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Effects Of Monosodium glutamate (MSG) On Sister Chromatid Exchange in
Human Peripheral Lymphocytes
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OzZET

Bu ¢alismada gidalarda tat arttirici olarak kullanilan monosodyum glutamat
(MSG)'In genotoksik etkiye sahip olup olmadidi insan periferal kan lenfositlerinde
in vitro kardes kromatid degisimi (KKD) testi ile arastiriimistir. Hlcreler 24 ve 48
saat slre boyunca 3000, 4000 ve 5000 ug/ml monosodyum glutamat (MSG) ile
muamele edilmistir.

Monosodyum glutamat (MSG), insan periferal kan lenfositlerinde 24 saatlik
muamele suresinde KKD'’yi uyarmamistir. 48 saatlik muamele slresinde sadece en
dislik dozda (3000 ug/ml) KKD'’yi kontrole oranla istatistiksel olarak 6nemli
derecede uyarmistir. MSG, PI'yi tim konsantrasyonlarda ve muamele surelerinde
disurmis ancak bu disus kontrole oranla dnemli bulunmamistir.

Anahtar Kelimeler: Monosodyum glutamat (MSG), insan Periferal Kan Lenfositi,
Kardes Kromatid Degisimi (KKD), Proliferasyon indeksi (PI).

ABSTRACT

The present research is aimed to study of genotoxic effects of
monosodium glutamate (MSG), which used as a flouvor enhancer in foods, on
human peripheral blood lymphocytes by in vitro sister chromatid exchange (SCE)
test. The cells were treated with 3000, 4000 and 5000 pg/ml monosodium
glutamate (MSG) for 24 and 48 hours. MSG did not induce SCEs in human
peripheral blood lymphocytes in 24-h and treatment period. But MSG induced
SCEs only in the lowest dose in 48-h (3000 ug/ml) treatment.

MSG decreased Pl in all concentrations and in all treatment periods, but
did not significant when compared to control.
Key words: Monosodium glutamate (MSG), Human Peripheral Blood

Lymphocytes, Sister Chromatid Exchange (SCE), Proliferation Index

(P).
GIRIS

Gida katki maddeleri tek basina gida olarak tiketiimeyen veya gida ham
veya yardimcl maddesi olarak kullaniimayan, tek basina besleyici degeri olan veya
olmayan, secilen teknoloji geregi kullanilan islem veya imalat sirasinda kalinti veya

* Yiksek Lisans Tezi-MSc. Thesis
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tirevleri mamul maddede bulunabilen, gidanin hazirlanmasi, ayirimi, islenmesi,
ambalajlanmasi, tasinmasi, depolanmasi ve dagitimi sirasinda gida maddesinin
tat, koku, gortinis, yapi ve diger niteliklerini korumak, dizeltmek veya istenmeyen
degisikliklere engel olmak amaciyla kullaniimasina izin verilen maddelerdir.

19. yulzyildaki hizli sehirlesmenin paralelinde katki maddelerinin
kullanimlari, ézellikle gidalari bozulmalara karsi koruma amaciyla yayginlasmis
olup giinimuzde ise bu maddeler gelisen gida teknolojisinin vazgegilmez pargasini
olusturmuslardir (Altug, 1999). Gida katki maddelerinin diinyadaki pazari 1900'lu
yillarda 10 milyar dolara ulasmis olup, ginimuizde ¢ok daha blyuk rakamlarla
ifade edilmektedir (Altug, 2001).

Ulkemizde yaklasik 300 adet gida katki maddesinin kullanimina izin
verilmekte olup Amerika Birlesik Devletleri'nde bu sayi yaklasik 2800°dir (Ozkaya,
2004). Bu maddelerin tuketimi arttikga, bazi rahatsizliklarla olan baglantilara
yonelik bulgular da ortaya ¢ikmaya baslamistir. Bunlarin iginde en sikga
gorulenleri; egzema, astim, bas agrisi, alerjik kasintilar, gastrik rahatsizliklar,
Ozellikle c¢ocuklarda olmak Uzere ishal, hiperaktifik ve asirn duyarlilik
(hypersensitivity)'tir (Ginesli 2000; Hill ve Belsito, 2003; Breiteneder, 2004; Hegde
ve Venkatesh, 2004; Koskela ve ark., 2004).

Gida katki maddelerinden tat arttiricilar, 06zellikle proteince zengin
hayvansal ve bitkisel gida Urlnlerinde kullanilir. En ¢ok et ve balik ihtiva eden
dondurulmus gidalar, kuru karisim halindeki batin hazir gorbalar ve ¢gogu konserve
gidalarda kullaniimaktadir. Ayrica salata soslari, sucuk, salam, sosis ve patates
cipslerinde de lezzet arttirici olarak kullaniimaktadir.

