hatti ve HepG2 insan hepatosellller
karaciger karsinoma hucre hatlarinda antifungal aktivitesi degerlendirilmistir [47].

Baska bir calismada ise benzil benzoat ile beraber 56 farkli kozmetik madde igin
notral kirmizi alim testinin tg farkl protokolinde normal insan keratinosit (NHK) ve
rodent fibroblast (BALB/3T3) hlicre hatti Gzerine uygulanmis olup toksik olmayan

kimyasallari belirlemek i¢in bir test stratejisi gelistiriimesi amacglanmistir [48].

2.4. Toksikolojide Hucre Kultliri Uygulamalari

Hayvan ve insan hucrelerini veya dokulari bir plastik yuzeyde veya stuspansiyonda
buyutmek icin teknikler biyomedikal bilimlerin geligsimine dnemli bir katki saglamistir.
Bu sayede in vitro terimi dncelikle hayvan ve insan hicrelerinin ve dokularin vicut
disinda buyUumelerini, gelismelerini, stabilitelerini destekleyen kosullar altinda

kullaniimasini kasteder [49].

Hayvan icermeyen test metotlarinin kullanimi - bilgisayar temelli yaklasimlar ve in
vitro ¢alismalar da dahil edilerek - kimyasallarin zararl etkilerinin anlasiimasini ve
insanlar Uzerindeki etkilerini tahmin etmek igin dnemli alternatif yollar saglar [50]. In
vitro sistemler temel olarak amagclarin arastirimasi ve daha anlasilir toksikolojik
profiller olusturabilmesi icin kullanilir. Ayni zamanda lokal ya da doku ve spesifik
hedefli etkilerin arastiriimasi i¢in de kullanilir. Potansiyel kullanimlarinin temel alani
mekanizma temelli bilgi elde etmek icindir. In vitro yaklasimlar risk taniminin
Otesinde ek bir deger olarak dusunulir. Cunkl risk degerlendiriimesi
paradigmasinda diger unsurlarin da uygulanmasini degerlendirmek onemlidir.
Hayvan kullaniimayan test metotlari, bilgisayar temelli yaklagimlar ve in vitro
deneyler de dahil edilerek, insanlarda in vitro’dan in vivo’ya ekstrapolasyonu

gUglendirmek i¢in 6nemli araglar saglar [51].

Yeni ilaglar, kozmetikler, gida katki maddeleri ve benzerleri kullanima sunulmadan
once kapsaml sitotoksisite testleriyle ayrintili bir sekilde arastirilir. Hem insani
acidan hem de ekonomik olarak en azindan sitotoksisite kisminin in vitro

yuruttlmesi icin oldukga blyuk bir kamuoyu ve bilimsel baski bulunmaktadir [52].

In vitro toksikoloji testleri kullanarak arastirilabilecek gida iligkili maddeler: besin

hazirlama sirasinda ortaya ¢ikan dogal bilesikler; bir maruziyet sonucu olarak
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endojen olarak olugan bilegikler; katki maddeleri de dahil olmak Uzere izin
verilmig/onaylanmis bilesikler; kalintilar; ek maddeler; gida prosesi, paketlenmesi

ve kontaminantlardan kaynakli kimyasallardir [51].

Sitotoksisite tanimi ¢alismanin yapilisina ve hicrelerin 6lip élmemesine veya daha
basit bir sekilde metabolizmalarini degistirip degistirmedigine baglh olarak
farkhlasmaktadir. Bir anti-kanser ajaninin hucreleri oldurmesi gerekirken; diger
farmasoétiklerin toksik olmadigini gdstermek, hlicre sinyalindeki degisim ya da
inflamatuvar veya allerjik cevaba neden olan hicre etkilesimleri gibi spesifik

hedeflerin daha ayrintili bir bigimde analizini gerektirir [52].

Sitotoksisite terimi siklikla ilag kesfi ve gelistirme endustrisinde genis ve iyi
tanimlanmamis bir anlama sahiptir. In vitro kultlr sistemleri igin bir bilesik ya da bir
uygulama eger hicreler arasi yuzey temasina engel oluyorsa, onemli Olgude
morfolojiyi degistirirse, hicre Ureme oranini olumsuz bigimde etkiler veya hucreyi

oldururse sitotoksik olarak nitelendirilir [53].

Sitotoksinlerin geri déntsuimli ve geri dontusumsutz etkileri vardir ve bu etkiler
hemen ya da birka¢ haftaya kadar gecikmis olabilir. Bu maddeler igin asagida

siralanmis temel bir farkhliklar bulunmaktadir:

1) Ani bir canlilik kaybina neden olan fizikokimyasal hasar

2) Saatler ya da daha da fazla slren bir periyottan sonra metabolizmadaki hafif,

fakat progresif bir etkiye sahip ¢evresel ya da farmasatik bir sitotoksin

3) Ureme potansiyelinin kaybi, 6érnedin 1sin tedavisi sonucu olarak hiicre

canhligindaki azalista hemen gorulebilir olmayan etkiler [54].
Genel toksisite denemeleri icin kullanilan yaklasik 20 metodun gecerliligi genellikle
bir laboratuvarda bircok kez tekrarlanmasiyla belirlenmistir, bunu diger
arastirmacilar tarafindan tekrarlar ve dogrulamalar izlemistir. Bu metotlarin
degerlendiriimesi, 6zellikle deneme olanaklari rutine kolaylikla uyum sagliyorsa,
laboratuvarlarda kullanim ig¢in uygunlugu tartisma konusudur. Bunun yanisira s6z
konusu metotlar zorunlu olarak benzerdir: hicreler daha 6nceden belirlenmis bir
sure igin maddenin farkl konsantrasyonlarina maruz birakilir, sonra canhhgin
inhibisyon derecesi ya da fonksiyonel durumu olgulur. Standart dlgum olarak bu
indikator, daha sonra toksik sonug olarak degerlendirilir. Hlicre hatlari igin en yaygin

kullanilan genel toksisite kriterleri Cizelge 2.3.’de listelenmistir [49].
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Cizelge 2.3. Kulturdeki hucre hatlari igin en yaygin kullanilan bazi genel toksisite
kriterleri [49]

Kriter inhibisyon ya da hasarin derecesini belirlemek icin metotlar

Hucre Morfolojisi Isik mikroskobu kullanarak histolojik analizler; Transmisyon

elektron mikroskobu kullanarak ultra ince yapi analizleri

Hiicre Uremesi Hucre sayimi; Karyotipik analiz kullanarak mitotik frekans; DNA

sentezi
Hicre Bolinmesi Klon formasyonu; Ekim verimliligi (Plating efficiency)

Hucre Anaerobik glikoliz; Yeni sentezlenmis makromolekdller icin indikator
Metabolizmasi olarak izotop isaretli prekursorlerin alimi; spesifik protein, hormon

ve enzim (kollajen, steroidler, ndrotransmiterler) deneyleri

Hucre Boyamasi Proteinler, enzimler ve karbonhidratlar igin immunohistokimyasal ya

da sitokimyasal boyamalar

Hucre Membrani izotop isaretli belirteclerin sizintisi, enzimlerin sizintisi (laktat,
dehidrogenaz-glukuronidaz), membranda tomurcuklanma, tripan

mavi boyasi alimi

Mitokondri Mitokondriyal batinlik (MTT testi)
Lizozomlar Vital boyama metotlari (N6tral Kirmizi Alm testi)
Ribozomlar Makromolekdllerin (glikozaminoglikanlar)  sentezi, Enzim

induksiyonu veya inhibisyonu (Asit ve alkalen fosfataz)

Hucreler fizikokimyasal hasara maruz kaldiklarinda genellikle hiicrenin sitoplazmik
iceriginin digar1 sizdigi, hucre igi organellerin yikildigi, ¢ogunlukla lizozomlar
tarafindan otolitik enzimlerin salgilandigi nekroz ile élirler. Ancak hicreler spesifik
fizyolojik sinyallare cevapta programli hicre 6lumu (apoptoz) sonucu olarak da
Olebilirler [55]. Bu sinyaller hicre igi, 6rnedin DNA hasarina cevapta, ya da hicre
populasyonunda degisimler gerektiren parakrin faktorlere cevap olarak hicre digi

da olabilir. Toksik etkiler her zaman hucre 6lumu ile sonuglanmaz; en azindan
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hemen olmayabilir, hlcreler metabolik degisimlere girerler veya herhangi bir gorulen
canlilik kaybr olmaksizin hucre dongusunden c¢ekilirler. Bu bir sitostatik cevaptir ve
genellikle geri dondurdlebilir, negatif bir blylime regulatora varlidi ile veya nutrient
ya da buyume faktoru eksikligi ile sonuglanabilir. Ancak, érnegin hiicreler apoptoza,
yaslihk surecine girdiklerinde ya da farkhlasma igin induklendiklerinde geri

donustarulebilir olmayabilir [54].

Canlilik testleri, hiicresel devamlihigi ve hayatta kalimin nitelenebilir etkinliklerini
olecmek igin tasarlanmistir. Bu etkinlikler, ATP ve potansiyel mitokondriyal reduktaz
gibi tipik metabolik biyobelirteclerdir, fakat homeostatik "housekeeping" enzim
aktivitelerini de kapsayabilir. Onciil testlerin temeli, bu aktivitelerin bir uygulama
suresi sonrasi direkt olarak canli hicre sayisi ile orantili olmasidir. Goreceli kisa
inkiibasyon slresi (8 saat ya da daha az) sirasinda bir rediiksiyon ya da bu
biyobelirte¢ etkinliklerinin tamamiyla durmasi, katastrofik membran hasari (6rnegin;
primer nekroz) ile acgik¢a bir sitotoksisite gdstergesidir [56]. Uzun inkdbasyon
surelerinde kontrole gore biyobelirte¢ etkinliklerinde azalig, normal hicre bolinme
oraninda bir azalisa ya da apoptozis gibi programli eliminasyon mekanizmalari ile
hidcre olumaniu gosterir [57]. CUnkd canlilik testleri uygulama sonrasinda kalan
hdcrelerin goreceli olarak miktarini dlger, uzun sure (72 saat) uygulamalarda bile

onemli yarar saglar [58].

Yukarida da bahsedilmis oldugu gibi toksisiteyi belirlemeye yonelik hucre temelli
bircok test (Sekil 2.3.) bulunmaktadir. Canliik igin en g¢ok kullanilan
biyobelirteclerden biri olan ATP, canl hicrelerin ATP tretiminin degerlendiriimesine
dayanan bir testtir ve ATP hlcresel yasam icin vazgecilmezdir. Lusiferaz temelli
testler hicreigi ATP’nin duyarh bir bicimde kantitatif élgimuane izin verir. Fakat
azalmis ATP konsantrasyonlari, proliferasyonun durmasi (6rnegin; hicre
yaslanmasi nedeniyle, aglk ya da kontakt inhibisyon) ve inhibe edilmis
mitokondriyal solunumu da dahil ederek 6lumcul olmayan duzensizliklerle
sonuglanabilir. Bu nedenle, ATP oOlcimu direkt olarak hucre canliligi ile
iligkilendirilmez [59].

Resazurin, kllttre edilmis hicrelerde indirgendiginde resofurin olusturan bir redoks
boyasidir. Resazurin koyu mavi ve pembe resofurin UGrinine doénusturilinceye
kadar hafif intrinsik floresana sahiptir. Spesifik hicresel mekanizmasi

bilinmemektedir, ancak muhtemel olarak NADH gibi egdegerliklerini indirgeme
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reaksiyonlarina katilmaktadir. Canli hucreler metabolik kapasitelerini hizlica
kaybederler ve bu nedenle bir floresan sinyal olusturmak igin resazurini

indirgeyemezler [60].
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[H|Thymidine
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ealbilass subsirata) DA Polymerase %
') NADH, NADPH . .
Dehydrogenass rr|1u.'imi1dr|a b
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WST-8 formazan dye MTT (crystals)
AT _ s
Luciferase, 0,
(bicluminescence)

Sekil 2.3. Hucre Canlilik Tespiti icin Kullanilan Bazi Testler [61]

Trityum isaretli timidin alim metodunda ise timidin hicre blUyumesi sebebiyle
nukleusa katilir ve nukleustaki tritiyum miktari bir sintilasyon 6lgim cihazi
kullanilarak olculir. Bu metot, DNA polimerizasyon aktivitesindeki etkiyi belirlemek
icin duyarh bir yontemdir [61]. Kalsein (Calcein-AM), sitoplazmik esterler tarafindan
serbest ve guglu bir floresan olan kalseine hidroliz edilen ve hucrelere hizlica
girebilen bir floresan olmayan-floresan analogudur. Serbest kalcein, bozulmamis
plazma membranina sahip canl hucrelerde iyi tutunur ve bariz bir sitoplazmik
dagilima sahiptir. Cogunlukla ¢oklu ila¢ direng calismalari i¢in kullaniimaktadir [62].
Sulforodamin (SRB) B testi, sitotoksisite tespiti icin en yaygin kullanilan in vitro
metotlardan birisidir. Test, htcre kaltlra flasklarina trikloroasetik asit ile fikse edilmis
olan hicrelerin protein bilesenlerine SRB’nin baglanmasi kapasitesine dayanir.
SRB’nin baglanmasi stokiyometrik oldugundan, boyanmis hicrelerden ekstrakte

olan boya miktari direkt olarak hiacre agirhgi oranidir [63].
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2.4.1. MTT Testi

Tetrazolyum tuzlari 1940’lardan beri doku homojenatlarinin indirgeme kapasitelerini
belirlemek amaciyla kullaniimaktadir. Deneyin kimyasal olarak temeli, MTT [3-(4,5-
dimetiltiyazol-2il)-2,5-difeniltetrazolyum bromur]'nin indirgenmesine dayanmaktadir
(Sekil 2.4.). MTT'nin belirgin sar rengi, kimyasal indirgenme sonucunda mavi

formazan rengi olusturmaktadir [64].
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Sekil 2.4. MTT nin indirgenmesi [64]

Bu sure¢ temel olarak mitokondri ve hiicre membraninda gergeklesir. Endoplazmik
retikulumdaki rediktaz aktivitesi, hucreici NADH ve NADPH konsantrasyonuna
dayalidir. Bu nukleotid kofaktorlerinin miktari, hidcre digi glukozun varhgi ile
iliskilendirilir. CunkU eskimis hlcre kultlra besiyeri, disik glukoz konsantrasyonu
nedeniyle daha da duguk MTT absorbans okumalarina neden olabilir. Mitokondriyal
suksinat dehidrogenaz ve Sitokrom C’de MTT nin indirgenmesinde rol oynar. Bu
nedenle enzimler ya da glikoliz ile etkilesime gecen herhangi bir bilesik ya da
uygulama MTT'nin indirgenmesini degistirebili, MTT absorbans okumasini
etkileyebilir (Cizelge 2.4.) ve 6zetle hiicre sayimin sonucunda farkliliklar olmasina
neden olabilir [64].

MTT testi, taze insan tumor hicreleri ve farkl orijinlere ait htcre hatlari ile 6rnegin;
hormon, blyume faktord, stimule edici faktorlerin degerlendiriimesi icin, insan timor
hacrelerinin kemosensivite testleri igin, radyosensivite dlgumleri icin, klonojenisite
Olcuimleri icin, sivi maddelerde biylime faktorlerinin lgimu igin, mikrobiyal aktivite

tespitinde ve ug¢ boyutlu kalttrlerde kullaniimaktadir [65].
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Cizelge 2.4. MTT Test Sonuglarini Etkileyen Faktorler [64]

FAKTOR

ETKILEME SEKLI

GOzZUM

Glukoz

Protein ¢okelmesi

Fenol Kirmizisi

Tamamlanmamis

¢6ziinme

Konfluent olmasi

Metabolik oran

Glikoliz azalis1 yoluyla glukoz
eksikligi MTT olusumunu azaltir
Organik ¢ozlicller serum proteinleri
¢okelmesine neden olabilir,
absorbans okumasini etkileyebilir
Fenol kirmizisi okumayi etkileyebilir,

absorbansi pHa baghdir

Formazan kristallerinin
¢bzunmemesi deneyin duyarhligini
azaltir

Hucre yodunlugunun yiksek olmasi
metabolik orani disurur, hiicre
sayim oraninin daha az miktarda
tahmin edilmesiyle sonuglanir
Uygulama sonrasi hiicrelerin

metabolik orani degistirilebilir

Eski besi yeri kullanmamak

Farkli bir ¢ozicu kullanimi

Asitli ¢bzlcu kullanmak
veya fenol kirmizi
icermeyen besiyeri
Ekstraksiyon suresinin ve/
veya karigtirma sikliginin
arttinlmasi

Mimkulnse baslangigta az
hicre yogunlugu ile teste

baslamak

Her bir uygulama igin
standart grafigi kullanmak
ya da daha farkli alternatif
hdcre sayim metodu

bulmak

2.4.2. Tripan Mavisi ile Hucre Canhhigi Analizi

Canlilik, bir kultirde metabolik olarak aktif hicrelerde canli oraninin élgimudur;
cunkl normal metabolizmalarini gergeklestirmek icin veya bolunmek i¢in hicrelerin
kapasitesini gosterir. Canhlik hicrelerin metabolik durum indikatorleri (6rnegin ener;ji

degisimi) ya da spesifik metabolik gérevlerini sirdirmek igin hiicrelerin kapasitesine

dayanan fonksiyonel testlerle lgulir.

Canlilik indeksi boya dislama metodu gibi basit yontemlerde de dlgulebilir. Tripan
mavisi sayimdan once hicre slUspansiyonuna eklenir. Tripan mavisi boyasi ile

cansiz hicre membranlarindan boya gecer ve mavi renk alirlar; cansiz hicreler ise,

boya alinmadigi i¢in, renksiz kalirlar [66].
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2.4.3. Laktat Dehidrogenaz Sitotoksisite Testi
Hucre olumunu degerlendirmek icin en tanimlayici metotlardan biri besiyerinde
hasar gormus hucrelerden igerigin disari sizmasidir. Bu tipik olarak olu hucrelerden

salinan enzim olgumu ile elde edilir [53].

Laktat dehidrogenaz butun hicrelerde bulunan stabil sitoplazmik bir enzimdir. Bir
hdcrenin plazma membrani hasar gérdugunde, hicre kiltur sipernatantina veya
kana hemen salgilanir. Bu nedenle LDH testi, ¢esitli molekul ve ilaglarin toksisitesi
icin kullanilan en yaygin kantitatif testlerden biridir. Bu test, iki asamali bir sireg
icerir. 1lk asamada, LDH, NAD*(nikotinamid adenin dinlkleotid) indirgenmesini
NADH ve H*'a laktatin pirlivata oksidasyonu ile katalizler. ikinci asamada, diyaforez
enzimi yeni olusmus NADH ve H*'i renkli bir Grtin olusturmak i¢in kullanir. Tutunmus
hlcrelerin Uzerindeki besiyeri supernatantini kullanarak; olgtlen LDH hucre lizisi ve
halen kultur flaskina tutunmakta olan hicrelerin membran hasarlari nedeniyle hicre
digina salinan LDH'1 ifade eder. Deney sonucunda olusan rengin miktari, deneydeki
lizise ugramis ya da membrani hasar goriup LDH sizdiran hucre sayisi ile
baglantihdir [67].

2.4.4. Notral Kirmizi Alim Testi

Notral kirmizi alim testi hicre kiltirinde canli hicre sayisinin  kantitatif
degerlendiriimesini saglamaktadir. Hem biyomedikal hem de ¢evresel uygulamalar
icin en ¢ok kullanilan sitotoksisite testlerinden biridir. Canli hiicrelerin lizozomlarinda
supravital nétral kirmizi boyasinin baglanmasi temeline dayanmaktadir. Bu zayif
katyonik nétral kirmizi boyasi hiicre membranina iyonik olmayan pasif difiizyon ile
girer ve anyonlara ve/veya lizozomal matriksin fosfat gruplarina elektrostatik
hidrofobik baglarla baglanir ve lizozomlarda birikir Daha sonra boya canl
hicrelerden asidik bir etanol ¢ozeltisi ile gikartilir ve ¢6zinmis boyanin absorbansi
spektrofotometre kullanilarak oOlgular. Noétral kirmizi alimi hicrenin ATP dretimi
yoluyla pH dengesini surdurebilme yetenegine baghdir. Fizyolojik pH'da, boyanin
net yuku sifira yakindir; bu durum hicre membranindan boyanin girisine olanak
saglar. Lizozomlarin iginde, sitoplazmadan daha duslk bir proton gradienti vardir.
Yani boya yuklu hale gelir ve lizozomlarin iginde kalir. Hicre dldugunde ise ya da
pH gradienti distiginde boya hicre igcinde kalamaz. Sonug olarak hicre igerisinde
kalan boya miktari canli hiicre sayisinin oranidir. Ek olarak, canli hiicreler tarafindan
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notral kirmizi ahmi hdcre ylzeyinde ya da lizozomal membranda degisimler ile
modifiye edilebilir. Yani noétral kirmizi boyasi alimiyla spesifik lizozomal
kapasitelerine goére; canli, hasar gérmus ya da O6lu hdcreler arasindaki fark
anlasilabilir. Notral kirmizi boyasi baglanmasi ile beraber gelen lizozomal butunluk,
hiacre canlihginin oldukga duyarh bir indikatori olarak degerlendirilebilir. Notral
kirmizi alim testi, hicre canlihdr miktarini belirler ve hiucre replikasyonu, sitostatik

etkileri ya da hucre 6lumunun miktarini belirleyebilir [68].

2.5. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, reaktif oksijen turlerinin (ROS) olusumu ve ndtralizasyonu
arasindaki dengesizlik nedeniyle asiri oksidan varligi ile karakterize edilir [69].
Oksidatif stres; lipitler, proteinler ve biyolojik makromolekullere buyik zarar ve
siddetli hicresel hasara neden olarak stabil olmayan olasi bir hicresel cevre
yaratan zincir reaksiyonu yan uUrUnlerinin olusmasi ile sonuglanir. Oksidatif stres
doku hasari, ileri yas iliskili disfonksiyonlar ve ateroskleroz, artrit, kardiyovaskuler
hastaliklar, diyabet, metabolik sendrom ve cesitli kanserleri de kapsayan genis

spektrumlu ve Ozellikle dejeneratif hastaliklarla iliskilendirilir [70,71].

Serbest radikaller, dig atomik orbitallerinde bir veya daha fazla giftlenmemis elektron
iceren yuksek enerijili, stabil olmayan bilegiklerdir. Bu eslesmemis elektron serbest
radikallere buyUk bir reaktiflik kazandirarak protein, lipid, DNA ve nUkleotid

koenzimler gibi birgok biyolojik materyale zarar vermelerine neden olmaktadir [72].