Tatlandirici ve tat arttiricilar ile yapilan birgok genotoksisite ve sitotoksisite
c¢alismalari vardir. Bu galismalardan elde edilen sonugclarin bazilari sunlardir:

Renctizogullari ve ark. (2004), 500, 1000 ve 2000 ug/ml aspartam ile 24 ve
48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde aspartam’in KKD olugumunu
induklemedigini fakat KA ve MN sayisini artirdiini ve sitotoksik bir etkiye sahip
oldugunu belirlemislerdir. Ayni arastiricilar 50-2000 pg/petri dozlarinda aspartam’in
Salmonella typhimurium TA98 ve TA100 suglarinda mutajenik etki géstermedigini
saptamiglardir. Takizawa ve Hachiya (1984), maltitol’'in Salmonella typhimurium
TA98, TA100, TA1535, TA1537, TA1538 ve Escherichia coli WP2/Pkm101’de
mutajeniteye sebep olmadidini ve fare kemik iliginde ise MN olusumunu
indUklemedigini bildirmiglerdir. Canimoglu ve Rencizogullari (2006), maltitol’lin
insan periferal lenfositlerinde KKD sayisini artirmadidini ve KA sayisini da
istatistiksel bakimindan 6énemsiz derecede artirdigini fakat MN olusumunu doza
bagli olarak indukledigini gdstermiglerdir.

Wolff ve Rodin (1978), sodyum sakkarin’in insan lenfositleri ve Chinese
hamster ovary (CHO) hiicrelerinde kardes kromatid degisimini (KKD) indukledigini
ve farelerde mesane kanserine sebep oldugunu dolayisiyla hem kanserojenik hem
de mutajenik etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir. Renner (1979), Chinese
hamster kemik iligi hicrelerinde sakkarin’in KKD’yi indUkledigini bildirmigstir.

Gidalara tat arttrici olarak ilave edilen maddelerden biride monosodyum
glutamat (MSG)'tir.
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Olney (1969), MSG'nin deri alti enjeksiyonunun yetigkin siganlarin
beyninde akut lezyonlara yol agtigini ve blyime hormonu, esey hormonu ve tiroid
hormonlarinin seviyesinde degisikliklere sebep oldugunu bildirmistir.

Kemirgen ve memeli yavrularina adizdan ve cilt altindan monosodyum
glutamat verildiginde gelismekte olan beyin dokusu, hipotalamus ve hipokampusta
akut ndéronal nekroza yol ac¢tigi ve sican yavrularinin retinasinda hasarlar meydana
getirdigi belirtiimistir (Olney ve ark., 1970; Kubo ve ark., 1993). Sigcanlarda MSG’nin
vicuda alinimi Uzerine yapilan cgalismalarda MSG’nin vicuttaki enerji miktarini
arttirarak obeziteye sebep oldugu (Bergen ve ark., 1998; Mozes ve ark., 2004) ve
ayni zamanda vlcuttaki karbonhidrat, lipid ve protein seviyesini degistirdigi
bildirilmistir (Walker ve Lupien, 2000).

Aji (1998) monosodyum glutamat igeren besinlerin tiiketiimesinden sonra
besin zehirlenmelerinin ortaya ¢iktigini bildirmistir.

Cesitli arastirmacilar tarafindan bas agrisinin sebeplerini ortaya gikarmak
amaciyla yapilan g¢alismalarda monosodyum glutamat iceren yiyeceklerin migren
atagini ortaya c¢ikaran faktorlerden biri oldugu bildirilmistir (Ozbenli, 1994; Oner ve
ark., 2003). Bir ¢alismada MSG’nin  yuksek dozlarinin néroendokrin
anormalliklerine (Moreno ve ark. 2005), ndérodejenerasyon ve nodrotoksisiteye
(Chaparro-Huerta ve ark. 2002) ve farkh organlarda oksidatif zarara (Farmobi ve
Onyema 2006; Pavlovic ve ark. 2007) yol actigi saptanmistir.

Pavlovic ve ark. (2007), erkek Wistar siganlar Uzerinde yaptidi
calismalarda MSG ile muamelenin timuslarda oksidatif stresi uyardigini ve MSG ile
bu uyariimanin T- hicrelerinin apoptozisini de énemli derecede (p<0.01) arttirdigini
gOstermiglerdir. ZHANG ve ark. (2010), disi fareler Uzerinde yaptigi ¢calismalarda
monosodyum glutamat ile uyarilan obez farelerde insulin direngliliginin gelistigini
gOstermiglerdir.