Reaktif oksijen turleri birgok toksik ve patolojik duruma cevap olarak programli hiicre
olimunde (apoptoz) ya da programli olmayan hicre 6liminde yaygin bir araci
olarak gorev yapar. Bircok deneysel kanit pestisitler, agir metaller ve mikotoksinleri
de kapsayan yapisal olarak farkli ve benzer olmayan gevresel kirleticilerin vicutta
cesitli organlarda ve immun fonksiyonlar Uzerinde yan etkilere sahip oldugunu
gOstermektedir. Bu kaskat etkinligi, antioksidan savunma sisteminin down
regulasyonu ve gen ekspresyonunun degismesi ile sonuglanir ve kimyasal

toksisiteye sebep olur [73].

Hucrelerde reaktif turlerin tespitinde 6rnegin; diklorofloroseindiasetat (DCFDA),
dihidrorodamin 123, dihidroetidyum, luminol ve lusijenin gibi bir¢cok test

kullaniimaktadir.
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Sekil 2.5. DCFDA'nin floresan bir trin olan diklorofloreseine dénisimu [74]

Bu testin esasi, floresan olmayan bir florosein tirevinin hidrojen peroksit (H202) ile
oksitlendikten sonra floresani yaymasi esasina dayanir. Yayilan floresan orani,
hidrojen peroksit konsantrasyonu ile dogru orantihdir. islem gérmemis hiicrelere
uygulandiginda; iyonik ve polar olmayan DCFDA hicre membranindan gecger ve
hicresel esterazlar tarafindan enzimatik olarak floresan olmayan bir bilesik olan
DCFH’a hidrolize edilir. Reaktif oksijen tlrlerinin varliginda ise; oldukca floresan bir
bilesik olan diklorofloroseine (DCF) okside edilir(Sekil 2.5.). Bdylece hucresel
DCFDA testi, tum oksidatif stres miktarini belirlemek i¢in hlcrelerde bir gosterge
olarak kullanilabilir [75]. Fakat, DCFDA floresan bir trin olusturmak igin H20: ile
reaksiyona girmedigi genel bir reaktif oksijen tir tespit edici olarak

degerlendiriimesine dair yayinlar da mevcuttur [76].
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2.6. Hiicre Oliimii

Apoptoz ve nekroz kendilerine 6zgu ayirt edici morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri
bulunan iki farkl hicre lumu mekanizmasidir. Hicre travmasi sonrasinda dakikalar
icinde olusan nekroz, hiicre membranina eksternal hasar, homeostazin bozulmasi,
su ve ekstraselller iyon akisi, organel sismesi, hicre pargalanmasi (lizis) ve
sonugta inflamatuvar hucre saldirisi ile sonuglanan bir "hicre Kkatili" olarak
nitelendirilebilir. Apoptoz ise nekrozdan daha yavas olan bir 6lim seklidir, birkag
saatten birka¢ gune kadar sure gerektiren ve tek bir hdcrenin igerisinde baslayan
molekuler sinyaller ile ortaya c¢ikar. Apoptozun temel unsurlari, 6lum reseptoru
aktivasyonu, hucresel morfolojide degismeler (bluztsme), membran degisimi, DNA
fragmentasyonu, mitokondri bozunmasi ve kaspaz aktivasyonlaridir [77]. Apoptoz

ve nekrozun sitotoksik ve canlilik agisindan karsilastiriimasi Sekil 2.6.’te verilmigtir.

Hucre olum seklini belilemede c¢esitli boyama yontemleri kullaniimaktadir.
Bunlardan birisi akridin oranj - propidyum iyodit yontemidir. Akridin oranj (AO) ve
propidyum iyodit (Pl) DNA’ya baglandiklarinda, sirasiyla yesil ve turuncu floresans
Isima yayan niikleik asit spesifik florokromlardir. ikisinden sadece akridin oranj canli
ve erken apoptotik hulcrelerin plazma membranindan gegebilir. Floresan
mikroskopide goruntllendiginde apoptotik hicrelerin yogun yesil bir alan olarak
kromantin kondensasyonu gosteren parlak yesil nukleuslari varken; canl hucreler
bozulmamig batln bir yapiya sahip yesil nukleuslari vardir. Ge¢ apoptotik hiicreler
ve nekrotik hucreler hem akridin oranj hem de propidyum iyodit ile boyanirlar.
Goreceli olarak propidyum iyodit en yuksek yogunluklu emisyonu olusturur. Clnku
ge¢ apoptotik hucreler kromatin kondensasyonu gosteren turuncu bir nukleus
gOsterirken; nekrotik hticreler bozulmamis bir yapiya sahip turuncu bir nukleus

gOsterir [78].
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Sekil 2.6. Tipik apoptotik ve primer nekrotik olaylar sirasinda canlilik ve sitotoksisite
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Hiicre Kiltiiri

Tam htcre kultira ¢ahsmalari laminar akim kabinin (Esco Laminar Kabin Plus Il
BSC) icinde ve aseptik kosullarda gergeklestiriimistir. Calisma kapsaminda fare
fibroblast L929 hucre hatti kullaniimigtir. Bu hicre hatti saglkh erkek fareden
subkitan6z areolar dokudan (fibroblast bag doku) elde edilmis bir hattir. L929 hicre
hatti Sap Enstitist blnyesindeki Hicre Bankasi Hicre Kultiri Koleksiyonu’ndan
(HUKUK, Ankara, Turkiye) temin edilmigtir.

Yapilan testlerde L929 hicrelerinin 7. pasaj ve 15. pasajlar arasindaki hicreleri

kullaniimistir.

3.2. L929 Hiicrelerinin Uretilmesi ve Pasajlanmasi

L929 hucreleri %10 fotal sigir serumu (FBS, Biochrom), %1 gentamisin ve
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, 3.7 g/l NaHCOs, 4.5 g/l glukoz, stabil
glutamin, Biochrom AG, Berlin Almanya) iceren besiyerinde %5 CO:2 ve 37°C
kosullara sahip etivde (Sanyo MCO18AC) inklibe edilerek uretilmigtir.

Optiumum kosullarda inktbe olan hicreler konfluent (bulunduklar yizeyi %80-90
kapladiklarinda) olduklarinda, g¢ogaltmak icin tripsinizasyon islemi yapimistir.
Bunun igin Tripsin/EDTA (Biochrom AG, Berlin Almanya) kullaniimis olup hucreler
ylizeyden kaldiriimistir. Bu islem igin 75 cm? flasktaki hiicreler 6ncelikle 2 ml
Tripsin/EDTA ile yikanmis ve bdylece FBS’un besiyerindeki etkinligi inhibe
edilmistir. Daha sonra tekrar 1,5 ml Tripsin/EDTA alarak flask CO?li etlve
kaldinimistir. Etivde 37°C’de hucreler birka¢ dakika bekletiimis, bu silrecte
hlcrelerin tutunduklari yuzeyden ayrilimasi saglanmistir. Yeterli stire beklendikten
sonra etuvden alinan hucrelerin Uzerine hazirlanan besiyeri eklenmis ve hucre
kimeleri olusmamasi ig¢in pipetaj yapilmistir. Tripsinizasyon islemi sonunda
yuzeyden kaldirilan hucreler, slispanse hale getiriimis ve c¢ogalmasi igin yeni

flasklara bolintp CO2’li etlive kaldirilmigtir.
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3.3. L929 Hucrelerinin Dondurulmasi ve Cozulmesi

Pasajlama iglemi sonrasinda hucrelerin konfluent olmalari igin yeteri kadar sure
beklenilmis, daha sonraki analizlerde kullaniimak Uzere stoklar hazirlanmistir.
Yapilan bu islem kriyoprezervasyon olarak adlandiriimaktadir. Dondurma igleminin
hicre yapisini bozabilecek etkilerinden kaginmak igin kriyoprotektan olarak
dimetilsulfoksit (DMSO) kullaniimistir ve dondurma iglemi i¢in gerekli besiyeri, %90

fotal sigir serumu ve %10 DMSO igerecek bigcimde hazirlanmistir.

Hucrelerin dondurulmasi igin yine oncelikle tripsinizasyon yapilmig, daha sonra
suspanse hucreler 800 rpm'de 5 dk santrifij (Eppendorf, Centrifuge 5810R)
edilmistir. SantrifUj sonrasi supernatant atilarak Gzerine dondurma besiyeri eklenmis
olup, hucreler kriyotlplere paylastirilip tup Uzerine gerekli etiket bilgileri yazildiktan

sonra dondurulmustur.

Calismalarda kullanilacak olan fare L929 fibroblast hucreleri -80°C’de kriyotuplerin
icerisinde muhafaza edilmektedir. Bu hicreler ¢calisma 6ncesi derin dondurucudan
alinarak 37°C’de su banyosunda c¢oézdurtilmis ve 800 rpm’de 5 dk santrif(j
edilmistir. Santriflj sonrasi kriyoprezervasyonda kullanilan DMSO’in hicrelere zarar
vermemesi igin ivedilikle supernatant atiimis, pellette kalan hicreler alinarak
besiyerli 25 cm? flasklara aktariimistir. Hiicreler 37°C’de %5 CO: igeren etiivde

inkUbe edilmistir.

3.4. Benzil Benzoat i¢in Uygun Coziicu Segimi

Benzil benzoattan stok ¢ozeltisi hazirlamada en uygun ¢ozucuyu tespit etmek icin
gesiti ¢ozuculer denenmigti. Bunun icin metanol, aseton, etil asetat,
dimetilformamid (DMF), butanol ve etanol ile denemeler yapilmis, her bir ¢dzlcu igin
once benzil benzoat-¢ozucu seklinde karigimlar hazirlanmis ve bu karigimlar daha
sonra istenen konsantrasyonlarda olmak Uzere besiyerinde dilie edilmigtir. Bu
calismalarin sonunda; hem benzil benzoat-cozicu karisimi acisindan hem de
¢Ozucu icin literatirde belirtilen duguk toksik Ozellikleri de dugsunulerek ¢ozucu
olarak etanol segilmigtir.
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3.5. Benzil Benzoatin Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

Cozucu olarak etanol seciminden sonraki agama, benzil benzoat (Merck) igin stok
¢Ozeltisinin hazirlanmasi olmustur. Stok ¢dzeltisi icin 1,895 ml benzil benzoat (BB)
toplam hacim 20 ml olacak sekilde etanolde ¢ozulmus ve 500 mM BB
konsantrasyonda ana stok hazirlanmigtir. Bu ana stoktan alinan benzil benzoat,
serum  icermeyen  besiyerinde  seyreltilerek, uygulanmasi  dusundlen
konsantrasyonlarda hazirlanmigtir. LCso dozunun saptanmasi icin deneme
dozlarina karar verilmistir. Bu deneme dozlarinin secimi literatir arastirmasi
sonucunda belirlenmigtir. Secilen deneme dozlari: 0,1 mM; 0,25 mM; 0,5 mM; 1,0
mM; 1,5 mM; 2 mM; 2,5 mM; 5 mM; 7,5 mM; 10 mM; 20 mM seklinde olup bu dozlar
benzil benzoatin LCso dozunun belirlenmesi i¢in yapilacak olan MTT testlerinde
kullanilmigtir. MTT testiyle LCso degerinin belirlenmesiyle 10 mM, 15 mM ve 20 mM

dozlari daha sonraki deneylerde kullaniimak Gzere segilmistir.

Ayrica ¢alisma sirasinda hazirlanan benzil benzoat uygulama dozlari hazirlanirken
FBS ilave edilmemistir. Benzil benzoat ile yapilan denemeler sonucu, uygulama
dozu hazirlaniginda ¢okelti olusturmasindan dolayi, besiyeri icerisindeki serum
proteinlerine baglandigi dusunulmagstur. Fotal sigir serum ve benzil benzoat ile
yapilacak bir ¢alismanin sonucunda nitelikli veriler elde edilmesinin zorlugundan

dolayl serumsuz besiyeri ile uygulama dozlarinin hazirlanmasi tercih edilmistir.

3.6. MTT Testi

MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol-2il)-2,5-difeniltetrazolyum bromur] testi sitotoksisitenin
belirlenmesinde kullanilan ilk basamak testlerden biridir. Bu gcalismada MTT testiyle
hicrelerin  metabolik aktivitesi tetrazolyum tuzu ile spektrofotometrik olarak
Olculerek LCso dozlari belirlenmigtir. MTT testini uygulamak igin ilk olarak hicreler
96 kuyucuklu plaklara her bir kuyucukta 1x10° hicre sayisi olacak sekilde
yerlestirilmis, hlcreler 24 saat bekletilerek tutunmalari saglanmistir. Daha sonra
yukarida belirtilen dozlarda benzil benzoat-besiyeri konsantrasyonlari hazirlanmisg,
daha onceki besiyeri uzaklastirilarak hazirlanan karisim 96 kuyucuklu plaklara
yerlestiriimistir. Ayrica deney dizayni yapilirken kor kuyu olarak sadece besiyeri
iceren hucre kuyucuklari da konulup, ¢alismaya dahil edilmistir. Uygulama 24 ve 48

saat inkubasyon surelerinde yapilmistir. Uygulama suresinin bitiminde 13
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MI/kuyucuk olacak sekilde MTT ¢ozeltisi kuyucuklara konulmus ve prosedure uygun
olarak 3 saat inkube edilmistir. Bu sirada 1sik almamasina 6zen gosterilmis ve
inkiibasyon suresi bitiminde formazan kristallerini gozmek i¢in 100 pl/kuyucuk olmak
Uzere izopropil alkol kullaniimistir. Plaklarin optik dansite (OD) degeri 570 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak mikroplak okuyucuda (BIO-TEK pQUANT)

Olculmasgtdr.
Verilerin 6lgumU sonucunda hesaplama;

(Uygulama Dozu OD ortalamast — Kor kuyu) 100
X

(Kontrol OD ortalamast — Kor kuyu)

seklinde yapilmistir. Elde edilen sonugclara gore LCso degeri hesaplanmistir.

3.7.Tripan Mavisi ile Canli Hiicre Sayimi

Hucre canlih@r analizlerinde en sik kullanilan yontemlerden biri, tripan mavisi ile
boya diglama yontemidir. Tripan mavisi, hicre membrani zarar gormus cansiz
hicrelerin igine girerek belirgin mavi renk veren vital bir boyadir. Canli hicreler ise

boyanmamaktadir.

L929 hiicrelerinde 3x10° hiicre/ml olacak sekilde 6 kuyucuklu plaklara slispansiyon
haline getirilip konulmustur. Hicreler 24 saat %5 CO: igeren 37°C'de etlivde inklibe
edildikten sonra Uzerlerine benzil benzoat uygulanmistir. 24 ve 48 saat uygulama
suresinden sonra yuzen hucrelerin sayilabilmesi amaciyla besiyerleri toplanmis,
tutunan hucrelere yuzeyden ayrilmalari igin tripsinizasyon uygulamasi yapilmigtir.
Daha sonra hem ylzen hem de tutunan hicrelere %0,5 tripan mavisi sollisyonu
eklenmigtir. Hucre sayiminda Sekil 3.1.’de gorilen hemositometre (Burker Lami)

kullaniimistir.
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Sekil 3.1. Hemositometre sekli [79]

Tripan mauvisi ile hucre sayimi yapilirken sekilde gorulen hemositometre laminin A,
B, C, D kareleri dikkate alinmigtir. Bu karelerdeki hem canli hem de 6lU hicreler tek
tek sayillmig ardindan toplam hucre sayisi belirlenmigtir. Bu igslem hem yluzen hem
de tutunan hucreler igin ayri ayri yapilmistir. 4 karedeki canli ve toplam hicre

sayisinin aritmetik ortalamasi alinmistir. Ylzde canhlik orani;
%Canli Hicre = Canli Hicre Sayisi / Toplam Hicre Sayisi

formuld kullanilarak hesaplanmistir.

3.8. Laktat Dehidrogenaz Sitotoksisite Testi

Laktat dehidrogenaz (LDH) sitotoksisite testi Uretici firmanin (Biovision) Onerileri
dogrultusunda yapilmistir. Hiicreler 2x10° hiicre/ml slispansiyonlarda hazirlanmis,
100 pl/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu plaklara dagitilmigtir. Bu plaklar %5
CO2'li etiivde 24 ve 48 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siresi bitiminde
besiyerleri toplanarak 600 g’de 10 dk santrifij edilmistir. Santriflj sonunda elde
edilen supernatanttan 10 pl alinip sonra uzerine 100 pl LDH reaksiyon karigimi
eklenmis ve 30 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi referans

dalga boyu 650 nm olacak sekilde 450 nm dalga boyunda mikroplak okuyuculu
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spektrofometrede (BIO-TEK uQUANT) dlgulmasgtur. Elde edilen absorbans degerleri

ile ylzde sitotoksisite hesaplanirken;

(Test 6rnegi — Dusiik Kontrol)

— — x 100
(Kontrol Ornek — Dusiik Kontrol)

%Sitotoksisite =

formuld kullanilmigtir.  Sonuglarin  kantitatif degerlendiriimesi yapilirken butdn
orneklerden background (geri plan) kontrol grubu ortalama OD degeri ¢ikariimasi

gbzardi edilmemigtir.

3.9. Nétral Kirmizi Alimi Hiicre Canliligi Testi

Notral kirmizi boya alim testinin uygulanmasi igin 6ncelikle hiicreler 5x10# hiicre/ml
yogunlukta 96 kuyucuklu plaklara ekilmistir. EKim oncesinde hucre canliligi tripan
boyasi ile tespit edilerek, %95 canlilik seviyesinde olmasina 6zen gdsterilmistir. Her
bir kuyucuga 200 ul hucre ekimi yapilmig, hucrelerin tutunmasi igin bir gun inkibe
edilmistir. Ertesi gun hucrelere 10, 15 ve 20 mM benzil benzoat uygulanarak 24 ve
48 saat inkiibasyona birakilmistir. Onceden hazirlanan nétral kirmizi solisyonu 10
dk 600g (~1800 rpm)’de santrifuj edilmis, benzil benzoat uygulama suresi sona
erdiginde 96 kuyucuklu plaklarda olan besiyerleri atilarak yerine her bir kuyucuga
100 ul nétral kirmizi galisma sollsyonu eklenmistir. Hiicreler 37°C’de 2 saat inklibe
edildikten sonra inklbasyon bitimine dogru morfolojik olarak Olympus CKX41
inverted mikroskopta incelenmis ve fotograflari ¢ekilmistir. 2 saat sonunda nétral
kirmizi solusyonu uzaklastirilmig, hicreler dnce 150 ul PBS ile yikanmig, ardindan
150 ul nétral kirmizi destain solisyonu kuyucuklara konulmustur. SollUsyonun
tamamiyla dagilip, homojen bir karigim olusturmasi igin 10 dk mikroplak
calkalayicida karistiriimistir. Son olarak OD degeri 540 nm’de spektrofotometrik
(BIO-TEK yQUANT) olarak ol¢Uimustar.

3.10. DCFDA ile Hiicresel Reaktif Oksijen Tiirlerinin Tespiti

Hucresel reaktif oksijen turlerinin tespiti icin kullanilan DCFDA testi (ABCAM Cat
No: 113851), iretici firmanin énerileri dogrultusunda gergeklestirilmistir. Oncelikle
hiicreler 96 kuyucuklu plaklara 2,5x10* hiicre / kuyucuk olacak sekilde her kuyucuk
icin 100 ul hucre suspansiyonu gelecek sekilde ekilmigtir. Hucrelerin tutunmasi igin
bir gin beklenmis ve ertesi gun uzerine 10 mM, 15 mM, 20 mM benzil benzoat
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dozlari eklenmigtir. Ayrica bu deney icin kor kuyu (hucresiz), negatif (hicresiz ve
test materyali iceren grup) ve pozitif (tert butil hidroksi peroksit, TBHP grubu) kontrol
gruplari da kullanilmistir. Ayrica kullanilan plaklarin florometrik dlgimua yapilacagi
icin gevresi siyah ancak alti seffaf olanlar (Grenier Bioone, Cat No: 655986) tercih

edilmistir.

Doz gruplari eklendikten sonra plaklar 24 saat inkUbasyona birakiimistir.
inkiibasyon siiresinin bitimine 4 saat kala pozitif kontrol grubu icin 500 uM TBHP
hiucrelere 11 pl eklenmis ve etluve tekrar geri koyulmustur. 24 saat inkibasyon
suresinin bitimine 1 saat kala ise 40 uM konsantrasyonda DCFDA hazirlanmis ve
37°C’ye gelmesi igin beklenmistir. Ardindan inkibasyonun bitimine 45 dakika kala
100 ul DCFDA solusyonu hicrelere eklenmistir. Batlin drnekler duplike ¢alisiimistir.
Son olarak plak, Biotek Synergy H1 Hibrit Reader’da florometrik olarak eksitasyon
485 nm ve emisyon 535 nm’de okunmustur. Veriler degerlendirilirken buttn kor kuyu
orneklerinin ortalamasi, test érneklerinden gikariimis ve sonuglar floresan yogunluk

olarak kontrol gruplarina gore kat degisikligi baz alinarak verilmigtir.

3.11. Akridin Oranj - Propidyum iyodit ile Hiicre Oliim Tipinin Belirlenmesi

Sitotoksisite degerlendiriimesi kapsaminda olasi hicre 6lim tipinin belirlenmesi
amaciyla L929 hicre kultirinde akridin oranj-propidyum iyodit (AOPI) boyamasi
yapilmistir. Bu boyama igin hiicreler siispanse edilip, 4 kuyucuklu plaklara 3x10°
hicre/ml olacak sekilde yerlestiriimistir. Benzil benzoat; 10, 15 ve 20 mM dozlarinda
olacak sekilde hucrelere uygulanmistir. 24 ve 48 saat inkibasyon sureleri sonunda
once hucreler PBS ile yikanmig, ardindan akridin oranj (25 ul) ve propidyum iyodit
(25 pl) karigsimi 1:1 oranda 10 saniye uygulanip bu solisyon dokulmus ve son olarak
yapistirma materyali olarak PBS-gliserol karisimi kullanilarak inverted mikroskop

(Olympus IX71, Japonya) altinda vital inceleme yapilmigtir.

Akridin oranj-propidyum iyodit boyamasi sonucu temel olarak canh hdcreler zar
butinlugu bozulmadigi i¢in yesil, 6lu hucreler ise sari kirmizi ve turuncu renklerde
gOzlenmistir. Propidyum iyodit boyasini i¢ine almamig hucreler yaygin kromatine
sahipse canli, kondanse kromatine sahip hucreler ise apoptotik olarak
degerlendirilmigtir. Propidyum iyoditi i¢ine alan kirmizi hicreler ise nekrotik olarak

degerlendirilmigtir.
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L929 hidcre kdltirinde olusabilecek hicre olumu sonucunda nuklear
fragmentasyon, hicre membrani butinligu bozulmasi gibi bulgular bu ikili boyama
ile farkli renkte boyanma 0&zelligi sayesinde tespit edilip mikroskop altinda

fotograflari ¢ekilmigtir.