Goralduga gibi yukaridaki galismalarda monosodyum glutamat (MSG)'in
cesitli canlilarda birtakim hastaliklara neden oldugu belirtiimistir. Ancak bugtne
kadar MSG’nin insan periferal lenfositlerinde in vitro genotoksik etkilerinin
belirlenmesi (izerine herhangi bir ¢alisma yapiimamistir. iste bu galismanin amaci
MSG’nin genotoksik olup olmadidini insan periferal lenfositlerinde kardes kromatid
degdisim (KKD) testiyle arastirmaktir.

MATERYAL VE METOT
Materyal

Bu calismada test maddesi olarak gida katki maddelerinin tat arttirici
grubunda olan monosodyum glutamat (MSG), materyal olarak da sigara igmeyen
yaslari birbirine yakin saghkli iki erkek (21 ve 23 yaslarinda) ve iki bayandan (21 ve
23 yaslarinda) alinan periferik kan kullaniimistir.

Metot

Bu calismada KKD saptamak amaciyla 1/10 heparinize edilmis periferik
kanin 0.2 ml'si steril sartlarda 2.5 ml kromozom medyumuna (BP max, Gibco,
cat.n0.12552-013) ilave edilmistir (Renctzogullari ve Topaktas, 1991). Kanin

-78 -



C.U Fen ve Miihendislik Bilimleri Dergisi Y11:2012 Cilt:28-2

ilavesinden hemen sonra son konsantrasyonu 10 pg BrdUrd/ml olacak sekilde
steril 5- bromo-2-deoksiuridin (BrdUrd) eriyigi ilave edilerek periferik kan lenfositleri
37°C’deki inkiibatorde 72 saat inkiibe edilmistir. On calisma sonucu belirlenen
konsantrasyondaki (3 konsantrasyonda) (3000, 4000 ve 5000ug/ml) test maddesi
kultir ortamina kultirin baslangicindan 24 ve 48 saat sonra ilave edilmis ve
hicrelerin  test maddesiyle 24 ve 48 saat boyunca muamele edilmeleri
saglanmistir. Ayrica her deneyin bir kontrolli ve bir de pozitif kontrolt (0.15 pg/ml
mitomycin C: MMC) olmustur. Kultiir siresinin bitiminden 2 saat 6nce her tiipe
kolsisin eriyiginden (0.06 ug/ml) ilave edilerek karistiriimis ve hicreler 2 saat sire
ile (37°C’de) kolsisin ile 6n muameleye tabi tutulmustur. Kiltir siresi olan 72.
saatin bitiminde kulttr tipleri 1200 devir/dk. (rpm)da 10 dk. santrifij edilerek,
supernatant atilmistir. Dipte kalan ve hicreleri ihtiva eden 0.5-0.7 mllik sivi
icerisindeki hucreler resuspanse edildikten sonra 37°C’lik hipotonik eriyik (%
0.4’lik KCI) ilave edilerek 37°C’ de 10 dk. sire ile muamele edilmislerdir. Stirenin
sonunda tupler 15 dk. 1200 devir/dk.’da santrifij edilerek, tuplin Uustindeki
supernatant alinmis ve tipun dibinde kalan 0.5-0.7 ml sivi igerisinde tekrar
resuspanse edilen hicreler lzerine damla damla soguk fiksatif (1 hacim glasial
asetik asit / 3 hacim metanol) ilave edilmistir. Oda sicakliginda 20 dk. fiksatif ile
muamele edilen hiicreler 1200 devir/dk.” da 15 dk. santriflij edilerek stpernatant
alinmistir. Bu fiksatifle muamelesi 3 defa tekrarlanmistir. Son santrifijden sonra
dipte 0.5-0.7 ml sivi kalacak sekilde stUpernatant atildiktan sonra pastér pipeti ile
homojen hale getirilen hicre sUspansiyonundan dnceden temizlenmis ve saf su
icerisinde buzdolabinda saklanmis olan lamlarin Gzerine 75 cm yukseklikten 3-4
damla damlatiimistir. Bdylece hucrelerin ve dolayisiyla kromozomlarin lam
Uzerinde yayllmasi saglanmistir. Bu sekilde hazirlanan preparatlar kurumak Uzere
24 saat oda sicakliginda bekletildikten sonra Speit ve Haupter (1985)in
gelistirdikleri metod (Fluoresans Plus Giemsa= FPG) kullanilarak bir kromozoma
ait kardes kromatidlerin farklhh boyanmasi saglanmistir. Hazirlanmig olan daimi
preparatlar Olympus marka binokiler 1g1k mikroskobunda immersiyon objektifi ile
incelenmistir (10x100=1000 blyutmede).