3.12. istatiksel Analizler

Yapilan butun testler en az ug tekrarh olarak uygulanmis ve elde edilen bulgularin
ortalamalari alinmigtir. Deneysel verilerin istatistiksel analizi icin SPSS programi
(IBM SPSS Statistics, Surum 21) kullaniimistir. Her grupta ayri ayri 24 ve 48 saat
sonucu elde edilen bulgularin karsilastirlmasi  Wilcoxon testi, grup igi
kargilastirmalar veriler normal dagilim gostermedigi icin parametrik olmayan
Kruskal Wallis testi, grup icerisindeki dozlarin ikili karsilastirmalari ise Conover
Dunn testi ile istatistiksel olarak analiz edilmigtir. P < 0.05 anlamlilik derecesi olarak

kabul edilmistir.
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4. SONUCLAR
4.1. MTT Sonuglari

Benzil benzoatin hiicre canhli§i Gzerine etkileri MTT testi ile degerlendirilmistir. MTT
testine dayanan LCso degerini belilemek amaciyla benzil benzoat 1929
hicrelerinde daha once belirtilen dozlarda denenmistir. Kontrol grubu ile etanol
grubu arasinda herhangi énemli bir fark bulunmamis olup LCso degeri; yapilan
SPSS probit analizi ile 24 saat i¢in 21,082 mM, 48 saat icin ise 18,293 mM olarak
hesaplanmigtir. Benzil benzoatin artan konsantrasyonlarinda hucre canliliginda
azalma oldugu gozlenmigtir. Ayni zamanda hucre canhligindaki azalma inkubasyon

suresine baglh olarak da gozlenmistir (Sekil 4.1. ve 4.2.).

120%
54,87%

100%
100%
8375%
80% Tk
59,77%
60% 50,95%
40%
20%
Olﬁ

M Kontrol WEtOH WM75mM ®M10mM B1S5mM W20 mM

B

o

Sekil 4.1. L929 hucrelerinde 24 saatlik benzil benzoat uygulamasi MTT yuzde (%)
canlilik sonuglari
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100% g5 439

100%
78,83%
, : 78,47%
80% 66,90%
60%
38,98%
20%
- .
0%

®Kontrol WEOH ®75mM EM10mM M15mM = 20 mM

Sekil 4.2. L929 hicrelerinde 48 saatlik benzil benzoat uygulamasi MTT yuzde (%)
canlilik sonuglari
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Sekil 4.3. L929 hucrelerinde 24 saatlik benzil benzoat uygulamasi sonucu elde
edilen MTT bulgularinin istatistiksel olarak degerlendiriimesi (p < 0.05). Kontrole
gore istatistiksel farkl olanlar 4 isareti ile gdsterilmistir.

Sekil 4.3.’de gorulecegi gibi 24 saatlik inkibasyon sonunda elde edilen MTT verileri,
degerlendirildiginde kontrole gére 15 ve 20 mM benzil benzoat dozlari istatistiksel
olarak farkli bulunmustur (p < 0.05). Diger dozlarin birbirlerine goére ikili

karsilastirmalarinda ise istatistiksel agidan herhangi bir farklilik bulunmamistir.
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=

= 60.007

= +
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Sekil 4.4. L929 hicrelerinde 48 saatlik benzil benzoat uygulamasi sonucu elde
edilen MTT bulgularinin istatistiksel olarak degerlendiriimesi (p < 0.05). Kontrole
gore istatistiksel farkli olanlar <4- isareti ile gosterilmistir.

Sekil 4.4.’de de gorllen 48 saatlik MTT inkibasyon bulgulari istatistiksel acidan
degerlendirildiginde sadece kontrol ve 20 mM benzil benzoat dozu arasinda (p <
0.05) farklilik bulunmustur, digerlerinde herhangi bir farklihk bulunmamistir.
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4.2. Tripan Mavisi ile Canhl Hiicre Sayimi Sonuglar

L929 fibroblast hicre hattinda 24 ve 48 saat inkUbasyon suresince benzil benzoat
uygulanmasi sonrasinda tripan mavisi boyasi ile yapilan canli hlicre sayimi
sonucunda hicre canhliginda azalma tespit edilmistir. Hicre canliigi doza bagli
olarak azalmistir. Benzil benzoatin kontrole gore etanol ve 10 mM dozlarinda ¢ok
ciddi farklar gorilmezken, 15 mM ve 20 mM dozlarinda inkiibasyon suresine bagh

olarak canlilikta dnemli oranda azalma goérilmustir (Sekil 4.5. ve 4.6.).

120%
99,56%

100%
100% 53,67%
80%
62,56%
60%
e 38,68%
S
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B Kontrol MEtOH ®10mM ®W1SmM W20 mM

Sekil 4.5. L929 hiicrelerinde 24 saatlik benzil benzoat uygulamasi sonucu ylizde
(%) canlilik sonuglari
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Sekil 4.6. L929 hicrelerinde 48 saatlik benzil benzoat uygulamasi sonucu yluzde
(%) canlilik sonuglari
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Sekil 4.7. L929 hicrelerinin 24 saatlik benzil benzoat uygulamasi sonucu elde
edilen tripan mavisi bulgularinin istatistiksel agidan degerlendirilmesi (p = 0.003).
Kontrole gore istatistiksel farkli olanlar+ isareti ile gosterilmigtir.

24 saatlik benzil benzoat uygulamasinin tripan mavisi canhlik testiyle
degerlendiriimesi sonucunda elde edilen veriler istatistiksel agidan farklilik (Kruskal
Wallis, p=0.003) gosterdigi icin ikili karsilastirmalar Conover Dunn testiyle yapildi.
Kontrol ve etanol (EtOH) kontrol gruplari ile 15 mM ve 20 mM benzil benzoat
uygulama dozlari kendi aralarinda degerlendirildiginde istatistiksel agidan herhangi
bir farklilk gézlenmezken; diger butun ikili gruplar istatistiksel agidan birbirinden
farkh olarak bulundu (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.8. L929 hucrelerinin 48 saatlik benzil benzoat uygulamasi sonucu elde
edilen tripan mavisi bulgularinin istatistiksel agidan degerlendiriimesi (p=0.003).
Kontrole gore istatistiksel farkli olanlar+ isareti ile gdsterilmistir.
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48 saat bulgulari degerlendirildiginde elde edilen veriler istatistiksel agidan farkhlik
(p=0.003) gosterdigi icin ikili karsilastirmalar Conover Dunn testiyle yapildi. Kontrol
ile etanol kontrol grubu, 10 mM ve 15 mM benzil benzoat uygulama dozu, 15 ve 20
mM uygulama dozlari kendi aralarinda istatistiksel olarak birbirlerinden farkl
bulunmamistir; ancak diger batun ikili gruplar degerlendirildiklerinde istatistiksel
acidan farkli saptanmamistir (Sekil 4.8.).

4.3. LDH Sitotoksisite Sonuglari

Benzil benzoatin membran hasari, LDH sitotoksisite kiti kullanilarak tespit edilmig
ve sitotoksisite yuzdeleri hesaplanmigtir. Yapilan hesaplamalara gore, benzil
benzoatin neden oldugu sitotoksisitede doza ve inkibasyon suresine bagh olarak

artis gézlenmistir (Sekil 4.9. ve 4.10.).
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Sekil 4.9. L929 hicrelerinde 24 saatlik benzil benzoat uygulamasi sonucu LDH
sitotoksisite sonuglari
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Sekil 4.10. L929 hicrelerinde 48 saatlik benzil benzoat uygulamasi sonucu LDH
sitotoksisite sonuclari
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Sekil 4.11. L929 hlcrelerinde 24 saat benzil benzoat inkibasyon sonucu elde edilen
LDH sitotoksisite bulgularinin istatistiksel acidan degerlendiriimesi (p = 0.006).
Kontrole gore istatistiksel farkli olanlar 4- igareti ile gosterilmigtir.

Laktat dehidrogenaz sitotoksisite testi sonucunda elde edilen veriler istatistiksel

olarak degerlendirildiklerinde hem 24 saat hem de 48 saat gruplarinda farklilik

bulundu (p=0.006). ikili karsilastirmalar Conover Dunn testiyle yapildi ve bitiin ikili

gruplar kendi aralarinda farklilik anlamli bulundu. Her veri grubu icin 24 ve 48 saat

sonuglari ise Wilcoxon testiyle karsilastiriimis olup, istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (Sekil 4.11. ve 4.12.).
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Sekil 4.12. L929 hicrelerinde 48 saatlik benzil benzoat uygulamasi sonucu elde
edilen LDH sitotoksisite bulgularinin istatistiksel agidan degerlendiriimesi (p =
0.006). Kontrole gore istatistiksel farkli olanlar 4 isareti ile gosterilmistir.
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4.4. Notral Kirmizi Alim Testi Sonuglan

Benzil benzoat sitotoksisitesi, MTT ve laktat dehidrogenaz sitotoksisitesi gibi
testlerin yaninda nétral kirmizi alim testi ile de de@erlendiriimistir. Elde edilen
bulgular, doza bagli olarak hlcre canhliginda ciddi bir distus oldugunu
gOstermektedir. 24 ve 48 saat benzil benzoat uygulamasi sonucu hicre

canhligindaki azalma sirasiyla Sekil 4.13. ve 4.14.de g0Osterilmisgtir.
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Sekil 4.13. L929 hicrelerinde 24 saatlik benzil benzoat uygulamasi sonucu nétral
kirmizi alim testine gore hucre canlilik sonuglari
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Sekil 4.14. L929 hiicrelerinde 48 saatlik benzil benzoat uygulamasi sonucu nétral
kirmizi ahm testine gore ylzde canhlik sonuglari
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Sekil 4.15. L929 hiicrelerinde 24 saatlik benzil benzoat uygulamasi sonucu elde
edilen noétral kirmizi alim testi bulgularinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi (p <
0.05). Kontrole gore farkli olanlar ¥+ isareti ile gdsterilmistir.

Sekil 4.15.’deki grafikte gorulen 24 saatlik benzil benzoat uygulamasi sonunda elde
edilen veriler istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. ikili karsilastirmalar Conover
Dunn testiyle yapilmis olup sadece kontrol ve etanol kontrol grubu ile 15 mM ve 20
mM benzil benzoat gruplarinin kendi i¢lerindeki karsilagtirmalar istatistiksel agidan
incelendiginde fark bulunmamistir, fakat diger butiin gruplarin ikili karsilastirmalari

sonucunda istatistiksel olarak fark bulunmustur (p < 0.05).
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Sekil 4.16. L929 hicrelerinde 48 saatlik benzil benzoat uygulamasi sonucunda elde
edilen noétral kirmizi alim testi bulgularinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi (p <
0.05). Kontrole gore farkli olanlar <+ isareti ile gosterilmistir.

L929 hucrelerinde 48 saatlik benzil benzoat uygulamasindan sonra elde edilen
bulgularin istatistiksel olarak incelenmesi Sekil 4.16."da verilmistir. 48 saatlik
inkiibasyon sonucu elde edilen veriler anlamlh (p < 0.05) bulunmus olup dolayisiyla
ikili ~ kargilagtirmalar Conover Dunn testiyle yapilmistir. Bulgularin ikili
karsilastirmalarindan 10 mM ve 15 mM; 15 mM ve 20 mM kendi aralarinda
degerlendirildiginde istatistiksel agidan farkli bulunmazken diger tim ikili gruplar
istatistiksel olarak farkli bulunmustur.

Benzil benzoat ile 24 saat ve 48 saat inkiibasyondan sonra, kontrol ve uygulama
gruplarindaki hticre canliligi degisimi nétral kirmizi ahim testi ile incelenip fotograflari
cekilmistir (Sekil 4.17. - 4.26.). Canli hicreler nétral kirmizi boyasini alirken; 610
hicreler almamaktadir. Sekillerde de goruldugu gibi benzil benzoatin doza bagli

olarak hucre canlihinda azalmaya neden oldugu gorulmektedir.
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Sekil 4.17. Kontrol grubu 24 saatlik inklibasyon sonucu nétral kirmizi alimi (X100)

Sekil 4.18. Etanol Kontrol grubu 24 saatlik inkiibasyon sonucu nétral kirmizi alimi
(X100)
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Sekil 4.19.10 mM benzil benzoat uygulama grubu 24 saat inkibasyon sonucu nétral
kirmizi alimi (X100)

Sekil 4.20. 15 mM benzil benzoat uygulama grubu 24 saat inklilbasyon sonucu
noétral kirmizi alimi (X100)
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Sekil 4.21. 20 mM benzil benzoat uygulama grubu 24 saat inkiibasyon sonucu
noétral kirmizi ahmi (X100)

Sekil 4.22. Kontrol grubu 48 saat inklibasyon sonucu nétral kirmizi alimi (X100)
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Sekil 4.23. Etanol Kontrol grubu 48 saat inkiibasyon sonucu nétral kirmizi alimi
(X100)

Sekil 4.24. 10 mM Benzil Benzoat uygulama grubu 48 saat inkiibasyon sonucu
noétral kirmizi alimi (X100)
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Sekil 4.25. 15 mM Benzil Benzoat uygulama grubu 48 saat inkiibasyon sonucu
noétral kirmizi alimi (X100)

Sekil 4.26. 20 mM Benzil Benzoat uygulama grubu 48 saat inkibasyon sonucu
noétral kirmizi alimi (X100)
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4.5. DCFDA ile Hiicresel Reaktif Oksijen Tiirlerinin Tespiti Sonuglari
Benzil benzoatin L929 hucrelerinde reaktif oksijen turleri Uretimi Gzerine etkisi

DCFDA metoduyla tespit edilmistir.
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Sekil 4.27.L.929 hicrelerinde 24 saatlik benzil benzoat uygulamasi sonucu
g6zlenen hicresel reaktif oksijen tlrlerinin tretimi
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Sekil 4.28. L929 hucrelerinde 24 saatlik benzil benzoat uygulamasi sonucunda
reaktif oksijen turleri artisi bulgularinin istatistiksel agidan degerlendiriimesi (p <
0.05). Kontrole gére farkli olanlar<- isareti ile gdsterilmistir.

Sekil 4.27.’de goérildugu gibi DCFDA ile hicresel reaktif oksijen tirlerin tespitinden
elde edilen veriler degerlendirilirken kitte Onerilen sekilde rolatif bir yaklagim

benimsenmis olup kontrol grubunun floresan yogunluk degeri 1 birim olarak kabul
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edilmistir. Diger gruplardan elde edilen veriler ise kontrol grubuyla karsilastirilip kat
degisikligi olarak hesaplanmistir. DCFDA analizi sonuglarina gore; 24 saatlik
uygulama sonunda kontrole gére degerlendirildiginde reaktif oksijen turlerinin 15 ve

20 mM gruplarinda sirasiyla 1,331 ve 1,517 birim kat artmig oldugu gorulmustar.

Sekil 4.28."de DCFDA analizi degerlendirildiginde ise kat degisikligi agisindan
istatistiksel farklilik bulunmustur (p < 0.05). Ikili gruplarin degerlendirmesi Conover
Dunn testiyle yapilmistir. Buttn ikili gruplar birbirinden istatistiksel agidan farkh
bulunmustur, fakat sadece 15 ve 20 mM gruplari kendi aralarinda

kargilastirildiklarinda istatistiksel olarak anlamh bulunmamigtir (p > 0,05).

4.6. Akridin Oranj-Propidyum iyodit ile Hiicre Oliim Yolunun Belirlenmesi
Benzil benzoatin belirtilen dozlarda L929 fibroblast hlicre hattina uygulanmasi
sonunda hucrelerin 6lum tipini belirlemek amaciyla akridin oranj-propidyum iyodit

(AOPI) boyasi yardimiyla morfolojik inceleme yapilimistir.

Sekil 4.29 ile Sekil 4.32 arasindaki fotograflarda goruldigu Uzere 24 saatlik
inkiibasyonda benzil benzoat konsantrasyonu doza bagl olarak arttikga nekrotik

hlcre 6lim tipinde bir artis saptanmistir.

Sekil 4.33 ile Sekil 4.36 arasindaki fotograflarda goruldagu tUzere 48 saatlik benzil
benzoat uygulanmasinda 10 mM doz grubunda daha c¢ok apoptotik hicreler
goérulurken, 20 mM grubunda ise nekrotik hicre olumunde bir artis oldugu

saptanmigtir.

AOPI boyamasi ile 24 ve 48 saatlik inkUbasyon sureleri sonunda elde edilen
goruntuler karsilastirildiginda ise hem inkubasyon suresi hem de uygulanan dozlara

bagli olarak nekrotik htcre dlumunde bir artis oldugu anlagiimistir.
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Sekil 4.29. Kontrol Grubu 24 saat inkibasyon AOPI boyamasi. Canli hucreler
gorulmektedir (ok) (X40).

Sekil 4.30. 10 mM benzil benzoatin 24 saat inkibasyon AOPI boyamasi. Nekrotik
hicreler gorilmektedir (ok) (X40).
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Sekil 4.31. 15 mM benzil benzoatin 24 saat inkibasyon AOPI boyamasi. Nekrotik
hucreler gorulmektedir (ok) (X40).

Sekil 4.32. 20 mM benzil benzoatin 24 saat inkibasyon AOPI boyamasi. Nekrotik
hicreler gorilmektedir (ok) (X40).
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Sekil 4.33. Kontrol grubu 48 saat inkibasyon AOPI boyamasi. Canli hicreler
gorulmektedir (ok) (X40).

Sekil 4.34.10 mM benzil benzoatin 48 saat inkiibasyon AOPI boyamasi. Apoptotik
hicreler gorulmektedir (ok) (X100).
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Sekil 4.35. 15 mM benzil benzoatin 48 saat inkibasyon AOPI boyamasi. Apoptotik
(kirmizi ok) ve nekrotik (beyaz ok) hicreler gorulmektedir (X100).

Sekil 4.36. 20 mM benzil benzoatin 48 saat inkiibasyon AOPI boyamasi. Nekrotik
hicreler gorulmektedir (ok) (X100).
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5. TARTISMA

Benzil benzoat (benzoik asit benzil ester, benzoik asit fenil metil ester) kozmetik,
ilag gibi birgok farkh endustride kullanim alanina sahiptir. Benzil benzoat
akarisit/skabisit olarak kullanimi nedeniyle baslica maruziyet yolu deri yolu ile
olmakla beraber, besinler yoluyla veya solunum yoluyla da vicuda alinabilmektedir.
Ozellikle de gidalara eklenen bir katki maddesi olarak kullanimi da séz konusudur.
Gida katki maddeleri gunimuzde oldukga yogun bir sekilde kullaniimaktadir. Gida
endustrisinde, gida katki maddelerinin mikrobiyal etkenlerden koruma, kullanim
suresini uzatma, besin degerini zenginlestirme gibi olduk¢a buylk katkilari
mevcuttur. Ancak bazi gida katki maddelerinin tuketici Gzerinde olumsuz etkileri s6z
konusudur. Yogun olarak kullanilan bazi gida katki maddelerinin hem in vivo hem
de in vitro toksik etkiler gosterebilecegi rapor edilmigtir.

Ornegin, gida renklendirici ajanlardan amaranth, eritrosin ve tartrazinin in vitro insan
periferal kan hucreleri Uzerinde genotoksik, sitotoksik, sitostatik etkileri
arastinimistir. Kardes kromatit degisim sikligi analizi, proliferasyon orani indeksi ve
mitotik indeks analizleri, agaroz jel elektroforezi ile DNA hareketlilik kayma analizleri,
PCR ve DNA baglanma calismalari sonucunda elde edilen veriler bu gida
renklendiricilerinin insan periferal kan hicreleri Gzerinde toksik oldugu ve dogrudan
DNA'ya baglandigini gostermektedir [80]. Gida durunlerinde, ilaglarda ve
kozmetiklerde ¢ok kullanilan organik azo boyalarindan olan tartrazin ve karmoisin
ise erkek sicanlar Uzerinde biri ylksek biri disuk olarak iki farkli dozda 30 gun
suresince uygulanmigtir. Bu gida katki maddeleri sadece ylksek dozlarda degil
dusuk dozlarda da karaciger ve bdbrek gibi yagsamsal organlarda biyokimyasal
belirtecleri degistirebilmektedir. Ayrica hepatik ve renal parametreler Uzerindeki
etkiler yiksek dozlarda daha riskli olmaktadir, ¢iinkl serbest radikallerin olusumu
ile oksidatif stresi indUkleyebilmektedirler [81].

Bu ylksek lisans tez ¢alismasinda, énemli gida katki maddelerinden biri olan benzil
benzoatin L929 fibroblast hiicre hatti Uzerinde sitotoksisitesinin farkli yéntemlerle
arastirimasi ve LCso dozunun belirlenmesi hedeflenmigtir. Deney plani benzil
benzoatin serum bilegenlerine baglanmasindan otari fétal sigir serum
kullaniimadan olusturulmustur. Besiyeri igerigi, fotal sigir serumu miktari, ¢ézucu

secimi ve sitotoksisite iligskisi, deneysel olarak in vitro toksisite test yontemlerinin

58



validasyonu agisindan arastiricilarin da ilgisini ¢eken bir konudur. Literatirde
yukarida belirtilen unsurlarla ilgili bazi bulgular mevcuttur.

Hucre kultiri besiyerinde test ajanlarinin suspansiyonlari hazirlanirken cesitli
¢ozuculer kullaniimaktadir. Forman ve ark. [82]; etanol, aseton, izooktan, metanol,
hekzan ve DMSO gibi organik ¢ozlculeri HeLa hucre hatti Gzerinde farkh dozlarda
denemisler ve protein miktari, ATP/ADP luminesans analizleri canhlik analizleri
acgisindan incelemislerdir.  Diger ¢ozlculere gbére DMSO’nun  dusuk
konsantrasyonlarinda HeLA hticrelerinin bluylmesi Gzerine supresif bir etkisi oldugu
ve yuksek konsantrasyonlarda ise hucrelerde toksik etki gosterdigi belirlenmigtir.
Genis spektrumlu bir antibiyotik olan lipofilik (hidrofobik) triklosanin goégus kanseri
hicre hattit MCF-7 Uzerinde bir takim ¢oziculer [DMSO, absolu etanol, 1 N NaOH,
%55 polietilen glikol + %45 etanol karigimi (PEM), aseton] kullanilarak anti-
proliferatif etkisi degerlendirilmistir. Triklosanin DMSO, etanol ve NaOH’ta besiyeri
ile dilusyonunda bulanikhk gézlenmisg, yapilan analizler sonucu en ylksek yogunluk
%95,23 ile asetonda goérulmustir [83]. Benzil benzoat ile yapilan bu galigsmada hem
literatirde yer alan sitotoksik bulgular nedeniyle hem de ¢6zunen ¢ozucu iliskisi
acisindan etanoluin ¢ézucu olarak kullanimi ile daha saglikli veriler elde edilecegine
karar verilmis olup, bu nedenle ¢dzlcu olarak etanol tercih edilmistir.