KKD sayisi, her kisinin kan kdltirine ait preparatlardan iyi dagilimis ve
ikinci mitozu geciren 25 hicrede (4 kisiden toplam 100 hicrede) saptanmigtir. KKD
sayisi bir kromozomun agik boyanmig kromatidindeki koyu boyanmis parcgalarin
veya koyu boyanmis kromatidindeki acik boyanmis parcalarin saylimasiyla
belirlenmistir (Topaktas ve Speit, 1990). Ortadan bir parca degisimi olmus ise bu iki
KKD olarak degerlendirilmis (sekil 1. a), ugtan pargca degisimi olmus ise bu da bir
KKD olarak sayilmistir (sekil 1. b). Ancak bu incelemeler esnasinda kromatidlerin
primer bogum bdlgelerinden donidm yapip yapmadiklarina dikkat etmek gerekir. Bu
durumdaki kromozomlarda KKD yoktur (sekil 1. c).

Monosodyum glutamat'in DNA replikasyonu Gzerindeki etkilerini saptamak
amaci ile proliferasyon indeksi (PI) bulunmustur. Bunun icin tesadifi secilmis
alanlarda 100 hdcre incelenmistir. Bu incelemeler sirasinda gézlenen birinci, ikinci
ve Ucglncl metafaz devresindeki hlcrelerin sayisi saptanmis ve bu verilerden
faydalanilarak Pl su sekilde hesaplanmistir;
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Pl= (1xM1+2xM2+3xM3)/100
M1: 1. Mitozdaki hlcre sayisi
M2: 2. Mitozdaki hlicre sayisi
M3: 3. Mitozdaki hlicre sayisi

k C
2 EED 1 EED EED Tok

Sekil 1. Kardes kromatid degisiminin oldugu ve olmadigi durumun sematik olarak
gosterilmesi (Topaktas ve Speit, 1990).

Muameleli kultirlerden elde edilen KKD / hicre ve Pl dederleri ile kontrol
ve pozitif kontrolde elde edilen degerlerin arasindaki farkin énemli olup olmadigi t-
testi ile arastinimistir.

BULGULAR VE TARTISMA
Bulgular

Ug farkh konsantrasyondaki MSG (3000, 4000 ve 5000ug/ml) ile 24 ve 48
saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde saptanan ortalama kardes
kromatid sayilari (KKD/Hucre) cgizelge 1. de gdsterilmektedir. MSG’nin, 24 saatlik
muamele surelerinde KKD sayisi genel olarak artis gostermis ancak bu artis
kontrole oranla istatiksel agidan dnemli bulunmamistir. Ancak 48 saatlik muamele
suresinde ise MSG sadece en dugsuk (3000 ug/ml) dozda KKD sayisini kontrole
oranla istatiksel agidan 6nemli dlcide arttirmistir. MSG’nin KKD’yi uyarmamasina
karsilik MMC 6nemli derecede KKD'’yi uyarmistir (Cizelde 1. Sekil 2.).

MSG, DNA replikasyonunda etkisi , proliferasyon indeksi (Pi) (replikasyon
indeksi=Riynin saptanmasiyla belirlenmistir (cizelge 2). MSG 24 ve 48 saatlik
muamele sirelerinde PI'yi genel olarak distirmesine ragmen bu disisin kontrole
oranla 6nemli olmadigi bulunmustur.
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Sekil 2. 78 kardes kromatid degisimi bulunan metafaz plagi ( 0.15ug/ml MMC, 48
saatlik muamele, 3). X1000.

Cizelge 1.Farkli Dozlarda Monosodyum Glutamat (MSG) ile 24 ve 48 Saat
Muamele Edilen Insan Periferal Kan Lenfositlerinde Hiicre Basina Diisen
Ortalama KKD (SCE) Sayisi.