Yapilan bir galismada, C6 Glioma htcrelerinin canlihdi Gzerine seruma baglh olarak
tamoksifen ve kannabinoidlerin etkisini arastirmiglardir. Bu calismada farkli
inkiibasyon surelerinde ve farkli fotal sigir serumu konsantrasyonlari ile kiltare
edilen C6 glioma hicre canhligi degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak; hucrelerin
tamoksifen duyarlih@i artmistir, ¢inkd kaltlr besiyerinin FBS igerigi %10’dan %0,4’e
ve %0’a dusmustur [84]. Sigcan timosit hicrelerinde bir ¢cevresel kirletici olan tri-n-
butiltin (TBT) tarafindan indiklenen sitotoksisite Uzerinde fétal sigir serumu etkisi
incelenmigtir. Besiyeri igerigindeki FBS konsantrasyonu %0’dan %10’a arttiginda
TBT sitotoksisitesinin doza bagli olarak azaldigi, fétal sigir serumu varliginda sigan
timosit hudcrelerinde gorulen TBT'nin indukledigi sitotoksisite inhibisyonunun
TBT’nin serum proteinlerine baglanmasindan kaynaklanabilecegi dusunulmustur
[85]. Baska bir calismada ise bazi flavonoidler (kuersetin, rutin, luteolin ve apigenin)
ile besiyeri tipi ve serum etkisi incelenmis olup, hem serumsuz besiyeri hem de %5
konsantrasyon oraninda serum igeren besiyeri ile yapilan galigmada serum oraninin
doza bagli olarak MTT formazan kristal olusumunu etkiledigi bildirilmistir [86]. Fotal

sigir ya da insan orijinli serum albuminin farkli hazirlaniglarinin, tetrazolyum
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tuzlariyla yapilan (MTT, XTT) testlerin sinyalinde konsantrasyona bagli bir yukselise
neden oldugu ve hlcre sayisinda daha yuksek bir degerlendirmeye ya da test
bilesiginin olasi sitotoksik etkilerinde eksik degerlendirmelere yani serum albuminin
yanhs pozitif sonuglara neden olabilecegi rapor edilmigstir [87]. Baska bir calisma ise
insan eritroid l6semi K-562 hdcre hatti kullanilarak bir antimetabolit olan
metotreksatin (methotrexate, MTX) serum faktorlerine bagli sitotoksik etkilerini
incelemigtir. Foétal sigir ve insan serumunun albdmin dimeri/MTX kompleksi
olusumu nedeniyle in vitro sitotoksik etkilerini azalttigi, MTX'in antitimor etkinligini
baskiladigi gézlenmistir [88]. Canavalia ensiformis (ConA), Canavalia brasiliensis
(Conbr), Cratylia floribunda (CFL) lektinlerinin MCF-7 hicre hattinda foétal sigir
serumunun degisen konsantrasyonlarinda (%1, 5, 10 ve 20) sitotoksik etkileri
incelenmigtir. Hucreler yiksek serum konsantrasyonuna (% 10 ve 20) sahip
besiyerinde buydtuldiklerinde batin lektin - gruplari daha az toksik etki
gOstermiglerdir. Fakat diger serum konsantrasyonlari ile karsilastirildiklarinda en
yuksek sitotoksik etkinin %1 oraninda serum kullanildiginda ortaya c¢iktig
gOrulmustir [89]. Anandamid (AEA)in C6 sican glioma hicre hattinda serum ve
albamin varliginda MTT testiyle sitotoksik etkileri arastiriimistir. Bu calismada deney
protokolu (i) AEA uygulama dozu besiyeri ve MTT besiyeri FBS icermeyen, (ii) AEA
uygulama dozu besiyeri FBS igermeyen fakat MTT besiyeri FBS igeren, (iii) AEA
uygulama dozu besiyeri FBS iceren fakat MTT besiyeri FBS icermeyen, (iv) hem
AEA uygulama dozu besiyeri hem de MTT besiyeri FBS igeren ve (v) AEA uygulama
besiyerinde albimin igeren olmak Uzere bes farkli sekilde dizayn edilmistir. Yapilan
testler, besiyerinde serum yok iken AEA'nin doza bagh olarak sitotoksisite
gOsterirken, diger protokollerde ise sitotoksisite gostermedigi, sigir serum albuminin
FBS’nin etkisini taklit ettigini ve bu durumun AEA’nin albimin gibi serum
proteinlerine baglanmasindan kaynaklanabilecegini gostermistir [90]. Serumun
canlilik ve sitotoksisite testleriyle olasi etkilesimi LDH testi icin de gegerli olabilecedi,
LDH testinin serum bilesenlerinden kaynaklanan arka plan sinyaline duyarhligi
olabilecegi belirtiimistir [58].

Calismamizin nasil bir protokolle izleneceginin belirlenmesinde yukarida yer alan
literatUr bilgileri dikkate alinmistir. Bu bilgilere gore; L929 hucreleri fotal sigir serumu
iceren besiyerinde buyutulmusler ve daha sonra serum proteinlerine baglanma
sonucu herhangi bir etkilesimin olmamasi i¢in benzil benzoat ile hazirlanan

uygulama dozlarinda serum igermeyen besiyeri kullaniimistir. Ayrica, yapilan
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testlerde serum icermeyen besiyeri kullaniimasi nedeniyle yuksek hicre yogunlugu
ile baglanmigtir.

Sitotoksisite testleri in vitro toksikoloji galigmalari i¢cin yaygin bi¢imde
kullaniimaktadir. LDH testi, protein testi, nétral kirmizi ve MTT testleri
sitotoksisitenin tespiti icin veya toksik maddelerin maruziyetini takip eden hicre
canhhigini belirleme galismalari igin en gok kullanilan testlerdir [91].

Mitokondri, ATP formunda hucrenin enerjisinin %95’ini Uretmektedir. Mitokondride
bir bozulma olustugunda; hicreler 6lir, doku hasarina ve hatta organ yetmezligine
neden olur. Birgok hastaligin mitokondriyal proteinlerin kalitimsal ya da kazaniimig
mutasyonu ile sonuglanan mitokondriyal disfonksiyondan kaynaklandigi
bilinmektedir [92]. Suda ¢Ozlnebilen bir tetrazolyum tuzu olan MTT mitokondri
icinde suksinat dehidrogenaz tarafindan formazan bir Urine donustiralir. Bu
formazan Grin hicre membranindan gecemez ve saglikhi hicrelerde birikir. Daha
guncel veriler MTT’nin indirgenmesinin hulcrelerin igerisinde ve mitokondrinin
disinda NADH ve NADPH tarafindan aracilik edildigini 6nermektedir [91].
Calismadaki MTT testi sonuglarina gore, L929 hicrelerinde benzil benzoatin artan
dozlarina ve inkibasyon suresine bagl olarak hucre canliligi oraninda azalma
gérulmustir. Ozellikle 48 saat inkiibasyon siiresi sonunda hiicre canhh@ daha ¢ok
azalmigtir. 24 ve 48 saat inkubasyon slUre sonuglari kendi aralarinda
karsilastirildiginda ise zamana bagl olarak 6zellikle 48. saat 20 mM doz grubunda
hiicre canliigi degerlerinde 6nemli bir dislis gdzlenmistir. istatiksel acidan
incelendiginde ise; 24 saat inklibasyon grubu i¢in 15 ve 20 mM, 48 saat inkibasyon
grubu icin ise 20 mM benzil benzoat uygulama grubunda farkhlik (p < 0.05)
bulunmus, bu degerlendirme elde edilen veriler ile de tutarliik gdstermektedir. Fakat
15 mM benzil benzoat doz grubu icin 24 ve 48 saat inkUbasyon sureleri arasinda
hicre canlihdr agisindan bir tutarsizlik oldugu da gértulmektedir. MTT sonucu elde
edilen veriler ile LCso degeri belirlenmistir. Bu degerler sirasiyla 24 ve 48 saat igin;
21,082 mM ve 18,293 mM olarak bulunmustur. Hesaplanan LCso degeri dikkate
alinarak; daha sonraki analizlerde kullanilmak Uzere u¢ benzil benzoat dozu
belirlenmistir. Bunlar 10, 15 ve 20 mM olarak uygulanmigtir.

Hucre canhliginin klasik tanimi, koloni formasyonunu ve membran butunlagunin
indikatori olarak tripan mavisi dislama testini de kapsamaktadir [93].
Calismamizdan elde edilen tripan mavisi boyasi ile hicre canhihd sonuglarina

bakildiginda ise; kontrole gore hem 24 saat hem de 48 saat inkibasyon grubunda
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10 mM benzil benzoat uygulama grubunda herhangi bir dnemli canhlik azaligi
gorulmemistir. Ancak kontrol grubundakinden farkli olarak 15 ve 20 mM doz
gruplarinda doza ve sureye bagli olmak Uzere onemli bir dusus gozlenmigtir.
istatiksel degerlendirmede ise; benzil benzoat uygulanan gruplari doz ve siire
agisindan kendi aralarinda karsilastirildiginda 24 saat igin sadece kontrol-etanol ve
48 saat igin kontrol-etanol, 10 mM-15 mM, 15-20 mM ikili gruplari arasinda farkhlik
bulunmamistir. Diger butin ikili gruplar istatistiksel olarak anlamh farkhliklar
gOstermigtir. Benzil benzoat uygulamasi sonucu elde edilen MTT ve tripan mavisi
hacre canhiligi testi sonuglari karsilastirildiginda ise; tripan mavisi testi sonuglarinin
MTT testinden daha dugsuk oldugu gézlenmistir.

Laktat dehidrogenaz salinimi sitotoksik ¢alismalar icin bir gésterge olarak siklikla
kullaniimaktadir. Laktat dehidrogenaz salinimi, nekrotik/onkotik hicre dlimu igin
yaygin olarak kullanilan énemli bir belirtectir. Birgcok hticre LDH icermektedir ve
hicreler 6lumcul olarak hasar gorduklerinde inkiibasyon besiyerinde LDH aktivitesi
izlenerek membran butunlaguntn kaybi degerlendirilebilmektedir [94]. L929
fibroblast hicre hatti Uzerinde benzil benzoat sitotoksisitesi laktat dehidrogenaz
testiyle de degerlendirilmigtir. LDH sitotoksisite testi sonuglari kontrole gére; 10 mM
benzil benzoat uygulama grubunda herhangi bir 6nemli sitotoksite belirtisi
gOstermemistir. Fakat 6zellikle 15 ve 20 mM dozlarinda hem inkibasyon suresi hem
de doza bagli olarak sitotoksisitede artis gézlenmistir. Ozellikle 20 mM doz
grubundaki sitotoksisite artigi dikkat ¢ekicidir. Elde edilen veriler istatistiksel olarak
degerlendirildiklerinde butun ikili gruplar kendi aralarinda farkli bulunurken, 24 ve 48
saat grubu arasinda farkhlik anlamli bulunmamigstir. LDH sitotoksisite verileri, tripan
mavisi hucre canlihigi analizi verileri ile benzerlikler gostermekteyken MTT testi
sonuglari ile karsilastirildiklarinda ise LDH sitotoksisite sonuglarinin daha yuksek
oldugu gorulmuagstur. Bu durum LDH sitotoksisite testi hassasiyetinin daha ylksek
olmasina baglanabilmekle beraber bitlin yapilan bu testlerin sitotoksisiteyi farkl
acllardan degerlendirdigi goz énunde bulundurulmalidir.

Sikhkla kullanilan testlerden biri olan nétral kirmizi alim testi, hiicre canlihginin
lizozomal agidan kantitatif degerlendirilmesini saglamaktadir. Hasar gérmemis canli
hicrelerin lizozomlarinda nétral kirmizi boyasi birikimi gézlenirken; hasar géren
cansiz hucrelerde notral kirmizi alimi  goézlenmemekte dolayisiyla birikim
olmamaktadir. Notral kirmizi alim testi sonucunda elde edilen veriler incelendiginde

doza bagh olarak hdcre canlihginda ciddi bir disisun oldugu, fakat bu durum
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inkibasyon suresi agisindan degerlendirildiginde ise ¢ok oOnemli bir farklilik
gOstermedigi bulunmustur. Bu durum benzil benzoatin nétral kirmizi alim testi
sonuglarina goére doza bagli olarak hticre canliginda azalmaya neden oldugu, fakat
inkiibasyon siiresine bagli olmadigi seklinde yorumlanmistir. istatiksel acidan
degerlendirildiginde ise 24 saat inkibasyon suresinde kontrol-etanol, 15 mM-20 mM
ikili gruplari arasinda; 48 saat inkibasyon suresinde 10 mM-15 mM, 15 mM-20 mM
ikili gruplari arasindaki farklilik anlamh bulunmazken, diger butin ikili gruplar
arasindaki farkhlik anlamli bulunmustur (p < 0.05).

Bu tez kapsaminda yapilan batun sitotoksisite testleri arasinda hicre canlihidinin en
dusuk oldugu bulgular nétral kirmizi alim testi sonuglarina aittir. Bu hicre canlihgi
degisimi net olarak noétral kirmizi alim testi ile belirlenmistir ve bu degisim Sekil 3.17-
3.26. arasinda gosterilmektedir. 2006 yilinda Fotakis ve Timbrell [91]in HTC (sican
hepatoma hicre hattl)) ve HepG2 (insan hepatoma hicre hattl) hdcrelerinde
kadmiyum klorit (CdCl2) ile yaptigi sitotoksisite karsilastirimasinda LDH, MTT,
notral kirmizi ve protein testi uygulanmistir. HTC hucrelerinde yapilan bu dort
sitotoksisite testi sonucu 3 saatlik inkibasyonda erken bir sitotoksisite bulgusu
sadece notral kirmizi testinde ortaya c¢ikarilmistir, HepG2 hucrelerinde ise
sitotoksisite bulgusu MTT testinde gorulirken diger testlerde herhangi bir etki
g6zlenmemistir. Sunulan bu tez ¢alismasinda elde edilen bulgular benzil benzoatin
L929 hucrelerinin canhiligini oncelikle yogun bir bigimde lizozomal yolla etkiledigi
seklinde yorumlanmigtir.

Sitotoksisite kimyasallarin hucreler ve dokular Uzerinde etki mekanizmalarini
anlamada 6nemli bir yontemdir. Sitotoksisitenin karsinojenez ve inflamasyon gibi
sayisiz patolojik slrecte énemli bir rol oynadigi disundlmektedir. Sitotoksisite
serbest radikaller, irite edici maddeler ve genotoksinleri de kapsayan diger ajanlarin
etkinligini duzenleyebilmektedir. Sitotoksisite igin bir bilesigi test ederken birgok
biyolojik son nokta incelenebilmektedir. Bunlar tim hucrelerin genel mekanizmasi
olabilir veya 6zel bir hicre tipinin spesifik mekanizmasi da olabilmektedir [95].
Cesitli hicresel olaylar temel alinarak Kim ve ark. [96], (i) tripan mavisi testinin
membran hasari var ya da yok iken hucre sayisini tetkik etmek i¢in uygun oldugunu,
fakat membran butunligl kaybi olmaksizin hucrelerde inip ¢ikan seviyelerde
sitotoksisite tespiti icin uygun olmadigini; (ii) LDH aktivite testinin membran hasari
ile sitotoksisitenin tespitinde uygun oldugu ancak membran hasari olmaksizin hicre

dongusu degisimleri nedeniyle azalmig veya artmis hucre sayilarini tanimlamada
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uygun olmadigini; (iii) MTT testinin degismeyen hucresel azalig araliginda, hicresel
redoks degisimleri ve mitokondriyal disfonksiyon kapsaminda goreceli hlicre sayisi
degerlendiriimeleri i¢in uygun oldugu fakat bazal hlcresel rediksiyon kapasitesi
ve/veya oksidan savunmasinin yuksek seviyeleri ile hicrelerde degismeyen azalis
dalgalanimlarinin degerlendiriimesinde uygun olmadigi; (iv) eder kimyasal olarak
induklenmig hucresel bozuklugun altinda yatan mekanizma agik ve kesin degil ise
sitotoksisite kapsami en az iki test metodu yardimiyla (tripan mavisi veya LDH
salinimi) hiicresel membran hasarinin belirlenmesi gerektigi ve MTT testinin hicre
azalisini dogrulamasi gerektigini onermektedirler.

Bu calisma kapsaminda benzil benzoat sitotoksisitesi dort farkli teste gore
degerlendirilmistir. Elde edilen bulgularin degigkenligi, kullanilan bu testlerin her
birinin farkli bir temele dayanmasindan ileri gelmektedir. Farkl sitotoksisite testleri,
kullanilan teste ve ajana bagli olarak farkli sonugclar verebilmektedir.

Mitokondriyal oksidatif fosforilasyon ROS uretiminin temel hicresel kaynagidir. Agiri
besin alimi olan hicrelerin artmig bir oksidatif fosforilasyona ve ROS lretimine sahip
olabilecegi tahmin edilebilir. Bu uyumsuz metabolik durum ROS artisinin
dizenlenmesinde apoptoz ve/veya hudcrenin yaslanmasinin induksiyonu igin
evrimsel bir segilimin temelini olusturabilmektedir [97]. Oksidatif stres, reaktif oksijen
turlerinin Uretimi ile reaktif ara GrGnlerin detoksifikasyonu icin biyolojik sistemin
yeterliligi arasindaki dengesizlik nedeniyle olugsmaktadir [98].

L929 hdcrelerinde benzil benzoatin indukledigi sitotoksisite ve hicre olumu
bulgularini destelemek amaciyla DCFDA ile olasi hlcresel reaktif oksijen turlerini
tespit etmeye yonelik analizler yapilmistir. Bu analizler sonucunda elde edilen
bulgular; benzil benzoatin 24 saatlik inkibasyon sonucu elde edilmis olup veriler
kontrol grubuna goére kat degisikligi seklinde ifade edilmistir. Benzil benzoatin
indUkledigi hicresel ROS Uretimi kontrole gore degerlendirildiginde etanol ve 10 mM
benzil benzoat grubunda énemli bir farkliik gézlenmezken; 6zellikle 15 mM ve 20
mM benzil benzoat uygulama grubunda énemli bir artis gézlenmektedir. istatiksel
olarak incelendiginde ise; butun ikili gruplarin karsilastirlmasinda sadece 15 mM-
20 mM benzil benzoat grubu arasinda farkhlik anlamh bulunmamistir. Diger bitin
ikili gruplar arasinda benzil benzoatin indikledigi ROS Uretimi agisindan istatistiksel
farkhlik anlamlidir (p < 0.05).

Benzil benzoatin indikledigi hicresel ROS Uretimindeki bu artis ayni zamanda

MTT, tripan mavisi ile canlilik testi, LDH, nétral kirmizi alim testi ve sonuglariyla da
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uyumluluk gostermektedir. Benzil benzoat uygulamasi nedeniyle induklenen
sitotoksisite ile ilgili bulgularin kaynaklarindan biri olarak hiicresel ROS uretimindeki
artis gosterilebilir.

Apoptoza giren hucreler plazma membran tomurcuklanmasi, kromatin
kondensasyonu, karyoreksis (nuklear fragmentasyon) ve apoptotik tomurcuklarin
olusumu gibi tipik, iyi tanimlanmig morfolojik degisiklikler gosterirler. Apoptoz
plazma membraninin dig kisminda fosfatidilserin (PS) maruziyeti kinetiklerinde
degisiklikler, mitokondriyal membran permeabilitesindeki degisiklikler, mitokondriyal
membranlararasi proteinlerinin salinimi, kaspaz bagimli aktivasyon, kaspazin
aktivite ettigi DNaz’in nuklear translokasyonu gibi gesitli biyokimyasal kriterler ile
karakterize edilmistir. Buna karsin nekroz; hizli sitoplazmik siskinlik ile karakterize
edilir ve siklikla onkozis olarak bahsedilir. Plazma membraninin pargalanmasi ve
organel bozulmasi ile sonuglanir. Nekroz 6rnegin isi, osmotik sok, mekanik stres,
dondurup-¢6zme, hidrojen peroksitin yuksek konsanstrasyonlari gibi ekstrem
fizikokimyasal stres sonucu olarak ortaya ¢cikmaktadir [99].

Benzil benzoat uygulanan hicrelerde 6lum seklini belirlemek amaciyla akridin oranj-
propidyum iyodit ikili boyamasi metodu kullaniimistir. Elde edilen sonuclar doza ve
inkibasyon suresine bagli olmak uzere incelendiklerinde (Sekil 4.29. - 4.36.) L929
hicrelerinin 24 saatlik benzil benzoat disik doz uygulama grubunda kontrole gére
hidcre canhliginda bir azalig, ayni inkibasyon suresinde doz arttikga nekrotik hucre
dlimu yogun bir bigimde gdzlenmektedir. Ozellikle 20 mM uygulama grubunda
nekrotik hicre 6luma lehine bulgularin artisi dikkat ¢ekicidir. Ayni sekilde 48 saatlik
benzil benzoat uygulama gruplarinda 10 mM konsantrasyonda apoptotik hucre
olumu gorulurken; doz arttikga nekroza dogru bir yonelim s6z konusu olmaktadir.
AOPI boyamasi ile elde edilen sonuclar doz ve sureye bagl olarak nekrotik hlicre
olumuande bir artis oldugunu gostermektedir.

Benzil benzoat toksisite degerlendirmesi i¢in uygulanan dozlar nedeniyle olusan
batin etkiler kapsamli olarak ele alindiginda; benzil benzoatin ROS artisina,
mitokondriyal disfonksiyona, hiicresel membran butlnligunu etkiledigine, lizozomal
yolla sitotoksisiteye sebep olarak nekrotik bir hicre 6lumi yoluna gittigi
gOzlenmektedir.  Bulgulari  desteklemek igin bu testlere sitotoksisite
degerlendirmesine ek olarak ATP temelli canhlik testinin, nekroz bulgusunu

desteklemek icin de RIPK1/3 fosforilasyon analizinin yapilmasi énerilebilir.
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Bu ylUksek lisans tezi kapsaminda gida, ila¢ ve kozmetiklerde siklikla kullanilan
kimyasallardan benzil benzoatin saglikl bir hticre hatti olan L929 fibroblast hucreleri
Uzerinde sitotoksik etkisi incelenmigtir. Calismadan elde edilen veriler ile benzil
benzoatin sitotoksisitesi farkli temellere dayanan testlerle degerlendirilmis ve LCso
dozu belirlenmistir. Gida katki maddesi olarak ya da kozmetik ve ila¢ sektorundeki
kullanimi agisindan degerlendirildiginde bir¢ok farkli kaynaktan maruz kalinabilen

bu kimyasalin kullaniminda oldukg¢a dikkatli olunmasi gerektigi dugunulmektedir.
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