Muamele Kons Min-Max
Test Maddesi Siiresi . KKD/HuicrextSH
(ng/ml) KKD
(saat)
Kontrol -- -- 1-17 5.260 £ 0.432
MMC (PK)* 24 0.15 23-72 43.98 + 2.060 a;
3000 0-27 6.510 £ 0.294 b;
MSG 24 4000 1-19 6.840 + 0.590 bs
5000 1-15 6.120 + 0.444 b,
MMC (PK)** 48 0.15 49-120 72.58 £ 3.810 a3
3000 1-28 7.390 £ 0.369 albs
MSG 48 4000 1-26 6.900 £ 0.619 by
5000 1-15 6.640 +0.360 b,
a: Kontrol ile;  b: Pozitif Kontrol ile aradaki fark dnemlidir.
a]_b]_: P<0.05 azbz: P<0.01 a3b3: P<0.001

*86 huicre incelenmistir.
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Cizelge 2. Farkh dozlarda Monosodyum Glutamat (MSG) ile 24 ve 48 saat
muamele edilen insan periferal lenfositlerinde proliferasyon indeksi (PI)

Test Muamele Kons
maddesi sliresi ( /mi) Ml Ml MIII PIxSH
(saat) H9
Kontrol -- -- 88 157 155 2.248 + 0.032
MMC (PK) 24 0.15 196 158 46 1.630 + 0.030 a;
3000 79 179 142 2.158 £ 0.092 b,
MSG 24 4000 86 178 136 2.125 + 0.056 b,
5000 93 166 141 2.120 £ 0.047 a,
MMC (PK) 48 0.15 287 99 14 1.310 £ 0.016 a;
3000 122 163 115 1.983 + 0.054 b,
MSG 48 4000 89 173 138 2.123 £ 0.035 b,
5000 112 177 111 1.998 + 0.042 b;
a: Kontrol ile; b: Pozitif Kontrol ile aradaki fark énemlidir

a]_b]_ : P<0.05 azbz: P<0.01 agbg: P<0.001

Tartisma

Bu c¢alismada, Monosodyum glutamat (MSG)'In insan periferal
lenfositlerinde 24 saatlik muamele siresinde KKD'’yi uyarmadigi ancak 48 saatlik
muamele slresinde ise sadece en dusuk dozda (3000 pg/ml) KKDyi uyardigi
saptanmigtir.

Bu calismada test maddesi olarak kullanilan MSG’nin genotoksisitesini
arastiran herhangi bir KKD calismasi bugtiine kadar yapilmamigstir. Ancak farkli gida
maddesi grubuna ait olan tatlandiricilarla yapilan ¢alismalar su sekildedir:
Rencuzogullari ve ark. (2004) tatlandirici grubunda yer alan aspartam ile yaptiklari
calismada aspartam’in insan periferal kan lenfositlerinde KKD’yi uyarmadigini
aciklamiglardir. Yine Canimoglu ve Rencuzogullari (2006), maltitol'in insan
periferal kan lenfositlerinde KKD sayisini uyarmadigini agiklamislardir. Bu sonuglar
bizim ¢alismamizin sonuglarini destekler yondedir.

Yapilan c¢alismada MSG’nin Pl'da herhangi bir disise neden olmadigi
saptanmistir. Canimoglu (2009), bir tatlandirici olan maltitol’'in sigan kemik iligi
hicrelerinde MI'y1 etkilemedigini saptamistir. Jemison ve ark. (1984) insan periferal
lenfositlerinde siklamat'in hdcreleri boélinmeye tesvik ederek My arttirdigini
bildirmislerdir. Bu sonuglar bizim c¢alismamizin sonuglari ile uygunluk
gOstermektedir. Halbuki Rencuzogullari ve ark. (2004), yine bir tatlandirici olan
aspartam’in insan periferal lenfositlerinde 48 saatlik en yiksek dozda Pl'yi, 24
saatlik en yuksek iki doz ile 48 saatlik tim dozlarda da MI'yi énemli derecede
dusurduguni bildirmislerdir. Bu arastiricilarin  sonuglarinin  bizim ¢alismamizin
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sonuglarindan farkli olmasinin sebebi incelenen test maddelerinin farkli grupta yer
almalari ve dolayisiyla farkli kimyasal yapiya sahip olmalardir.

SONUG VE ONERILER

Calismamizda gida katki maddelerinin tat arttirici grubunda yer alan
Monosodyum glutamat (MSG) KKD’yi genel olarak arttirmis, fakat bu artis énemli
bulunmamistir.

Bu calismada monosodyum glutamat (MSG) in sitotoksik etkisi insan
periferal kan lenfositlerinde proliferasyon indeks (PI)nin saptanmasi ile
belirlenmistir. MSG, 24 ve 48 saatlik muamelelerde hiicre proliferasyonunu
etkilememistir. Pl sonuglarina gdére Monosodyum glutamat (MSG)’In hicre
bolinmesi Uizerine baskilayici bir etkisi yoktur, dolayisiyla MSG sitotoksik degildir.
Ancak kesin bir sonuca varmak igin MSG’nin baska sitotoksisite testleri ile de
sitotoksik olup olmadiginin test edilmesi gerekir.
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